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RESUMO

A oclusfo vascular temporaria do fluxo hepatico € um dos procedimentos essenciais na
cirurgia hepatica. A reperfusfio do tecido hepatico isquémico esta assoctada a distarbios
circulatérios sistémicos e aumento da permeabilidade vascular, edema, desarranjo
estrutural hepatocelular, podendo, na dependéncia do tempo de isquemia ocorrer morte
celular. Isto acontece devido & geracdo de mediadores inflamatorios como o fator de

ativagio plaquetaria (PAF).

O objetivo deste trabalho foi verificar a efetividade do WEB 2086, .como protetor das
lesdes oriundas da liberagio do PAF, ap6s 60 e 90 minutos de isquemia hepatica seletiva

normotérmica e 60 minutos de reperfusio.

Foram usados 192 ratos Wistar para estudo da avaliagio bioquimica sérica pelas
dosagens de AST, ALT e DHL;s Avaliou-se a funcdo mitocondrial (consumo de O, nos
estados III e IV da respiragdo mitocondnial e a relagio E III/E IV = raziio de controle
respiratorio (RCR), a lipoperoxidacdo do conteddo hepético (glutationa e
malondialdeido) e realizou-se a anilise histologica das bidpsias hepaticas. Outros 48
ratos foram usados para avaliagdo hemodinimica. Os animais foram submetidos &
isquemia hepatica seletiva normotérmica por pincamento do pediculo vascular dos lobos
mediano e lateral esquerdo.Os animais foram distribuidos em dois grupos. Os animais do
grupo A receberam soro fisiolégico cinco minutos antes da isquemia e os do grupo B
receberam WEB 2086 (10 mg/kg peso corpéreo). Os animais dos subgrupos isquémicos
de 60 minutos foram A2 € B2 e seus subgrupos controle foram Al ¢ Bl. Os dos
subgrupos isquémicos de 90 minutos foram A4 e B4 e seus subgrupos controle foram A3
e B3. O estudo foi realizado no inicio do experimento (C), pré-reperfusio (RO), apds 15
(R15) minutos e 60 (R60) minutos da reperfusio.

Observou-se que as dosagens das enzimas AST, ALT e DHL; foram elevadas apés a
reperfizsdo em todos os subgrupos isquémicos. Os valores do E III foram maiores no
subgrupo isquémico B2 em relagio ao subgrupo A2 (R15) e no E IV esta diferenca foi
observada aos 15 e 60 minutos da reperfusfio. A RCR dos subgrupos isquémicos A2 e
A4 foi menor do que a de seus subgrupos controle (R0). Os valores de malondialdeido
(MDA) do subgrupo isquémico A4 foi maior apds 15 minutos de reperfusdo do que no

periodo 1squémico. Os valores da glutationa (GSH) do subgrupo isquémico B4 fot mator



que a do subgrupo A4 (R15). O gran de congestdo hepatica foi maior nos subgrupos
isquémicos em relagio aos subgrupos controle apéé o inicio da reperfusdio. O grau da
vacuolizagdo citoplasmatica dos subgrupo B4 ¢ B2 foi maior que a dos subgrupos A4
(RO) e B1(R15).0s valores da pressdio arterial média do subgrupo A4 foram menores
que a dos subgrupos B4 e¢ A3 aos 15 minutos de reperfusdo. Os valores da pressdo

venosa central do subgrupo B4 foram maiores que os do subgrupo A4.

Concluiu-se que a droga WEB 2086 inibiu o efeito hipotensor do fator de attvagio
plaquetéria (PAF) e a lipoperoxidagdo do conteiido mitocondrial ocorridos nos animais

submetidos a 90 minutos de isquemia e 15 minutos de reperfuséo.
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1. INTRODUCAQ

As resseccdes hepiticas tornaram-se, quando necessarias, mais radicais, evoluindo de
simples segmentectomias até grandes ressecgdes, com utilizagfo de circulagdo extra-
corporea veno-venosa (HAMAZAKI, ef al., 1995). A utilizagio de técnicas adequadas e
hemostasia rigorosa sfio primordiais. Procurando reduzir o sangramento, que pode advir
deste procedimento cirtirgico, utiliza-se a exclusdo vascular hepatica segmentar ou total,
de modo continuo ou intermitente JFIUGUET, STIPA, GAVELLI, 1994). A exclusio
vascular temporéria submete o parénquima hepatico remanescente a um periodo de
isquemia normotérmica e ulterior reperfusdo tecidual. Seguem-se, assim, alteragBes

bioquimicas teciduais e séricas que sdo devidas a isquemia/reperfusdo.

Apesar dos grandes avancos obtidos com o transplante hepatico como opgao terapéutica
na hepatopatia cronica, tais como o advento de novas drogas -imunossupreSSOras,
avangos taticos e técnicos e elaborago de novas solugdes de preservagéo de orgdos, as
alteragBes que se seguem & isquemia/reperfusdo continuam desafiando a argicia dos
pesquisadores, tanto no estudo da sua etiopatogenia como na busca de meios para

preveni-la ou coibi-la.

As alteragdes observadas apos o perodo de isquemia/reperfusio traduzem-se por
distarbios da microcirculagdo, hipotensdio, elevagiio das aminotransferases séricas, da
desidrogenase lactica, disfungfio mitocondrial, aumento da lipoperoxidagio, alteracdo da
estrutura da célula e morte celular. Estas aiteracBes sdo consequéncia de uma interagéo
complexa entre deplegio de ATP, influxo intracelular de ions, distarbios
microvasculares, liberagio de mediadores inflamatérios, radicais livres de oxigénto,
ativagiio de neutrdfilos, plaquetas, células de Kupffer e células endoteliais, que sdo
indutores da liberacdo de proteases e fosfolipases, que potencialmente danificam as
membranas celulares e mitocondriais (ATALLA et al., 1985; WARD, 1991; BULKLEY,
1994: GRACE, 1994),

O fator de ativagio plaquetaria (PAF) ¢ um destes mediadores inflamatorios liberados
durante a isquemia/reperfusio. Sua sintese € estimulada na vigéncia de perdxido de
hidrogénio (KUBES, SUZUKI, GRANGER, 1990b), tem potente agdo, direta ou

indiretamente, sobre a adesdo leucocitaria junto ao endotélio microvascular, interferindo



na permeabilidade e wvasodilatagio, sendo um dos agentes dos disturbios
microcirculatérios que sdo observados na isquemia/reperfuséo hepatica (ONTELL et al.,

1989; FUKUOKA et al., 1992, NISHIYAMA et al., 1993).

Buscando inibir as acdes causadas pelo PAF foram estudados diversos antagonistas
especificos do mesmo, que sio utilizados no periodo pré-isquémico e relatados como
protetores da fungio mitocondrial, diminuindo a lipoperoxidagdo, evitando a hipotensdo
e as alteragdes da morfologia celular (ZHOU et al., 1992, BOROBIA er al., 1993;
FUKUOKA, NAKAIMA, NAKANQ, 1995).



1.1 OBJETIVO

Este trabalho tem como objetivo estudar o efeito do WEB 2086 como antagonista
especifico do fator de ativagdo plaquetaria (PAF), atuando como protetor da
isquemia/reperfusdo do figado, avaliando-se vaniaveis bioquimicas séricas, teciduais
hepaticas, histopatologicas ¢ hemodindmicas decorrentes da isquemia/reperfusio, apés
diferentes periodos de isquemia hepatica normotérmica seletiva induzida

experimentalmente em ratos.



1.2 DADOS DA LITERATURA

"Blood ... appears fo carry life... every part of the body, for whenever the whole or a
part is deprived of fresh blood it very soon dies".

" John Hunter (1835)

As lesdes isquémicas e pos-Teperfusionais podem aparecer em varios Orgdos: coracio
(STEWART er al., 1988), intestino (PARKS et al, 1982; GRANGER e al, 1986),
pulmdes (TAYLOR, MARTIN, PARKER, 1983), rins (BAKER, CORRY, AUTOR,
1985) e no figado (PARKS, BULKLEY, GRANGER, 1983; PARKS & GRANGER,
1988, MARZ] et al., 1989; ATALLA er al., 1985; ROSSER & GORES, 19953).

O pingamento da triade portal foi descrita por PRINGLE em 1908, quando publicou os
0ito primeiros casos submetidos a esta manobra. Desde entdo passou a ser utilizada pelos
cirurgides para a obtengdo da exclusdo vascular hepitica. Esta tem sido utilizada em
ferimentos hepaticos, ressecgSes hepéticas segmentares ou amplas e nos transplantes
hepaticos (CANNON, 1956; STARZL et al, 1963, GOTOH ef al, 1994; HUGUET,
GAVELLIL BONA, 1994).

Com a evolugio da cirurgia hepatica, de simples ressec¢des até o transplante hepético,
novas técnicas de resseccdo foram utilizadas com a exclusdo vascular segmentar ou total,
de figados normais ou curéticos, com diferentes tempos de reperfusio (intermitente ou
continua). Obteve-se assim bons resultados, por minimizar ¢ sangramento intra-
operatdrio, com menores indices de morbidade e mortalidade pods-operatdria
(BISMUTH, HOUSSIN, MAZMANIAN, 1983; EZAKI, ef al., 1992; HANNOUN, et
al., 1993; HUGUET et al., 1994; HEFFRON & EMOND, 1995; NAGASUE, et al.,
1995; BECHSTEIN, et al., 1996, MOUSSA, et al., 1996).

As alteragOes enzimdaticas que acontecem no periodo pos-operatoério, sio consequéncias
da hipoxia tissular hepatica e da reperfusdo do parénquima remanescente. Estas

alteragdes, decorrentes da isquemia normotérmica e da reperfusio, tém sido estudadas

" HUNTER, J. apud- GRACE, P.A. - Ischaemia - reperfusion injury. Br. J. Surg., 81: 637-647, 1994.



experimentalmente. Como a veia porta é responsavel por 75% da nutrigio do figado e a
artéria hepatica pelos 25% restantes, o pingamento total destes vasos abole teoricamente
todo o suprimento vascular hepatico. Uma pequena quantidade de suprimento sanguineo
do figado pode ser obtido por colaterais existentes entre o drglo e o revestimento

peritoneal e retrogradamente pelas veias hepaticas (KIM ef al., 1995).

Com a utilizagdo da exclusfo vascular hepatica total, durante longos periodos, observou-
se necrose hepatica e morte dos animais em experimentacdio (MARKOWITZ,
RAPPAPORT, SCOTT, 1949; CHAU, GOLDBLOOM, GURD, 1951; MARKOWITZ,
1952). Concomitantemente, novos trabalhos surgiram mostrando a tolerdncia dos
animais submetidos a isquemia hepatica temporaria, com tempo menor que 60 minutos e
com reperfusdo intermitente, evitando a anaerobiose, proliferagio bacteriana e
sequestragio no leito vascular esplancnico (RAFFUCCI & WAGENSTEEN, 1950;
RAFFUCCI, 1953, STEINER & MARTINEZ, 1561; BACKLUND ef al, 1964;
NORDLINGER et al., 1980)

Varios trabalhos utilizaram tempos de isquemia hepatica que variaram de uma a quatro
horas e com diferentes tempos de reperfusio. Nem todos estudaram as alteragbes que
ocorreram "in vivo". Alguns estudaram a perfusdo isolada hepatica, outros utilizaram a
reoxigenacdo diretamente nas células hepaticas isoladas. Porém o que todos procuram
explicar s3o os tipos de lesdes que podem ocorrer, ¢ quais os fendmenos inflamatorios
que sio modulados durante a isquemia e apos a reperfusdo do figado(NAKATA et al.,
1971; MARUBAYASHI et al., 1986; ONTELL ef al, 1989; LITTAUER & DE
GROOT, 1992; KAWAMURA ef al., 1995; BOIN, LEONARDI, CASTRO E SILVA,
1996).

Estas alteracdes, dependendo do tempo da isquemia € do momento da reperfusio
estudados, podem mostrar desde simples alteragdes bioquimicas até necrose e morte
celular (McKEOWN e al., 1988, ONTELL et al, 1989; EGASHIRA ef al., 1992
SHIRATORLI, et al., 1994; KU et al., 1995).

Varios tipos de células estio presentes no figado, como, os hepatdcitos, as células de
Kupffer, as células endoteliais sinusoidais e as células dos ductos biliares, que sio
suscetiveis 4 injuria da isquemia/preservacio. A resposta a agressdo pode ser dependente

da temperatura, do tempo de isquemia a que foram submetidas, do tipo de meio de



preservagio utiliizado e do tempo e reoxigenacfio utilizado. Estas variagdes foram
explicadas pela diferente atividade metabolica das células do figado e vanedade de
proteases intracelulares que podem ser ativadas (McKEOWN et al., 1988; NOACK ef
al., 1993)

A isquemia induzida durante o transplante ortotopico do figado é composta pela
isquemia normotérmica e pela isquemia fria, que resultam em dois tipos diferentes de
lesdes (McKEOWN et al., 1988; ONTELL et al., 1989),

Na isquemia normotérmica ocorre vacuolizacio citoplasmaitica, congestio sinusoidal e,
dependendo do tempo da isquemia, focos de necrose e infiltragio gordurosa
(ORRENIUS et al., 1976, CARVALHO ef al, 1978; SHIBAYAMA & ASAKA,
- NISHIIIMA, 1991; ABOIM ef al., 1993; HUI et al., 1994). A microscopia eletrdnica
nota-se espacamento das membranas e aparecimento de vesiculas sem ruptura dos
sinusoides (BASSI & BERNELLI-ZAZZERA, 1964, MARZELLA & GLAUMANN,
1981). Estas lesdes foram reversiveis quando o tempo isquémico foi curto e o fluxo
hepatico restaurado (POGGETTI, 1987).

Na isquemia hipotérmica hs edema celular e ruptura das células sinusoidais, mesmo com
a morfologia hepatocelular aparentemente normal, dai a necessidade de associar-se a
hipotermia as solugbes de preservacio de orgdos (LINDELL ef al, 1989; MARSH et
al., 1989). Mesmo com o emprego de solu¢Ses de preservacdo tém-se observado, a
microscopia eletronica, alteracfes estruturais endoteliais reversiveis, edema celular,
alargamento das fenestragdes, retracio das extensdes citoplasmaticas, ruptura endotelial,
edema mitocondrial, presenga de vesiculas junto a matriz mitocondrial ¢ na manutengio
da injiria apés longo tempo de isquemia pode ocorrer a morie celular (MCKEQOWN et
al, 1988; CLAVIEN, HARVEY, STRASBERG, 1992; RAUEN et al., 1993).

Em estudo realizado com células hepaticas isoladas de rato e humanos CARACENI et
al. (1994) relataram que apds andxia-reoxigenagdo os hepatécitos bumanos sfo mais
resistentes que os do ratos, com menor geracdo de radicais livres de oxigénio e

lipoperoxidacio.

A terapéutica da hipdxia é a reperfusio. Quando esta ndo acontece, a auséncia de
oxigénio como aceptor final de elétrons na cadeia respiratéria mitocondrial interrompe

imediatamente o fluxo de elétrons, causando a oxido-redugdo da cadeia respiratéria,
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contrariamente 4 oxidagéo que ocorre em condigdes normais (GONZALEZ-FLECHA,
CUTRIN, BOVERIS, 1993).

A isquemia hepatica instaurada resulta em metabolismo anaerdbico, a produgio de ATP
diminui, ocorre maior formagido de hipoxantina, aumenta o influxo de cilcio, ocorre
ativagio das fosfolipases, maior permeabilidade da membrana mitocondrial e alteragdes
no sistema de fosforilagio oxidativa (WEISS, 1986; MITTNACHT, SHERMAN,
FARBER, 1979; VERCESI, 1993; GRACE, 1994)

A deplegdo de ATP que ocorre resulta em acidose intracelular, em decorréncia da
glicolise anaerdbica e consequente acumulo de acido lictico (WOODS & KREBS,
1971). A acidose intracelular inicial, em niveis moderados, pareceu funcionar como
- citoprotegdo por mibir a atividade das hidrolases (GORLA er al. 1983; GORES,
HERMAN, LEMASTERS, 1990).

Apesar da deplegio de ATP estar diretamente relacionada a duragiio da isquemia, a
velocidade de restauracio da oxigenacdo, apOs a reperfusdo, foi um dos fatores
determinantes da viabilidade da fung3o hepatica (KAMIIKE et al., 1988; METZGER &
LAUTERBURG, 1988). A isquemia acarreta a perda dos mecanismos de homeostase
intracelular que sdo dependentes de energia, perda de gradiente osmético por inativago
das bombas idnicas, inativagdo de proteinas e oxidag¢do dos grupos tidis (ROSSER &
GORES, 1995). A inibicio das enzimas Cat++/ATPase ¢ Na+/K+/ATPase determina
edema celular e formacgdo de vesiculas, alterando a estrutura da microcirculaggdo. Ocorre
oxidagio dos grupos sulfidrilas (SH), liberag2o de radicais livres de oxigénio, podendo
causar reperfusdo tecidual inadequada e graus diferentes de lesdo da membrana celular.

(GORES et al., 1990; KOO et al., 1992).

Ha cerca de 15 anos DEL MAESTRO (1980) e GRANGER, RUTILI, MCCORD (1981)
demonstraram a presenga de radicais livres de oxigénio com nimero impar de elétrons
altamente reativos: 0;° (anio superdxido), H,O; (peroxido de hidrogénio) € OH® (radical
hidroxila). A lesdo gerada pelo bindmio isquemia/reperfusio € causada por estes radicais
citotoxicos (BULKLEY, 1987; FREEMAN & CRAPO, 1982; PARKS er al., 1983;
PARKS & GRANGER, 1988). Em condi¢des de isquemia/reperfusio, a geracio destes
radicats livres de oxigénio (RLO) promove, além de uma série de alteraces no orgio
isquémico, (MCCORD, 1985; BLANKESTEIIN & TERPSTRA, 1991; KUNZ ef al.,



1991; WARD, 1991; GRACE, 1994), alteracBes sistémicas, tais como faléncia renal
(KUDO et al., 1993), e depressio cardio-circulatoria (PRETTO, 1991; RIZZO, 1996).

GRANGER ef al. (1981) propuseram que a conversio de xantina desidrogenase (XD)
em xantina oxidase (XO) nos tecidos isquémicos era seguida de aparecimento de
hipoxantina durante a reperfusdo, e responsavel pelo formagio de dnions superoxidos e
peroxidos de hidrogénio. Durante a isquemia os niveis tissulares de hipoxantina
aumentam. A XO utiliza O, para converter hipoxantina em xantina, liberando superéxido
neste processo (GRACE, 1994). Apés a reperfusdo os RLO produzidos interagem com
ferro e catalisam a conversdo de peroxido de hidrogénio de H>0, para radicais hidroxila

{quadro 1).

- As alteragBes que ocorrem nos organismos que sio submetidos & isquemia hepatica
normotérmica e posterior reperfuséio, mostram uma interagio complexa entre alteractes
microvasculares, liberagdo de mediadores inflamatorios, radicais livres de oxigénio,
ativagdo de neutrdfilos, plaguetas, células de Kupffer e células sinusoidais endotelais
(JAESCHKE, FARHOOD, SMITH, 1990; BREMER ef al., 1994; SHIRATORI ¢t al.,
1994; FUKUMOTO, KURODA, SAITOH, 1995; HISAMA ef al., 1996; WANNER ef
al., 1996).

As células de Kupffer sio também fonte de mediadores gerados durante a
isquemia/reperfusio (CLAVIEN ef al, 1992; BULKLEY, 1993; THURMAN,
BUNZENDHAL, LEMASTERS, 1993; FUSAOKA ¢f al., 1994). Pode ocorrer aumento
da adesividade leucocitdria e plaquetdria as células endoteliais e provocar um
desequilibrio no sistema de coagulagdo induzindo lesdes sinusoidais mais intensas
(STARZL & DEMETRIS, 1990; SUZUKI & TOLEDO-PEREIRA, 1993; OKANO et
al., 1996).

Os neutrdfilos, quando aderidos as células endoteliais, t€m papel importante
(WELBOURN et al., 1991; DEL MAESTRO, 1980) como liberadores de radicais livres
de oxigénio (FULLER, GOWER, GREEN, 1988). Quando se induziu deplegdo
leucocitaria, KU et al. (1995) observaram elevados niveis enzimaticos séricos de AST,
ALT e DHL durante a reperfusdo, favorecendo a hipotese de que as células de Kupffer

tém papel primordial na geracdo de radicais livres de oxigénio .



Adicionalmente, a ativagdo das células de Kupffer e dos neutrofilos podem levar &
liberagio de fator de necrose tumoral (SUZUKI & TOLEDOQO-PEREIRA, 1994),
leucotrienos (HSUEH, GONZALEZ-CRUSSI, ARROYAVE, 1986; LEHR e al., 1991)
tromboxanas (WANNER ef al, 1996, YOKOYAMA ef al, 1996), prostaglandinas
(SHINOHARA et al., 1996), endotelinas e 6xido nitrico (HYSLOP & DE NUCCI, 1992,
ESTEBAN et al., 1995; FARO ef al., 1995; KOBAYASHI ef al., 1995, NAKAMURA
et al., 1995), fator de ativagiio plaquetaria (KUBES ez al, 1990a; FUKUOKA ef al,
1993a, 1993b; NISHIYAMA et al., 1993), radicais livres de oxigénio (ATALLA ef al.,
1985; NAUTA et al., 1990; POST ef al., 1995), tais como &nion superdxido, perdxidos,
e radicais oxidrila, que sendo instaveis reagem rapidamente (JAESCHKE & FARHOOD,
1991; BULKLEY, 1994; HAMER, WATTIAUX, WATTIAUX-DE- CONINCK, 1995).

O efeito citotdxico, com aumento do influxo de calcio, pode causar danos & membrana
celular, membrana mitocondrial (CASTILHO et al., 1995; LUFT, 1995; RICHTER et
al, 1995; WILLET ef al, 1995) e superficie endotelial, levando a distirbios na
microcirculagio e consequente hipotensio (AGGARWAL et al;. 1989; CALDWELL-
KENKEL et al., 1991; RAUEN ef al., 1993; SHIRATORI et al., 1994; KIM ef al.,
1995; MENGER, 1995).

A liberagdo de RLO e mediadores inflamatorios na isquemia/reperfusdo pode ocorrer nos
hepatdcitos, nas células de Kupffer, nas células endoteliais € nos leucdcitos, tais como
fosfolipase A,, fator de ativagiio plaquetaria (PAF), eucosandides, proteases e fator de
necrose tumoral (BERNELLI-ZAZZERA et al., 1992; CLAVIEN ef al., 1992; MATIM
et al., 1993; NISHIYAMA ef al., 1993; TAKADA et al., 1995a).

As lestes tissulares derivadas da a¢io dos RLO podem ser expressas por alteragSes nas
membranas celulares. O aumento das enzimas séricas como da alanina aminotransferase
(ALT), aspartato aminotransferase (AST) e desidrogenase lactica (DHL), podem refletir
desordens estruturais e funcionais dos microssomos hepaticos (SIMONDS, 1923;
GORES et al., 1988; REICHLING & KAPLAN, 1988; RADZIUK, 1990, SHERLOCK
& DOOLEY, 1993). A dosagem da desidrogenase lactica por eletroforese determina
qual das suas fragdes encontra-se aumentada. O aumento da fragdo 5 da DHL € um
indicador especifico ¢ sensivel do tecido hepatico lesado (PAPADOPOULOS, 1977,
REICHLING & KAPLAN, 1988; FERNANDES, 1993; CASTRO E SILVA ef al,
1996)



Na membrana interna da mitocondria ocorre a fosforilagdo oxidativa e cerca de 90% do
ATP produzido € utilizado para a atividade metabolica dos hepatdcitos. A fosforilagio
oxidativa é composta por cinco complexos enzimaticos que incluem a cadeia de
transporte de elétrons (complexo I-IV) e FoFI-ATP sintetase (complexo 5), por uma
série de reagbes de oxido-redugdo ligadas a NAD (dinucleotideo de nicotinamida-
adenina) e NADH desidrogenase mitocondrial. Um gradiente protbmico € gerado e
utilizado para a sintese de ATP (STRYER, 1992; KRAHENBUHL, 1993).

A isquemia/reperfusdo causa danos estruturais € funcionais aos hepatdcitos, tornando a
mitocondria uma fonte de geragdo de RLO podendo, assim, levar a perda da capacidade
de compensagiio mitocondrial, dada a impossibilidade de restaurar a carga energetica das
células, ocasionando a morte celular (OZAWA et al, 1966, FARBER, MARTIN,
CHIEN, 1978; MITTNACHT & FARBER, 1981; FATH et al., 1985, UYEMURA &
CURTL 1991; OZAWA, 1992; GARCIA-RUIZ ef al., 1995, CASTRO E SILVA, Jr. et
al., 1996).

Usualmente quando o tecido hepatico ¢ submetido & isquemia ocorre diminuigdo da
velocidade de consumo de oxigénio no estado III da respiragdo mitocondrial € aumento
da velocidade de consumo de oxigénio no estado IV da respiragio mitocondrial (FUJII,
JOHNSON, GORES, 1994; SATOH et al., 1994). A relagio do estado III e estado IV
fornece a raziio de controle respiratério (RCR) que indica o grau de acoplamento
mitocondrial (oxidagao/fosforilagdo), isto €, ha fluxo de elétrons e geragiio de energia;
assim, quando ha um dano mitocondrial causado pela isquemta, indica a ocorréncia de
varios niveis de desacoplamento mitocondrial (CHIEN & FARBER, 1977, INOUE &
TAGAWA, 1993; SATOH et al., 1994; JONES, 1995). Virios estudos em isquemia
normotérmica relatam diminui¢io da fun¢do mitocondrial durante o periodo de isquemia
(FARBER et al., 1978; MITTNACHT & FARBER, 1981; GONZALEZ-FIL.LECHA er
al., 1993).

A disfun¢io mitocondrial que ocorre nos hepatdcitos e nas células de Kupffer ¢
associada com a liberagio de RLO, por perda da fosforilagiio oxidativa e deplecio de
ATP. As células liberam O° pelo sistema NAD/NADHH; o superdxido € transformado em
peroxido de hidrogénio gerando radicais hidroxilas, que sendo altamente mstveis

reagem com os componentes lipidicos da membrana celular (SHIBUYA ez al., 1996).
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A lipoperoxidagao nas membranas biologicas ¢ um processo destrutivo iniciado por
radicais livres de oxigénio (KELLOGG & FRIDOVICH, 1975; LITTAUER & DE
GROOT, 1992; DUTHIE, 1993; SUZUKI & TOLEDO-PEREYRA, 1993; CARACENI
et al., 1994; HAMER et al., 1995) causando edema e aumenio do influxo de calcio
(NEPOMUCENQO et al., 1991; REED & SAVAGE, 1995), com consequente disfuncgo
mitocondrial pois, uma vez iniciada a condi¢io de isquemia/reperfusdo, os radicais HoO-
¢ OHP° podem abrir canais na membrana mitocondrial devido ao ataque a grupos sulfidrila -
(SH) de determinadas proteinas, expostas pela ligagio de Ca™ . O aumento deste ion
pode ativar a fosfolipase A, mitocondrial, induzindo maior formagio de OH®. Os
lipoperoxidos formados podem ser reduzidos por glutationa e alopurinol, vitamina E ¢ a-

tocoferol (McCORD, 1985; KOBAYASHI et al., 1992, DURMUS et al., 1994).

A glutationa reduzida (GSH) ¢ um antioxidante celular, metabolizado na célula pela
glutationa peroxidase, que cataliza a conversdo de perdxido de hidrogénio para oxigénio
¢ 4gua. Este sistema de redugdo pela GSH ¢ um dos sistemas que a mitocondria utiliza
para manter-se estavel. Durante processos isquémicos e pos-reperfusionais ocorre perda
da capacidade anti-oxidante mitocondrial e as células tornam-se mais sensiveis ao0s
efeitos da excessiva produgiio de radicais livres de oxigénio, sendo estas alteragbes
detectadas pelo aparecimento de produtos da lipoperoxidagdo como 0 malondialdeido
(MDA) ¢ diminuigio do conteiido hepético de GSH mitocondrial (BOUDIEMA ef al.,
1990; LITTAUER & DE GROQOT, 1992; KARWINSKI et al., 1993b; LIU ef al., 1994,
GARCIA-RUIZ et al., 1995; NARDO et al, 1996).

