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RESUMO



O transplante, de figado obtido apds paralisagio dos batimentos cardiacos do
doador, ¢ uma alternativa para a elevagio do nismero de doadores.

Visando analisar o comportamento do orgdo obtido nessas condicdes, este estudo
teve por objetivo detectar variagdes da gordura citoplasmatica e alteracdes do nucleo de
hepatocitos de figados submetidos a periodos distintos de isquemia normotérmica e
idénticos de isquemia hipotérmica.

Foram utilizados 25 ratos da raga Wistar, de mesma idade e linhagem, divididos em
dois grupos compostos por 12 (grupo I) e 13 (grupo II) animais, cujos pesos eram
semethantes (p=0,0030).

Os do grupo I foram submetidos a laparotomia e a procedimento padrio para
obtengdo de enxerto para transplante. O orgo foi retirado e mantido, por quatro horas, em
solug@io de Euro-Collins a 4°C.

O mesmo procedimento foi realizado no grupo 11, trinta minutos apos a paralisago
dos batimentos cardiacos,

A gordura citoplasmatica foi analisada visualmente em cortes de fragmentos
hepaticos, corados com solugdo de Sudan Black B, onde notou-se um maior acumulo, no
grupo II, predominantemente em regifio centrolobular.

Os nucleos foram avahados por morfometria manual com equipamento Kontron-
Mop-Videoplan ® aferindo-se Area, Perimetro e Fator Forma, em decalques (“imprints™)
levados a reagdo de Feulgen. Constatou-se que os nicleos do grupo II apresentavam Area e
Perimetro nucleares maiores (p=0,0001e p=0,0001). Os valores de Fator Forma foram
semelhantes (p=0,1780) e proximos da unidade (1), proprios de estruturas com forma
esférica.

Visando substanciar matematicamente os dados obtidos visualmente sobre a
gordura citoplasméatica e confirmar os valores da medigdo manual dos nicleos dos
hepatocitos, realizou-se analise morfométrica digital em algumas amostras ao acaso, com
equipamento Global Lab Image ® medindo-se Area, Perimetro, Fator Forma e Absorbancias

Média (indicador de concentragio) e Total (Absorbancia Média x Area).
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Os pardmetros avaliados sobre a gordura foram Area e Absorbancia Média A
analise digital confirmou uma maior presenga e concentragdo de gordura nos citoplasmas de
hepatocitos do grupo I A heterogeneidade das areas dificulta uma aferigio mais apurada,
demonstrando que o método necessita de aperfeigoamentos.

Quanto ao nicleo, a aferigio digital de Area, Perimetro e Fator Forma confirmou
os dados obtidos por morfometria manual. Os valores de Absorbancia Média foram menores
no grupo Il e os de Absorbancia Total considerados semelhantes entre os dois grupos,
sugerindo ndo haver alteragio no conteido nuclear.

Os resultados deste trabalho indicam que o hepatécito, de figados obtidos apos 30
minutos de isquemia normotérmica e mantidos em soluglio de preservagio a 4°C por quatro
horas, contém uma quantidade superior de gordura em seu citoplasma, apresentando 4rea e
perimetro nuclear matores, quando comparado ao de figados mantidos em solugio de
preservagdo a 4°C por quatro horas.

Os nucleos dos hepatocitos de ambos os grupos mantiveram a forma esférica.
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1.INTRODUCAOQ



O transplante de figado e. atualmente, a unica aiternativa terapéutica para pacientes
portadores de doencas hepaticas irreversiveis, cronicas ou agudas fulminantes

De 1963. ano da realizacdo do primeiro transplante de figado em humanos
(STARZL. 1963), ate os dias atuais. a evolt ¢ao tem sido notavel

Os grandes avangos obtidos na decada de oitenta. como uma melhor compreensao
dos eventos envolvidos na rejeiio de orgdos. a introdugio de novos agentes
imunossupressores, aliados a melhora da técnica de preservagio do figado:
aperfeicoamentos no ato operatorio, progressos no campo da anestesia e no tratamento
tntensivo pos-operatorio, elevaram a sobrevida de um ano dos pacientes transplantados , de
30% para 60% a 90% (ASCHER, 1989, RAPAPORT & ANAISE, 1993) gerando um
aumento na demanda por transplantes.

Paradoxalmente a este progresso exponencial, a baixa oferta de orgdos €é um fato,
chegando a ser reconhecida como a maior barreira 4 aplicagido pratica e desenvolvimento do
transplante de figado (MATSUNO ez al., 1993, RAPAPORT & ANAISE, 1993).

A reduzida quantidade de orgdos oferecidos para transplantes é um problema
mundial. O nimero de mortes de pacientes que esperam pelo transplante de figado pode
chegar a um tergo dos adultos e, aproximadamente, a metade das criancas com anomalias
hepatobiliares congénitas na Europa e nos Estados Unidos (CAPLAN, 1992).