Buscando minimizar estas alteragdes inflamatérias que ocorrem durante © bindmio
isquemia/reperfusdo, varios agentes farmacologicos tém sido utilizados com © objetivo
de diminuir as lesdes de reperfusdo que se instalam durante as cirurgias hepaticas
eletivas, de urgéncia, OUu MESMO NOS transplantes hepéaticos (HASSELGREN, 1987,
GRACE, 1994).

A prostaciclina tem sido relacionada com a melhora das lesdes ocorridas no tempo de
isquemia (MONDEN & FORTNER, 1982; TOLEDO-PEREYRA, 1984; CRAFA et. al,
1991).

A clorpromazina tem sido relatada como inibidor do influxo do calcio que pode ocorrer

durante a reperfusdo, inclusive protegendo a fungdo mitocondrial (FARBER, CHIEN &
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MITTNACHT, 1981, CHIEN ef al, 1977, SHIBAYAMA et al, 1991). Os
bloqueadores dos canais de calcio como verapamil, diltiazem, e nimodipina tém. sido
utilizados contra as lesdes ocorridas na isquemia e reperfusao (HUGHES et al., 1986;
KURITA et al., 1993, CHAVEZ-CARTAYA et al., 1996, KARWINSKI, GARCIA,
HELTON, 1996).

A protegdo contra as lesdes de reperfusdo mediadas pelos radicais livres de oxigénio €
pela xantina oxidase tem sido relacionada ao uso de superdxido dismutase, catalase €
alopurinol (ATALLA ef al., 1985, BAKER et al., 1985; KOYAMA et al, 1985,
MAROTTO, THURMAN, LEMASTERS, 1988; NAUTA ef al., 1990; KARWISNKI et
al., 1991; CEJALVO et al., 1993: FREDERIKS, KOOL, BOSCH, 1995).

O uso de inibidores das proteases (inibidor da tripsina urinaria) tém sido utilizado por
alguns autores como pré-tratamento das leses de isquemia/reperfusdo procurando intbir

a liberagdo de proteases neutrofilicas (LI et al., 1993).

O uso de outros tipos de agentes antioxidantes, inibidores de enzimas da cadeia
respiratoria, também tem sido relatado, tais como a-tocoferol (MARUBAYASHI ez al.,
1986), coenzima Q10 (MARUBAYASI—]I et al., 1982), inibidores da metilglutaril
coenzima A (SATOH et al., 1994), ¢ antioxidantes como a glutationa (HAMER et al.,
1995; MARUJO, 1995).

Alguns autores relataram efeitos benéficos de supressores diretos ou indiretos da
atividade das células de Kupffer ¢ dos neutréfilos, como a pentoxifilina € © cloreto de
gadolinio (SHIRATORI et al., 1994; SUZUKI & TOLEDO-PEREYRA, 1994; PENG ef
al., 1995, HISAMA et al., 1996, KOZAKI, MATSUNO, KOZAKI, 1996)

Os imunossupressores ciclosporina A e FK 506 tém sido relatados também como
protetores da lesdo de isquemia/reperfusao quando administrados antes da fase
reperfusio (SAKR ef al., 1990, KUROKAWA ef al., 1992; SUZUKI, et al., 1993,
KAWANO ef al., 1994). Outros hepatoprotetores como 0s cidos biliares tém sido
usado como protetores das lesdes pos-reperfusionais (CHAZOUILLERES etal 1991}

12



1.2.1 Fator de Ativacio Plaquetaria (PAF)

Dentre os fatores endoteliais que interagem nas lesdes que ocorrem na
isquemia/reperfusdo destacamos o PAF. Dos mediadores inflamatérios que interagem na
sindrome de isquemia reperfusio, como refatado por AGGARWAL et al. em 1989, entre
outras substdncias (tromboxana, prostaciclina, prostaglandinas, precalicreina, e
leucotrienos) atua como uma substincia vasoativa que causa vasodilatacio e exerce

efeitos sobre o tonus vascular e a pressdo sanguinea.

O fator ativagdo plaquetinia (1-O-alquil-2-acetil-sn-glicero-3-fosfocolina, PAF) é um
fosfolipideo que possue potente atividade biologica. E um potente mediador celular
envolvido em varios processos fisiopatologicos incluindo agregagiio plaquetaria e
ativacfio de neutréfilos. E secretado por monécitos, baséfilos, neutrofilos, macréfagos,
células de Kupffer, células endotehais e sinusoidais. Pode ainda induzir hipotensgo,
leucopenia, trombocitopenia e aumento da permeabilidade vascular (STAFFORINI,
MACINTYRE, PRESCOTT, 1990). Este fosfolipideo, juntamente com os eucosandides,
contribuem para a regulagdo da interag@io entre as células sanguineas e a resisténcia e
permeabilidade vascular (BENVENISTE, HENSON, COCHRANE, 1972; HENSON,
1990; ZIMMERMAN et al. 1985, 1990).

O PAF ¢ um fosfolipideo liberado das células em resposta a estimulagio de agonistas
como trombina e pro-coligeno. De modo geral, a liberaciio do PAF é concomitante 3
liberagdo de ADP e metabolitos do acido araquiddnico como consequéncia da ativagdo
das plaquetas. Dentre os processos patologicos nos quais 0 PAF esta implicado citamos
a gravidez, asma, inflamagdes, ulceragBes gastrointestinais, endotoxemia, cirrose
hepatica, rejeicio apds transplantes, e lesBes de isquemia/reperfusio (ROSAM,
WALLACE, WHITTLE, 1986; LEWIS er al., 1988; PIGNOL et al, 1988; FLETCHER,
DISIMONE, EARNEST, 1990; LAFFI et al., 1993; MORENO ef al., 1993). Sua sintese
tem sido descrita como iniciando-se a partir da a¢dio da fosfolipase A, (GONZALEZ-
CRUSSI & HSUEH, 1983; STAFFORINI ez al., 1990; ZIMMERMAN et al, 1990). Sua
agdo € dose dependente e tem apresentado variagdes nas diferentes espécies estudadas
(BRAQUET er al., 1987, WALLACE, & MACNAUGHTON, 1988; HOURANI &
CUSACK, 1991). Induz metabolismo fosfolipidico e mobilizag¢io intracelular de Ca™
MCINTYRE & POLLOCK, 1983). Sua potente agdo como agregante plaquetario esta
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relacionada & sua agfo hipotensora e broncoconstritora, o que indica que receptores
similares podem mediar estes efeitos (GODFROID ex al., 1987).

O PAF pode modular a integridade endotelial, levando ac aumento da permeabilidade
vascular ¢ edema (BRAQUET et al., 1987). Células endoteliais de diferentes espécies e
dos mais variados tipos de leitos vasculares rapidamente sintetizam PAF, desde que
estimuladas em situa¢Ses como inflamacGes, isquemia e reoxigenagio. Nestas situacdes,
o PAF interage com a superficie da célula endotelial ¢ medeia a intera¢do do endotélio
com os neutrofilos. Nesse caso o PAF age como um agente quimiotixico, aumentando a
sintese de leucotrienos. Estas ac¢Ges sfo rapidamente concluidas e ocomrem
fisiologicamente, desde que o estimulo ndo se mantenha (BENVENISTE et al, 1972;
CAMUSSI et al, 1981; ZIMMERMAN er al.,1985; D'HUMIERES, RUSSO-MARIE,
VARGAFTIG, 1986; BRAQUET, ef al, 1987, WALLACE & MACNAUGHTON,
1988; ONTELL ez af, 1989; HENSON, 1990; STAFFORINI et al, 1990;
ZIMMERMAN et al., 1990; BAUTISTA & SPITZER, 1992),

Outras interagdes do PAF foram registradas como ativagdo de sua sintese na presenga de
H;0, e sua capacidade de indugfo da ades@o leucocitaria junto as células endoteliais na
vigéncia de processos inflamatorios (LEWIS ef al, 1988). Outro tipo de interacgdo
acontece com o NO (6xido nitrico). Dependendo da circustincia pode ter efeito
vasoconstritor e causar aumento da glicogenolise em figados isquémicos (MOY,
BATES, FISHER, 1991).

Em estudos realizados em cobaias, com perfusfio cardiaca, a administragio do PAF
diminuiu o fluxo coronariano e a forga contratil do ventriculo esquerdo, sendo que estes
efeitos ndo foram afetados pela indometacina. Isto indica que embora a ciclooxigenase e
lipooxigenase possam ser ativadas pelo PAF (CHILTON et al., 1982; LIN, MORTON,
GORMAN, 1982), as mesmas ndo t€ém papel nos efeitos cardiacos mediados pelo PAF,

ou seja, a inibi¢do destes efeitos ocorre somente com seus antagonistas especificos.

Durante o periodo de isquemia, o PAF tecidual hepatico é quase indetectivel, mas apos
o primeiro minuto da reperfusdo seus niveis aumentam significativamente (ZHOU et al.,

1992; FUKUOKA et al., 1995).

Enire as drogas que apresentam a¢do como antagonista do PAF estio as
triazolobenzodiazepinas (KORNECKI, EAHRLICH, LENOX, 1984, HWANG et al,
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1986), alguns bloqueadores de canais de Na', como a amilorida (HWANG, LAM,
CHANG. 1986) e alguns bloqueadores de canais de Ca™ , incluindo diltiazem e
verapamil (KORNECKI et al., 1984, TUFFIN & WADE, 1985). Os antagonistas do
PAF apresentam interagio com os grupos sulfidrilas (SH), ainda ndo bem caracterizadas
(HOURANI & CUSACK, 1991).

1.2.2 Antagonistas Especificos do Fator de Ativacio Plaquetiria (PAF)

Desde a descoberta do fator de ativagio plaquetaria (PAF) em 1972 por BENVENISTE
et al., pesquisam-se suas a¢des farmacologicas e fisiologicas, assim como as de seus
antagonistas especificos. Estes vem sendo estudados desde a década passada,
procurando-se adequadas aplicagdes terapéuticas por intermédio de estudos
experimentais. Estudou-se o efeito preventivo sobre a nefrotoxicidade causada pela
administragiio de ciclosporina (PIROTZKY etz al, 1988), a acgdo protetora contra as
lesdes de isquemia/reperfusiio em transplantes de coragio ¢ pulmdo (GAYUMI,
JAMIESON, POOSTIZADEH, 1991; CONTE et al., 1991), de rim (YIN ez al., 1995),
de pancreas (FELIP et al., 1994) e de figado (LIU ez al., 1990; TAKADA et al., 1995D).
Simultaneamente a estes estudos, varios autores tém procurado elucidar as alteragbes

decorrentes da isquemia hepatica normotérmica ¢ a efetividade destes antagonistas.

1.2.2.1 WEB 2086

Entre os antagonistas, a droga WEB 2086 pertencente ao grupo tienotriazolo-1-4-
diazepinos (hetrazepinos), tem sido apontada como um antagonista especifico do PAF.
Esta droga desprovida de agdo hipnética e sedativa, tem boa dilui¢io em dgua e solugdo
salina, e é estavel 4 luz, podendo ser estocada em temperatura ambiente. Recomenda-se
sua utilizagio no mesmo dia da preparacio, mantendo-se o pH menor que 5,5 para que
ndio ocorra diminuigo de sua atividade. Tem sido utilizada para avaliagdo da inibigdo "in
vivo" da atividade hipotensora do fator de ativagdo plaquetaria (PAF) em modelos
experimentais (BRAQUET et al., 1987).

A meia vida bioldgica em ratos € de trés horas quando administrada por via oral ¢ de 80
a 300 minutos quando administrada por via venosa. A dose usualmente recomendada ¢

de 1 a 20 mg/kg de peso corporeo. Deve ser administrada pelo menos cinco minutos
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antes da administragio do fator de ativagdo plaquetiria (PAF) ou de sua suposta
liberagio por plaquetas, neutrofilos, macréfagos ou em estados isquémicos. As doses
para inibi¢ao do PAF endogeno em geral sdo maiorés que as utilizadas para imbigdo do
PAF aplicado de maneira exdgena (CASALS-STENZEL & HEUER, 1990).

O WEB 2086 tem sido utilizado experimentalmente em ratos e camundongos com bons
resultados em estudos sobre o choque endotéxico, porém a dose ideal para inibi¢do do
PAF endégeno ainda é desconhecida. WEB 2086 ¢é tido como um potente e seletivo
antagonista do PAF, quando utilizado "in vivo", com longa duragdo de agfio para ser
empregado no estudo da fisiopatologia de diferentes doengas que apresentem liberaggo
do PAF, como ocorre na isquemia hepatica (HWANG et al., 1986; CASAILS-STENZEL
& HEUER, 1990).

1.2.2.2 Outros antagonistas especificos do PAF

Varios autores tém estudado outros tipos de antagonistas especificos do PAF, também
relatados como atuantes na protegdo das alteragdes da isquemia/reperfusido (SRI 63-441,
SDZ 63 441; CV 6209, E 5880, TCV 309, BN 52021, BN 52022, ¢ WEB 2170). S&o
substancias utilizadas momentos antes do inicio da isquemia ou adicionadas antes do
inicio da reperfusdo, por via oral, intraperitoneal ou endovenosa, sendo relatados efeitos
protetores em relagdo a fungdo mitocondrial, hipotensdo, lipoperoxidacgo, diminuicdo de
liberagio de RLO ¢ manuten¢io da morfologia celular a microscopia optica ou eletronica
(ONTELL et al. 1989; ZHOU et al., 1992; TAKADA et al., 1992, WANG ef al., 1993,
BOROBIA ez al., 1993; FUKUOKA et al., 1993a; MINOR & ISSELHARD, 1993; LIU
et al., 1994: MINOR, YAMAGUCHI & ISSELHARD, 1995a; SPIEGEL et al., 1995;
TAKADA ef al., 1995a;). H4 porém controvérsias quanto ao seu efeito como protetor
celular hepatico, talvez por ser dose-dependente, ji que estudos mostram valores
elevados de enzimas hepéticas apos a reperfusdo (ONTELL et al 1989, CHAVEZ-
CARTAYA et al., 1994, BOIN et al., 1996).

1.2.2.3 SRI 63441

Um dos primeiros estudos sobre a agio protetora dos antagonistas do PAF nas lesdes da
isquemia/reperfusio foi realizado por ONTELL et al. (1989) utilizando o antagonista
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SRI 63 441 em animais submetidos a isquemia hepatica total durante 90 minutos ¢ 90
minutos de reperfusio (através de bomba e perfusdo isolada). Observaram que em
animais pré-tratados houve aumento da produgéo de bile, do contendo tissular de ATP e
diminuigio dos niveis de aminotransferases em relagio aos controles isquémicos,
dependendo da dose de SRI 63441 utilizada. A utilizagio de superdxido dismutase
(SOD) como sequestrador de radicais livres de oxigénio diminuiu, apos a reperfusio, as
aminotransferases e ocasionou maior produgio de bile. O ibuprofen, usado como inibidor
da cicloxigenase, nio apresentou diferenca na fungfo hepatica em relagdo aos grupos
isquémicos controle. Em todos os grupos estudados observou-se vacuoliza¢do

citoplasmatica.

1.2.2.4 CV 6209

Outro antagonista estudado por vérios autores € o CV 6209. Em 1992, FUKUOKA et
al. demonstraram a ocorréncia da depressdo circulaténia sistémica que ocorre apds a
indugdio de isquemia hepatica seletiva durante 60 minutos. Observaram inibigo da
hipotensdo, mas a pressdo venosa central e as aminotransferases ndo apresentaram

diferenga em relagfio aos grupos controle.

Neste mesmo ano {1992), TAKADA et al. relataram que o uso deste antagonista em
coelhos, apos isquemia hepética total de 30 minutos e uma hora de reperfusdo, melhoroun
a carga energética hepatica por aumentar o indice de corpos cetdnicos arterial, sem

apresentar diferengas em relago as transaminases e desidrogenase lactica.

Em 1993, WANG ef al., utilizando este mesmo antagonista em animais submetidos a
isquemia hepatica seletiva de at€¢ 90 minutos ¢ 120 minutos de reperfusdo, relataram
aumento do fluxo biliar e dos niveis teciduais de ATP, sendo que as alteragdes
enzimaticas foram dependentes da dose de CV6209. Quando foram usadas altas doses

houve aumento das aminotransferases em relagdo ao grupo controle.

Neste mesmo ano, FUKUOKA et al. (1993a) relataram que o PAF mediava a hipotensao
ocorrida apés isquemia hepética total (45 minutos) ¢ 30 minutos de reperfusio, com
altos niveis de PAF apos a indugio da isquemia. Usando CV 6209 inibiram a hipotensio
e melhoraram os indices de sobrevida, mas a pressdo portal manteve-se alta durante a

isquemia ¢ diminuiu em ambos os grupos apds a reperfusdo.
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1.2.2.5 WEB 2170 ;

ZHOU et al. (1992) demonstraram que a inibigio das células de Kuppffer, com cloreto
de gadolinio, e a inibigdo de liberagdo de radicais livres de oxigénio, pelo alopurinol,
reduziu a sintese do PAF no figado, principalmente na fase mais tardia da reperfusio
(apds a 12° hora). O uso do WEB2170 (antagonista especifico do PAF) atenuou a
necrose hepatica ¢ a infiliragio neutrofilica, reduzindo os niveis de alanina

aminotransferase.

Em 1994, LIU et al. submeteram animais 4 isquemia hepatica total durante 90 minutos.
Verificaram, com fluxometria a laser com Doppler, que o grupo pré-tratado com WEB
217b obteve melhor indice de sobrevida, melhor indice de reperfusdo hepatica e menor
- desarranjo ultraestrutural em relagio aos controles, sendo que os melhores resultados
foram obtidos quando as doses de WEB foram administradas antes, durante e apos a
reperfusiio. Neste mesmo ano, CHAVEZ-CARTAYA et al. relataram que o uso deste
antagonista em animais submetidos a 45 minutos de isquemia e posterior reperfusio nio
apresentou diferenga significativa em relagdo ao grupo controle no tocante a recuperaco

do fluxo hepatico pos-isquemia e saturagdo da oxihemoglobina no figado.

SPIEGEL et al. (1995) realizaram transplante hepatico em porcos e relataram que o uso
continuo do WEB 2170, nas primeiras seis horas apos a reperfusdo, diminuiu a adesdo
leucocitaria e melhorou a perfusiio sinusoidal e a microcirculagio, via interagdo dos

mediadores da adesividade leucocitaria (seletina, PAF, ICAM-1, e ICAM-2).

1.2.2.6 BN 52021 e 52022

Em 1993, MINOR & ISSELHARD relataram que o uso do BNS52021 reduziu a
lipoperoxidag#o, e os niveis de ALT e aumentou a produgdo hepatica de ATP e do fluxo

biliar, dos animais submetidos a 60 minutos de isquemia e 30 minutos de reperfusdo.

Também em 1993, BOROBIA er al. verificaram que o uso deste antagonista do PAF
melhorou a sobrevida, diminuin a necrose hepatica ¢ ndo apresentou diferencas nas
dosagens de aminotransferases dos animais pré-tratados na inducéo da isquemia hepatica

seletiva de 75 minutos. Estes parimetros foram avaliados apos 24 horas de reperfusdo.
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MINOR et al. (1995a) observaram que houve aumento da produgdo de ATP, diminui¢éo
das aminotransferases, da atividade de fosforilases purinicas (PNP), aumento na
produgdo de bile, ¢ melhora do fluxo hepatico apos o pré-tratamento com BN 52021, em
ratos submetidos a isquemia hepatica seletiva normotérmica. Neste mesmo ano, MINOR,
ISSELHARD, YAMAGUCHI, (1995b) relataram o uso deste antagonista em transplante
de figado de ratos e observaram que houve acentuada redugdo dos niveis de
desidrogenase latica, aumento na produgfo de bile e diminui¢do da atividade da enzima
mieloperoxidase. Concluiram que o BN 52021 foi capaz de reduzir as alteragdes que

ocorreram apds a reperfusdo do figado hipotérmico.

1.2.2.7 TCV 309

Um outro antagonista do PAF é o TCV 309. Tem sido usado por varios autores em
experimentos que induzem isquemia/reperfusdo. NISHIYAMA ef al. (1993) estudaram
seus efeitos como inibidor das lesBes oxidativas em animais submetidos a isquemia
hepética normotérmica (60 ou 90 minutos) ¢ 60 minutos de reperfusdo. Os grupos
submetidos 4 associagio com um analogo da PGl, apresentaram maior indice de

sobrevida apds 30 dias do experimento

FUKUOKA ef al. (1993b; 1995) relataram que os animais submetidos a isquemia
hepatica seletiva de 90 minutos apresentaram aumento na concentragao plasmatica de
PAF, ¢ o efeito hipotensor foi inibido com TCV 309. Observaram concomitante aumento
de tromboxana B e de PGF1-a., indicando intera¢io, em cascata, do acido araquiddnico

e liberacdo de PAF na vigéncia de isquemia.

1.2.2.8 E 5880

O uso deste antagonista ¢ mais recente. Foi utilizado em transplante hepético em porcos,
adicionando-se E 5880 & solugio de preservagio (Wisconsin). Mostrou ter efeito
protetor porque melhorou a sobrevida, diminuiu a infiltragdo leucocitaria nos espagos
portais, provavelmente por ter diminuido a adesividade dos neutréfilos as células
sinusoidais, apesar de apresentar menor indice arterial de corpos cetonicos (TAKADA ef
al., 1995a, 1995b).
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O interesse em estudar a agio do antagonista WEB 2086 advém da possivel inibicZo-que

este possa efetuar sobre as alteragdes que ocorrem durante a isquemia/reperfusio

hepatica normotérmica.

20



Neutrofilo ——

(Liberagdo de PAF, TNEF, IL-1 e outros mediadores) —

(Ativagiio de CD11/CD18 e ICAM-1)

ATP
xanting desidrogenase
ADP Ca"™ | protease
i Fe™, NO
xantina oxidase
Hipoxantina >
O

Quadro 1- Esquema hipotético dos mecanismos de liberagdo do PAF.

A deplegiio de adenosina tri e difosfato (ATP e ADP) para hipoxantina e xantina por
acdo da reoxigenago, na presenca de xantina oxidase, sob agdo de calcio (Ca™),
proteases, Ferro (Fe™), e nitrito (NO) estimula a liberagdo do fator de ativagdo
plaquetaria (PAF), fator de necrose tumoral (TNF), citocinas, e radicais livres apés a
isquemia/reperfusdo. Ocorre ativagdo de glutationa reduzida (GSH) para glutationa
oxidada (GSSG) por interagdo do perdxido de hidrogénio (H>0-). Este esquema foi
compilado segundo o relato de varios autores (ATALLA ef al., 1985;WARD, 1991;
BULKLEY, 19%4).
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2. METODO

2.1 ANIMAIS ESTUDADOS

Foram estudados 240 ratos machos, sadios, da linhagem Wistar, com peso corporal enire
270 e 330 gramas. Destes, 192 foram provenientes do Biotério Central da Faculdade de
Medicina de Ribeirdo Preto da Universidade de S&o Paulo (FMRP-USP), nos quais
realizaram-se as avaliagdes da bioquimica do sangue, da fungo mitocondrial hepatica, da
lipoperoxidagdo do conteudo hepatico e analise histologica hepatica. Outros 48 ratos
foram provenientes do Biotério Central da Universidade Estadual de Campinas
(UNICAMP), com as mesmas caracteristicas, nos quais foi realizada a avaliagdo

hemodindmica.

22 FORMACAO DOS GRUPOS DE ANIMAIS

O esquema de planejamento experimental para a formagdo dos grupos € 0 esquema
grafico dos diversos tempos do estudo encontram-se, Trespectivamente, nos

Quadros 2 e 3.

Para a realizagio da avaliagio bioquimica sérica, tecidual e analise histoldgica, os animais

foram divididos em dois grupos com 96 ratos cada:

Grupo A - cinco minutos antes do inicio da isquemia hepética seletiva foi administrado

0,5 ml de soro fisiologico 0,9%, por pungao da veia caudal.

Grupo B - cinco minutos antes do inicio da isquemia hepatica seletiva foi administrada a
droga WEB 2086, na dose de 10 mg/kg de peso corporeo, dituidos em 0,5 ml de soro

fisiolégico 0,5%, por pungdo da veia caudal.

Os animais foram distribuidos em oito subgrupos de 24 ratos, descritos a seguir.

2.2.1 Grupo A

e Al - oOs animais deste subgrupo tiveram Os ligamentos hepéticos liberados,

porém ndo foram submetidos a isquemia durante os 60 minutos de estudo.
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Quadro 2 - Esquema de planejamento experimental

Formacdo dos grupos de estudo, conforme a distribuicio dos animais nos grupos A
(soro fisiologico) ou B (WEB 2086), segundo 0 tempo de isquemia proposto (60 ou 90
minutos), nos periodos pré-isquémico (C), pré-reperfusdo (RO), apds 15 minutos do

inicio da reperfusio (R15) ou apbs 60 minutos do inicio da reperfusio (R60).

Grupo Isquenia (minutos) | Subgrupo Tempo de Isquemia / Reperfusio
C RO R15 R60
A 60 (controle) Al
A 60 (isquemia) A2
A 90 (controle) A3
A 90 (isquemia) Ad
B 60 (controle) B1
B 60 (isquemia) B2
B 90 (controle) B3
B 90 (isquemia) B4

Quadro 3 - Esquema de administragiio do WEB 2086
Esquema de administracdo de soro fisiologico no grupo A e WEB 2086 no grupo B, no

periodo pré-isquémico C. A reperfusdo (RO) iniciou-se apds 60 ou 90 minutos de
isquemia. Estudos adicionais foram realizados apos 15 minutos e 60 minutos do inicio da

reperfusdo (R15 e R60).

Grupo A = soro fisiologico 0,9%

Grupo B = aplicacdo do WER 2086 (10 mg/kg)

J
(pré-isquémico) (pré- reperfusdo) (15 minutos) (60 minutos) | ~
G ROceoiiierieieaeiieincrenens RS iciaeanaeeneees R60
Isquemia (60 ou 90 minutos) Reperfusio
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2.2.2

e A2 - os animais deste subgrupo foram submetidos a 60 minutos de isquemia

hepatica seletiva, através do pingamento do pediculo vascular hepético
esquerdo, levando & oclusdo temporaria da triade portal esquerda, com

consequente isquemia dos lobos hepaticos esquerdo e mediano.

A3 - os animais deste subgrupo tiveram 0s ligamentos hepaticos liberados,

porém ndo foram submetidos a isquemia durante os 90 minutos de estudo.

A4 - os animais deste subgrupo foram submetidos a 90 minutos de isquemia
hepatica seletiva, através do pingamento do pediculo vascular hepatico
esquerdo, levando & oclusao temporaria da triade portal esquerda, com

consequente isquemia dos lobos hepaticos esquerdo e mediano.

Grupo B

Bl - os animais deste subgrupo tiveram ©0s ligamentos hepaticos liberados,

porém nao foram submetidos 2 isquemia durante os 60 minutos de estudo.

B2 - estes animais foram submetidos ao pingamento do pediculo vascular
hepatico esquerdo, causando oclusdo temporaria da triade portal esquerda
durante 60 minutos e consequente isquemia hepatica seletiva dos lobos

hepaticos esquerdo € mediano.

B3 - os animais deste subgrupo tiveram os ligamentos hepaticos liberados,

porém nio foram submetidos & isquemia durante os 90 minutos de estudo.

B4 - os animais deste subgrupo foram submetidos a 90 minutos de isquemia
hepatica seletiva, através do pingamento do pediculo vascular hepético
esquerdo, levando a oclusio temporaria da triade portal esquerda, com

consequente isquemia dos Jobos hepéticos esquerdo e mediano.