No Brasil, apesar dos dados sobre transplantes serem reduzidos, acredita-se que a
falta de orgéos também é um fator limitante (COELHO et ai.,1994).

Fatores legats, a conceituagio de morte cerebral em conflito com questdes
filosoficas e culturais da familia dos doadores (ANAISE ef af., 1989, MORPUGO et al.,
1993b) e até a falta de empenho da classe médica em identifica-los, solicitando, apds a morte
encefalica, a doagdo, fazem parte das causas do pequeno nimero de drgdos doados (TOLLE
etal, 1987, WALLER et al | 1993).




Como uma decorréncia da necessidade crescente de Orgaos. estorgos tém sido
envidados no sentido de aumentar o numero de potenciais doadores. Critérios extremamente
rigidos de avaliacdo do doador. para a captagio e utilizacdo do figado tém sido reavaliados,
como idade entre dois e 45 anos. provas de fungio hepatica normais. hematocrito acima de
30%. periodo curto de hipotensdo. auséncia de hipoxia, de parada cardiaca. de infecgdo, de
trauma ou de isquemia hepaticos. doses de substdncias inotropicas menores que 10
Hg/Kg/min, auséncia de antecedentes indicativos de lesio hepatobiliar (THIEL et al., 1984),
de antecedentes de alcoolismo. de obesidade e de esteatose hepatica; mais de trés dias de
hospitalizagdo e figado com aspecto visual ruim (BUSUTTIL er al | 1994)

Figados de doadores que nio se encaixavam nestes critérios, denominados
“doadores marginais”, comecaram a ser utilizados (VLIET et al., 1980, ABOUNA et al.,
1983, ALEXANDER er ai., 1992; KRON er al., 1993), sendo demonstrados alguns bons
resultados.

O uso de orgios obtidos apos a parada dos batimentos cardiacos do doador tem
sido relatado, com melhora expressiva dos resultados em transplantes renais (YOKOYAMA
et al, 1992, D’ALESSANDRO et al, 1995. CASAVILLA er al, 1995a), chegando a
aumentar o numero de transplantes de 8,6% a 40% (D’ALESSANDRQ et al, 1995,
DAEMEN et al., 1996). Protocolos tentando otimizar a obtengdo de orgdos estdo sendo
apresentados (FUJIITA er al, 1989, KOZAKI er al. 1991, BOOSTER er al, 1993,
GOMEZ et al., 1993; MATSUNO ef al, 1993; VARTY 7 al., 1994: CASAVILLA ef al.,
1995b).

No mtuito de aumentar o numero de ¢rgéos ofertados, transplantes de figados
obtidos de doador em assistolia, isto €, exposto a periodos de isquemia normotérmica,
comegaram a ser relatados no final da década de 80 (ERICZON ef a/., 1987; YANAGA et
al, 1990). Em comparagdo ao transplante renal, os resultados ainda sio pobres
(CASAVILLA et al., 1995a), mostrando a necessidade de conhecimentos mais apurados

sobre o figado obtido nestas condigdes.




A analise das alteracdes dos componentes celulares citoplasmaticos e nucleares, de
hepatocitos pode ter importancia no estudo dos fatores que influiriam no sucesso do
transplante de figados obtidos apos paralizacao dos batimentos cardiacos dos doadores. pois
existern evidéncias de que os danos decorrentes de isquemia normotérmica acometem,
preferencialmente os hepatocitos (IKEDA e¢r al., 1992).

Como 2 célula hepatica. em certas condigdes, responde i agressio com um
acumulo patologico de gordura (esteatose), considera-se oportuno enfocar a detecgdo de
gordura citoplasmatica nas condigdes experimentais do presente trabalho.

O nucleo atende as necessidades fisiologicas da célula e as alteragdes do mesmio,
que seriam causadas por agressdo isquémica, podem ser constatadas com metodologia
especifica para este fim. Na presente pesquisa, a hipotese de trabatho ¢ a de que o tamanho

celular, mais que o DNA, sofre modificagdes.




2 . OBJETIVO



A proposta deste trabatho e detectar as variagdes da gordura citoplasmatica e as
alteracdes nucleares nos hepatocitos de figados obtidos para o transplante apos periodos

distintos de isquemia normotérmica e periodos idénticos de isquemia hipotérmica.
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3 . MATERIAL E METODOS



3.1 - O animal

Foram utihizados 25 ratos do sexo mascultno, raca Wistar, divididos em dois
grupos: Grupo 1, denominado Normal, composto por 12 animais pesando entre 332 e 404
gramas (peso médio : 377 g) e Grupo 1. denominado Parada, formado por 13 animais com
pesos entre 318 e 407 gramas (peso médio de 387 g), todos com 100 dias de idade.