Apos o término do tempo de isquemia, de 60 ou de 90 minutos, os animais foram

submetidos a tetirada da pinga vascular da triade portal esquerda, com liberagao do fluxo

sanguineo para os lobos hepaticos esquerdo € mediano, estabelecendo o periodo de

reperfusdo.
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Cada subgrupo, formado por 24 animais, foi distribuido em subgrupos de seis ratos, nos

quatro tempos descritos abaixo:

o pré-squémico = C; assim que se obteve liberagio dos lobos hepaticos

esquerdo € mediano.

o pré-reperfusio = RO; ao término do periodo correspondente & isquemia dos
lobos hepaticos esquerdo e mediano (60 ou 90 minutos, dependendo do

subgrupo estudado).

e apbs 15 minutos de reperfusdo = R15: decorridos 15 minutos da retirada da

pinga vascular do pediculo vascular hepatico esquerdo.

e apds 60 minutos de reperfusdo = R60; decorridos 60 minutos da retirada da

pinga vascular do pediculo vascular hepatico esquerdo.

Ao término dos tempos C, RO, R15, e R60 foram coletados 2 mi de sangue da veia cava
inferior para a realizagdo da avaliagio bioguimica. Os lobos esquerdo e mediano foram
retirados para a realizagio da avaliagio da func¢do mitocondrial, da lipoperoxidagdo e da
analise histologica.

23 PROCEDIMENTO OPERATORIO

Os animais foram operados em ambiente limpo, porém ndo asséptico, no Nucleo de
Pesquisa em Hepatologia Cirurgica do Laboratorio de Técnica Cirargica e Cirurgia
Experimental do Departamento de Cirurgia, Ortopedia ¢ Traumatologia da Faculdade de
Medicina de Ribeirfio Preto da Universidade de Sio Paulo (FMRP-USP), onde foram

realizadas as avaliagbes bioquimicas sérica e avaliagdo da fungiio mitocondrial.

2.3.1 Técnica Anestésica

Os animais foram deixados em jejum por periodo de 12 horas antes da operagdo, com
4dgua "ad libitum". Os ratos foram pesados e anestesiados com pentobarbital sédico
(Sagatal - May & Baker / UK), na dose de 30 mg/kg de peso corporeo, por pungdo da

veia caudal. Quando necessario, injegdes adicionais, correspondendo a um tergo da dose
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inicial, foram ministradas para manutencio do ato anestésico. Os animais foram mantidos

em ventilagdo espontanea.

Apds a anestesia, 0S animais foram colocados em decubito dorsal horizontal, em
pequenas mesas de madeira apropriadas para estes animais e fixados com tiras de
gsparadrapo nas patas. Foi feita a rapagem dos pelos na regifio abdominal anterior com

tosquiadeira Oster Golden A5 - Modelo 5-55F (Wisconsin/USA) e foi realizada anti-

sepsia com alcool iodado a 2%.

232 Técnica Operatéria

Cinco minutos antes da laparotomia, foi administrada heparina sodica (Roche/SP)

100 Ul/kg de peso corpéreo, pela da veia caudal.

Procedeu-se 4 abertura da parede abdominal por planos, por incisdo com bisturi frio, na
linha mediana do apéndice xifoide até a cicatriz umbilical. Apds a laparotomia, foi
administrado, pela veia caudal, 0,5 ml de soro fisiologico a 0,9% (Grupo A) ou 0,5 ml de
soro fisiologico a 0,9%, contendo WEB 2086 (Smith-Kline - Beecham / UK) na dose de
10 mg/kg de peso corporeo {Grupo B).

Identificados os lobos do figado, procedeu-se 3 liberacdo dos lobos mediano ¢ esquerdo

por divulsgo dos ligamentos hepéticos, com cotonete de algoddo.

No tempo pré-isquémico, nos subgrupos de estudo do tempo C, foram cothidos 2 ml de
sangue por pungdo da veia cava inferior, para realizagdo das dosagens bioquimicas. A
seguir, os lobos hepaticos esquerdo e mediano foram retirados para avaliagdo da fungio

mitocondrial, da lipoperoxidagio e para analise histologica.

Decorridos cinco minutos da administragio do WEB 2086, colocou-se, com o auxilio de
uma pinga aplicadora (DBGM-FD 513, Aesculap / Alemanha), uma pinga vascular
utilizada em neurocirurgia vascular {Y asargil FE-751, Aesculap / Alemanha) no pediculo
vascular hepatico esquerdo, para ocluir a artéria hepatica esquerda, o ramo portal
esquerdo e o ducto biliar esquerdo, com consequente isquemia dos lobos hepaticos
mediano e esquerdo. Evitou-se, assim, a presenga de congestao esplancnica que
resultaria da oclusdo da veita porta (MARUBAYASHI et al., 1986). Apbs o término do

tempo de isquemia RO (60 ou 90 minutos, conforme o subgrupo estudado), realizou-se a
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coleta de 2 ml sangue por pungao da veia cava inferior para realizagao das dosagens
bioguimicas. A Seguir, 0S lobos hepaticos esquerdo e mediano foram retirados para

avaliag@o da fungao mitocondrial, da lipoperoxidaggo e para anilise histologica.

Decomido o tempo de isquemia proposto (ou o tempo anestesico correspondente),
retirou-se a pinga vascular € iniciou-se a reperfusdo dos lobos isquemiados. Nos
subgrupos controle, efetuou-se manipulagdo com cotonete de algoddo no hilo hepatico.
Apbds 15 minutos do inicio da reperfusdo (R15), procedeu-se a coleta de 2 ml de sangue
por pungio da veia cava inferior, para a realizagdo dos exames bioquimicos e 2 retirada
dos lobos isquemiados para avaliagio da funcdo mitocondrial, da lipoperoxidag8o e para

analise histologica.

Ap6s 60 mimtos do inicio da reperfusdo (R60), foi coletado 2 ml de sangue por pungio
da veia cava inferior para a realizagao dos exames bioquimicos, € retirou-se 0s lobos
hepaticos esquerdo © mediano para a realizagdo do estudo da fungio mitocondrial, da

lipoperoxidagdo ¢ da analise histoldlogica.

Apos a retirada dos lobos isquemiados, os animais foram sacrificados com solugdo
anestésica até que ocorresse a parada cardio-respiratéria.

54 AVALIACAO BIOQUIMICA PO SANGUE

A avaliagio bioquimica sérica foi realizada através de dosagens da aspartato
aminotransferase, alanina aminotransferase ¢ fragio 5 da desidrogenase lactica.

2.4.1 Aspartato Aminotransferase (AST)

Foi determinada pelo método cinético (HENRY et al., 1960), otimizado pelo laboratorio
Labtest Sistemas Diagnosticos Ltda., expressa em UI/L.

2.4.2 Alanina-Aminotransferase (ALT)

Foi determinada pelo método cinético (HENRY et al., 1960), otimizado pelo laboratério

Labtest Sistemas Diagnosticos Ltda., expressa em UI/L.
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2.4.3 Fracio 5 da Desidrogenase Lactica (DHLs)

A dosagem da fragdo 5 da desidrogenase latica foi obtida pelo método da eletroforese,
utilizando-se membranas de acetato celulose para separagio das isoenzimas (BEALS ef
al., 1969). A leitura foi feita no densitdmetro CELM - Sfo Paulo / SP, expressa em
UI/L.

2.5 AVALIACAO BIOQUIMICA TECIDUAL HEPATICA

2.5.1 Avaliagiio da Fungao Mitocondrial

Para o estudo da fungio mitocondrial foi utilizado tecido hepatico obtido dos lobos
isquemiados (esquerdo € mediano), durante os diversos periodos do experimento C, RO,

R15, e R60.

2.5.1.1 Preparacéio das Mitocondrias

Os lobos hepaticos obtidos foram imediatamente colocados em um recipiente contendo
solugdo fisiologica gelada (temperatura entre 0 e 4° C), ¢ acondicionados em caixa de
isopor com gelo picado para conservar a temperatura. Foram cortados em pequenos
fragmentos; um destes foi utilizado para andlise histologica € 0s OUlrOS foram
transferidos para outro recipiente com solugio fisiologica gelada para retirada de
coagulos e sangue dos fragmentos teciduais. A seguir, os fragmentos foram colocados
em meio de homogeneizagdo (sacarose 0,25M, EDTA 1mM e albumina 1 mg/ml,
pH 7,4 ajustado com KOH). Foram continuamente cortados até obter-se fragmentos de
dois por dois milimetros, aproximadamente. Foram homogeneizados utilizando-s¢ ©
homogeneizador do tipo Potter-Elvehjem, em trés ciclos de aproximadamente trés

segundos de duragfo, com intervalo de um minuto entre eles.

Para isolamento da fragfo mitocondrial do homogeneizado utilizou-se 2 técnica de
centrifugagdo diferencial (PEDERSEN et al, 1978). O homogeneizado obtido foi
centrifugado (centrifuga refrigerada Hitachi Himac CR 21 / Japdic) a 1080 g; o
sobrenadante resultante foi centrifugado a 7690 g, ambos por dez minutos. O sedimento
foi suspenso utilizando-se *dedo de gelo", conduzido ao volume inicial com meio de

isolamento (sacarose 0,25 M; EDTA 1 mM; pH 7,4) e novamente cen ifugado a 9000 g
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por dez minuios (HOGEBOOM et al., 1948). Durante todo 0 procedimento, os tubos
foram tmantidos acondicionados em gelo picado, mantendo-se a temperatura entre O e
4° C; os estudos da fungdo mitocondrial foram realizados dentro de um periodo méaximo
de duas horas. Da suspensao final foram obtidas amostras para determinagdo da
atividade respiratoria da fragdo mitocondrial e determinagdo da lipoperoxidagdo da

fragiio mitocondrial.

2.5.1.2 Determina¢io da concentracio de proteina mitocondrial

A determinagdo da concentragdo de proteina mitocondrial foi realizada pela técnica de
HARTREE (1972).

2.5.1.3 Determinacao do consumo de oxigénio pelas mitocondrias energizadas

O consumo de oxigénio pelas mitocondrias energizadas foi determinado por um
polarografo-oxigrafo K-IC (Gilson Medical Eletronics INC/USA), a 30° C, acoplado a
um eletrodo de Clark (CHANCE & WILLIANS, 1956; CHANCE, 1959; CASTRO E
SILVA JR., 1986). O meio de respirago (1,4 mi) foi composto por sacarose 0,25 M,
fosfato de potassio 8,5 mM; EDTA 1mM; albumina 0,14 mg/ml ¢ Tris-HCL 10 mM,
pH 7,4. Foram utilizadas 2 5 mg de proteina mitocondrial. O estado I, ativado, da
respiragio mitocondrial foi obtido pela adigio de 400 nmol de MgADP as mitocbndrias
energizadas, em relagdo ao substrato succinato. A relagdo entre a velocidade de
respiragio apds a adigdo do ADP (estado III da respiragdo) e a velocidade do estado
basal (estado IV da respiragdo) obtida ap6s o consumo de ADP, forneceu a razdo do
controle respiratério (RCR). Os resultados obtidos com a avaliago da fungdo

mitocondrial foram expressos na unidade uM de O, / min.mg,proteina. 107,

Os substratos acido succinico € adenosina 5'-difosfato foram adquiridos da Sigma

Chemical Co. Os demais reagentes utilizados foram da marca Merck Sharp & Dohme.

2.5.2 Avaliagio da Lipoperoxidacio Mitocondrial

As amostras da fragio mitocondrial foram congeladas 2 -70° C e enviadas ao Laboratério
de Analises da Disciplina de Toxicologia da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de
Ribeirdo Preto da Universidade de 530 Paulo (FCFRP-USP), para a determinagio dos
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indicadores da lipoperoxidacio das mitocondrias (glutationa mitocondrial hepatica €
malondialdeido).

2 5.2.1 Determinaciio do conteido hepatico de malondialdeido (MDA)

Na amostra da fragdo mitocondrial diluiu-se KCL 1,15%, de modo a obter-se 10 mg de
proteina/ml da suspensdo. Adicionou-se, a 0,1 ml desta suspensdo, 0,2 ml de dodecil-
sulfato de sodio (SDS); 1,5 ml de acido acético a 20% (pH 3.,5); € 0,1 ml de solucgéo de
acido tiobarbitarico (TBA a 0,8%) ¢ 4gua, até obter-se um volume final de 4,0 ml. Esta
mistura foi entdo submetida a temperatura de 95° C durante 60 minutos. O recipiente
contendo a solugdo foi resfriado em 4gua corrente ¢ adicionou-se 1 ml de agua destilada
e 5 m! de n-butanol. O tubo de ensaio com a solugdo obtida foi colocado em um agitador
de Phoenix por 20 minutos. A seguir, foi centrifugado a 3500 g durante dez minutos. A
absorbancia da fase orgénica foi determinada com 532 nm. A concentragio de MDA foi
calculada a partir de uma curva de calibracio, obtida tratando-se ©
1,1,3,3-tetrametoXiproprano (TMP), de acordo com © procedimento acima descrito. A
unidade de concentragio do MDA foi descrita em nmol/mg de proteina (OHKAWA,
OHISHI & YAGI, 1979). Os reagentes SDS, EDTA, KCl, acido acético e acido
tricloroacético foram adquiridos da Sigma Chemical Co. Os demais reagentes foram

adquiridos da marca Merck Sharp & Dohme.

5.5.2.2 Determinacdo do conteudo hepatico de glutationa reduzida (GSH)

Diluiu-se 0,1 ml da fragéo mitocondrial em 1,9 ml de KCL a 1,15%, de modo a se obter
1 a 2 mg de proteina/mi. Colocou-se 0,2 ml de 4cido tricloacético (1 g/ml), agitou-se €
centrifugou-se a 3500 g durante dez minutos. Juntou-se 1,0 mi do sobrenadante a 2,0 ml
da soluciio tampao (Tris-HCL 400 mM, 20 mM de EDTA com pH ajustado para 8,9) e
0,1 ml de DTNB (ditionitrobenzeno 10 mM em metanol) e agitou-se. A absorbancia foi
determinada apds cinco minuios a 412 nm. A unidade de concentragdo de glutationa
obtida foi descrita em nmol/mg de proteina (SEDLAK & LINDSAY, 1968).
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2.6 AVALIACAO HISTOLOGICA

A avaliagio histologica foi realizada no Departamento de Anatomia Patologica da
Faculdade de Ciéncias Médicas da UNICAMP. A leitura das laminas foi1 realizada por um

(nico patologista, em estudo cego.

Os lobos hepaticos isquemiados esquerdo e mediano foram retirados ap0s os diversos
periodos do experimento C, RO, R15 e R60. Foram acondicionados em solugio
fisiologica gelada, imediatamente cortados em pequenos fragmentos ¢ um dos
fragmentos foi escolhido aleatoriamente para a realizagio da analise histologica. O
fragmento hepatico selecionado foi imediatamente fixado em formalina a 10%, incluido
em parafina, cortado € corado com Hematoxilina-Eosina (HE). A analise constou da
avaliagio da existéncia de congestiio, vacuolizacdo citoplasmatica, necrose € infiltrado
inflamatério  (polimorfonucleares neutrofilos) portal ¢ ou lobular. O grau de
acometimento foi classificado como ausente, leve, moderado ou severo, para cada

parametro estudado.

57  AVALIACAO HEMODINAMICA

A avaliagiio hemodinamica foi cealizada em 48 ratos, no Nicleo de Medicina ¢ Cirurgia
Experimental nos Laboratérios de Técnica Cirurgica € Cirurgia Experimental, e da
Unidade de Figado e Transplante Hepatico do Departamento de Cirurgia da Faculdade
de Ciéncias Médicas da Universidade Estadual de Campinas (UNICAMP). Os animais
foram pesados ¢ anestesiados, por pungdo da veia caudal, com pentobarbital sodico
(Sagatal - May & Baker / UK), na dose de 30 mg/kg de peso corporeo. A manutengio

anestésica foi descrita anteriormente.

Para o estudo hemodindmico, foi realizada a cateterizagdo da veia jugular direita com
cateter de polietileno PE-90, posicionado no atrio direito para monitorizagdo continua da
pressdo venosa central (PVC). A seguir cateterizou-se a artéria carotida direita, com
cateter de polietileno PE-50 para monitorizacio continua da pressdo arterial média
(PAM). As medidas pressoricas foram realizadas de modo continuo em um aparelho de

oito canais (Mingograf- 804 / Siemens { USA).
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Foi administrada heparina sodica (Roche / SP) 100 ULkg de peso corporeo, pela veia
caudal e cinco minutos depois procedeu-se a abertura do abdome por incisdo mediana,
por planos. Cinco minutos antes de iniciar-se O tempo correspondente 4 isquemia
hepatica seletiva, administrou-se 0,5 ml de soro fisiologico 0,9% para 08 animais do
grupo A, pela veia caudal, ou soro fisiologico 0,9% contendo WEB 2086 {Smith-Kline-
Beecham/UK), na dose de 10 mg/kg de peso corpdreo, para 05 animais do grupo B. O
figado foi entdao liberado como descrito anteriormente. Procedeu-se a leitura das

pressdes venosa central e arterial neste t€mpo pré-isquémico (C).

Nos grupos isquémicos realizou-se o pingamento do pediculo vascular hepatico
esquerdo, da maneira descrita anteriormente. Ao final do tempo de isquemia (60 ou 90
minutos, dependendo do subgrupo em estudo), foram realizadas as medidas pressoncas,

caracterizando o periodo RO.

Apds este periodo, realizou-se a retirada da pinca vascular do pediculo vascular
hepético, iniciando a reperfusio dos lobos hepéticos isquemiados. A0 final de 15 minutos
de reperfusdo, foi realizada nova leitura das medidas da pressdo arterial média e da

pressdo venosa central, caracterizando o periodo R15.

Ao final de 60 minutos de reperfusao foi realizada nova leitura das pressdes arterial ¢

venosa central, caracterizando o periodo R60.

Apbs este periodo, oS animais foram sacrificados com administracio de solugdo

anestésica até a ocorréncia da parada cardio-respiratoria.

Observe-se que, nesta parte do estudo, as medidas das pressoes foram realizadas nos

mesmos ratos durante os tempos C, RO, R15 e R60.

28 ANALISE ESTATISTICA

Foi utilizado o programa STATISTICA para Windows, versdo 5.1D (STATSOFT, INC.
1996), para a elaboragao de graficos ¢ analises estatisticas. O nivel de significincia
adotado foi p=0,05.

Com excegdo das vaniaveis cujos valores s&o categorizados, usou-s¢ a analise de

variancia - ANOVA - para avaliar 0 efeito da droga nas varias condigdes € tempos do
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experimento, bem cOmO Suas interagdes. Testou-s¢ & validade das hipoteses necessarias a
aplicagiio da ANOVA para todas as variaveis em que foi empregada. Para as variaveis
que ndo atenderam & essas condigdes, aplicou-se uma transformagio de acordo com O

método de Box-Cox (BOX & COX, 1964; BOX, HUNTER, HUNTER, 1978),

Nos casos em que a ANOVA indicou a existéncia de efeitos ou interagdes significativas,
procedeu-se a comparagdes multiplas entre médias, duas a duas, através do
procedimento T de Tukey, também conhecido como teste HSD ("Honestly Significant
Difference™) (BOX, et al, 1978; DOWDY & WEARDEN 1985). As comparagdes
multiplas sao visualizadas através de graficos de interferéncia (HOAGLIN,
MOSTELLER, TUKEY, 1991). Estes graficos mostram as médias cercadas por um
intervalo igual ao intervalo HSD determinado no procedimento T de Tukey (média =
HSD/2). Os intervalos que ndio apresentam sobreposi¢do correspondem, portanto, a
médias que distam entre si por um valor maior que HSD, ou seja, médias que $2o
significativamente diferentes. O grafico de interferéncia permite a visualizagdo de um

grande nimero de comparagdes de forma compacta.

Para as varidveis em que medidas foram feitas nos mMeSMOS ratos, em diferentes tempos,
usou-se a analise de varidncia para medidas repetidas. Estas variaveis foram PAM e
PVC. Variaveis em qué s¢ aplicou a ANOVA: AST, ALT, DHLs, GSH, MAD, EIIi,
EIV, e RCR. Nas variaveis AST, ALT, DHLs, EI, EIV e RCR usou-se uma

transformagiio de Box-Cox.

As variaveis congestao, vacuolizagdo citoplasmatica, presenga de polimorfo nucleares e
necrose, que tém valores categorizados, foram analisadas pelo teste de Kruskal-Wallis.
Nos casos em que 0 teste de Kruskal-Wallis indicou diferencas significativas, aplicou-se
o teste de Mann-Whitney ¢ a desigualdade de Bonferroni. Definiu-se um conjunto de
oito comparagdes (A2 vs A4 B2 vs B4, A2 vs B2, Ad vs B4, Al vs A2, Bl vs B2, B3
vs B4, A3 vs Ad) e o nivel de significancia foi ajustado para p=0,00625 (CONOVER,
1971; HOCHBERG & TAMHANE, 1987).

Os resultados obtidos foram analisados, fazendo-se:

verificaciio da interagdo entre as variaveis subgrupo (Al, AZ, A3 A4,B1,B2,B3, e B4)
e os tempos de isquemia/reperfusao (C,RO,R15, ¢ R60).
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comparagdes enire os subgrupos isquémicos do grupo A e 08 do grupo B, nos periodos
de isquemia de 60 minutos (A2 vs B2) e nos periodos de 90 minutos (A4 vs B4j, nos
tempos pré-isquémico (C), pré-reperfuséo (RO), apos 15 minutos de reperfusdo (R15) e
apds 60 minutos de reperfusio (R60). Testou-se a hipotese da efetividade da agdo
protetora do WEB 2086 no aparecimento das lesdes celulares ocorridas nos periodos

isquémico € apos a reperfusdo.

comparagdes entre oS tempos de isquemia de 60 e de 90 minutos nos subgrupos
isquémicos do grupo A (A2 vs Ad) e nos do grupo B (B2 vs B4), nos tempos C, RO,
R15 e R60. Verificou-se a hipdtese de influéneia do tempo de isquemia na efetividade do

WEB 2086 no aparecimento de lesoes pos-isquémicas ou pos-reperfusionais.

comparagdes entre os subgrupos isquémicos ¢ oS subgrupos controles do grupo A, com
60 minutos de isquemia (Al vs A2) e com 00 minutos de isquemia (A3 vs A4). A mesma
comparagdo foi realizada no grupo B (Bl vs B2 e B3 vs B4). Foi verificado se a
ocorréncia ou ndo de isquemia influenciou no aparecimento de lesdes pos-isquémicas ou
pos-reperfusionais e realizagio de comparagdes entre 0s diversos tempos de isquemia e

reperfusdo (C, RO, R15 e R60), em cada subgrupo dos grupos AeB.
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RESULTADO



3. RESULTADO

Os resultados obtidos nas avaliaghes bioquimicas sérica e tecidual, hemodindmica e na

analise histolégica dos animais estudados, encontram-se nas tabelas 1 a 9 do apéndice.

31 AVALIACAO BIOQUIMICA DO SANGUE

Nas tabelas 10, 11 ¢ 12 (apéndice) estdo representados, respectivamente, 0S valores das
médias e desvio padrio dos niveis s€ricos das varidveis transformadas das
aminotransferases AST, ALT e da fragéo 5 da desidrogenase lactica (DHLs), dos animais
dos subgrupos Al, A2, A3, A4, Bi, B2, B3, ¢ B4, nos diferentes tempos de isquemia e
reperfusiio C, RO, R15 e R60.

3.1.1 Aspartato Aminotransferase (AST)

Na figura 1 estdo representados 0s valores da variavel AST (UI/L), obtidos nos animais
do grupo A (soro fisiolégico antes do inicio da isquemia hepatica seletiva) e aqueles
obtidos nos animais do grupo B (WEB 2086, 10 mg/kg de peso corpdreo, cinco minutos
antes do inicio da isquemia hepatica seletiva). Estes animais foram distribuidos em
subgrupos isquémicos de 60 ou de 90 minutos (A2, A4, B2, ¢ B4) e seus respectivos
subgrupos controle (Al, A3, B1, e B3), nos tempos pré-isquémico (C), 2o final do
tempo de isquemia (RO), apos 15 minutos do inicio da reperfusio (R15) e apos 60

minutos do inicio da reperfusdo (R60).

Nio se observou diferenca estatisticamente significante entre as médias dos subgrupos
isquémicos de 60 minutos (A2 € B2), nem entre as médias dos subgrupos isquémicos de

90 minutos (A4 e B4) nos tempos C, RO, R15 e R60.

As médias de AST dos subgrupos isquémicos (A2, A4, B2 e B4) foram maiores, nos
tempos de reperfusdo R15 ¢ R60, em relagdo as meédias de seus respectivos subgrupos
controle (Al, A3, Bl e B3) (p<0,05).

As médias dos subgrupos A2 e A4, nos diversos tempos de isquemia/reperfusio (C, RO,
R15 e R60), niio apresentaram diferenca estatistica significativa. O mesmo foi observado

para os subgrupos B2 e B4.
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Figura 1 - Grafico de interferéncia para AST (UI/L).

Representacdo das médias =+ HSD/2. Valores de aspartato aminotransferase dos animais
dos grupos A (soro fisiologico) e B (WEB 2086 10 mg/kg de peso corpéreo),
submetidos a 60 (A2 e B2) minutos de isquemia e 90 (A4 e B4) minutos de isquemia
hepatica seletiva e seus respectivos subgrupos controle de 60 (Al e Bl) e de 90 (A3 e
B3) minutos nos tempos pré-isquémico C, ao final da isquemia RO, apos 15 minutos de
reperfusio R15, e apos 60 minutos de reperfusao R60.

Auséncia de sobreposi¢do indica diferenca estatistica significante (p<0,05):
R15 — A2 vs Al; A4 vs A3; B2 vs Bl e B4 vs B3

C = RO <RI15eR60 (A2, A4, B2 e B4)



As médias dos subgrupos A2, A4, B2 e B4 foram maiores (p<0,05), aos 15 e 60 minutos

de reperfusio, em relagdo aos tempos CeRO.

3.1.2 Alanina Aminotransferase (ALT)

Na figura 2 estfo representados os valores da variavel ALT (UL/L) obtidos nos animais
do grupo A (soro fisiologico) e 0s obtidos nos animais do grupo B (WEB 2086),
distribuidos nos subgrupos isquémicos de 60 ou de 90 minutos (A2, A4, B2, e B4) e nos
seus respectivos subgrupos controle (Al, A3, Bl, e B3), nos tempos pré-isquémico (C),
ao final do tempo de isquemia (RO), apos 15 minutos do inicio da reperfusdo (R15) ¢
apds 60 minutos do inicio da reperfusdo (R60).

A média de ALT do subgrupo B4, aos 15 minutos de reperfusiio, foi maior que a média
do subgrupo A4 (p<0,05). Nao se observou diferenga estatistica significante entre os
subgrupos B2 e A2 em nephum dos tempos.

A comparagio entre 0s subgrupos A2 e A4, nos diversos tempos de isquemia/reperfusdo
(C, RO, R15 e R60), ndo apresentou diferenca estatistica significativa. O mesmo foi

observado na comparagdo entre os subgrupos B2 e B4.

Os subgrupos isquémicos (A2, A4, B2 e B4) mostraram, aos 15 e 60 minutos de
reperfusio, médias de ALT maiores que as dos respectivos subgrupos controle (p<0,05).
As médias de ALT dos subgrupos isquémicos A2, A4, B2 € B4 foram maiores (p<0,05),
a0s 15 e 60 minutos de reperfusdo, em relaglo as médias dos tempos pré-isquémico (C)

¢ ao final do tempo isquémico (RO).

3.1.3 Fraciio 5 da Desidrogenase Lactica (PHLs)
Na figura 3 encontram-se representados os valores da variavel DHLs (UI/L).

A média de DHLs no subgrupo isquémico B4, apds 60 minutos de reperfusio, foi maior
que a observada no subgrupo A4 (p<0,05). Nio se observou diferenca estatisticamente
significante entre os subgrupos A2 e B2, em qualquer um dos tempos de

isquemia/reperfusao.
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Figura 2 - Grafico de interferéncia para ALT (UI/L).