Os ammais provieram do Biotério da Universidade Estadual de Campinas
{(UNICAMP) e foram sempre alimentados com ragdo propria para a espécie € agua ad
libitum.

A anestesia foi feita com éter sulfurico e, apés a tonsura dos pelos abdominais,
realizada a anti-sepsia com alcool iodado a 2%. A via de acesso a cavidade peritoneal fez-se

por meio de uma incisdo transversa ampla.

3.2 - Procedimento cirurgico

GRUPO1 (GI):

- Administragio, por pungdo da veia cava infenor, de 50 UJ (Unidade
Internacional) de heparina sodica (Fig. 1).

- Dissecgio da veia porta e introdugdo de um cateter de Teflon 20 G x 32 mm,
fixando-o com fio de algoddo 000 (Fig. 2).




Figura 2 - Cateterizag@o da veia porta.




- Perfusdo do figado, pela veia porta, de 5 ml de solu¢do de Euro-Collins a 4° C, no
intervalo de um minuto, apos sec¢do da veia cava inferior € aorta em suas porgdes no
abdome inferior, no nivel da bifurcagdo desta ultima (Fig. 3).

- Retirada imediata do figado num periodo inferior a um minuto, pesagem (Fig. 4) e
imersdo do mesmo em solu¢do de conservagdo (Euro-Collins) a 4° C, na qual foi mantido

por quatro horas (Fig. 5).

Figura 3 - Perfusdo do figado.
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Figura 4 - Pesagem do figado.
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Figura 5 - Permanéncia, do figado, em solugdo de conservagdo por 4 horas.
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GRUPO II (G II) :

- Administragdo, por pungdo, de 2 ml de solugdo de Cloreto de Potassio (KCl)

19,1% em camara cardiaca (Fig. 6).

- Ap6s 30 minutos da parada dos batimentos cardiacos, realizou-se todo o

procedimento descrito para o GI.

- i,
-
-
-
- a—
—
—
- —

Figura 6 - Administragdo de 2 ml de KC1 19,1% em camara cardiaca.




3.3 - Citoquimica para analise de imagens :

Os figados obtidos em razdo do procedimento crrurgico foram analisados apos

fixagdo em -

a) Etanol-acido acetico (3:1) e alcool 70% para obtengao de decalques (“imprints”)

a serem submetidos a rea¢do de Feulgen (Fig. 7).

Reacdo de Feulgen

I - hidrolisar o material em solu¢io de HCI 4N, a 28° C. durante 90 minutos;

2 - lavar com HCI 0,1N gelado;

3 - tratar com reativo de Schiff, a temperatura ambiente, durante 40 minutos,

4 - lavar trés vezes em agua sulfurosa (metabissulfito de sodio - HCI IN - agua
destilada, 1:1:18);

5 - lavar em agua destilada;

6 - desidratar e diafanizar,
7 - montar em balsamo vegetal do Canada, com indice de refragdo igual a 1,54.

b) Formol-calcio, para a obtengdo de cortes por congelagdo e coloragdo com

solug¢do de Sudan Black B (Fig. 8).
Coloragao de Sudan Black B

1 - levar os cortes em congelagdo da agua para o etanol 55% por 30 segundos;
2 - corar de 15 a 45 minutos numa solugio de Sudan Black B em etanol 55%,
3 - lavar durante 30 segundos em etanol a 50%;

4 - transferir os cortes para a agua,

5 - montar em geléia glicerinada.

14



Figura 7 - Realizagdo de decalques (“imprints”).
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Figura 8 - Fixa¢@o em formol-calcio.
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3.4 - Analise do material obtido

3.4.1 - Anilise por microscopia optica

As laminas coradas com solu¢io de Sudan Black B foram analisadas por
microscopia Optica, para o estudo da quantidade e disposi¢io da gordura citoplasmatica.

Ainda foi avaliado o comportamento desta gordura diante da propriedade da birrefringéncia.

3.4.2 - Anslise morfométrica manual de imagens

A analise morfométrica manual foi realizada com o equipamento Kontron-Mop-
Videoplan ® (The Manual Image Analysis System), analisando-se 1iminas com decalques
de tecido hepético de todos os animais, por meio de campos visuais obtidos ao acaso
{quatro por lamina), sendo avaliados os seguintes descritores, em relagdo aos nucleos dos

hepatocitos corados pela reagdo de Feulgen :

- Area em pixel?,
- Perimetro em pixel,

- Fator Forma.

O parimetro Fator Forma expressa a caracteristica geométrica da estrutura

estudada. Valores obtidos, proximos da unidade (1), indicam estruturas com forma esférica.
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Na analise das variaveis por esse método. utilizou-se do seguinte procedimento

- escolha, ao acaso. de campo visual em laminas contendo decalques de tecido
hepatico e coradas pela reagdo de Feulgen. em microscopio Carl Zeiss ®, com aumento de
40 vezes.

- fotografia com filme Tmax ™ KODAK ® , ASA 100, com abertura da lente
ocular por trés segundos e filtro de cor verde,

- revelagéo do filme e projegdo sobre superficie branca, com suporte ampliador
(FUJI ® Enlargen $99), usando-se lente FUJI ® Photo Optical 1:45:90, a uma altura de 55
cm;

- desenho, sobre papel, dos micleos projetados, com grafite 0.5 mm ;

- contorno, com cursor, sobre a imagem desenhada, utilizando-se o equipamento
Kontron-Mop-Videoplan ® , obtendo-se os descritores citados acima, tendo, como unidade,

0 valor de um pixel.

Para a transformagdo dos valores obtidos em pixel? para pm?, foi fotografada uma
lamina micrométrica, segundo o padrio previamente descrito, e realizadas 15 medidas de
100 um? em pixel>. Com a média destas medidas e calculos matematicos simples, chegou-se

a uma constante de transformagao dos valores em pixel? para Hm?.
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3.4.3 - Andlise morfométrica digital de imagens

A analise digital de imagens. realizada para corroborar as informagdes  obtidas
visualmente e por analise morfométrica manual. foi feita em C omputador Pessoal Pentium ®
133, com “software™ Global Lab Image ® (Image Processing and Analysis Software for
Microsoft Windows ® ).

Com o intuito de se substanciar as informacdes obtidas visualmente sobre a gordura
citoplasmatica, substituindo-as por dados matematicos passivels de tratamento estatistico,
tomaram-se ldminas, ao acaso, contendo tecido hepatico e mediu-se, digitalmente, esta
gordura. Em campos visuats, também obtidos ao acaso, aferiram-se 500 areas, em uma
lamina do Grupo 1 (GI), e 1.498 areas, em trés 1aminas do Grupo I (GIT 1, GII 2 e GII 3),
contendo gordura.

A analise manual dos nucleos foi confirmada pela medi¢do digital dos mesmos,
todos obtidos em campos visuais ao acaso. Foram medidos 600, em trés laminas do Grupo I
(GI'1,GI 2 e GI 3), e 400, em duas laminas do Grupo IT{GII 1 e GII 2).

Consideraram-se os niveis de cinza entre 0 (minimo) ¢ 101 {maximo), com objetiva

25 e 1.25 “optovar”, dos quais foram levantados os seguintes descritores:

a) No material tratado com Sudan Black B, as areas coradas nos citoplasmas dos

hepatécitos (gorduras) foram segmentadas e medidas:

- Area Total em pm?

- Absorbincia Média.
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b) Entre os decalques corados pela reacdo de Feulgen. os nucleos dos hepatocitos

foram analisados e medidos -

- Area em pm-;

- Perimetro em um,

- Absorbéncia Média:
- Absorbéancia Total,

- Fator Forma.

Os pardmetros Absorbincia Meédia e Absorbancia Total , expressam

respectivamente a concentragdo e a quantidade de DNA.
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4 . RESULTADQS



4.1 - Andlise dos animais estudados

Os animais estudados, divididos em dois grupos, o primeiro {GI), denominado

Normal, e 0 segundo (GlI), denominado Parada. sdo mostrados no Quadro 1.

Quadro 1 - Estatistica descritiva dos pesos, em gramas, dos animais utilizados no

experimento.
PESO DO ANIMAL (g) n | Média | Desvio Padrio | Min | Max | Mediana
GRUPO 1 12 | 359,7 18,2 332 | 404 3575
GRUPO II 13 | 3593 448 257 | 407 367

A anilise estatistica, realizada pelo teste de Wilcoxon, mostra que ndo hi diferenga

significativa entre GI e GII quanto ao peso (p = 0,5028) (p < 0,05).

O Quadro 2 apresenta o peso, em gramas, dos figados utilizados no experimento,
ap6s perfusio do figado com sohigio de preservagio (Euro-Collins) e procedimento padrio

para obtencao de enxertos.

Quadro 2 - Estatistica descritiva dos pesos em gramas dos figados utilizados no
experimento, apos a infusio de solugdo de preservagio.