Representacdo das médias = HSD/2. Valores de alanina aminotransferase dos animais
dos grupos A (soro fisiologico) e B (WEB 2086 10 mg/kg de peso corporeo),
submetidos a 60 (A2 e B2) minutos de isquemia e 90 (A4 ¢ B4) minutos de isquemia
hepatica seletiva e seus respectivos subgrupos controle de 60 (Al e B1) e de 90 (A3 e
B3) minutos nos tempos pre-isquémico C, ao final da isquemia RO, apos 15 minutos de
reperfusdo R15, e apos 60 minutos de reperfusao R60.

Auséncia de sobreposi¢do indica diferenga estatistica significante (p<0,05):
R15 —> A4 vs B4; A2 vs Al; A4 vs A3; B2 vs Bl e B4 vs B3

C = RO <R15 e R60 (A2, A4, B2 e B4)



FRAGAO 5 DA DESIDROGENASE LACTICA

; . ; 1600
c . RO . R16 . R60

19232 ; ; : 1400

10476 - '-. T 1 1200

5440 + -—-* T ', 1 L1 1000
& o b ©
IL—'- ] ' 3
. 267 - bl g * g0 2
= i : E =
A 122r¢ ! . 600 “@
— ! = (u}
o ' [l —
% 520 ¢ I i : T 400
o fT - "l | s | s
200'-__+ +| —¥I ]L | P %I —E T" +L 200 B

| A L3 # L A ‘ iI i
T i s " = o c| A _L Cl oA k-
gae = i :l I ) t 0
+ ; I LILL 7L 4 T4
20 ; - ' g ! -200
4 | 400
A1B1 A3 B3 A1B1 A3 B3 A1B1 A3 B3 A1B1 A3 B3
A2 B2 A4B4  A2B2 A4 B4 A2 B2 A4 B4 A2 B2 A4 B4

Tempo de Isquemia / Reperfusao
m  Grupo A (soro fisiolégico) A Grupo B (WEB 2086)

Figura 3 - Grafico de interferéncia para DHL; (UI/L).

Representagdo das medias + HSD/2. Valores da fracdo

5 da desidrogenase lactica dos

animais dos grupos A (soro fisiologico) e B (WEB 2086 10 mg/kg de peso corporeo),

submetidos a 60 (A2 e B2) minutos de isquemia e 90 (

A4 e B4) minutos de isquemia

hepatica seletiva e seus respectivos subgrupos controle de 60 (Al e Bl) e de 90 (A3 e
B3) minutos nos tempos pré-isquémico C, ao final da isquemia RO, apos 15 minutos de

reperfusdo R15, e apos 60 minutos de reperfusao R60.

Auséncia de sobreposi¢do indica diferenca estatistica significante (p<0,05):
R15 e R60 —> A2 vs Al; A4 vs A3; B2 vs B1; B4 vs B3

R60 — A4 vs B4

C =RO<RI15eR60 (A2, A4, B2 e B4)



Na comparagio entre 0s subgrupos A2 e A4, nos diversos tempos de
isquemia/reperfusdo (C, RO, RIS e R60), ndo se verificou diferenga estatisticamente

significante. O mesmo foi observado na comparagio entre os subgrupos B2 e B4,

Os subgrupos isquémicos (A2, Ad, B2 ¢ B4) apresentaram médias maiores de DHLs,
comparados aos seus correspondentes subgrupos nao isquémicos (Al, A3, Bl ¢ B3),

apo6s 15 e 60 minuios do inicio da reperfuséo (p<0,05).

As médias dos valores da DHLs, observadas nos subgrupos isquémicos (A2, B2, A4 ¢
B4), foram maiores ¢ estatisticamente significantes aos 15 ¢ 60 minutos de reperfusdo em

relagiio as observadas nos tempos C e RO.
32  AVALIACAO BIOQUIMICA TECIDUAL HEPATICA

3.2.1 Avaliacio da Fungao Mitocondrial

Nas tabelas 13, 14 e 15 estdo apresentados, respectivamente, 08 valores das variaveis
consumo de oxigénio do estado III, estado IV da respiragdo mitocondrial e razio de
controle respiratério. De acordo com a anilise estatistica realizada, observou-se

interagdo entre subgrupo e tempo de reperfusdio em todas as variaveis acima (p<0,01).

3.2.1.1 Consumo de oxigénio no estado Il da respiracio mitocondrial (EHIT)

Na figura 4 estdo representados os valores de consumo de oxigénio do estado I da
respiragio mitocondrial (UM Q,/min.mg proteina.lO's), obtidos nos animais do grupo A
(soro fisiologico) e aqueles obtidos nos animais do grupo B (WEB 2086), distribuidos
nos subgrupos isquémicos de 60 ou de 90 minutos (A2, A4, B2, e B4) e nos seus
respectivos subgrupos controle (A1, A3, Bl, e B3) nos tempos pré-isquémico (C), ao
final do tempo de isquemia (RO), apos 15 minutos do inicio da reperfusfio (R15) e apos
60 minutos do inicio da reperfusdo (R60).

O subgrupo isquémico A2 apresentou média menor que o subgrupo isquémico B2
(p<0,05), aos 15 minutos de reperfusio. As médias dos subgrupos isquémicos A4 e B4

nfio apresentaram diferenga estatisticamente significativa nos tempos C, RO, R15 & R60.
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Figura 4 - Grafico de interferéncia para E III (umol de O, / mg proteina. 107).

Representagdo das médias = HSD/2. Valores do consumo de oxigénio no estado IlI da
respiracdo mitocondrial dos animais dos grupos A (soro fisiologico) e B (WEB 2086
10 mg/kg de peso corporeo), submetidos a 60 (A2 e B2) minutos de isquemia e 90 (A4 e
B4) minutos de isquemia hepatica seletiva e seus respectivos subgrupos controle de 60
(Al e B1) e de 90 (A3 e B3) minutos nos tempos pré-isquémico C, ao final da isquemia
RO, apos 15 minutos de reperfusao R15, e apos 60 minutos de reperfusao R60.

Auséncia de sobreposi¢io indica diferenca estatistica significante (p<0,05):

RO — A2 vs Al

R15 — A2vsB2; A2 vs Al; A4 vs A3

R60 — A2vs Al
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A comparagio entre os subgrupos A2 e A4, nos diversos tempos de isquemia/reperfusdo
(C, RO, R15 ¢ R60), ndo apresentou diferenga estatistica significativa. O mesmo foi

observado na comparagio entre os subgrupos B2 e B4,

Na comparagio entre os subgrupos isquémicos do grupo B (B2 e\B4) € Seus respectivos
subgrupos controle (B1 e B3), nos diversos tempos de isquemia/reperfusdo, observou-se
que ndo houve diferenga estatistica significativa. Os subgrupos isquémicos do grupo A
(A2 ¢ A4) apresentaram médias de EIII menores que seus subgrupos controle (Al e A3)
apos 15 minutos de reperfusdo. O subgrupo A2 apresentou também média menor de EIII
(p<0,05) que o subgrupo Al, ao final dos 60 minutos de isquemia e apds 60 minutos de
reperfusio (R60).

A comparacdo entre os diversos tempos de isquemia/reperfusio no subgrupo isquémico
A2 nio revelou diferenca estatisticamente significante. O mesmo foi observado para os
subgrupos A4, B2 e B4.

3.2.1.2 Consumo de oxigénio no estado IV da respiraciio mitocondrial (EIV)

Na figura 5 estdo representados os niveis do consumo de oxigénio do estado IV da
respiragdo mitocondrial (UM de O,/min. mg proteina. 10*), obtidos nos animais do grupo
A (soro fisiologico) e os obtidos nos animais do grupo B (WEB 2086), distribuidos nos
subgrupos isquémicos de 60 ou de 90 minutos (A2, A4, B2, e B4) e nos seus respectivos
subgrupos controle (Al, A3, Bl, ¢ B3) nos tempos pré-isquémico (C), ao final do tempo
de isquemia (RO), apds 15 minutos do inicio da reperfusio (R15) e apos 60 minutos do
inicio da reperfusio (R60).

A média do subgrupo isquémico B2 foi maior que a do subgrupo isquémico A2 nos
tempos R15 e R60 (p<0,05). Esta diferenca ndo foi observada entre os subgrupos
isquémicos A4 ¢ B4.

Na comparagdo entre 0s subgrupos A2 e A4, nos diversos tempos de
isquemia/reperfusio (C, RO, R15 e R60), nio se verficou diferenca estatistica

significativa. O mesmo foi observado na comparagiio entre os subgrupos B2 e B4.
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Figura 5 - Gréfico de interferéncia para E IV (umol de O, / mg proteina. T,

Representacdo das médias = HSD/2. Valores do consumo de oxigénio no estado IV da
respiragio mitocondrial dos animais dos grupos A (soro fisiologico) e B (WEB 2086
10 mg/kg de peso corporeo), submetidos a 60 (A2 e B2) minutos de isquemia e 90 (A4 e
B4) minutos de isquemia hepatica seletiva e seus respectivos subgrupos controle de 60
(Al e B1) e de 90 (A3 e B3) minutos nos tempos pre-isquémico C, ao final da isquemia
RO, ap6s 15 minutos de reperfusdo R15 e apos 60 minutos de reperfusdo R60.

Auséncia de sobreposicio indica diferenga estatistica significante (p<0,05):

R15eR60 — A2 vs B2
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Os subgrupos isquémicos do grupo A (A2 ¢ A4) ¢ os do grupoe B (B2 ¢ B4) ndo
diferiram de seus respectivos subgrupos controle (Al, A3, Bl e B3), nos tempos de
isquemia/reperfusio (C, RO, R15 ¢ R60).

A comparacdo entre os diversos tempos de isquemia/reperfuséo no subgrupo isquémico
A2, nido revelou diferenga estatisticamente significante. O mesmo foi observado para os

subgrupos A4, B2 e B4.

3.2.1.3 Razio de controle respiratério (RCR)

Na figura 6 esto representados os niveis da razao de controle respiratorio, obtidos nos
animais do grupo A (soro fisiologico) e aqueles obtidos nos animais do grupo B (WEB
2086), distribuidos nos subgrupos isquémicos de 60 ou de 90 minutos (A2, A4, B2, ¢
B4) e nos seus respectivos subgrupos controle (Al, A3, B1, e B3) nos tempos pré-
isquémico (C), ao final do tempo de isquemia (RO), apds 15 minutos do inicio da
reperfusio (R15) e apos 60 minutos do inicio da reperfusiio (R60).

Na comparagio entre oS subgrupos isquémicos A2 e B2, nos diversos tempos de
isquemia/reperfusdo, nio se verificou diferenca estatisticamente significante. O mesmo

foi constatado entre os subgrupos isquémicos de 90 minutos (A4 e B4).

Na comparagdo entre os subgrupos isquémicos A2 e A4, nos diversos tempos de
isquemia/reperfusio (C, RO, R15 e R60), ndo se verificon diferenca estatistica

significativa. O mesmo foi observado na comparacio entre os subgrupos B2 e B4.

Quando comparados a seus respectivos subgrupos controle (A3 e Al), os subgrupos
isquémicos A4 ¢ A2 mostraram médias de RCR. menores (p<0,05) ao final do tempo de
isquemia (R0). O subgrupo A2 apresentou, ja no tempo pré-isquémico, média de RCR
menor do que seu subgrupo controle Al (p<0,05). Esta diferenca manteve-se também ao

final da isquemia (RO).

O subgrupo controle B1 apresentou média menor (p<0,05) que o subgrupo Al no tempo

pré-isquémico (C).

A média do subgrupo A4 foi maior, no periodo pré-isquémico (C), em relacfio as obtidas
apés 15 e 60 minutos de reperfusdo (p<0,05). Os outros subgrupos isquémicos ndo
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Figura 6 - Grafico de interferéncia para RCR.

Representagio das médias = HSD/2. Valores da razio de controle respiratorio dos
animais dos grupos A (soro fisiologico) e B (WEB 2086 10 mg/kg de peso corporeo),
submetidos a 60 (A2 e B2) minutos de isquemia e 90 (A4 e B4) minutos de isquemia
hepatica seletiva e seus respectivos subgrupos controle de 60 (Al e B1) e de 90 (A3 e
B3) minutos nos tempos pré-isquémico C, ao final da isquemia RO, apos 15 minutos de
reperfusdo R15, e apos 60 minutos de reperfusdo R60.

Auséncia de sobreposigdo indica diferenga estatistica significante (p<0,05):
C > A2vs Al e Al vs Bl
RO — A2 vs Al e A4 vs A3

C > R60 (A4)
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mostraram  diferenga  estatistica significativa entre os diversos tempos. de

isquemia/reperfusdo.

3.2.2 Avaliagao da Lipoperoxidacio Mitocondrial

Nas tabelas 16 ¢ 17 (apéndice) estdo apresentados, respectivamente, 0s valores das
médias e desvio padrio das variaveis malondialdeido e glutationa hepética. Observou-se

a presenca de interacdo entre subgrupo e tempo de isquemia/reperfusdo (p<0,01).

3.2.2.1 Conteirdo hepatico de malondialdeido (MDA)

Na figura 7 estdo representados os valores do contetdo hepatico de MDA (nmol/mg
proteina), obtidos nos animais do grupo A (soro fisiologico) e aqueles obtidos nos
amimais do grupo B (WEB 2086), distribuidos nos subgrupos isquémicos de 60 ou de 90
minutos (A2, A4, B2, e B4) € nos seus respectivos subgrupos controle (Al, A3, Bl, ¢
B3) nos tempos pré-isquémico (C), a0 final do tempo de isquemia (RO), apds 15 minutos
do inicio da reperfusgo (R15) e apos 60 minutos do inicio da reperfusao (R60).

Niio foi observada diferenga estatisticamente significante entre 0s subgrupos isquémicos
do grupo A e os do grupo B, aos 60 ou 90 minutos de isquemia, em relagio aos diversos
tempos da isquemia/reperfusdo (C, RO, R15 e R60).

Os subgrupos isquémicos do grupo A (A2 ¢ A4) ndo apresentaram diferenca estatistica
sicnificante enire suas médias nos diversos tempos da isquemia/reperfusio. O mesmo

resultado foi encontrado nos subgrupos isquémicos do grupo B (B2 ¢ B4).

Os subgrupos isquémicos do grupo A (A2 e Ad) e 0s subgrupos isquémicos do grupo B
(B2 e B4) ndo mostraram diferenca estatisticamente significante em relagdio as médias de
seus respectivos subgrupos controle (Al, A3, Bl e B3), nos diversos momentos da

isquemia/reperfusdo (C, RO, R15 e R60).

A comparagdo enire o8 diversos tempos de isquemia/reperfusdo no subgrupo isquémico
A2 niio revelou diferenga estatisticamente significante. O mesmo foi observado para o0s
subgrupos B2 ¢ B4. Os subgrupos controle Al e A3 mostrararam meédias menores no

periodo pré-isquémico e a0 final do tempo de isquemia do que as dos tempos R15 e R60
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Figura 7 - Grafico de interferéncia para MDA (nmol / mg proteina).

Representagio das médias = HSD/2. V alores do conteudo hepatico de malondialeido dos
animais dos grupos A (soro fisiologico) e B (WEB 2086 10 mg/kg de peso corporeo),
submetidos a 60 (A2 e B2) minutos de isquemia e 90 (A4 e B4) minutos de isquemia
hepatica seletiva e seus respectivos subgrupos controle de 60 (Al eBl)ede 90 (A3 e
B3) minutos nos tempos pré-isquémico C. ao final da isquemia RO, apos 15 minutos de
reperfusdo R15, e apos 60 minutos de reperfusdo R60.

Auséncia de sobreposi¢do indica diferenca estatistica significante (p<0,05):
C =RO<R15eR60 (Al e A3)

C = RO <RI15 (A4)

47



(p<0,05). Aos 15 minutos de reperfusdo, observou-s¢ que a média de A4 foi maior em

relaciio aos tempos C € RO (p<0,05).

3.2.2.2 Conteiido hepitico de glutationa (GSH)

Na figura 8 estdo representados os valores do contetido hepatico de GSH (nmol/mg
proteina), obtidos nos animais do grupo A (soro fisiologico) e os obtidos nos animais do
grupo B (WEB 2086), distribuidos nos subgrupos isquémicos de 60 ou de 90 minutos
(A2, A4, B2, e B4) € nos seus respectivos subgrupos controle (Al, A3, B1, e B3), nos
tempos pré-isquémico (C), ao final do tempo de isquemia (RO), apds 15 minutos do

inicio da reperfusio (R15) e apos 60 minutos do inicio da reperfusio (R60).

O subgrupo isquémico B4 apresentou média maior de GSH do que o subgrupo A4 aos
15 minutos de reperfusdo (p<0,05). Ndo houve diferenca estatistica significante entre os
subgrupos A2 ¢ B2 em nenhum dos tempos de isquemia/reperfusZo.

O subgrupo isquémico de 90 minutos (B4) apresentou média de GSH menor (p<0,05)
que o subgrupo isquémico de 60 minutos (B2), apos 60 minutos de reperfusio (R60).
Nio houve diferenga estatistica significativa entre 0s subgrupos A2 e A4 nos diversos

tempos de isquemia/reperfusao.

Quando os subgrupos isquémicos (A2, A4, B2 e B4) foram comparados a seus
respectivos subgrupos controle (Al, A3, A4 e B3), nos diversos tempos da
isquemia/reperfusio, observou-se que o subgrupo B4 apresentou média de GSH menor

que seu subgrupo controle B3 (p<0,05) aos 60 minutos de reperfusio (R60).

O subgrupo isquémico A2 apresentou média de GSH menor aos 15 minutos de
reperfusio, em relagdo ao periodo pré-isquémico (C) e ao término do periodo isquémico
(p<0,05). O subgrupo A4 apresentou medias maiores nos perfodos pré-isquémico e a0
término da isquemia, em relagao ao periodo de 15 e 60 minutos apds a reperfusio
(p<0,05). O subgrupo B4 apresentou meédia menor apds 60 minutos de reperfusio, em
relacdo aos tempos C, RO e R15 (p<0,05).
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Figura 8 - Grafico de interferéncia para GSH (nmol / mg proteina)

500

460

420
1 380

1 340

300

1 260

1220

Representagdo das médias = HSD/2. Valores do conteido hepatico de glutationa dos
animais dos grupos A (soro fisiologico) e B (WEB 2086 10 mg/kg de peso corporeo),
submetidos a 60 (A2 e B2) minutos de isquemia e 90 (A4 e B4) minutos de isquemia
hepatica seletiva e seus respectivos subgrupos controle de 60 (Al e B1) e de 90 (A3 e
B3) minutos nos tempos pré-isquémico C, ao final da isquemia RO, apos 15 minutos de

reperfusdo R13, e apds 60 minutos de reperfusdo R60.

Auséncia de sobreposicio indica diferenca estatistica significante (p<0,05):

R15 — A4 vs B4

R60 — Al vs B1; B2 vs B4 e B3 vs B4
C=R0O>RI15 (A2 eBl)

C = RO =R15 > R60 (B4)

C =RO>R15 e R60 (A4)
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3.3 ANALISE HISTOLOGICA

Nas figuras 9, 10, 11, 12 e nas tabelas 18, 19, 20 e 21 (apéndice) estdo representadas as
frequéncias (%) do grau de acometimento hepatico, observadas nas variaveis congestio,
vacuolizagiio citoplasmatica, presenca de polimorfonucleares neutréfilos nos espagos

porta € necrose.

Estas observages foram obtidas nas biopsias hepaticas dos animais do grupo A (soro
fisiologico) e aquelas obtidas dos animais do grupo B (WEB 2086), distribuidos nos
subgrupos isquémicos de 60 ou de 90 minutos (A2, A4, B2, e B4) e nos seus respectivos
subgrupos controle (Al, A3, B, e B3) nos tempos pré-isquémico (C), ao final do tempo
de isquemia (RO), apos 15 minutos do inicio da reperfusio (R15) e apds 60 minutos do
micio da reperfuséio (R60).

As vanaveis que apresentaram diferenga estatistica foram congestio e vacuolizagio
citoplasmatica. Observou-se necrose nos graus leve e moderado, apds o inicio da
reperfuséio, porém sem significincia estatistica entre os diversos subgrupos estudados.
Observou-se 0 mesmo em relacdo a presenga de polimorfonucleares neutrdfilos nos

espacgos porta (figuras 13 ¢ 14).

O grau de acometimento da congestio foi maior apds 15 e 60 minutos de reperfusdo, em
relagio ao periodo isquémico (p<0,05). Os subgrupos isquémicos apresentaram maior
frequéncia de congestdo de graus moderado e severo em relagéio aos subgrupos controle,
em todos os periodos de isquemia/reperfusdo, sendo mais acentuado apds o inicio da
reperfusdo (p<0,001).

A vacuolizagio citoplasmatica apresentou diferenca estatisticamente significante entre os
subgrupos, ao final do tempo de isquemia (RO) e apds 15 minutos do inicio da
reperfusio (p<0,005). Das compara¢des multiplas programadas houve apenas diferenga
estatisticamente significante entre os subgrupos A4 e B4 no tempo RO (gran de
acometimento em B4 > A4) e entre os subgrupos B2 e Bl aos 15 minutos de reperfusao

(grau de acometimento em B2>B1).
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Figura 9 - Grafico de frequéncia do grau de congestao

Frequénica do grau de congestdo nas biopsias hepaticas dos animais dos grupos A (soro
fisiologico) e B (WEB 2086 10 mg/kg de peso corporeo), submetidos a 60 (A2 e B2)
minutos de isquemia e 90 (A4 e B4) minutos de isquemia hepatica seletiva e seus
respectivos subgrupos controle de 60 (Al e B1) e de 90 (A3 e B3) minutos nos tempos
pré-isquémico C, ao final da isquemia RO, apos 15 minutos de reperfusdo R15, e apos 60
minutos de reperfusio R60. Houve diferenca estatistica entre 0s grupos isquémicos € 0s

subgrupos controle mais acentuado nos tempos R15 e R60 (p<0,05).
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Figura 10 - Grafico de frequéncia do grau de vacuolizagdo citoplasmatica

Frequéncia do grau de vacuolizagao nas biopsias hepaticas dos animais dos grupos A
(soro fisiologico) e B (WEB 2086 10 mg/kg de peso corporeo), submetidos a 60 (A2 e
B2) minutos de isquemia e 90 (A4 e B4) minutos de isquemia hepatica seletiva e seus
respectivos subgrupos controle de 60 (Al e Bl) e de 90 (A3 e B3) minutos nos tempos
pré-isquémico C, ao final da isquemia RO, apos 15 minutos de reperfusdo R15, e apos 60
minutos de reperfusio R60. Houve diferenca estatistica entre os tempos de

isquemia/reperfusdo RO e R15 (p<0,05)
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Figura 11 - Grafico de frequéncia do grau de necrose

Frequéncia do grau de necrose nas biopsias hepaticas dos animais dos grupos A (soro
fisiologico) e B (WEB 2086 10 mg/kg de peso corporeo). submetidos a 60 (A2 e B2)
minutos de isquemia e 90 (A4 e B4) minutos de isquemia hepatica seletiva e seus
respectivos subgrupos controle de 60 (Al e B1) e de 90 (A3 e B3) minutos nos tempos
pré-isquémico C, ao final da isquemia RO, apos 15 minutos de reperfusdo R15, e apos 60
minutos de reperfusdo R60. Ndo houve diferenca estatistica entre os grupos A € B e

subgrupos nos diversos tempos de isquemia e reperfusao.
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Figura 12 - Grafico de frequéncia da presenca de polimorfonucleares neutrofilos

Frequéncia dos polimorfonucleares neutrofilos nas bidpsias hepaticas dos animais dos
grupos A (soro fisiologico) e B (WEB 2086 10 mg/kg de peso corporeo), submetidos a
60 (A2 e B2) minutos de isquemia € 90 (A4 e B4) minutos de isquemia hepatica seletiva
e seus respectivos subgrupos controle de 60 (Al e B1) e de 90 (A3 e B3) minutos nos
tempos pré-isquémico C, ao final da isquemia RO, apos 15 minutos de reperfusdo R15 e
apos 60 minutos de reperfusao R60 Nao houve diferenca estatistica entre os grupos A e

B e subgrupos nos diversos tempos de isquemia e repertusao.
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F i,gura 13 - Aspectos microscopicos (subgrupo A4/R15)

Microscopia optica de animal (n° 6) do grupo A (soro fisiologico) submetido a 90
minutos de isquemia hepatica seletiva normotérmica e 15 minutos de reperfusdo. Notar
presenca de focos de necrose hepatocelular em zona 3 acinar, com infiltrado inflamatério
linfomononuclear, congestdo sinusoidal moderada e corpusculo de Councilman-Rocha

Lima na ponta da seta. (H&E x 264).
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Figura 14 - Aspectos microscopicos (subgrupo B4/R15)

Microscopia optica de animal (n° 6) do grupo B (WEB 2086 10 mg/kg peso corporeo)
submetido a 90 minutos de isquemia hepatica seletiva normotérmica e 15 minutos de
reperfusio. Notar hepatocitos em zona 3 acinar com intensa vacuolizag@o citoplasmatica

(H&E x 528).
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34 AVALIACAO HEMODINAMICA

Nas tabelas 22 e 23 (apéndice) estdo apresentados os valores das médias € desvio padrio
da pressdo arterial média e da pressdio venosa central dos 48 anmimais distribuidos no
grupo A (soro fisiologico) ¢ no grupo B (WEB 2086), submetidos a isquemia hepatica
seletiva de 60 minutos {subgrupos A2 e B2) e a 90 minutos de isquemia (subgrupos A4 ¢
B4), assim como seus respectivos subgrupos controle (Al, B1, A3 e B3). Os animais
foram estudados nos periodos pré-isquémico (C), ao final do tempo de isquemia (RO),

apos 15 minutos de reperfusdo (R15) e apds 60 minutos de reperfusio (R60).
3.4.1 Pressio Arterial Média (PAM)

As médias da PAM (mmHg) dos animais estdo representados na figura 15.

Aos 15 minutos de reperfusdo, a press@o arterial média do subgrupo B4 apresentou
média maior do que no subgrupo A4 (p<0,05). Ndo houve diferenga estatistica entre os

subgrupos A2 e B2, para todos os diferentes tempos de isquemia/reperfusio.

Os subgrupos isquémicos de 60 minutos (A2 e B2) comparados aos subgrupos
isquémicos de 90 minutos (A4 e B4), ndo apresentaram diferenga estatisticamente
significante em nenhum dos tempos (C, RO, R15 e R60).

A meédia de niveis pressoricos do subgrupo isquémico A4 foi menor do que a de seu
subgrupe controle A3 aos 15 minutos de reperfusdo (p<0,05). Os outros subgrupos
isquémicos (A2, B2 e B4), quando comparados a seus subgrupos controle (Al, Bl e
B3), ndo apresentaram diferenca estatisticamente significante, em nenhum dos tempos de

isquemia/reperfusio.

3.4.2 Pressio Venosa Central (PVC)
As médias da pressio venosa central (cmH,0) estfio apresentadas na figura 16.

Apenas o fator subgrupo apresentou significdncia estatistica (p<0,05), observada entre

os subgrupos isquémicos A4 ¢ B4.
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Figura 15 - Grafico de interferéncia para PAM (mmHg).

Representacio das médias = HSD/2. Valores da pressdo arterial media dos animais dos
grupos A (soro fisiologico) e B (WEB 2086 10 mg/kg de peso corporeo), submetidos a
60 (A2 e B2) minutos de isquemia e 90 (A4 e B4) minutos de isquemia hepatica seletiva
e seus respectivos subgrupos controle de 60 (Al e B1) e de 90 (A3 e B3) minutos nos
tempos pré-isquémico C, ao final da isquemia RO, apés 15 minutos de reperfusdo R15 e
apos 60 minutos de reperfusdo R60.