PESQO DO FIGADO (g) n | Média | Desvio Padrio | Min | Max | Mediana
GRUPO § 121 11,5 1,3 10,2 | 13,3 11,3
GRUPQ 11 13 13,3 0,9 11,3 1 15,6 13,7

A analise estatistica, pelo teste de Wilcoxon, mostra que os figados do GII, apos a

perfusdo com a solugdo de conservagio, apresentam peso significativamente maior (p =

0,0030) (p < 0,05).
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4.2 - Analise do material obtido

4.2.1 - Analise da gordura citoplasmatica

Visualmente, através de microscopia optica das laminas tratadas com Sudan Black
B, notou-se um maior acimulo de gordura, predominantemente em posi¢do centrolobular,
nos citoplasmas dos hepatocitos do grupo denominado Parada. Estas areas apresentavam-se
com aspecto bem mais concentrado, quando comparadas as do grupo Normal (Fig. 09).
Observou-se, ainda no grupo Parada (Fig. 10), a presenga de hemacias em quantidade nos

espagos vasculares.

Figura 9 - Lamina de tecido hepatico, obtido apos perfusdo padronizada e quatro
horas de isquemia hipotérmica. Nota-se o espalhamento e a pouca quantidade de areas

enegrecidas contendo gordura (Sudan Black B) (x 250).
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Figura 10 - Lamina de tecido hepatico, obtido ap6s 30 minutos de isquemia
normotérmica, perfusdo padronizada e quatro horas de isquemia hipotérmica. As areas
enegrecidas, contendo gordura, apresentam-se em maior quantidade e mantém-se
acumuladas predominantemente em regido centrolobular. Nota-se, ainda, a presen¢a de

hemacias em espago vascular (Sudan Black B) (x 250).
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A gordura do grupo Il apresentou a propriedade da birrefringéncia, caracteristica

ndo notada na do grupo I, espalhada como poeira pelo citoplasma dos hepatocitos

4.2.2 - Anslise morfométrica manual dos nicleos

O Quadro 3 mostra os valores de Area, em pixel?, dos nucleos dos hepatocitos.

Quadro 3 - Estatistica descritiva dos valores de Area, em pixel?, dos nucleos dos

hepatocitos.

AREA (pixel’) | n | Média | Desvio Padrio Min Max Mediana
GRUPO 1 500 | 390,37 181,50 109,65 999,28 352,62
GRUPO 11 500 | 445,59 15337 141,96 1009,90 442 88

A analise estatistica, pelo Teste t, mostra que os valores de Area do grupo Parada

sao maiores que os do grupo Normal (p= 0,0001) (p < 0,05).

O Quadro 4 mostra os valores de Perimetro, em pixel, dos nucleos dos hepatocitos.

Quadro 4 - Estatistica descritiva dos valores de Perimetro (Ppx) em pixel do nucleo dos

hepatocitos.

PERIMETRO (pixel) n | Média | Desvio Padrdao | Min | Max | Mediana
GRUPO 1 500 | 69,49 16,20 32,59 113,40 | 68,01
GRUPO 11 500 | 75,04 13,19 43,221 113,59 | 75,98

A analise estatistica, pelo Teste t, mostra que o grupo Parada possui maiores

valores de Perimetro que o grupo Normal (p = 0,0001) (p < 0,05).
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O Quadro 5 mostra os valores de Fator Forma* dos nucleos dos hepatocitos

Quadro 5 - Estatistica descritiva dos valores do Fator Forma dos nucleos dos hepatocitos

FATOR FORMA n Média Desvio Padrdo Min Max Mediana
GRUPO 1 500 0.96 0,02 0,83 0.99 0.97
GRUPO II 500 0,96 0,02 0,81 0,99 0,97

*Fator Forma = 4 m A (area) + P? (perimetro)

A analise estatistica, pelo Teste t, ndo mostra diferengas significantes (p = 0,1780)

em relag@o ao Fator Forma (p < 0,05).

O Quadro 6 apresenta os valores das medidas, em pixel2, de 100 um?

Quadro 6 - Valores, em pixel2, de 100 pm?, obtidos através do Kontron-Mop-Videoplan®.

MEDIDAS VALORES |
(100 pm?)  EM PIXEL? |

1 470,47

2 474,00

3 468,16

4 477,60

5 478,79

6 478,02

7 471,59

8 475,26

9 475,59

10 479,24

11 479,05

19 477,10

13 471,03

14 477,84

15 473,65

MEDIA 475,16

Atraves de calculos matematicos simples, admite-se que, neste estudo, 1 pum? é

igual a 1 pixel?, multiplicado pela constante 0,21.
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4.2.3 - Andlise morfométrica digital da gordura citoplasmatica

O Quadro 7 mostra os resultados pertinentes a medidas de Area, em um? das

goticulas de gordura presentes nos citoplasmas dos hepatocitos, pela analise de areas

escolhidas ao acaso: 500 no G I (Fig. 11) e 1498 no G 1l (Fig 12)

Quadro 7 - Estatistica descritiva dos valores de Area obtidos por morfometria digital, em

um?, da gordura citoplasmatica dos hepatocitos.

AREA (um?) n Meédia Desvio Padrio Min Max Mediana
GRUPO 1 500 5,68 17,04 0,252 241,53 1,01
GRUPO1I (1) 458 60,00 246,10 0,30 4270,00 13,00
GRUPO 11 (2) 500 4,49 26,55 0,25 401,64 0,91
GRUPOII (3) 500 3,46 14,63 0,25 300,73 0,96

A analise, pelo teste estatistico de Mann-Whitney, das areas obtidas mostra que
elas sdo maiores no G II (1) (p = 0,0000) e G II (2) (p = 0,0092), quando comparadas as do

G 1 Jacomo G1I (3), esta diferenca nao foi estatisticamente significante (p = 0,1741) (p <
0,05).

O Quadro 8 mostra os valores de Absorbancia Média, em niveis de cinza (Gav),

das areas contendo gordura nos citoplasmas dos hepatocitos.

Quadro 8 - Estatistica descritiva dos valores de Absorbancia Média obtidos por morfometria

digital, em niveis de cinza (Gav), das areas contendo gordura nos citoplasmas dos

hepatocitos.
ABSORBANCIA n Média | Desvio Padrio | Min | Max | Mediana
MEDIA (Gav)

GRUPO 1 500 0,78 0,47 0,01 | 2,11 0,86
GRUPOII (1) 458 0,50 0,18 0,24 | 1,40 0,45
GRUPO 11 (2) 499 1,11 0,38 027 | 2,29 1,09
GRUPO 1I (3) 500 0,75 0,33 0,07 | 1,78 0,74
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A analise estatistica, pelo teste de Mann-Whitney, mostra que existem diferengas
significativas entre os niveis de Absorbancia Média. A comparagdo entre 0 GIe os G II (1)
(p=10,000), (2) (p=0,000) e (3) (p = 0,0310), revela valores maiores no grupo Parada (p <
0,05).

Figura 11 - Fotografia do monitor de video, com areas contendo gordura demarcadas
com pseudocores obtidas por tratamento de imagem, para analise morfométrica digital, em
figados do G I.
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com areas contendo gordura demarcadas

Figura 12 - Fotografia do monitor de video,

com pseudocores obtidas por tratamento de imagem, para analise morfométrica digital, em

figados do G II.
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4.2.4 - Andlise morfométrica digital dos niicleos

A analise dos nucleos dos hepatdcitos e seu conteado genético, corados pela
reagdo de Feulgen, foi realizada sobre areas demarcadas digitalmente com pseudocores
criadas pelo computador (Fig. 13).

Os quadros seguintes mostram os histogramas de freqiiéncia referentes as areas
aferidas no G I (1) (Quadro 9), G I (2) (Quadro 10), G I (3) (Quadro 11), G II (1) (Quadro
12) e G I (2) (Quadro 13).

Figura 13 - Fotografia do monitor de video, com nucleo demarcado com pseudocores

obtidas por tratamento de imagem, para analise morfométrica digital.
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Quadro 9 - Histograma de freqiéncia das Areas. em pm?, de 200 nucleos de hepatocitos, de

figados do grupo Normal! [G1 (1)].
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Quadro 10 - Histograma de freqiiéncia, em um?, de 200 nicleos de hepatocitos, de figados
do grupo Normal [GI (2}].
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Quadro 11 - Histograma de freqiiéncia. em pm? de 200 nicleos de hepatocitos, de figados
do grupo Normal [G] (3)].
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Quadro 12 - Histograma de freqiiéncia, em um? de 200 nicleos de hepatécitos, de figados
do grupo Parada [GII (1)].
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Quadro 13 - Histograma de Frequéncia em pm? de 200 nucleos de hepatocitos de figados do
grupo Parada [GII (2)].
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Por intermédio dos histogramas mostrados, constatou-se que, em relagio as areas,
os nicleos dos hepatocitos do experimento, apesar de pequenas variagdes, conservam a
caracteristica tnmodal, inerente aos ratos, cujos hepatdcitos apresentam-se nas formas

diploide, tetrapldide e octoplodide.
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O Quadro 14 mostra os valores de Area. em umZ. dos nucleos dos hepatocitos nos

figados dos grupos 1 e 1.

Quadro 14 - Estatistica descritiva dos valores de Area obtidos por morfometria digital, em

um?, dos nucleos dos hepatocitos.

AREA (um?) | n | Média | Desvio Padrao Min Max Mediana
GRUPOI(1) | 200 | 60,52 30,13 13,70 | 172,81 57,63
GRUPO1(2) | 200 | 60,90 37,72 12,99 | 231,06 58,71
GRUPO1(3) | 200 | 67,72 29,82 21,19 | 161,09 63,23
GRUPOII (1) | 200 | 93,00 38,82 5,03 237,96 93,51
GRUPO I (2) | 200 | 80,00 29,75 2568 | 173,53 81,65

Quadro 15 - Analise de varidncia, baseada nos desvios padrdes, dos valores de Area 2m

um?, obtidos por morfometria digital, das nucleos dos hepatécitos.