Auséncia de sobreposi¢do indica diferenca estatistica significante (p<0.03):
R15 — A4 vs B4 e A4 vs A3

C <R60 (B4)
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Figura 16 - Grafico de interferéncia para PVC (cmH;0).
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Representagdo das médias + HSD/2. Valores da pressdo venosa central dos animais dos
grupos A (soro fisiologico) e B (WEB 2086 10 mg/kg de peso corporeo), submetidos a
60 (A2 e B2) minutos de isquemia e 90 (A4 e B4) minutos de isquemia hepatica seletiva
e seus respectivos subgrupos controle de 60 (Al e B1) e de 90 (A3 e B3) minutos nos
tempos pré-isquémico C, ao final da isquemia RO, ap6s 15 minutos de reperfusdo R15 e
ap6s 60 minutos de reperfusdo R60.

Auséncia de sobreposicio indica diferenca estatistica significante (p<0,05):

A4 vs B4
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4. DISCUSSAO

Desde o século XVH ha relatos na literatura sobre as alteragdes hepaticas ocorridas apos
a indugio da isquemia do figado (" MALPIGHI, 1699). Com o aparecimento de extensas
areas de necrose ¢ morte dos animais submetidos aos experimentos, procurou-se o
melhor local para a realizagdo da ligadura dos vasos da trade portal, que permitisse
menor necrose € maior sobrevida (HABERER, 1906). Em 1908, PRINGLE descreveu o
pingamento da triade portal que desde entfio tem sido muito utilizado nas cirurgias de
trauma hepatico, ressecgbes hepaticas cirurgicas segmentares ou amplas e, mais

modernamente, nos transplantes hepaticos.

Em cirurgia experimental esta técnica vem sendo utilizada para elucidar as consequéncias
da isquemia hepatica e, mais recentemente, as lesGes secunddrias a reperfusio do orgio.
Com a utilizagdo da exclusdo vascular total durante longos periodos, observou-se
necrose hepatica ¢ morte dos animais de experimentacio (MARKOWITZ et al., 1949;
CHAU et al, 1951, MARKOWITZ, 1952). Concomitantemente, novos trabalhos
surgiram mostrando a tolerdncia dos animais submetidos 4 isquemia hepética temporaria,
com tempo menor que 60 minutos € com reperfusfio Intermitente evitando, assim,
anaerobiose, proliferagdo bacteriana e sequestragio no leito vascular esplancmico
(RAFFUCCI & WAGENSTEEN, 1950; RAFFUCCI, 1953, STEINER & MARTINEZ,
1961; BACKLUND ef al., 1964, NORDLINGER et al., 1980)

Varios trabalhos tém sido realizados com tempos de isquemia hepatica que variam de 1 a
4 horas e com tempos e modos de reperfuséo variaveis. O que procuram explicar sdo os
tipos de lesbes que podem ocorrer ou, ainda mais adiante, 0 que podera ser realizado
para coibir os fendmenos inflamatérios que sdo modulados durante a isquemia € apos a
reperfusio (NAKATA, er al., 1971, MARUBAYASHI, er al., 1986; ONTELL et al.,
1989; LITTAUER & DE GROOT, 1992; KAWAMURA, ef al., 1995; BOIN et al,
1996).

" MALPIGH!, M. apud RAFFUCI, F.L. & WANGENSTEEN - The tolerance of dogs to occlusion to
entire afferent vascular inflow fo the liver. Surg. Forum I' 191-195, 1950
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O que ocorre nos organismos submetidos a isquemia hepética seguida de reperfusio ¢
uma interacio complexa entre alteragBes microvasculares, liberagio de mediadores
inflamatorios, liberagdo de radicais livres de oxigénio, ativagio de neutréfilos, plaquetas,
celulas de Kupffer e das células sinusoidais endoteliais. A ativagio destas c€lulas podem
levar a liberagdo de fator de necrose tumoral (TINF), leucotrienos, tromboxanas,
prostaglandinas, endotelinas (HYSLOP & DE NUCCI, 1991,1992; ESTEBAN et al.,
1995; FARO ef al., 1995; NAKAMURA et al., 1995), fator de ativagio plaquetéria
(KUBES et al., 1990b; FUKUOKA et al., 1993a, 1993b; NISHIYAMA et al., 1993),
radicais livres de oxigénio (RLO), tais como &nion superdxido, radicais oxidrila, que
sendo instavels reagem rapidamente e seu efeito citotoxico (JAESCHKE & FARHOOD,
1991) causa danos & membrana celular, membrana mitocondral ¢ superficie endotelial,
levando a distarbios na microcirculag@o e consequente hipotensdo (AGGARWAL ef al.,
1989; CALDWELL-KENKEL, ef al., 1991; RAUEN et al., 1993; SHIRATORI ef al.,
1994). Estas altera¢des, dependendo do tempo da isquemia e do momento da reperfusgo
estudados, podem mostrar desde simples alteragcGes bioquimicas até necrose € morte
celular McKEQWN ef al., 1988; ONTELL ef af., 1989; SHIRATORI, ef al., 1994, KU
etal., 1995).

Buscando reduzir estas alteragbes inflamatorias que ocorrem durante o bindmio
isquemia/reperfusdo, varios agentes farmacologicos tém sido utilizados, com o objetivo
de diminuir as lesSes de reperfusdo que se instalam durante as cirurgias hepaticas
eletivas, de urgéncia, ou mesmo nos transplantes hepaticos. A prostaciclina tem sido
relacionada com a melhora das lesdes ocorridas no tempo de isquemia quente
(MONDEN & FORTNER, 1982; TOLEDO-PEREYRA, 1984,1991;, CRAFA et. al,
1991). A clorpromazina tem sido relatada como prevenindo o influxo de calcio que
ocorre durante a reperfusio, inclusive mantendo a fungio mitocondrial (CHIEN et ai.,

1977; FARBER et al., 1981).

Os bloqueadores de canais de calcio, como verapamil e diltiazem, t&m sido utilizados
contra as lesGes ocorridas na isquemia e reperfusdao (HUGHES ef al., 1986, KURITA et
al., 1994). A protecio contra as lesSes de reperfusio, mediadas pelos radicais livres de
oxigénio e evitando a lipoperoxidagfio, tem sido atribuida a superoxido dismutase,
catalase, alopurino! e prostaglandinas (ATALILA ef al, 1985; BAKER ef al., 1985;
KOYAMA er al., 1985; HANAZAKI et al., 1994). O uso de outro tipos de agentes
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antioxidantes ou que agem como tal, por inibir algumas enzimas que agem na cadeia
respiratoria mitocondrial, também tem sido relatado, tais como alfa-tocoferol, coenzima
Q10 (ubiquinona); inibidores da metilglutari] coenzima A (SATOH et al, 1994),
glutationa, ATP-MgCL; e ciclosporina A. Outras substincias foram utilizadas, atuando
como supressores da atividade das células de Kupffer ¢ da produgdo de TNF
(SHIRATORI et al., 1994 e KAWANO et al., 1994), bem como acidos biliares atuando
como hepatocitoprotetores (CHAZOUILLERES et al., 1991).

Dos mediadores inflamatorios que interagem na sindrome de isquemia/reperfusdo, como
relatados por AGGARWAL ef al. em 1989, o fator ativador de plaquetas (PAF) foi
relacionado, entre outras substincias (tromboxana, prostaciclina, prostaglandinas,
precalicreina, e leucotrienos), como uma substincia vasoativa que causa vasodilatagio e
exerce efeitos significativos sobre o tonus vascular e pressio sanguinea (FUKUOKA, et
al, 1993a). Funcionaria, entdo, como uma chave na cascata dos mediadores inflamatorios
liberados na isquemia/reperfusdo, pois pode ser liberado por plaquetas, neutrofilos,
células sinusoidais endoteliais, e células de Kupffer. Induz agregacio plaquetaria,
leucocitaria, liberagfio de dnion superoxido e age diretamente sobre o endotélio vascular,
aumentando sua permeabilidade (BENVENISTE et al, 1972; CAMUSSI ef ol 1981;
BRAQUET ef al., 1987, WALLACE & MACNAUGHTON, 1988; ONTELL et al,
1989; HENSON, 1990; STAFFORINI et al, 1990; ZIMMERMAN ef al., 1990).

Algumas drogas tém sido estudadas como sendo antagonistas do PAF, bloqueadores de
canais de Na' e de Ca™ ( KORNECKI ez al, 1984; ; TUFFIN & WADE, 1985;
HWANG, 1989), apresentando, assim, possivel interacio com grupos sulfidrilas
(HOURANI & CUSAKI, 1991). Qutros tipos de antagonistas PAF-especificos também
ja foram relatados como funcionantes na protegio das alteragSes da isquemia/reperfusio
(SRI 63-441, CV 6209, E5880, TCV 309, BN 52021, BN 52022, e WEB 2170 ¢ WEB
2086). Sio substéncias utilizadas momentos antes do inicio da isquemia ou adicionadas
antes do inicio da reperfusdo, por via venosa, intraperitoneal ou oral,com relatos de
efeitos protetores em relagdo a fung@o mtocondrial, hipotensdo, indugiio de menor
adesividade leucocitaria, lipoperoxidagao, diminuigio de liberagdo de RLO, manutengao
da morfologia celular & microscopia Optica ou eletrénica, porém, com controvérsias
quanto ao seu efeito como protetor celular hepatico, ja gue dependendo da dose de

antagonista utilizado, mantém niveis elevados de enzimas hepaticas apds a reperfusdo do
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orgido (ONTELL er al. 1989, FUKUOKA et al., 1992; CHAVEZ-CARTAYA et al,
1994; BOIN et al., 1996).

No presente trabalho procurou-se estudar a efetividade do WEB 2086, um antagonista
especifico do PAF, avaliando as alteragdes enzimaticas séricas das aminotransferases
(AST e ALT), da fragio 5 da desidrogenese lactica (DHLs), da funcido mitocondrial
hepatica, da lipoperoxidagdo lipidica e da histopatologia hepética, assim como a
avaliagdo hemodindmica (pressdo arterial média e pressio venosa central) de ratos

Wistar submetidos a isquemia hepatica seletiva normotérmica.

Foram usados ratos Wistar como animal de experimentagao por ser de facil manuseio,
pequeno porte, isogenicidade, e com efeitos farmacodindmicos do WEB 2086 ja
conhecidos (HWANG et al., 1986). Apesar das plaquetas dos ratos, dependendo da dose
empregada, serem insensiveis ao PAF, estes animais sdo utilizados principalmente
quando se quer estudar o efeito hipotensor do PAF, sem os agravantes do efeito
broncoconstrictor (CASALS-STENZEL & HEUER, 1990). A escolha do antagonista
WEB 2086 (10 mg/kg de peso corporeo, antes do inicio da isquemia) foi feita pela sua
disponibilidade em nosso servigo, por ser de facil manuseio, e ser indicado por alguns
autores como sendo mais efetivo na inibicio da aderéncia leucocitaria as células
sinusoidais endoteliais hepaticas, que ocorre associada a isquemia/reperfusio (KUBES et
al., 1990a).

As células hepaticas submetidas & isquemia normotérmica s&o mais suscetiveis e este fato
pode ser explicado pela diferente atividade metabolica e variedade de proteases
intracelulares (MCKEOWN ef al., 1988; NOACK et al., 1993). Optou-se, portanto, pela
isquemia normotérmica, dado o carater acima mencionado ¢ a possibilidade de melhor
analise das alteracdes encontradas apos a isquemia ¢ reperfusio. Embora os fendmenos
que ocorrem na isquemia/reperfusdo sejam os mesmos descritos em experimentos com
animats ou em humanos, CARACENI ¢f al. (1994) relataram que os hepatdcitos isolados

de ratos foram mais suscetiveis & andxia e a reoxigenaco do que os humanos.

Neste trabalho, a seletividade da isquemia hepatica (HIGGINS & ANDERSON, 1931,
ASAKAWA er al., 1989) foi empregada para evitar a congestdo esplincnica, resultante
da exclusdo total do suprimento sanguineo quando se utiliza o pingamento da triade

portal junto ao duodeno. Estas considera¢bes ja foram utilizadas em alguns trabalhos,
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como SHIRATORI ef al. (1994), que demonstraram aumento do fluxo para os lobos nio
isquemiados, sem a ocorréncia de congestdo intestinal. Mesmo assim, KAWAMURA ef
al. (1995) induziram isquemia seletiva pelo pingamento dos vasos portais dos lobos
esquerdo lateral ¢ mediano, e detectaram a presenca de endotelina dosada no leito portal
dos lobos isquemiados, ¢ daqueles nio isquemiados (congestiio portal parcial). Alguns
trabathos na literatura tém apresentado a liberagéo de endotelina associada a mudangas
hemodindmicas hepéticas e sistémicas nos animais submetidos & isquemia ¢ reperfusio
(STANSBY ef al., 1993; FARO et al., 1995; MEHRABI ef al., 1995;: NAKAMURA e
al., 1995).

Como ji descrito anteriormente, durante o periodo da isquemia e reperfusio, ocorre a
liberagdio de substéncias vasoativas, radicais livies de oxigénio (RLO), de interleucinas,
fibronectina, do fator de necrose tumoral, de endotelinas, de 6xido nitrico, das
prostaglandinas, das tromboxanas e do fator de ativagdo plaquetiria (PAF). A

modulagio que intermedia estes fatores € altamente complexa.

A liberagdo do PAF, detectada durante o periodo de injaria vascular, foi associada a
liberago dos mediadores inflamatorios e & ativagio de polimorfonucleares e plaquetas
(ZIMMERMAN et al., 1985, D' HUMIERES e al., 1986; LEWIS et al., 1988; KUBES
et al, 1990b; ZHOU et al, 1992; BAUTISTA & SPITZER, 1992; MINOR &
ISSELHARD, 1993; FUKUOKA ef al, 1993a; MORENO ef al, 1993). Estas
intermediagdes podem ser observadas pelas alteragdes que acontecem na perfusio
tecidual hepatica e nas lesGes hepatocelulares. A utilizagio de antagonista especifico do
PAF em relatos da literatura demonstrou que altera¢gSes como necrose celular, aumento
das aminotransferases, hipotensdo, aumento no niveis de ATP ¢ aumento da
lipoperoxidagio, podem ser evitadas (ONTELL er al., 1989; FUKUQOKA ef al., 1993a;
TAKADA et al., 1992, ZHOU et al., 1992; FUKUQOKA ef al. 1993b; BOROBIA ef al.,
1993; MINOR & ISSELHARD, 1993; LIU ef al., 1994; WANG et al., 1993; MINOR et
al., 1995a; 1995b; SPIEGEL et al., 1995; TAKADA ef al., 1995a; 1995b). Em outros
relatos houve inibicio dos efeitos hipotensores sem redugiio das aminotransferases
(BOIN et al, 1996) e minimas alteracbes no fluxo hepatico ou na saturagio da
oxihemoglobina hepatica (CHAVEZ-CARTAYA et al., 1994).

As aminotransferases (AST e ALT) sdo enzimas que, em altas concentragdes, sdo

indicativas de lesdo hepatocelular apontando alteragbes de permeabilidade da membrana
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citoplasmética (SIMONDS, 1923; REICHLING & KAPLAN, 1988; RADZIUK, 1990;
SHERLOCK & DOOLEY, 1993). A fracio 5 da desidrogenase lactica (DHLs)
corresponde a fragio hepatica da mesma, que atua na via glicolitica catalisando a reacfio
reversivel do lactato em ptruvato. A dosagem do lactato desidrogenase (DHL), por
eletroforese, determina quat das fragdes encontra-se elevada e a sua origem. A enzima
DHLs €, desta forma, um indicador especifico e sensivel do tecido hepatico lesado
(PAPADOPQULQS, 1977; REICHLING & KAPLAN, 1988; CASTRO ¢ SILVA et al.,
1992; FERNANDES, 1993).

Observou-se, neste estudo, que a AST elevou-se significativamente apds a reperfusdo
nos subgrupos isquémicos (A2, B2, A4 e B4) em relag@io aos seus subgrupos controle.
Nio houve agfio protetora do WEB 2086 sobre a membrana celular nos subgrupos
isquémicos aos 60 ou 90 minutos (B2 e B4). A enzima ALT também elevou-se
significativamente apds a reperfusio nos subgrupos isquémicos (A2, B2, A4 e B4),
sendo que aos 15 minutos de reperfusdo o subgrupo B4 apresentou elevados niveis
enzimaticos, maiores que seu controle e maiores que o subgrupo isquémico (A4),
mostrando que, além de nfo induzir protecéo a membrana celular hepatocitica, a droga
WEB 2086 potencializou os efeitos lesivos nas condigSes de isquemia/reperfusio. Este
mesmo fato foi observado quando se dosou a DHLs apos 60 minutos de reperfusio.
Alguns autores tém demonstrado a ag#o protetora de alguns antagonistas do PAF no
fenémeno isquemia/reperfusdo com redugéo do niveis enzimaticos das aminotransferases
e da DHL (MINOR & ISSELHARD, 1993; MINOR et al., 1995a e 1995b; RODRIGUE
et al., 1995; SPIEGEL et al., 1995). Outros relatos da literatura mostraram que esta
reduciio dos niveis enzimaticos (ALT, AST ¢ DHL) pode estar relacionada a dose
utilizada de antagonista especifico do PAF, ao tempo apos a reperfusio (imediato ou
tardio), ao tipo de isquemia/reperfusdo (continuo ou intermitente) € a reperfusdo
realizada em células hepaticas isoladas ou "in vivo". Estes autores, baseados nestes
preceitos descritos, demonstraram que ou nfo houve reducdo destes niveis enzimaticos,
ou esta aconteceu em picos bimodais, sendo o primeiro na quarta hora e o segundo apds
a vigésima quarta hora apos a reperfusio (ONTELL et al., 1989; FUKUOKA et al.,
1992; TAKADA et al., 1992; ZHOU et al., 1992; BOROBIA et al., 1993; WANG et al.,
1993; TAKADA et al., 1995a, 1995b; BOIN et al., 1996).
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Sob condi¢Ses de normalidade, mais de 90% do ATP (adenosina trifosfato) utilizado
pelos hepatdcitos na realizagdo do trabalho metabélico € produzido pelas mitocéndrias
através da fosforilagdo oxidativa que ocorre na membrana interna da mitocondria, e é
composto por cinco complexos enzimaticos que incluem a cadeia de transporte de
elétrons (complexos I-1V) e FoF1-ATP sintetase (complexo 5), através de uma série de
reagbes de oxidagles e reducdes ligadas a NAD (nicotinamida adenina dinucleotideo) e
NADH desidrogenase mitocondrial. Dentro deste processo é gerado um gradiente
protdnico entre a matriz mitocondrial e o espago intermembranoso que € utilizado para a
sintese de ATP (STRYER, 1992; KRAHENBUHL, 1993).

SttuagBes adversas como a isquemia/reperfusdio causam danos estruturais e funcionais
aos hepatdcitos, promovendo a caréncia de oxigenagdo tecidual, tornando a mitocondria
uma importante fonte de geracio de radicais livres de oxigénio, afetando a fosforilagiio
oxidativa e levando a deplegdo celular de ATP. Dependendo da extensdo da isquemia,
pode levar 4 perda da capacidade de compensagio mitocondrial, tornando-se um dano
irreversivel e, dada a impossibilidade de restaurar a capacidade energética, ocasionar a
morte celular (FARBER et al; 1978; MITTNACHT & FARBER, 1981; FATH et al.,
1984, 1985; OZAWA, 1992; CASTRO e SILVA ef al, 1992; FUII et al, 1994;
GARCIA-RUIZ et al., 1995).

A ativagio das células de Kupffer e neutrdfilos, ocasionada pela propria isquemia e
reperfusdo, pode ser intermediada pelo PAF (LEWIS ez al., 1988; KUBES et al, 1990a;
ZHOU et al., 1992; SPIEGEL et al., 1995), propiciando a liberagio de radicais livres de
oxigénio, aumento do influxo de célcio, principalmente apds a reperfusdo e reduciio de
seus agentes antioxidantes superdxido dismutase, catalase e glutationa (JAESCHKE &
FARHOOD, 1991; LITTAUER & DE GROOT, 1992; GONZALEZ-FLECHA et al.,
1993; JONES, 1993), levando a diminuigdo de NADPH e limitando a redugdo de
peroxidos pelo sisiema antioxidanie de GSH (glutationa) e aumentando a produgio de
malondialdeido (MDA). A ativagdo de fosfolipases pode produzir graves danos aos
lipides das membranas, alteracbes da permeabilidade mitocondrial, DNA, proteinas,
lipideos e outras macromoléculas (MITTNACHT er al, 1979; FARBER ef al., 1981;

LUFT, 1995).

Usualmente, quando o tecido hepatico € submetido & isquemia, ocorre a dimuicdo da

velocidade de consumo de oxigénio no estado III da respiragio mitocondrial e aumento
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da velocidade de consumo de oxigénio no estado IV (INOUE & TAGAWA, 1993 e
SATOH et al,, 1994). Como a razio de controle respiratério (RCR) é o coeficiente do
EHV/EIV, as alteragBes obtidas na RCR vio depender das alteragdes de EIIl e EIV. A
velocidade do estado I11 representa a capacidade de fosforilagio mitocondrial (CHANCE
& WILLIAMS, 1956) e a diminui¢do de seus valores pode refletir incapacidade para a
compensacio mitocondrial (OZAWA, 1992).

No presente trabalho observou-se que apés a reperfiisdo, a velocidade de consumo do
estado III da respiragiio mitocondrial (EIIT) dos subgrupos pré-tratados com WER 2086
(grupo B) foi mantida em relagéo a seus subgrupos controle. Os animais que receberam
soro fisiologico (grupo A) apresentaram queda nos niveis de EIIl aos 15 minutos de
reperfusio em relagio a seus subgrupos controle. Esta diferenca foi observada aos 60
minutos de reperfusdo somente nos animais submetidos a 60 minutos de isquemia. Nitida
agao protetora do WEB 2086 sobre EIII foi observada nos animats submetidos a 60
minutos de isquemia apds 15 minutos de reperfusdo (A2 vs B2). A manutengio do
estado IIT nos animais pré-tratados com WEB 2086, nos tempos acima referidos, sugere
a integridade da membrana mitocondrial para a produg¢fio de energia e capacidade para
regeneracdo das lesbes ocorridas no periodo isquémico. Este periodo de 60 minutos de
isquemia ¢ considerado curto por alguns autores (GONZALEZ-FLECHA et al,, 1993).

Nos periodos isquémicos mais longos,como os de 90 minutos (grupos A3, A4, B3 e B4),
observou-se, como relatado na lteratura, uma tendéncia a2 diminuicio do EIII;
possivelmente se o tempo de isquemia estudado tivesse sido maior poder-se-ia obter
mjuria irreversivel, provavelmente pela inibigo da transferéncia de elétrons na
mitocdndria, conversio de xantina desidrogenase para oxigenase, aumento de radicais
livres de oxigénio, inativagdo das enzimas anti-oxidantes e infiltracio neutrofilica
(KOBAYASHI er al.,1991 e SATQH et al., 1994).

A velocidade do estado IV da respiragio mitocondrial (EIV) representa a respiragio
basal da mitoc6ndria, sendo que as alteragdes ocorridas durante as agressdes isquémicas
podem refletir seu consumo basal de oxigénio (CHANCE & WILLIAMS, 1956). No
aumento do estado IV ocorre maior consumo de O para a manutengio do potencial de
membrana da mitocondria. Isto pode ser causado pela isquemia e, inicialmente, pode
significar uma prote¢do da mesma contra este dano, na tentativa de manter o potencial

de membrana ¢ torna-la apta a produzir ATP quando for estimulada (UYEMURA &
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CURTI, 1991; OZAWA, 1992; INOUE & TAGAWA, 1993; SATOH ef al, 1994;
CRUZ, 1996; RIZZO, 1996). '

Os valores de EIV dos animais isquémicos pré-tratados com WEB (B2 e B4) foram
semelhantes aos de seus subgrupos controles (Bl e B3). Este mesmo resuitado foi
observado nos animais do grupo A (soro fisiologico). Observou-se que aos 15 ¢ 60
minutos apos a reperfusdo o subgrupo B2 apresentou valores de EIV maiores do que
A2, Este aumento pode significar perda do potencial de membrana em fungéio do dano

causado pela isquemia.

A razfo de controle respiratorio (RCR) € obtida pela relacio entre o estado IIl e o
estado IV (CHANCE & WILLIAMS, 1956). Trata-se de uma medida de grau de
acoplamento, ou seja, quéo intacta est4 a membrana mitocondrial e qual a sua capacidade
energetica apés a utilizagdo desta capacidade para sua propria manutengio (CHANCE &
WILLIAMS, 1956; OZAWA, 1992),

Os resultados de RCR mostraram que, ja no tempo isquémico (C e RO), o subgrupo
controle A2 apresentou valores significativamente menores que seu subgrupo controle
Al, porém semelhante ao subgrupo B2 (WEB 2086). Houve uma tendéncia dos
subgrupos isquémicos apresentarem valores menores de RCR durante o periodo de
isquemia ¢ aos 15 minutos apds a reperfusdo, porém sem significincia estatistica em

relag@o a seus controles.

O subgrupo A4 apresentou valores menores ao final do tempo de isquemia (R0) que seu
subgrupo controle (A3). Os animais submetidos 4 isquemia de 60 ou 90 minutos e pré-
tratamento com WEB 2086 ndo apresentaram diferenga estatisticamente significante em
relagdo a seus controles. Porém, os resultados de RCR foram semelhantes aos animais
que receberam soro fisiologico, com excegdo do grupo Bl que teve .Yalores menores que
o grupo Al no inicio do periodo isquémico. Isto pode ter acontecido porque 0 WEB
pertence 2 familia dos diazepinicos e, na hora da inducio anéstésica associado ao stress
cirargico (NORDSTRON e al., 1990), obteve-se um efeito sinérgico temporaric com
diminui¢io da fungio mitocondrial que pode ter sido causado, inclusive, por depressio
respiratoria dos animais. Esta aparente manutencio da fungiio mitocondrial e da
integridade da membrana mitocondrial pode ser devida ao tempo de isquemia,

considerado por alguns autores como relativamente curto, pois relatam que a
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irreversibilidade da lesdo mitocondrial acontece apds a segunda e terceira hora de
isquemia e ¢ acentuada apds os primeiros minutos de reperfusio, quando acontece a
maior formacio de radicais hivres de oxigénio, perda do potencial anti-oxidante existente
na prépria mitocondria ¢ deplecio do ATP mitocondrial (FARKHOU ef al, 1971;
KOBAYASHI ez al., 1991; GONZALEZ-FLECHA et al., 1993; SATOH ef al., 1994;
JONES, 1995).

Como ja citado anteriormente, ¢ PAF' é considerado um dos mediadores envolvidos na
patogénese da lesfio da isquemia/reperfusdo, por ser hiberado pelas células leucocitarias ¢
células de Kupffer, aumentando a adesividade leucocitaria aos sinuséides, e por ter sua
sintese aumentada na presenca de perdxido de hidrogénio. Os neutréfilos e as células de
Kupffer podem gerar superdxidos quando a NADPH oxidade ¢ ativada em suas
membranas ¢ podem iniciar o processo de lipoperoxidagio (MARUBAYASHI et al,
1984; JAESCHKE & FARHOUD, 1991; MEISTER, 1995; TERASHIMA et al., 1996).
E possivel que o endotélio isquémico responda a passagem do sangue oriundo da
reperfusdo, gerando e propiciando a adesdio de moléculas as células endoteliais,
estimutando os neutréfilos, producio de radicais livres de oxigénio, citocinas e fator de

necrose tumoral (TNF).

A lipoperoxida¢io nas membranas biologicas € um processo destrutivo iniciado por
radicais livres de oxigénio (LITTAUER & DE GROOT, 1992; DUTHIE, 1993; SUZUKI
et al., 1993; CARACENI ef al, 1994, HAMER et al, 1995), causando edema e
aumento do influxo de calcio (NEPOMUCENO ef al., 1994 ¢ REED & SAVAGE,
1995) com consequente disfungio mitocondrial pois, uma vez iniciada a condigdo de
isquemia‘reperfusdo, os radicais H,O; ¢ OH° podem abrir canais na membrana
mitocondrial devido ao ataque a grupos sulfidrila (SH) de determinadas proteinas,
expostas pela ligagio de Ca™ ; o aumento deste ion pode ativar a fosfolipase A,
mitocondrial, induzindo uma maior formagao de OH®. Os lipoperdxidos formados podem
ser reduzidos por glutationa e alopurinol, vitamina E e alfa-tocoferol (McCORD, 1985;
KOBAYASHI ef al., 1992, DURMUS et al., 1994).