Analise de Variancia

DF 88 MS§ F p
Fator 4 126918 31729 2827  0.000
Erro 995 1115868 1112
Total 999 1243773
95% dos 1C* por média
n Media Desvio Padio Baseado no desvio padrio obtido
—t + + tau
GI{1) 200 60,52 30,13 {r¥am}
GI(2) 200 69,90 37.72 (~ee¥ems)
Gl{(3) 200 67,72 29.82 (--¥=-)
GIi(l) 200 93,00 38,82 [
Gll(2) 200 80,00 29.75 (-—%—)
— + + +--
6l 72 84 96

Desvio Padrio obtido = 33,50
* IC = Intervalo de Confianga
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O quadro 16 mostra os valores de Perimetro nuclear, em pm, dos hepatovitos.

Quadro 16 - Estatistica descritiva dos valores de Perimetro obtidos por morfometria digral,

em pm. dos nucleos dos hepatocitos

PERIMETRO (um) n | Media | Desvio Padrio Min Max | Median:
GRUPO 1 (1) 158 | 27.19 6.79 1340 | 4269 | 27.18
GRUPQ 1(2) 200 | 29,29 8,60 13,01 | 71,92 28,08
GRUPO1(3) 200 | 29,25 6,45 16,39 | 4842 28,87
GRUPO I (1) 200 | 34,31 7.36 12,63 | 55.84 35,04
GRUPOQ I (2) 200 | 32,27 6,31 1797 | 48,07 33,03

Quadro 17 - Anélise de varidncia, baseada nos desvios padrdes, dos valores de Perimetro,

em pm, obtidos por morfometria digital, dos nicleos dos hepatocitos.

Analise de Varincia

DF 88 MS F p
Fator 4 58525 1463.1 2840 0000
Erro 953 49097,1 51,5
Total 957 549496
95% dos 1C* por média
n Média  Desvio Paddo Baseado no desvio padrédo obtdo
+ + + -+
GI (1) 158 27,195 6.794 (mema®on)
Gl (2) 200 29,288 8.602 (~=*—)
GIL(3) 200 29,246 6.494 (-—*-~)
GIK1) 200 34,308 7.363 (—*-—)
GII(2) 200 32,275 6.317 (eme¥omr)
+ + + -

275 36,0 32.5 350
Desvio Padrio obtido =7.178
* 1C = Intervalo de Confianca
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O Quadro 18 mostra os valores de Aborbancia Média. em niveis de cinza (Gav),

dos nucleos dos hepatdcitos estudados.

Quadro 18 - Estatistica descritiva dos valores de Absorbiancia Média. em nivels de cinza

(Gav). obtidos por morfometria digital, dos nucleos dos hepatocitos.

ABSORBANCIA n Media Desvio Padrio Min Max Medtana
MEDIA
GRUPO I (1) 200 0,85 0,34 0,35 1,57 0,72
GRUPO 1 (2) 200 0,77 0,28 0,38 1,52 0,70
GRUPO 1 (3) 200 0,96 0,13 0,55 1,29 0,96
GRUPO I (1) 200 0,52 0,15 0,22 1,06 0,49
GRUPO 11 (2) 200 0,47 0,09 0,23 0,70 0,36

Quadro 19 - Analise de varidncia, baseada nos desvios padrdes, dos valores de Absorbincia
Media, em niveis de cinza (Gav), obtidos por morfometria digital, dos nucleos dos

hepatocitos.
Analise de Variancia
DF SS MS F p
Fator 4 464765  11.6191 24145 0.000
Erro 995 47 8818 0.0481
Total qu9 94.3583
$5% dos IC* por média
n Meédia  Desvio Padio Baseado no desvio padrio obtido

— -+ + +em
Gl (1) 200 0.8522 0.3401 (+*)
Gl (2) 200 0.7716 0.2793 (-*}
Gl (%) 200 0.9588 0.1306 {-*)
GII( 1) 204 05227 4.1491 (*-)
Gli(2) 200 0.4748 0.0874 (-*)

et + - te-

0.40 0.60 U, 80 1,00

Desvio Padrio obtido = 0.2194
* IC = Intervalo de Confianga
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O Quadro 20 mostra os valores de Absorbancia Total* dos nucleos dos hepatocitos

estudados.
* Absorbancia Total = Absorbancia Média x Area

Quadro 20 - Estatistica descritiva dos valores de Absorbancia Total. obtidos por

morfometna digital, dos miicleos dos hepatacitos.