A glutationa reduzida (GSH) é um antioxidante celular metabolizado na célula pela
glutationa peroxidase, que cataliza a conversdo de peroxido de hidrogénio para oxigénio
e agua. Este sistema de redugio pela GSH € um dos sistemas que a mitocondria utiliza

para manter-se estivel. Durante processos isquémicos e pos-reperfusionais ocorre perda
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da capacidade anti-oxidante mitocondrial ¢ as células tornam-se mais sensiveis aos
efeitos da excessiva produgdo de radicais livres de oxigénio, sendo estas alteracdes
detectadas pelo aparecimento de produtos da lipoperoxida¢io como o malondialdeido
(MDA) e diminui¢sio do conteado hepético de GSH mitocondrial (BOUDJEMA et al,
1990; LITTAUER & DE GROOT, 1992; KARWINSKI ef al., 1993a; LIU et al., 1994;
GARCIA-RUIZ ef al., 1995, NARDOQ ¢t al, 1996).

Para avaliagio da lipoperoxida¢io foram utilizadas, neste estudo, as dosagens do
conteudo hepatico do malondialdeido (MDA) e da glutationa (GSH). Os valores de
MDA diferiram nos subgrupos controle Al e A3 (soro fisiolégico) quando se comparou
o periodo isquémico ao periodo de reperfisdo; o subgrupo isquémico A4 apresentou
valores maiores apOs a reperfusdo, sendo significativamente maior aos 15 minutos da
reperfusdo. Apds a reperfusio, o grupo pré-tratado com WEB 2086 apresentou, em
geral, valores de MDA menores que o grupo tratado com soro fisiolégico porém, sem
significado estatistico. Alguns autores (OHKOHCHI et al., 1989, TERASHIMA et
al.,1996), relataram que a dosagem de MDA poderia ser questionada para avaliar a
detec¢do de lipoperoxidagdo e referiram que o hidroperdxido de fosfatidilcolina (PC-
OOH) poderia ser considerado mais sensivel. CARACENI et al. (1994) referiram que
houve acentuada liberagiio de MDA como produto da lipoperoxidagdo apds um periodo
de 150 minutos de isquermua em hepatécitos isolados de ratos, sendo este aumento

abolido com o uso de vitamina E.

Encontraram-se poucos relatos na hteratura sobre a efetividade do WEB, como
antagonista especifico do PAF, cotbindo a lipoperoxidagio. MINOR & ISSELHARD
(1993) relataram que em animais submetidos a isquemia de 60 minutos e reperfusdo de
30 minutos, pré-tratados com BN52021 (antagonista especifico do PAF) observou-se
uma moderada mas significante redugio de MDA,

Alguns autores relataram que a avaliagio de MDA pelo método do tiobarbiturato pode
ndo representar aumentos na lipoperoxidacio, ou que a metabolizagio do MDA pela
aldeido desidrogenase pode acontecer e nio necessariamente excluir que tenha ocorrido
lipoperoxidagio (BREMER et al, 1994; CARACENI ef al, 1994). Como a agdo
protetora do WEB 2086 ndo foi claramente evidenciada, pode-se supor que outros

métodos para a averiguagzo da lipoperoxidacio tenham que ser utilizados, gue o tempo
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de isquemia tenha que ser prolongado e que talvez novas doses ou doses maiores de

WEB 2086 tenham que ser empregadas.

Os valores de GSH dos subgrupos 1squémicos dos amimais pré-tratados com WEB 2086
(B2 e B4) e dos animais do grupo que recebeu soro fisiologico (A2 e Ad) apresentaram,
durante o periodo isquémico (C e RO), valores semelhantes. Apds 15 minutos de
reperfusdo houve uma tendéncia a diminuigdo dos valores de GSH, sendo que o
subgrupo B4 apresentou valores maiores que o subgrupo isquémico A4 (p<0,05),
evidenciando nestes subgrupos que houve lipoperoxidacio e agfo protetora do WEB
sobre o conteudo de GSH mitocondnal. Assim, como foi visto na dosagem do MDA, a
dosagem de GSH apresentou, em geral, valores maiores no grupo pré-tratado com WEB
2086 do que nos subgrupos que receberam soro fisiologico; os grupos submetidos a 90
minutos de isquemia ¢ 60 minutos de reperfusio tiveram seus valores de glutationa
reduzidos, provavelmente pela acdo sinérgica da aclio anestésica, lesio de

isquemia/reperfusio e perda da capacidade de protecdo do WEB 2086.

Com a propensio dos subgrupos isquémicos apresentarem valores maiores de MDA
apos a reperfusdo e valores de GSH menores aos 15 minutos de reperfusdo, observou-se
que houve lipoperoxidagio como relatado por outros autores (MARUBAYASHI ef al.,
1986; JAESCHKE & FARHOOD, 1991; CARACENI ef al., 1994, KOBAYASHI et al.,
1992; LITTAUER & DE GROOT, 1992; GARCIA-RUIZ ef al, 1995, REED &
SAVAGE, 1995). A acio protetora do WEB 2086 sobre a agdo do PAF, como mediador
e modulador da isquemia e reperfusio na avaliagio da lipoperoxidagio, foi observada
nos animais submetidos a 90 minutos de isquemia e 15 minutos de reperfusdo. Na
literatura ha relatos da agio protetora sobre a lipoperoxidagio com o uso de a-tocoferol
(MARUBAYASHI ¢f ai., 1986), y-glutamylcysteina (KOBAYASHI ez al., 1992), CSA e
FK 506 (SUZUKI et al., 1993), ubiquinona (MARUBAYASHI ef al., 1982) e com TCV
309 (antagonista especifico do PAF) associado com PGI, (NISHIYAMA ef al., 1993).
Estes autores, utilizando pré-tratamento com TCV 309 e PGIL,, mostraram que os niveis
de GSH de ratos submetidos a 60 ou 120 minutos de isquemia foram significantemente
diminuidos em rela¢do ao grupo controle, porém aumentados em relagéo aos isquémicos,

concluindo que o TCV 309 atenuou o processo oxidativo.

Outros autores demonstraram que algumas drogas que atuam em sitios diversos da

modulagdo da lesdo de isquemia/reperfusiio nio atuam sobre a lipoperoxidagio, como o
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alopurinol, que é um inibidor do sistema xantina oxidase/desidrogenase, ¢ que impede a
degradagdo de hipoxantina. Referiram que, apds a reperfusdo, os grupos controle e os
submetidos & agfo do alopurinol tiveram os niveis de GSH reduzidos a4 metade.
Referiram que a sintese de GSH pode ter sido diminuida durante o iperiodo isquémico ¢
pode ter ocorrido liberagdo de GSH para o meio extracelular, por necessidade, ou por
lesio de membrana, ¢ questionaram o papel da xantina oxidase como indutora da
liberaciio de peroxidos (KARWINSKI ef al., 1993b; MEISTER, 1995). Recentemente,
SMITH et al.(1996) relataram que exames criticos dos estudos realizados com GSH, a
despeito das evidéncias de deplegio/oxidacdo em diversos experimentos, revelaram que
as injrias nio podem ser simplesmente relacionadas ao GSH, pois este encontra-se
também no meio extracelular, e que estudos delineando esta relagdo intra e extra-celular
deverio ser realizados futuramente. CARACENI et al, em 1994, relataram que a
lipoperoxidagdo segue-se a formagio de radicais livres de oxigénio, relacionada
principalmente ao aparecimento de H>O, mas que a lesiio dos primeiros minutos causada

pela reoxigenagio seria devida a formaggo destes radicais e ndo a lipoperoxidagio.

A geragio de HO, OH® e O;°, durante o periodo de isquemia/reperfusdo, induz
alteragBes funcionais e estruturais nas células endoteliais e na sintese do fator de ativagdo
plaquetaria (PAF), que pode ser oriundo das células sinusoidais endoteliais, neutrofilos e
células de Kupffer. Apds o inicio da isquemia/reperfusio, uma gama de susbstdncias
(incluindo leucotrienos, PAF, e citocinas) promovem maior adesdo dos neutréfilos as
celulas endoteliais, via seletina (GMP-140), moléculas da superficie endotelial (LFA-1,
ICAM-1 e ICAM-2) e a administragio de um antagonista especifico do PAF diminue a
adesividade leucocitaria, melhora a perfusdo sinusoidal e a microcirculagio (D'
HUMIERES ef al., 1986; KUBES et al, 1990b; BAUTISTA & SPITZER, 1992
DOWNEY et al., 1995; SPIEGEL et al., 1995).

A avaliaggio histolégica dos figados submetidos a periodos curtos de até 60 minutos de
isquemia mostra congestdo centrolobular, vacuolizagdo e discretas areas de necrose,
mostrando que mesmo havendo quantidade razoavel de polimorfonucleares neutréfilos
(PMN) no tecido hepatico (MARZELLA & GLAUMANN, 1981; POGGETTIL, 1987,
FREIRE, 1984; HUI et al., 1994) no foi observada correlagdo com as concentragSes de
glutationa, nem com a depleco de ATP (JAESCHKE et al,1990; JAESCHKE &
FARHOOD, 1991). Com 90 minutos de isquemia ¢ 60 minutos de reperfusio SUZUKI
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et al. (1993) observaram congestiio sinusoidal interna severa nas zonas periportais e
mediozonais e discreto grau de necrose. No estudo realizado com microscopia eletronica
verificaram edema das cristas mitocondriais e pequenas alteragdes no reticulo
endoplasmatico. A infiltragfo neutrofilica aos 60 minutos de reperfusio e 60 minutos de
isquernia mostrou significante aumento de PMN em todos os grupos estudados quando
comparados aos grupos controles, sendo esta diferenca acentuada nos animais que foram
pré tratados com CSA e FK 506. As lesdes com destruigdo do espago de Disse,
vacuolizagio citoplasmatica e focos de necrose mais acentuados foram observados em
periodos mais tardios (12 ou 24 horas) da reperfusdo (EGASHIRA ef al., 1992 e LIU e
al., 1994). Estes efeitos podem ser inibidos por imbidores diretos ou indiretos (PGE-1,
antagonista PAF-especificos) da aderéncia leucocitdria ao endotélio sinusoidal
(ONTELL et al., 1989; ZHOU et al., 1992; NISHIYAMA et al, 1993; BOROBIA ef al.,
1993; NATORI ef al., 1996).

As avaliagBes histologicas deste trabalho foram obtidas nas bidpsias hepaticas dos
~ animais do grupo A (soro fisiologico) ¢ do grupo B (WEB 2086), distribuidos nos
subgrupos isquémicos de 60 ou de 90 minutos (A2, A4, B2, e B4) e nos seus respectivos
subgrupos controle {Al, A3, Bl, e B3), nos tempos pré-isquémico (C), ac final do
tempo de isquemia (RO), apds 15 minutos do inicio da reperfusio (R15) e apés 60
minutos do inicio da reperfusio (R60). No presente trabalho, observou-se necrose nos
graus leve e moderado, apds o inicio da reperfusdo, em todos os subgrupos. Observou-se
o mesmo em relag3o a presenca de PMN nos espagos porta. O grau de acometimento da
congestio foi maior apos 15 e 60 minutos de reperfusdo, em relagio ao periodo
isquémico (p<0,05). Os subgrupos isquémicos apresentaram mator frequéncia de
congestio de graus moderado e severo em relagio aos subgrupos controle, em todos os
periodos de isquemia/reperfusiio, sendo mais acentuado apds o inicio da reperfusio
(p<0,001). O grau de acometimento da vacuolizagdo citoplasmatica apresentou diferenca
estatisticamente significante entre os subgrupos, ao final do tempo de isquemia (RO) e
apos 15 minutos do inicio da reperfusdo (p<0,005), nas comparagdes miiltiplas
programadas entre os subgrupos A4 ¢ B4 no tempo RO (grau de acometimento em B4 >
A4) e entre os subgrupos B2 e B1 aos 15 minutos de reperfusdo (grau de acometimento
em B2>B1).
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Apesar das diferengas apresentadas serem estatisticamente sig;niﬁcan;es em relagéio aos
subgrupos B4 vs A4 ¢ B2 vs Bl, estas ndo delinearam nenhum quaciro histopatologico
de carater irreversivel e inclusive podem ter sido realizadas leituras nas chamadas dreas
"no-reflow”, onde ocorreram pouco ou nenhum refluxo apos a reperfusio,
provavelmente secundario & deteriora¢@o da microcirculagdo hepatica. MARZELLA &
GLAUMANN, em 1981, relataram, em experimentos com animais submetidos a 60
minutos de isquemia, que mesmo oOs animais controles mostraram congestio e
vacuolizagio apos o periodo de isquemia e reperfusfo. Observaram que as diferengas
acentuavam-se quando as bidpsias hepaticas eram realizadas apos quatro horas de
reperfusio, onde observava-se congestdo, vacuolizagdo, presenca de focos de necrose e
infiltragdo periportal e centrolobular de polimorfonucleares. ZHOU ef al. (1992), usando
WEB 2170 como pré-tratamento para animais submetidos 4 isquemia hepatica seletiva
por 60 minutos e estudados com uma e 24 horas apds a reperfusio, mostraram que, apos
uma hora, foi observada congestio leve e, apos 24 horas observou-se necrose
hepatocitica severa {grupo isquémico) e moderada (grupo WEB 2170), sem diferenca
estatistica, com infiltragdo leucocitaria mais acentuada (p<0,05) nos grupos isquémicos
controle do que no grupo WEB 2170. Este fato pode sugerir que o PAF esteja

relacionado também a fase tardia das lesGes ocorridas na isquemia/reperfusao.

Estudos realizados em animais submetidos a pré-tratamento com antagonista do PAF
(TCV 309) mostraram que nos animais isquémicos controle com 90 minutos de isquemia
houve apenas congestio leve, nos de 120 minutos de isquemia houve extensa
vacuolizagio e congestdo severa apos 60 minutos de reperfusdo. O grupo de animais que
recebeu a droga antagonmista especifico do PAF apresentou congestdo leve e pouca
vacuolizagio (NISHIYAMA et al, 1993). Quando ONTELL et al. (1989) utilizaram
SRI 63441 como antagonista do PAF em figados isquemiados por 90 minutos e
reperfundidos isoladamente por 90 minutos, observaram que tanto os grupos isquémicos
controle como aqueles que receberam pré-tratamento com SRI 63441 apresentaram
vacuoliza¢io hepatocelular e areas de necrose focal. Contudo, o grau de injiiria pareceu
ser menos severo nos animais pré-tratados. BOROBIA ef al., em 1993, referiram que
animais submetidos a 75 minutos de isquemia hepatica seletiva apresentaram, 24 horas
apOs a reperfusdo, necrose e infiltragdo neutrofilica ¢ os animais que foram pré-tratados
com BN 52021 tiveram um grau de necrose menor; com 7 dias de reperfusfo foi

observada vacuolizagiio citoplasmatica, sendo a sobrevida dose-dependente.
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Em relatos mais recentes, KU ef al. (1995) ¢ FUKUMOTO er al(1995), procurando o
local mais preciso de geragio de H;O, e OH® durante a indugdo de isquemia/reperfusio,
removeram os leucocitos do fluxo hepatico durante a reperfusfio e usaram NBT (nitro
blue tetrazolium) para detectar a formac@io dos radicais livres de oxigénio. O principal
local (visto por quimicluminescéncia) onde ocorreu o depdsito do metabohto do corante
foi nas células de Kupffer e as alteragdes enzimaticas de DHL, AST e ALT foram
semelhantes, tanto no grupo com deplegfo leucocitaria como no controle. Referiram
ainda que as células de Kupffer ndo se alteraram na presenca ou na auséncia da
infiltragio leucocitaria e que este mecanismo seria célula de Kupffer-NADPH induzido.
Corroborando esta hipotese, relataram que as alteraces observadas na microscopia

eletrdnica foram mais dominantes nas células endoteliais e nas células de Kupffer.

A ligadura do pediculo vascular hepatico tem causado hipotensic e diminuigio da
sobrevida dos animais em experimentagao (STEINER & MARTINEZ, 1961). Quando a
ligadura € realizada seletivamente (geralmente oclui-se temporariamente os lobos
esquerdo mediano e lateral), observam-se dados contraditorios quanto a ocorréncia de
hipotensdao (MAYES, CONTI, FALLAHZADEH, 1979; SOUZA, ef al., 1991; LIU et
al., 1994; RIZZ0, 1996; BOIN et al., 1996).

O PAF tem sido relatado como um potente mediador inflamatorio liberado nas condigdes
de isquemia (STAFFORINI ef al., 1990; FUKUOKA et al., 1992, 1993a, 1993b, 1995;
TAKADA ef al., 1992; MINOR et al., 1995a, 1995b) e com acentuada agdo sobre a
aderéncia dos leucocitos as células endoteliais (KUBES ez al, 1990a, 1990b). Os
distirbios causados na microcirculagic hepatica na isquemia/reperfusio s&o
caracterizados por duas fases, isto €, faléncia na perfusio de capilares (no-
reflow=trombose de microvasos) e a sequela que inclui o acimulo de leucbcitos, a
interagio da célula endotelial com os leucdceitos, a migracdo transendotelial do leucoeitos
e a perda da integridade endotelial, inclusive com o aumento da lencoquimiotaxia,
ativaciio da seletina e das moléculas que promovem adesividade leucocitarta (ICAM-1 e
ICAM-2), dentro de segundos apds o inicio da isquemia/reperfusdo ha liberagdo de fator
de necrose tumoral, leucotrienos, complemento C5a e interleucinas, radicais kivres de

oxigénio e mediadores lipidicos como o fator de ativagéo plaquetaria (PAF).

Com a continua¢do da injiria os anti-oxidantes celulares naturais s3o depletados, o

fornecimento de energia hepatocelular esgota-se, ¢ a partir da convers3o da xantina para
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hipoxantina, perpetua-se a geragio de H,0,, 0.° e OH®, levando 4 perda da integridade
endotelial, mitocondrial e consequente morte celular (FILEP & FOLDES-FILEP, 1993;
DOWNEY et al., 1995; MENGER, 1995).

Neste experimento observou-se que os animais submetidos & isquemia hepitica seletiva
dos lobos esquerdo lateral e mediano apresentaram, em geral, valores de pressio artenal
média (PAM) menores aos 15 minutos de reperfusdo ¢ que os subgrupos isquémicos de
90 minutos tiveram valores significativamente menores que seu subgrupo controle (A3) e
que o subgrupo pré-tratados com WEB 2086 (B4). Este subgrupo B4 apresentou valores
significativamente menores aos 60 minutos de reperfusio em relagdo ao inicio do
experimento, mas semelhantes ao periodo isquémico e aos 15 minutos de reperfusdo. Os
valores da pressio venosa central (PVC) apresentaram tendéncia 4 dimimui¢do na
indugdo da isquemia/reperfusio, porém diferiram apenas no subgrupo B4 em relagio a
seu subgrupo controle (B3) e ao isquémico de 60 minutos (B2). A hipotensiio mediada
pelo PAF e inibida pelos seus antagonistas ja foi observada por alguns autores
(FUKUOKA ef al. em 1992, 1993a, b, ¢ 1995; BOIN et a/., 1996) e néo observada por
outros (TAKADA ¢f al., 1992). As alteragbes na pressdo venosa central, apesar da
hipotensdo induzida pelo PAF durante o processo isquémico, em geral ndo apresentaram
diferenca em relagiio aos subgrupos isquémicos ndo-tratados, ou controle (FUKUOKA
etal., 1992 ¢ BOIN e al., 1996).

Durante o periodo isquémico, altos valores de PAF foram dosados por FUKUOKA et al.
em 1992. A hipotensfio induzida durante a instalacio do processo isquémico esta
relacionada a liberagdo do fator de ativagfio plaquetdria (PAF), como co-participante da
cascata inflamatéria que acontece nas situagdes de isquemia/reperfuséo, com a liberacdo
de outros mediadores tais como fator de necrose tumoral, endotelinas, leucotnenos,
prostaglandinas, radicais livres de oxigénio e fatores que causam adesividade leucocitaria
(ICAM-1 e ICAM-2). As outras alteragdes decorrentes ou concomitantes aos distarbios
da microcirculagio, foram alterac@io das enzimas séricas (AST, ALT e DHL), alteracGes
na razio de controle respiratdrio, lipoperoxidagio e alteragSes morfoestruturais do

tecido hepatico.

Neste estudo, a hipotensiio e a lipoperoxidagdo (conteddo de GSH mitocondrial)
efetivamente foram inibidas pelo antagonista WEB 2086, nos subgrupos submetidos a 90

minutos de isquemia e 15 minutos de reperfusdo. Observou-se que este foi o momento
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do experimento onde os subgrupos isquémicos, em relagio aos grupos controle,
apresentaram maiores valores das aminotransferases e da fragfo 5 da desidrogenase
lactica, grau de congestio mais acentuado, focos de necrose e maior vacuolizagio
citoplasmatica. A fungio mitocondrial no grupo B, em geral, foi mantida em relagfio aos

subgrupos controle e isquémico do grupo A.

Observou-se a agdio do PAF como agente hipotensor e indutor da lipoperoxidagio
durante o periodo de isquemia e inibido por seu antagonista. As outras alteragdes
bioquimicas ndo inibidas podem sugerir que a presen¢a do PAF intermedia uma
modulagio na cascata de mediadores inflamatérios, que sio liberados durante o periodo
de isquemia/reperfusdo. Outra ponderagio é que as alteragSes ocorridas podem ser WEB
2086-dose-dependente, e que, o WEB 2086, por seu limitado tempo de ag¢do ndo tenha
conseguido inibir as agdes ocorridas aos 60 minutos de reperfusido. Como o estudo nio
prolongou o tempo de reperfusio, ndo se pode avaliar a agéio do antagonista apds longos
periodos de reperfusdo ou em relagdo a sobrevivéncia dos animais. Estudos posteriores
poderdio elucidar uma gama de questdes surgidas sobre a dose ideal de WEB 2086,
momento de administragio, efetividade de sua inibicio em comparagio a outros
mibidores especifico do PAF, sua agio sobre as fungSes estudadas apds longos periodos
de isquemia e reperfusdo, quais outros parimetros poderao ser utilizados e quais

mediadores poderdo ser dosados conjuntamente ou imbidos paralelamente.
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5, CONCLUSAO

Nas condigbes experimentais em que este estudo foi realizado pode-se concluir que:

¢ A droga WEB 2086 atuou como inibidor da agfio hipotensora do PAF,
evitando a lipoperoxidagcio mitocondrial hepatica nos animais submetidos a 90

minutos de isquemia e 15 minutos de reperfusio.

e As alteragbes enzimaticas séricas ocorreram em todos os subgrupos
1squémicos apds a reperfusdo, independentemente do pré-tratamento realizado
com WEB 2086,

» Observou-se lesdo de desacoplamento mitocondrial (oxidagdo/fosforilagio)

nos animais isquémicos do grupo A apos 60 e 90 minutos de isquemia.

e O grau de acometimento histolégico de congestdo e vacuolizagio foi maior
ap6s a reperfusdo em todos os subgrupos isquémicos, em especial nos animais

1squémicos pré-tratados com WEB 2086,
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6. SUMMARY

Temporary hepatic inflow occlusion is one of the essential procedures during liver
surgery and liver transplantation. Reperfusion of ischemic tissues is associated with a
variety of microvascular changes, including endothelial cell swelling, increased vascular
permeability and other alterations in the liver function tests. The platelet-activating factor
(PAF) is an endogenous lipid-mediator that catalyses various inflammatory processes. It
has been shown to be involved in tissue injury after ischemia/reperfusion, when free

radicals were released.

The aim of this study was to verify, in Wistar rats, the effectiveness of WEB 2086 (PAF
antagonist), on preventing the alterations caused by warm partial liver ischemia by
clamping the hilar area of the left lateral and medial hepatic lobes during 60 and 90

minutes followed by zero, 15 and 60 minutes of reperfusion.

The study was conducted on 192 male Wistar rats which were divided into two groups.
Group A used saline solution and group B used WEB 2086 (10 mg/Kg body weight) five
minutes before clamping. No intestinal congestion occwrred with this maneuver. The
control groups which were submitted to 60 minutes of liver ischemia, were Al and B],
and the control groups which were submitted to 90 minutes were A3 and B3. The
ischemic groups of 60 minutes were A2 and B2 and the ischemic groups of 90 minutes
were A4 and B4. Before and after the ischemia (C and R0) and 15 and 60 minutes after
the reperfusion (R15 and R60), the plasma AST, ALT, DHLs, and liver mitochondrial
function (I state, IV state and the ratio IIVIV=RCR), liver reduced glutathione and
(GSH) and malondialdehyde (MDA) and histology analyses were performed. Another 48
animals were submitted to the same procedure and in these rats hemodynamic alterations

(medial arterial pressure/MAP and central venous pressure/CVP) were studied.

AST, ALT and DHLs, were markedly increased after reperfusion in all the animals.State
T values were more elevated in group B2 than A2 (R15). The same difference occured
in IV state (R15 and R60). The group A2 and A4 showed reduced RCR in comparison
to the non-ischemic controls. MDA levels were not different between all the groups, but
the GSH levels were seen to be elevated in the group B4 vs A4 after reperfusion (R15).

The same results were observed in MAP. CVP levels were increased in group B4 Vs A4,
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All groups showed light cell necrosis, cell congestion, reduced neutrophils- and

vacuolization of the midzonal areas of the lobules mainly after reperfusion.

In conclusion, after 90 minutes of warm ischaemia, WEB 2086 increased GSH levels
after reperfusion and medial arterial pressure after 15 minutes of reperfusion. This
suggests that warm ischaemia injury is related to the generation of PAF and WEB 2086

was most effective in inhibiting hypotension and lipid peroxid in this oxidative stress.
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APENDICE



Tabela 1 - Valores de aspartato aminotransferase (AST), alanina aminotransferase (ALT), ¢ da fracfio 5
da desidrogenase lactica (DHL.;), em UKL, do consamo de oxigénio nos estados I e IV da respiragiio
mitocondrial (WM de O/min.mg proteina.10”®), da razio de controle respiratério (RCR); do conteido
hepético mitocondrial de malondiaideido (MDA) e glutationa (GSH) em nmol/mg proteina, dos animais
do grupo A (soro fisiologico), submetidos a 60 minutos de isquemia hepatica seletiva (A2) ¢ scus
subgrupos controle (Al), nos tempos pré-isquémico (C), pré-reperfusdo (RO), apos 15 (R15) e 60
minutos de reperfusio (R60).

sibgropo . tempo _amimal  peso (&) AST  ALT  DHLS RCR BNl EIV  MAD  GSH
Al T 1 330 70 39 501 Y3 4435 578 088 3823
Al C 2 325 T4 37 156 6,1 4295 699 0,76 39338
Al C 3 320 154 46 1624 5,5 40,62 7,38 0,82 375,9
Al c 4 295 71 47 299 2 2379 11,80 095 3827
Al c 5 330 80 a2 350 29 2727 937 103 3756
Al c 6 330 92 41 154 3.7 1536 419 087 3871
Al RO 1 300 11 49 572 53 46 876 088 3823
Al RO 2 330 64 38 14 23 2862 1252 076 3938
al RO 3 290 127 59 408 38 329 866 08 3759
Al RO 4 300 81 47 56 2.5 237 948 095 3827
Al RO S 290 104 51 486 32 329 1039 103 3756
Al RO 6 280 86 43 412 3,1 3836 1233 087 3871
Al RI5 1 320 68 41 58 2,7 2577 966 131 3325
Al RI5 2 312 70 33 59 26 2508 89 152 2759
Al RI5 3 285 282 37 118 23 481 2104 112 2839
Al RIS 4 315 102 42 402 22 39 1755 143 3035
Al R15 5 230 113 30 159 2,7 46,75 1732 1,59 3439
Al RIS 6 292 83 24 383 2.8 2746 974 112 3281
Al R60 1 330 100 34 129 038 249 1571 152 3295
Al RSC 2 295 106 38 325 3,5 4209 1202 178 27584
Al R60 3 315 98 40 123 2,1 5875 2783 1,02 290,
Al Ro0 4 330 93 59 122 3,7 52,2 14 1,12 3281
Al RGO 5 315 ns s 140 2.8 4328 1558 112 2839
Al R60 6 295 90 34 106 24 3966 1652 131 3325
AZ C 1 280 T4 42 203 | 26,18 13,96 0,95 430,2
AZ C 2 283 g1 37 194 1.4 13,96 96 1,18 4507
A2 c 3 270 63 30 111 23 1918 839 125 4303
AZ C 4 300 145 117 343 2 26,15 12,07 132 385,7
A2 c 5 287 42 39 140 16 2511 1598 129 3723
A2 c 6 281 58 39 168 13 3503 2724 133 4658
A2 RO I 270 120 7 270 12 1851 1542 079 4527
A2 RO 2 330 56 36 a3 1,7 7.52 4,51 0.85 4759
A2 RO 3 320 140 56 180 22 2132 98¢ L2 4013
A2 RO 4 280 105 44 220 1.3 1031 58 1,01 3987
A2 RO 5 290 108 56 400 13 1273 9,55 093 4239
A2 RO 6 285 119 66 130 L5 1891 1261 132 4073
A2 R15 1 330 512 727 7598 2.5 2488 995 122 3302
AZ R15 2 275 297 407 3231 0,1 16,53 5,26 1,19 3527
A2 RIS 3 325 520 192 562 1,8 1596 902 101 3397
A2 RIS 4 276 462 284 2167 2 2231 1L16 109 3529
A2 RI5 5 268 1352 IR 9286 17 716 409 089 3471
A2 RIS 6 293 394 133 2028 17 707 424 104 329
A2 RO 1 295 407 507 3342 29 328 1148 098 3527
A2 RO 2 330 506 611 3300 17 16 58 132 3029
a2 RO 3 330 53 768 4082 23 1762 755 1,09 3859
A2 R60 4 290 529 679 4150 13 1548 1204 125 3673
a2 R0 S 300 765 870 4385 28 212 763 132 3589
A2 R60O & 270 T20 479 5954 23 822 548 1,33 3629




Tabela 2 - Valores de aspartato aminotransferase (AST), alanina aminotransferase (ALT), ¢ da fracdo 3
da desidrogenase lactica (DHLs), em UL/L; do consumo de oxigénio nos estados IIT e IV da respiragdo
mitocondrial (pM de O./min mg proteina 10%); da razfio de controle respiratério (RCR); do conteudo
hepatico mitocondrial de malondialdeido (MDA) ¢ glutationa (GSH) em nmol/mg proteina, dos animais
do grupo A (soro fisiolégico), submetidos a 90 minutos de isquemia hepatica seletiva (A4) e seu controle
(A3), nos tempos pré-isquémico (C), pré-reperfusdo (R0), apds 15 (R15) ¢ 60 minuios de reperfusdo
R60).

wbgupo  tempo ammal  peso(s) ASI  ALT  DHLS RCR  EOl EIV  MAD GSH
A3 C 1 300 111 25 572 53 16 876 0,96 400,3
A3 c 2 330 64 38 14 23 2862 1252 078 3753
A3 c 3 290 127 59 408 38 329 866 107 4289
A3 c 4 250 81 47 56 2,5 2371 948 0,69 4156
A3 c 5 290 104 51 486 3.2 29 1039 13 3239
A3 c 6 280 86 43 412 31 3836 1233 078 3958
A3 RO 1 312 54 94 50 47 2149 461 096 4003
A3 RO 2 330 7 37 74 3,5 1638 468 078 3753
A3 RO 3 330 57 38 47 2,7 1497 545 107 4289
A3 RO 4 325 37 37 119 3 20,04 668 0,69 4156
A3 RO 5 330 72 40 125 4 1673 418 13 3239
A3 RC 6 330 70 20 34 4 2392 598 078 3958
A3 RIS 1 295 79 31 80 23 28,06 12,02 1,37 315.8
A3 RIS 2 290 110 35 86 3,5 3,13 89 1,42 2803
A3 RI5 3 325 77 31 16 33 49,19 1476 107 3559
A3 RIS 4 295 7 33 7 28 42,14 1532 152 3229
A3 RIS 5§ 330 119 48 118 4 3578 894 132 3019
A3 RI5 6 315 77 28 64 2,8 3133 1139 1,45 297,5
A3 R60 1 310 127 65 436 2.4 2319 966 142 387,3
A3 R60 2 311 87 41 580 2,9 332 1129 1,72 3759
A3 R60 3 330 93 59 170 16 1977 1249 1,35 3829
A3 R60 4 330 92 34 266 2.5 3499 1426 1,22 3626
A3 R60 5 270 120 44 72 42 3273 761 135 352,6
A3 Re0 6 KX 117 58 205 2,3 39,53 1694 1.5 3639
A4 c 1 300 111 49 572 53 46 876 078 4128
A4 C 2 330 64 38 14 23 2862 12,52 1,12 362,9
Ad c 3 290 127 59 408 38 329 866 095 431,5
A4 c 4 300 81 47 56 2.5 237 948 135 3859
A4 c 5 290 104 51 436 32 237 948 087 3871
A4 c 6 290 86 43 412 3,1 3836 1233 09 312,1
A4 RO 1 330 81 41 120 13 1742 1368 078 4128
Ad RO 2 330 74 33 104 1,5 1431 10,73 1,12 362,9
Ad RO 3 330 82 42 192 1.3 1431 16,73 0,95 431,3
Ad RO 4 330 107 66 57 1,4 161 1157 135 3859
A4 RO 5 330 70 38 79 2,5 1722 676 087 387,1
Ad RO 6 330 116 49 129 2,6 1426 555 09 3121
A4 RIS 1 280 250 57 1931 17 1431 818 135 289

Ad RIS 2 315 221 332 1365 17 143 858 135 257,1
Ad RIS 3 325 227 320 1262 1.3 1363 1022 152 242,1
Ad RI5 4 300 413 413 1819 13 1946 1459 1,72 2793
A4 RIS 5 300 413 599 2156 1,5 151 10,07 1,35 304,1
Ad RI5 6 325 315 125 1936 18 1273 121 12 337,1
A4 R60 1 285 2008 2229 5992 14 2143 15 1,53 252,7
Ad R60 2 305 530 762 3241 L4 13,53 937 101 3759
Ad R60 3 330 460 70 790 1,5 1460 10,05 145 3923
Ad R60 4 330 51 200 734 13 13.14 1005 095 2327
A4 R60O S 330 394 175 2100 13 1222 96 175 2539
A4 REO 6 330 450 372 3588 14 20,7 1472 149 295,8




Tabela 3 - Valores de aspartato aminotransferase (AST), alanina aminotransferase (ALT), ¢ da fragdo 5
da desidrogenase ldctica (DHLs), em UVL; do consumo de oxigénio nos estados III e IV da respiracio
mitocondrial (1M de O,/min.mg proteina. 10%); da razdio de controle respiratério (RCR); do contetdo
hepatico de malondialdeido (MDA) e glutationa (GSH) em nmol/mg proteina, dos animais do grupo B
(WEB 2086), submetidos a 90 minutos de isquemia hepética seletiva (B2) e seus controle (Bl), nos
tempos pré-isquémico (C), pré-reperfusdo (RO), apds 15 (R15) e 60 minutos de reperfusdo (R60).

subgrupo fempo animal peso(g) AST ALT DHLS RCR EI EIV MAD GSH

Bl C 1 270 74 42 203 1.5 26,18 1745 0,95 430,2
Bl C 2 283 31 37 194 1.4 1396 9,6 1.18 385,7
Bl C 3 270 63 30 i1l 24 19,18 839 1,23 458,7
Bi C 4 300 145 117 343 2,2 26,15 12,07 1,32 430,3
Bl C 5 287 42 39 140 1.6 25,11 1598 1,29 3723
Bl C 6 281 38 39 168 13 3503 2724 133 465,
Bl RO L] 308 96 73 84 2,6 46,53 1214 0,95 430,2
Bl RO 2 280 75 31 164 LB 4894 2635 1,18 3857
Bl RO 3 305 69 30 36 2.3 1783 764 1,25 4507
Bl RO 4 307 53 15 37 2,2 14,51 6,69 1,32 4303
Bl RO 5 310 53 25 51 14 2066 1522 1,29 37123
Bl Ra 6 205 55 32 20 24 1848 1431 1,33 4635,8
Bl R15 1 330 106 50 94 1,7 57,25 32,71 1,17 3053
Bl R15 2 330 182 62 107 32 64,56 1998 095 353,6
Bl R15 3 320 84 36 118 3.5 9393 2654 142 3023
Bl R15 4 290 80 30 56 1.8 9506 2925 1,23 3783
Bl R15 5 239 60 30 50 3.5 20,04 791 1,32 345,7
Bl R15 & 287 75 33 139 3.7 48,55 13,15 0,95 306,3
Bi R60 1 285 125 % 230 1,5 26,67 17,78 14 3758
El R60 P 280 91 28 34 2,1 4519 21,41 0389 3958
Bl R60 3 278 101 33 56 2.1 532 2568 103 430,2
Bl R&0 4 330 906 125 215 16 30.16 1863 G092 3152
Bl R&0 5 330 137 3 143 16 19,1 11,67 1,22 4723
Bl R60 G 320 86 32 41 2.7 16,66 6,25 1,12 3958
B2 C 1 293 73 122 148 1,5 31,56 20,29 0,95 430,2
B2 cC 2 312 72 70 261 1,6 32,06 20,04 118 385

B2 C 3 300 71 31 T4 2 866 433 1,25 450,7
B2 C 4 310 64 22 138 2.6 21,28 833 1,32 430

B2 C 5 303 73 30 122 1.2 10,76 8,96 1,29 3723
B2 C 6 280 106 53 34 1,2 1573 13,11 1,33 463,83
B2 RO 1 203 73 122 148 1,5 31,56 2029 095 4302
B2 RO 2 312 72 70 261 16 32,06 2004 1,18 385

B2 RO 3 300 71 31 74 2 866 433 1.25 450,7
Bz RO 4 310 64 22 138 26 21,28 833 1,32 430,1
B2 RO 5 305 73 30 122 1.2 10,76 8,96 1,29 372

BZ RO 6 280 106 53 34 1,2 1573 13,11 1733 465

B2 R15 1 292 61% §23 6539 3.2 81,01 2507 1,21 3258
B2 RIS 2 327 541 931 4794 1.3 515,11 3333 132 342,8
B2 R15 3 293 230 1048 4828 1,8 48,1 25,1 1,01 3523
B2 R15 4 295 620 937 3756 1,9 5411 2886 1,25 400,1
B2 RiS 5 285 500 312 7243 43 2295 535 0,89 3723
B2 R15 G 295 470 434 4616 L6 1465 9,16 14 295.,7
B2 Rs0 3 282 643 1676 8924 1.7 40,08 2405 1,18 362,5
B2 R&0 2 330 1352 908 6319 1,1 3163 283 0,56 3759
B2 Ro0 3 315 6082 1873 8516 1,2 323 2584 135 382,7
B2 R60 4 320 619 762 2786 1.9 26,61 1433 142 4259
B2 R60 3 280 920 1422 9380 %3 36,21 20,02 1,05 413,9
B2 R&0 6 27 1194 2420 9400 2 4479 224 1,07 39538




Tabela 4 - Valores de aspartato aminotransferase (AST), alanina aminotransferase (ALT), ¢ da fragio 5
da desidrogenase ldctica (DHL,), em UL/L; do consumo de oxigénio nos estados IIT e IV da respiracio
mitocondrial (UM de O./min.mg proteina.lO'g); da razdio de controle respiratério (RCR); do contetddo
hepatico de malondialdeido (MDA) e ghitationa (GSH) em nmol/mg proteina, dos animais do grupo B
(WEEB 2086), submetidos a 90 minutos de isquemia hepatica seletiva (B4} e seus controle (B3), nos
tempos pré-isquémico (C), pré-reperfusdo (RO), apos 15 (R15) ¢ 60 minutos de reperfusio (R60).

subgrupo tempo animal  peso(g) AST ALT DHL3 RCR EIIT EIV MAD GSH
B3 C 1 328 60 29 71 29 20,81 7,28 0,83 3793
B3 C 2 327 61 32 118 2,7 1532 5,75 0,82 3879
B3 C 3 329 89 4 227 3.4 28,82 348 0,43 430,1
B3 C 4 282 70 37 161 24 3485 1467 1,03 353,8
B3 C 5 292 46 22 95 24 33,16 13% 1,12 3931
B3 C [ 320 58 22 30 L8 2498 1387 @92 405,54
B3 RO 1 328 60 9 71 29 20,81 728 0,83 3793
B3 RO 2 327 61 32 118 2,7 1532 3,75 0,32 3879
B3 RO 3 329 89 24 227 34 28,82 848 043 430,1
B3 RG 4 282 70 37 161 24 34,85 14,67 1,03 3538
B3 RO 5 292 46 22 93 24 3316 139 112 393,1
B3 RO 6 320 58 22 30 1,8 2458 13,87 092 4035,5
B3 RIS 1 320 76 34 200 3,7 2904 792 1,03 3982
B3 R15 2 277 108 43 166 2,1 4725 228 096 3783
B3 R15 3 320 198 34 96 31 50,51 1623 1,22 32,7
B3 R15 4 303 127 94 61 24 4898 2054 0,76 340,5
B3 R13 5 325 83 25 305 3.2 44,52 767 1,44 360,7
B3 R15 6 310 66 20 277 4.7 26,35 565 0,95 3203
B3 R6Q 1 330 112 80 405 17 3971 2284 14 3758
B3 R&0 2 330 108 29 89 14 4509 31,56 0,89 39538
B3 R60 3 287 72 17 163 2t 219 10,31 1,03 430,2
B3 R60 4 270 73 34 320 1,7 24,73 14,84 092 3152
B3 R6G 5 313 60 £ 96 1,3 21,2 1696 1,32 4723
B3 R&0 & 326 72 44 238 1,4 30,26 2095 1,16 395,38
B4 cC 1 302 63 28 118 25 10,41 4,16 0,83 3793
B4 C 2 300 109 39 129 2,5 ILL16 446 0,82 3879
B4 C 3 293 113 40 454 1,4 1807 1291 0383 430,1
B4 C 4 303 87 31 154 L7 16,95 831 1,03 3538
B4 C 5 293 72 27 393 2 1767 88 1,12 393,1
B4 C 6 298 71 27 597 2 17,46 8,73 0,92 405,35
B4 RO 1l 302 63 28 118 2.5 10,41 4,16 0,83 3793
B4 RO 2 300 109 39 12% 2.5 11,16 4,46 0,82 3879
B4 RO 3 293 13 40 420 1.4 1807 1291 043 430,1
B4 RO 4 303 87 31 154 1.7 16,95 831 1,03 3533
B4 RO 3 295 72 27 393 2 1767 838 L12 3931
B4 RO 6 298 71 27 597 2 17,46 8,73 0,92 405,5
B4 R15 t 293 390 367 2710 L6 2986 1866 098 403,7
B4 R15 2 320 597 972 4080 14 3432 23,76 142 3953
B4 R15 3 250 665 1213 5553 31 1467 12,84 L1é 421.8
B4 R15 4 315 484 1276 5480 1,3 14,43 10,82 122 3812
B4 R15 5 310 4230 4352 3200 4.5 3465 77 1.08 3958
B4 R135 6 2387 4280 4444 3286 2.4 8,68 11,87 1,35 450,7
B4 R60 I 318 1825 1543 109%0 1,7 30,52 1304 1,32 3zl
B4 R60 2 320 4167 2946 16050 il 2546 2334 095 2953
B4 RéG 3 290 1644 1937 9594 1.3 2031 2198 0,75 2357
B4 R60 4 300 1656 2915 10810 1.3 26,06 2026 1,25 3529
B4 R60 5 290 343 606 3165 13 1862 1396 103 3356
B4 R60 6 303 861 1854 8080 14 11,2 7,84 0,83 3459




Tabela 5 - Valores da pressdo arterial média (PAM), em mmHg, e da pressfo venosa central (PVC), em
cm H,O, dos animais dos grupos A (soro fisiologico) € B (WEB 2086), submetidos a 60 (A2 € B2) e 90
(A4 ¢ B4) minutos de isquemia hepatica seletiva € seus respectivos subgrupos controle aos 60 (Al e B1)
e 90 (A3 e B3) minutos, nos tempos pré-isquémico (C}, pré-reperfusio (RO}, apés 15 (R15) e 60 minutos

de reperfusio (R60).

subgrupo/amm.® peso () PAM (C) PAM(RO) PAM(R15) PAM(R60) PVC(C) PVC(R0) PVC(RI5) FPVC (R6D)
Al/] 310 108 124 108 92 24 4 56 1.6
Alf2 330 112 108 160 100 32 0 0 0
Alf3 315 12 132 132 120 2,4 10,4 6.4 5.6
Al/d 320 82 120 112 112 08 0,8 .16 0
Al/5 300 108 132 116 126 -2.4 0.8 -,8 ]
All6 315 104 96 28 60 16 0 -1,6 0,8
AZf] 330 80 76 64 104 0 43 56 6.4
A2/2 330 124 128 116 116 24 3,2 2.4 24
A2/3 310 114 164 52 72 3.2 -4 4 2.4
A2/4 295 132 112 88 32 0 0 -1.6 1.6
A2/S 330 120 92 60 88 03 0.3 0.8 1,6
A2/6 330 88 104 68 40 -0,8 2.4 1,6 1,6
A3/ 290 124 100 76 72 0 2.4 0,8 1,6
A372 310 112 104 100 92 2,4 -1,6 2,4 1,6
A3/3 315 120 108 100 72 0,38 -1,6 2,4 2.4
A3ia 320 116 116 108 120 0 0.8 1,6 -1,6
A3/S 300 124 i24 i28 100 0,8 1.6 038 0
A6 315 140 148 143 146 <24 -2.4 7.2 0.8
AN 330 108 86 38 12 -4 56 6.4 a
Adf2 325 124 100 52 100 0,8 1,6 46 0
A43 325 100 100 66 92 43 43 -4 99
Adi4 315 96 96 72 108 -1 2 2,4 5,6
AdtS 325 136 98 82 B8 0,8 -L.& 0,8 0,8
Ad/S 310 108 88 78 104 0 0.8 0.8 24
B1/1 310 128 110 96 92 0.8 0 2.4 3.2
Bl1/2 325 100 108 24 100 -0.8 -0.8 2.4 1.6
B1/73 205 144 124 116 84 -1.6 32 32 0,8
Bl/4 20 &3 116 104 108 4.8 24 56 4.8
BUS 300 40 96 38 48 16 16 36 1,6
BL/6 310 124 92 100 60 4 5.6 0.8 L6
B2/1 325 116 128 112 108 4 4 -4 2,4
BY2 315 o6 40 56 56 16 32 3 3
B3 300 128 132 72 98 2.4 -1,6 3 2.4
B2/4 315 112 80 116 64 0,8 0,8 04 0,8
B2/5 330 116 128 102 120 0.8 -24 -3.6 -4
B2i6 325 124 132 136 o8 1 0,8 0.8 L6
B3/ 330 108 88 88 92 0 03 16 0.8
B3/2 325 136 164 96 96 0,8 1,6 038 0,8
B3/3 330 108 108 112 116 0 32 0 0.8
B3/4 325 124 78 96 84 3.2 1.6 4 1,6
B3/5 330 136 100 60 7% 0,8 0,8 32 1,6
B3/6 330 120 96 96 96 24 32 -1,6 32
B4/1 325 146 118 34 100 2,4 16 2,4 4.8
B4/2 310 148 132 124 124 1,6 4 4 1.6
B4/3 330 136 124 108 112 32 56 1.6 08
B4/4 315 140 112 116 64 16 4 2.4 16
B4/5 330 112 80 96 44 0 0,8 16 1.6
B4/6 325 126 108 92 92 2.4 9.9 0.8 0




Tabela 6 - Gran de acometimento observado na andlise histolégica das biépsias dos animais do grupo A
{soro fisiolégico), submetidos a 60 minutos de isquemia hepatica seletiva (A2) e seu controle (Al), nos
tempos pré-isquémico (C), pré-reperfusio (RO), apds 15 (R15) € 60 minutos de reperfusdo (R60).

subgrupo fempo amirnal Congestao Vacuolizagio Necrose Neutrofilos
Al C 1 Ausente Ansente Ausente Ausente
Al & 2 Ausente Ausente Leve Leve

Al [ 3 Ausente Moderada Ausente Ausente
Al C 4 Leve Lave Leve Leve

Al C 5 Ausente Leve Moderada Moderada
Al C 6 Ausente Ausente Ansente Ausente
Al RO 1 Ausente Leve Ansente Ausente
Al RO 2 Leve Ausente Leve Leve

Al RO 3 Leve Ausente Leve Leve

Al RO 4 Ausente Ausente Ausente Ausente
Al RO 5 Aunsente Ausente Leve Leve

Al RO 6 Ansente Ansente Lave Leve

Al R15 i Ausente Leve Leve Leve

Al R15 2 Ausente Leve Leve Leve

Al R15 3 Aunsente Moderada Leve Leve

Al RL5 4 Ausente Ansente Leve Ausente
Al El5 5 Leve Ansente Moderada Ausente
Al R15 6 Leve Ausente Leve Leve

Al R60 1 Leve Ausente Leve Leve

Al R&0 2 Ansente Ansente Leve Leve

Al Ro60 3 Ausente Leve Muderada Moderada
Al Re0 4 Ausents Lave Leve Leve

Al R6G 5 Ausente Ansente Leve Leve

Al R&0O 6 Leve Leve Leve v

A2 C 1 Leve Ansente Leve Leve

A2 C 2 Leve Ausente Lave Leve

A2 C 3 Ausente Ansente Ausente Ansente
A2 C 4 Leve Ausente Leve Ausente
A2 C 5 Ausente Aunsente Ansente Ausente
A2 [ 6 Leve Ausente Ausente Ausente
A2 RO 1 Moderada Leve Leve Leve

A2 RO 2 Moderada Leve Leve Leve

A2 RO 3 Ausente Ausente Moderada Moderada
A2 RO 4 Leve Ausente Leve Leve

A2 RO 5 Moderada Lave Leve Leve

A2 R0 6 Moderada Leve Leve Leve

AZ R15 1 Moderada Leve Moderada Moderada
A2 R15 2 Moderada Moderada Moderada Moderada
A2 R15 3 Severa Leve Leve Leve

A2 R15 4 Severa Severa Leve Leve

Az RI13 5 Severa Severa Leve Leve

A2 R15 [} Moderada Leve Leve Leve

A2 R&0 1 Severa Moderada Leve Leve

AZ Rs0 2 Moderada Aunsente Leve Leve

A2 R&0O 3 Severa Leve Leve Leve

A2 R0 4 Severa Moderada Leve Leve

A2 R0 5 Moderada Leve Leve Leve

A2 R&0 6 Leve Leve Leve Leve




Tabela 7 - Grau de acometimento observado na andlise histologica das bidpsias dos animais do grupo A
(soro fisiolégico), submetidos a 90 minutos de isquemia hepatica seletiva (A4) e seu controle (A3), nos
tempos pré-isquémico (C), pré-reperfusio (RO}, apos 15 (R13) ¢ 60 minutos de reperfusio (R60).

subgrupo 1empo animal Congestio Vacuolizagie Netrose Newirofilos
A3 cC 1 Ausente Leve Ausente Auserie
A3 c 2 Leve Ausente Leve Leve
A3 C 3 Leve Ausente Leve Leve
A3 cC 4 Ausente Ausente Ausente Aunsente
A3 C 3 Ausente Ansente Lave Leve
A3 C 6 Ausente Ausente Leve Leve
A3 RO 1 Ausente Leve Leve Leve
A3 RO 2 Ausente Leve Leve Leve
A3 RO 3 Leve Leve Leve Leve
A3 RO 4 Ausente Aunsente Ausente Ausente
A3 RO 5 Leve Leve Leve Leve
A3 RO 6 Leve Leve Lave Leve
A3 R15 1 Leve Moderada Leve Leve
A3 Ri15 2 Ausente Anusente Leve Leve
A3 R15 3 Leve Leve Leve Leve
A3 R15 4 Leve Leve Leve Leve
A3 R1s 5 Ausente Ausente Leave Leve
A3 R13 6 Leve Auserge Leve Leve
A3 R60 1 Ausente Meoederada Leve Lave
A3 R60 2 Leve Leve Leve Leve
A3 R&0 3 Ausente Leve Moderada Moderada
A3 R&0 4 Leve Moderada Aunsente 2

A3 R60G 5 Leve Leve Lave Lave
A3 RS0 [ Leve Lave Leve Leve
Ad C 1 Muoderada Moderada Moderada Moderada
A4 C 2 Ausente Leve Leve Leve
Ad C 3 Ansente Leve Leve Leve
A4 C 4 Moderada Ausente Leve Lave
Ad C 5 Leve Moderada Leve Leve
Ad C 6 Leve Ausentte Leve Leve
Ad RO 1 Ansente Leve Ausente Ausente
Ad RO 2 Leve Ausente Leve Leve
Ad RO 3 Leve Auserte Leve Leve
Ad RO 4 Aunserite Ansente Ausente Ausente
Ad RO 5 Ausente Ausente Leve Lave
Ad RO 6 Auserte Alsetite Leve Leve
Ad R13 1 Severa Moderada Leve Leve
Ad R15 2 Severz Leve Leve Leve
Ad R15 3 Severa Leve Leve Leve
Ad Ri5 4 Severa Leve Leve Leve
Ad R1S 3 Severa Leve Leve Leve
Ad RIS [ Severa Leve Leve Leve
Al R60 H Severa Leve Leve Leve
Ad R&0 2 Modsrada Leve Ausente Ausemie
A4 R60 3 Leve Lave Moderada Leve
Ad R&0O 4 Leve Leve Lave Leve
Ad R60O 5 Leve Leve Ausente Auvsents
Ad R60 6 Ausente Leve Moderada Moderada




Tabela 8 - Grau de acometimento observado na anglise histologica das bidpsias dos animais do grupo B
(WEB 2086), submetidos a 60 minutos de isquemia hepética seletiva (B2) ¢ seu controle (Bl), nos
tempos pré-isquémico (C), pré-reperfusio (R0), apds 15 (R15) € 60 minutos de reperfusio (R60).

subgrupo tempo animal Congestio Vamuohizagio Necrose Neutréfilos
Bl C 1 Leve Ausente Leve Leve
Bl C 2 Leve Ausente Leve Leve
Bl c 3 Ausente Ausente Ausente Ausente
Bl C 4 Lave Ausente Leve Ausente
B1 C 5 Augente Ansente Ausente Ausente
B1 C 6 Ausente Ausente Ausente Ausente
Bl RO 1 Leve Leve Leve Leve
Bi RO 2 Ausente Leve Leve Leve
Bi RO 3 Anserite Ausente Leve Leve
Bl RO 4 Ansente Ansente Leve Leve
B1 RO 5 Leve Moderada Leve Leve
B1 RO 6 Leve Leve Leve Leve
Bl R15 1 Ausente Leve Leve Leve
Bi1 Ri5 2 Leve Ausente Leve Leve
Bi Ri5 3 Ausente Leve Leve Leve
Bt R15 4 Ansente Ausente Leve Leve
Bl R15 5 Leve Auserte Leve Auserte
Bl R15 6 Ausente Leve Leve Leve
B1 R60 1 Moderada Moderada Moderada Moderada
Bl Re0 2 Leve Leve Leve Leve

Bl Ré0 3 Leve Moderada Leve Leve
Bl R&0 4 Ausente Leve Leve Leve
Bt R60 5 Leve Leve Leve Leve
B} R60 6 Apsente Ausente Leve feve
B2 cC 1 Moderada Leve Leve leve
B2 C 2 Leve Leve Leve Leve
B2 C 3 Ausente - Lewve Leve Leve
B2 C 4 Leve Leve Leve Leve
B2 C 5 Leve Ausente Leve Leve
B2 C <3 Leve Aunsente Leve Leve
B2 RO 1 Moderada Leve Leve Leve
B2 RO 2 Lave Leve Leve Leve
B2 RO 3 Alsente Leave Leve Leve
B2 RO 4 Leve Leve Leve Leve
B2 R 5 Leve Ansente Leve Leve
B2 RO 6 Leve Ausente Lave Lave
B2 R13 1 Severa Severa Leve Leve
Bz R15 2 Moderada Moderada Leve Leve
B2 R15 3 Severa Moderada Moderada Leve
B2 R1> 4 Severa Moderada Leve Leve
B2 R15 5 Severa Moderada Lave Leve
B2 RI5 6 Severa Leve Leve Leve
B2 R6G 1 Moderada Moderada Leve Leve
B2 R60 2 Leve Leve Leve Leve
B2 R6O 3 Leve Leve Leve Lewve
B2 R60 4 Leve Moderada Leve Leve
B2 R60 5 Moderada Moderada Leve Leve
B2 Ré&0 6 Leve Leve Leve Leve




Tabela 9 - Grau de acometimento observado na andlise histologica das bidpsias dos animais do grupo B
(WEB 2086), submetidos a 90 minutos de isquemia hepética seletiva (B4) ¢ seu controle (B3), nos
tempos pré-isquémico (C), pré-reperfusio (R0), apds 15 (R15) e 60 minuios de reperfusdo (R60).

subgrupo tempo animal Congestio Vacuolizagio Necrose Neutrsfilos
B3 [ 1 Ausente Leve Leve Leve
B3 C 2 Ausente Leve Leve Leve
B3 C 3 Ausente Leve Leve Leve
B3 C 4 Ausente Leve Ausente Ausente
B3 c 5 Leve Leve Leve Leve
B3 [ 6 Leve Leve Leve Leve
B3 RO 1 Ansente Leve Leve Leve
B3 RO 2 Ausente leve Leve Leve
B3 RO 3 Ausente Leve Leve Leve
B3 RO 4 Ausente Leve Ausente Ausente
B3 RO 5 Lave Lave Leve Lewe
B3 RO 6 Leve Leve Leve Leve

B3 R15 1 Leve Lave Leve Leve
B3 R15 2 Ausente Ansente Leve Leve
B3 R13 3 Ausente Leve Leve Leve
B3 R13 4 Leve Leve Leve Leve
B3 R15 5 Leve Leve Moderada Moderada
B3 RI15 é Leve Moderada Leve Leve
B3 R60 1 Ausente Leve Leve Leve
B3 R60 2 Leve Leve Ansente Ausente
B3 R60 3 Leve Moderada Moderada Moderada
B3 R50 q Moderada Leve Leve Leve
B3 R60 5 Leve Leve Leve Leve

B3 R60 6 Ausente Leve Leve Lave
B4 c 1 Moderada Leve Leve Ausente
B4 [ 2 Lave Leve Leve Leve
B4 C 3 Ausente Leve Leve Leve
B4 C 4 Ausente Leve Leve Leve
B4 [ S Ausente Leve Leve Leve
B4 [ 6 Moderada Leve Leve Leve
B4 RO 1 Moderada Leve Leve Auseme
B4 RO 2 Leve Leve Leve Leve
B4 RO 3 Ausente Leve Leve Leve
B4 RO 4 Ausente Leve Leve Leve
B4 RO 5 Ausente Leve Leve Leve
B4 RO 5] Moderada Leve Leve Leve
B4 R15 1 Severa Leve Leve Leve
B4 R15 2 Severa Leve Leve Leve
B4 R15 3 Severa Leve Leve Peve
B4 RI3 4 Severa Leve Leve leve
B4 RI3 5 Leve Severa Leve Leve
B4 Ri5 6 Ausente Leve Leve Leve
B4 R60 ] Severa Leve Leve Lave
B4 R60 2 Severa Moderada Leve Leve
B4 R60 3 Leve Leve Leve Leve
B4 Re0 4 Severa Leve Leve Leve
B4 R0 5 Ansertte Leve Leve Ausente
B4 R60 6 Moderada Leve Leve Lave




Tabela 10 - Média ¢ desvio-padriio da varidvel transformada aspartato aminotransferase AST (ULL) dos
animais dos grupos A (soro fisiolégico) ¢ B (WEB 2086), submetidos a 60 (A2 e B2) ¢ 90 (A4 ¢ B4)
minuios de isquemia seletiva hepatica ¢ scus respectivos subgrupos controle aos 60 (Al e Bl)e 90 (A3 e
B3) minutos nos tempos pré-isquémico (C), pré-reperfusio (RO), apés 15 (R15) ¢ 60 minutos de
reperfusio (R60).

c RO RIS R60

Al 84,3272 92,0+23,9 98 8+42,7 99,327.6
A2 63,0442,9 101,5£31,9  204,6+204  209,8+9.9
A3 92,0423,9 60,0+19,2 87,0188 103,6+14,7
A4 92,1423,9 85,5£19,6 177,9+15.9 180,2+77,7
Bl 63,0+42.9 58,5423.,6 8874346 105,2452,9
B2 71,5£17.2 71,4£17,1 201,3+19,0  235,1420,9
B3 50,9+24.6 50,8248 08,0+35,2 78,725.,0
B4 81,6+23.9 81,6424 226,5+31,8  236,7+27.4

Tabela 11 - Média e desvio-padrio da varidvel transformada alanina aminotransferase ALT (UL} dos
animais dos grupos A (soro fisiolégico) ¢ B (WEB 2086), submetidos a 60 (A2 e B2) e 90 (A4 e B4)
minutos de isquemia scletiva hepética e seus respectivos subgrupos controle aos 60 (Al e BI) ¢ 90 (A3 ¢
B3) minutos nos tempos pré-isquémico (C), pré-reperfuséo (R0), apds 15 (R15) e 60 minutos de
reperfusio (Ro0).

C RO R15 R60
Al 41,74 0 47,063 32,2497 42,1£10,4
A2 44,019 52.2+411,1 112,5+18.8 129,2+53
A3 47,0463 38 5421,2 32,2483 48,1+10,6
A4 47,163 43,4210 101,7227,3 127,5420,2
Bl 44,1=19 26,5£23,3 37,9+12,9 44,9426, 1
B2 44,1£26,4 44,0264 129,3+11,5 145,6+8,6
B3 21,8102 21,9£10,2 34,5422,9 28.3226,2
B4 29,0482 29,0+8,3 145 ,4+18,6 149,6+11,4




Tabela 12 - Média e desvio-padriio da varivel transformada fracio 5 da desidrogenase lactica DHLs
(UI/L) dos animais dos grupos A (soro fisiologico) ¢ B (WEB 2086), submetidos a 60 (A2 e B2) e 90 (A4
¢ B4) minutos de isquemia seletiva hepatica ¢ seus respectivos subgrupos controle aos 60 (Al e B1) e 90
(A3 e B3) minutos nos tempos pré-isquémico (C), pré-reperfusdo (RO), apds 15 (R15) e 60 minutos de
reperfusdio (R60).

C RO R15 R60

Al 316741643 203242767  146,7x164,5  139,4£79,7
A2 181,0475,7 195.6£102,3 833742727 92034617
A3 203242767  -0,6£91,9 69241763  237,6+146,9
A4 203242767  80,3£76.5 683,9+54,3 747 64217,5
Bl 181,9+75,7 42,4%1259  47£73,5 57,3+153,5
B2 88+125,4 88+125 985,7£70,9 1078,5+138,5
B3 69+125,3 69125 150,6+118,5  190,7+122,4
B4 2505+145,5 24771428  905,8+84,2 1155,6+165,0

Tabela 13 - Média e desvio-padrdo da varisvel transformada consumo de oxigénio pelas mitocondrias
(UM deOofmin.mg proteina.10”) no estado III da respiracfio mitocondrial dos animais dos grupos A
(soro fisiologico) e B (WEB 2086), submetidos a 60 (A2 € B2) ¢ 90 (A4 ¢ B4) minutos de isquemia
seletiva hepética e seus respectivos subgrupos controle aos 60 (Al e Bl) ¢ 90 (A3 e B3) minutos nos

tempos pré-isquémico (C), pré-reperfusio (R0), apés 15 (R15) ¢ 60 minutos de reperfusdo (R60).

c RO R15 R60
Al 29,5410, 4 31,745.5 32,5+7,0 37,369
A2 23,1280 9.4£11,3 9,2+15,2 12,6£13,5
A3 31,745,5 17,4+4.7 33,5440 29,1+6.6
A4 30,3464 12.642,5 11,243.9 12,5464
Bl 23,048.0 24.2+12,9 43,7£13,2 28.4+11,2
B2 15,7+14,5 15,7414.6 35,2£15,2 33,0+4.4
B3 25,1+7,8 25,1£7,9 36,1267 28,7+7,6
B4 11,446,9 11,57,0 24,2+10,4 21,9499




Tabela 14 - Média e desvio-padrdo da varidvel transformada consumo de oxigénio pelas mitocondrias
(uM de Oo/min.mg proteina.10”) no estado IV da respiragio mitocondrial dos animais dos grupos A
{soro fisiologico) ¢ B (WEB 2086), submetidos a 60 (A2 e B2) e 90 (A4 ¢ B4) minutos de isquemia
seletiva hepatica e seus respectivos subgrupos controle aos 60 (Al e B1) € 90 (A3 e B3) minutos nos
tempos pré-isquémico (C), pré-reperfusdo (R0), apbs 15 (R15) ¢ 60 minutos de reperfuséo (R60).

C RO R15 R60

Al 6,8+4.6 10,1+1,8 13,043.8 15,1+2.8
A2 13,0+4,3 8,245.6 4,745,7 7,0+4,0

A3 10,1x1,8 1,6+2,4 11,5+2,6 11,643,1
A4 9,9+1.8 9,0+4,1 9,342.7 11,122,4
Bl 13,3445 12,0454 16,6+5,6 14,3%5.6
B2 10,5+6,9 10,546,7 15,38,0 18,142,3
B3 9,744.6 9,744 4 11,36,5 16,343,8
B4 5,845.5 58454 12,9+4.2 15,1243

Tabela 15 - Média ¢ desvio-padrio da varidvel transformada razdo de confrole respiratério (RCR) dos
animais dos grupos A (soro fisiolégico) e B (WEB 2086), submetidos a 60 (A2 e B2) e 90 (A4 e B4)
minutos de isquemia seletiva hepatica e seus respectivos subgrupos controle aos 60 (Al ¢ B1) ¢ 90 {A3e
B3) minutos nos tempos pré-isquémico (C), pré-reperfusdo (RO), apos 15 (R15) ¢ 60 minutos de
reperfusdo (R60).

C RO R15 R60

Al 3,6£1,1 3,10,8 2,5+0,2 2,4%1,1
A2 1,620,4 1,50,4 1,3+1,4 2,10,6
A3 3,140,8 3.440,5 2,9+0,4 2,5+0,7
A4 3,10,8 1,640,6 1,440,2 1,2+0,1
Bl 1,60,4 2,0+0,4 2,7+0,8 1,9+0,4
B2 1,6+0,5 1,540,5 2,20,9 1,5+0,4
B3 2,5+0,4 2,503 3,3+1,0 1,5+0,3

B4 1,0+0,4 1,040,3 1,841,1 1,240,2




Tabela 16 - Média e desvio-padriio dos niveis de malondialdeido MAD (nmol/mg proteina) do contefido
hepdtico dos animais dos grupos A (soro fisiologico) ¢ B (WEB 2086), submetidos a 60 (A2 ¢ B2) e 90
{A4 e B4) minutos de isquemia seletiva hepatica ¢ seus respectivos subgrupos controle aos 60 (Al e Bl)
e 90 (A3 ¢ B3) minutos nos tempos pré-isquémico (C), pré-reperfusio (RO), apos 15 (R15) ¢ 60 minutos
de reperfusio (R60).

C RO R15 R60
Al 0,88+0,95 0,8840,93 1,3420,20 1,3140,29
A2 1,22+0,14 1,000,19 1,070,12 1,230,13
A3 0,93+0,22 0,92+0,22 1,3540,15 1,42+0,17
Ad 0,99+0,20 0,99+0,21 1,4120,17 1,3620,31
B1 1,22+0,14 1,21+0,13 1,17£0,19 1,10£0,19
B2 1,22+0,13 1,230,14 1,18+0,19 1,17+0,18
B3 0,85+0,23 0,86+0,21 1,06+0,23 1,12+0,21
B4 0,92+0,12 0,85+0,23 1,200,16 1,02:+:0,22

Tabela 17 - Média e desvio-padrdo dos niveis de glutationa GSH (nmol/mg proteina) do conteiido
hepdtico dos animais dos grupos A (soro fisiologico) e B (WEB 2086), submetidos a 60 (A2 e B2) ¢ 90
(A4 e B4) minutos de isquemia seletiva hepatica e seus respectivos subgrupos conirole aos 60 (Al ¢ B1)
e 90 (A3 ¢ B3) minutos nos tempos pré-isquémico (C), pré-reperfusio (RO), ap6s 15 (R15) e 60 minuios
de reperfusio (R60).

C RO R15 R60

Al 382,046,9 383,0+7,0 311,3427,7 306,6+26,0
A2 42254365 426,6+31,3 341,9+10,6 356,128 3
A3 389,0+37,1 390,1437,0 312,325,9 370,8+13,3
A4 382,05441,6  382,03+41,7  284,78%339  300,5x68,1
Bl 42384379  422,5%36,5 331,9+31,7 397,5+52,7
B2 422.3+36,6 422,1436,5 348,136 2 392,7423,8
B3 391,2425.5 391,6+25,5 350,1435,9 397,5+52,7
B4 391,6425,5 391,5425.7 408,08£24.7 31444436




Tabela 18- -Frequéncia (%) do grau de acometimento de congestdo na bi6psia hepatica dos animais dos
grupos A (soro fisiologico) e B (WEB 2056), submetidos a 60 (A2 e B2) ¢ 90 (A4 ¢ B4) minutos de
isquemia seletiva hepatica e seus respectivos subgrupos controle aos 60 (Al ¢ Bl) e 90 (A3 e B3)
mimitos nos tempos pré-isquémico (C), pré-reperfusio (RO), apds 15 (R15) e 60 minutos de reperfusdo
(R60).

C RO R15 R60

Al ausente=83,3 ansente=66,7 ausente=66,6 ausente=66,6
feve=16,7 leve=33.3 leve=33,4 leve=33.4
moderado=0,0 moderado=0;0 moderado=0,0 moderado=0,0
severo=0,0 severo=0,0 severo—=0,0 severo=0,0

A2 ausente=33,3 ausente=16,6 ausente=0,0 ausente=0,0
leve=66,7 leve=16,6 leve=0,0 leve=16.,6
moderado=0,0 moderado=66,8  moderado=50,0 moderado=33.4
severo=0 severo=0,0 severo—=50,0 severo=>50,0

A3 ausente=66,7 ausente=50,0 ausente=333 ansente=33,3
leve=333 leve=30,0 leve=66,7 leve=66,7
moderado=0,0 moderado=0,0 maoderado=0,0 moderado=0,0
severo=0,0 severo=0,0 severo=0,0 severo=0,0

Ad ausente=33,3 ausente=66,6 ausente=0,0 ansente=16,6
leve=33,3 leve=33.4 leve=0,0 leve=50,2
moderado=33,4 moderado=0,0 moderado=0,0 moderado=16.6
severo=0,0 severo=0,0 severo=100 severo=16,6

B1 ausente=50,0 ausente=50,0 ausente=66,6 ausente=33,3
leve=50,0 leve=50,0 leve=33,7 leve=30,0
moderado=0,0 moderado=0,0 moderado=0,0 moderada=16,7
severo=0,0 severo=0,0 severo=0,0 severo=0,0

B2 ausente=16,6 ausente=16,6 ausente=0,0 ausente=0,0
leve=66,8 leve=66.8 leve=0,0 leve=66,7
moderado=16,6 moderado=16,6  moderado=6,6 moderado=33,3
severo=0,0 severo=0,0 severa=83.4 severo—=0,0

B3 ausente=66,6 ausente=66,7 ausente=33,3 ausente=33,3
leve=33.4 leve=33,3 leve=66,7 leve=50,0
moderado=0,0 moderado=0,0 moderado=0,0 moderado=16,7
severo=0,0 severo=0,0 severo=0,0 severo=0,0

B4 ausente=>30,0 ausente=50,0 ausente=16,6 ausente=16,6
leve=16,7 leve=16,7 leve=16,6 leve=16,6
moderado=33,3 moderado=33,3 moderado=0.0 moderado=16,6
severo=0,0 severo=0,0 severa=66,8 severa=50,2




Tabela 19 - Frequéncia (%) do grau de acometimento de vacuolizagio citoplasmatica na bidpsia hepatica
dos animais dos grupos A (soro fisiologico) e B (WER 2086), submetidos a 60 (A2 ¢ B2) e 90 (A4 ¢ B4)
minutos de isquemia seletiva hepatica e seus respectivos subgrupos controle aos 60 (AleBl)e 90 (A3 e
B3) minutos nos tempos pré-isquémico (C), pré-reperfusio (RO), apés 15 (R15) e 60 minutos de
reperfusio (R60).

C RO R15 R60

Al ausente=50,0 ausente=83,3 ausente=50,0 ausente=50,0
leve=33,3 leve=16,7 leve=33,3 leve=350,0
moderado=16,7 moderado=0.0 moderado=16,7 moderado=0.0
severo={,0 severo=0,0 severo=0,0 severo=(,0

A2 ausente=100,0 ausente=333 ausente=0.0 ausente=16,6
leve=0.,0 leve=66.7 leve=30,0 leve=350.0
moderado=0,0  moderado=0,0  moderado=16,6 moderado=334
severo=0,0 severo=0,0 severo=33,4 severo=0,0

A3 auseme=383,3 ausente=16,7 ausente=50,0 ausente=0,0
leve=16,7 leve=83,3 leve=333 leve=66,7
moderado=0,0 moderado=0,0 moderado=16,7 moderado=33,3
severo=0,0 severo=0,0 severo=0,0 severo=0,0

Ad ausenie=33,3 ausente—=83,3 ausente=0,0 ausente=0.0
leve=33,3 leve=16,7 leve=83,3 leve=100,0
moderado=33,4 moderado=0,0 moderado=16,7 moderado=0.0
severo=0,0 severo=0,0 severo=0,0 severa=0,0

Bl ausente=100,0 ansente=33.3 ausente=50,0 ausente=16.6
leve=0,0 leve=50,0 leve=50,0 leve=50,0
moderado=0,0 moderado=0.0 moderado=0,0 moderado=33.4
severo=0,0 severo=0,0 severo=0,0 severo=0,0

B2 ausente=33,3 ausente=33,3 ausente=0,0 ausente=0,0
leve=66,7 leve=66,7 leve=16.6 leve=50,0
moderado=0,0 moderado=0,0 moderado=66,8 moderado=50,0
severo=0,0 severo=0,0. severo=16,6 severo=0,0

B3 ausente=0,0 ausente=(,0 ausente=16,6 ausente=0,0
leve=100,0 leve=100,0 leve=66,8 leve=83,3
moderado=0,0 moderado=0,0 moderado=16,6 moderado=16,7
severo=0,0 severo=0,0 severo=0,0 severo=0.0

B4 ansente=0.0 ausente=0,0 ausente=0,0 ausente=0,0
leve=100,0 leve=100,0 leve=833 leve=83,3
moderado=0,0  moderado=0,0  moderado=0,0  moderado=16,7
severo=0,0 severo=(0.0 severo=16,7 severo=(0,0




Tabela 20 - Frequéncia (%) do grau de acometimento de necrose na bidpsia hepatica dos animais dos
grupos A (soro fisiolégico) e B (WEB 2086), submetidos a 60 (A2 ¢ B2) ¢ 90 (A4 e B4) minutos de
isquemia seletiva hepdtica ¢ seus respectivos subgrupos conirole aos 60 (Al e Bl) ¢ 90 (A3 ¢ B3)
minutos nos tempos pré-isquémico (C), pre-isquémico (RO), apds 15 (R15) ¢ 60 minutos de reperfusio
(R60).

C RO R15 R60

Al ausente=300 ausente=33.3 ausente=83,3 ausente=0,0
leve=33,3 leve=66,7 leve=16.7 leve=83.3
moderado=16,7 moderado=0;0  moderado=0,0 moderado=16,7
severo=>0,0 severo=0,0 severo=0.0 severo=0,0

A2 ausente=50,0 ausente=0,0 ausente=66,7 ausente=0,0
leve=50,0 leve=83,3 leve=333 leve=100,0
moderado=0,0 moderado=16,7 moderado=0,0 moderado=0,0
severo=0,0 severo=0,0 severo=0,0 severo=0,0

A3l ausente=33,3 ausente=16,7 ausente=100,0 ausente=16,6
leve=66,7 leve=83,3 leve=0,0 leve=66,8
moderado=0,0 moderado=0,0 moderado=0,0 moderado=16,6
severo=0.0 severc=0,0 severo=0,0 severo=0,0

Ad ausente=0,0 ausente=33,3 ausente=83,3 ausente=33,3
leve=83,3 leve=66,7 leve=16,7 leve=33,3
moderado=16,7 moderado=0,0  moderado=00 moderado=33,4
severo=0,0 severo=0,0 severo=0,0 severa=0,0

B1 ausente=50,0 ausente=0,0 ausente=100,0 ausente=0,0
leve=50,0 leve=100,0 leve==0,0 leve=83,3
moderado=0,0 moderado=0,0 moderado=0,0 moderado=16,7
severo=0,0 severo=0,0 severo=0,0 severo=0,0

B2 ausente=0,0 ausente=0,0 ausente=83,3 ausente=0,0
leve=100,0 leve=100,0 leve=16,7 leve=100.0
moderado=0,0 moderado=0,0 moderado=0.0 moderado=0,0
severo=0,0 severo=0,0 severo=0.0 severo=0,0

B3 ausente=16,7 ausente=16,7 ausente=83,3 ausente=16,7
leve=83,3 leve=83.3 leve=16,7 leve=66,6
moderado=0,0 moderado=0,0 moderado=0,0 moderado=16,7
severo=0,0 severo=0,0 severo=0,0 severo=0,0

B4 ausente=0,0 ausente=0,0 ausente=100,0 ausente=0,0
leve=100,0 leve=100,0 leve=0,0 leve=100,0
moderado=0,0 moderado=0,0 moderado=0,0 moderado=0,0
severo=0.0 severo=0.0 severo=0,0 severo—=0,0




Tabela 21 - Frequéncia (%) de polimorfonucleares neutrofilos na bidpsia hepatica dos animais dos
grupos A (soro fisiologico) eB (WEB 2086), submetidos a 60 (A2 ¢ B2) ¢ 90 (A4 ¢ B4) minuios de
isquemnia seletiva hepdtica e seus respectivos subgrupos controle aos 60 (Al e Bl) ¢ 90 (A3 e B3)
minutos nos tempos pré-isquémico (C), pré-reperfusio (RQ), apés 15 (R13) ¢ 60 minutos de reperfusio
(R60).

C RO R15 R6&0

Al ausente=50.0 ausente=33,3 ausente=33,3 ausente=0.0
leve=333 leve=66.7 leve=66.7 leve=83.3
moderado=16,7 moderado=0;0 moderado=0,0 moderado=16,7
severo=0,0 severo=0,0 severo=0,0 severo=(,0

A2 ausente=66,7 ausente=0,0 ausente=0,0 ausente=0,0
leve=333 leve=83,3 leve=66,7 leve=100,0
moderado=0,0 moderado=16,7 moderado=33,3 moderado=0,0
severo=0,0 severo=0,0 severo=0,0 severo=0,0

A3 ausenie=33,3 ausente=16,7 ausente=0,0 ausente=0,0
leve=66,7 leve=83.3 leve=100,0 leve=66,7
moderado=0,0 moderado=0.0 moderado=0,0 moderado=33,3
severo=0,0 severo=0,0 severo=0,0 severo=0,0

A4 ausente=0,0 ausente=33_3 ausente=0,0 ausente=33,3
leve=83,3 leve=66,7 leve=83,3 leve=30,0
moderado=16,7 moderado=0.0 moderado=16,7 moderado=167
severo=0,0 severo=0,0 severo=0.0 severa=0.0

Bl ausente=66,7 ausente=0,0 ausente=16,7 ausente=0,0
leve=33.3 leve=100,0 leve=833 leve=83,3
moderado=0,0 moderado=0,0 moderado=0,0 moderado=16,7
severo=0,0 severo=0,0 severo=0,0 severo=0,0

B2 ausente=0,0 ausente=0,0 ausente=0,0 ausente=0,0
leve=100.0 leve=100,0 leve=100,0 leve=100,0
moderado=0,0 moderado=0,0 moderado=0,0 moderado=0,0
severo=0,0 severo=0,0 severo=0,0 severo=0,0

B3 ausente=16,7 ausente=16,7 ausente=0,0 ausente=16,7
leve=3833 leve=83.3 leve=83,3 leve=566.6
moderado=0,0  moderado=0,0  moderado=16,7 moderado=16,7
severo=0,0 severo—0,0 severo=0,0 severo=0,0

B4 ausente=16,7 ausente=16,7 ausente=0,0 ausente=16,7
leve=83,3 leve=83.3 leve=100.0 leve=83.3
moderado=0,0 moderado=0,0 moderado=0,0 moderado=0.0
severo=0,0 severo=00 severo=0,0 severo—=0,0




Tabela 22 - Média ¢ desvio-padrdo dos niveis de pressdo arterial média PAM (mmHg) dos animais dos
grupos A (soro fisioldgico) ¢ B (WER 2086), submetidos a 60 (A2 e B2) ¢ 90 (A4 e B4) minutos de
isquemia seletiva hepética e seus respectivos subgrupos controle aos 60 (Al e BI) e 90 (A3 ¢ B3)
minutos nos tempos pré-isquémico (C), pré-reperfusio (RO), apds 15 (R15) e 60 minutos de reperfusio

R60).

C RO R15 R60
Al 104,3+113 118,6+14,2 109,3£14,8 101,6+23.9
A2 110,6:22,2 102,6+17,6 74,6423,5 75,3433,9
A3 122,6+9,6 116,6+17,6 110,025,0 100,3+28.8
Ad 112,0£15,1 94,646, 1 64,6+16,7 84,0:£36,0
BI 104,04 107,6+12,0  98,0+11,5 82,0423 .4
B2 115,3£11,1 106,6+38,3 99,0+29,7 90,6+25,2
B3 122,0+12,5 95,6211,0 91,3£17,2 93,3+13,5
B4 134,6+13,6 112,3+17,9 103,3+15,2 89,3430, 1

Tabela 23 - Média e desvio-padrio dos niveis de pressdo venosa central PVC (cmH,Q) dos animais dos
grupos A (soro fisiologico) € B (WEB 2086), submetidos a 60 (A2 ¢ B2) e 90 (A4 ¢ B4) minutos de
isquemia seletiva hepatica e seus respectivos subgrupos controle aos 60 (Al e B1) ¢ 90 (A3 ¢ B3)
minutos nos tempos pré-isquémico (C), pré-reperfusdo (R0), apds 15 (R15) e 60 minutos de reperfusio
(R60).

' RO R15 R60
Al 0,0+2,4 2.444.2 1,3%3,6 1,0+23
A2 -1,241,3 -1,3233 0,043,4 0,543,4
A3 -1,0+1,0+ 0,4+1,9 -2,042,9 0,8+1,4
A4 -1,9%1,9 3,742.8 -2,8+3,1 -1,345,2
Bl 1,242.7 0,9+3,0 1,143,4 -0,142,1
B2 0,942,0 -1,642,0 2,042,1 -1,5%2,2
B3 -0,6+1,7 -0,842,1 -1,8+1.4 -1,2%13

B4 0,2+2,3 4,0+3,6 1,023 1,4£1,9