ABSORBANCIA n Média | Desvio Padrio | Min Max | Mediana
TOTAL
GRUPO 1 (1) 200 | 46,63 21,26 17,21 | 160,06 | 4832
GRUPO I (2) 200 | 4831 23,06 1784 | 171,71 | 36,31
GRUPO I (3) 200 | 65,28 31,29 19,48 | 17043 | 58,34
GRUPOQ II (1) 200 | 46,53 18,79 1,31 | 11884 | 4843
GRUPO II (2) 200 | 3709 14,04 1043 | 9409 | 6528

Quadro 21 - Analise de vanidncia, baseada nos desvios padrdes, dos valores de Absorbancia

Total, obtidos por morfometria digital, dos nucleos dos hepatocitos.

Analise de Varidncia

DF S8 MS F P
Fator 4 124319 31080 61.84  0.000
Erro 995 SO0107 503
Total 999 624426
95% dos [C* por média
n Média  Desvio Padio Baseado no desvie padrio obtido
+ + +
GI () 200 +6.63 2126 (—-*-)
Gl Q2) 200 4831 23.06 (-*<)
GI3) 200 65.38 3129 (-*--)
Gil(D 200 46,53 18.79 {(--*-)
GII2) 200 37.09 14.04 {--*--)
+ + +
36 48 60

Desvio Padrio obtido = 22,42
* 1C = Imtervalo de Confianga
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O Quadro 22 mostra os valores de Fator Forma dos nucleos dos hepatocitos.

Quadro 22 - Estatistica descritiva dos valores de Fator Forma. obtidos por morfometria

digital. dos nicleos dos hepatdcitos.

FATOR FORMA n Média | Desvio Padrao Min Max Mediana
GRUPO1(1) 158 0,96 0.05 0.69 1,00 0,98
GRUPO 1 (2) 200 0,96 0.06 0.54 1,00 0,98
GRUPO 1 (3) 200 { 0,95 0.05 0,49 | 1,00 10,95
GRUPQ IT (1) 200 0,94 007 0,28 1,00 0,96
GRUPQ 11 (2) 200 0,93 0,06 0,60 1,00 0,95

Quadro 23 - Analise de vanidncia, baseada nos desvios padrdes, dos valores do Fator Forma,

obtidos por morfometria digital, dos micleos dos hepatocitos.

Analise de Variancia

DF 58 MS F p
Fator 4 0,09282  9,02320 5.99 0.000
Erro 953 3.69136 (100387
Total 957 3,78417
95% dos 1C* por média
n Média  Desvio Padio Bascado no desvio padrio obtido
et + + tan
GI(D) 158 0,96 0.03 RN S )
GI(2) 200 0,96 0.06 {remm¥emnn)
GI(3) 200 0,95 0,05 (=¥ emmnn)
GIH(1) 200 0,94 007 (emereFemenn)
GI1(2) 200 093 0,06 (. "
it + 4 ‘e

0.930 0,943 0,960 0,975
Desvio Padrio obtido = 0,06224
* IC = Intervalo de Confianga
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5 . DISCUSSAQ



A necessidade de orgdos para transplantes faz com que os pesquisadores
direcionem esforgos para solugdes alternativas, como a utilizagio de doadores em assistolia,
¢ avangem na frountetra do tempo limite de isquemia, um dos fatores mais importantes
envolvidos na manutengdo da wvitalidade dos orgdos doados.

Apesar de varios grupos de cirurgides transplantarem rins obtidos apds a
paralisagio dos batimentos cardiacos (PBC) dos doadores (KOZAKI ef al, 1991,
BOOSTER et al, 1993, CASAVILLA et al, 1995a; DAEMEN et al, 1996) existe
relutincia em se estender a utilizagdo deste tipo de doador para transplantes de outros
0rgaos.

De fato, o primeiro transpiante cardiaco, realizado em 1967, na Africa do Sul, foi
feito com orgio doado apos paralisagio dos batimentos cardiacos {(BARNARD, 1967).

Quando os primeiros transplantes de figado foram realizados, utilizaram-se,
exclusivamente, doadores em assistolia € as técnicas para a obtengdo do Orgdo requeriam um
rapido resfriamento deste, logo apos a PBC (CALNE & WILLIANS, 1968, STARZL,
GROTH, BRETTSCHNEIDER, 1968). A maioria dos figados transplantados nessa época
apresentaram boa fungfio, apesar das condigdes de obtengio dos mesmos.

Apbs a aceitagio do conceito de morte cerebral nos Estados Unidos da América,
em 1968, todos os Orgdos passaram a ser obtidos com circulagdo sangiinea efetiva.

Sempre se acreditou que o figado era extremamente sensivel a isquernia. Mesmo
apds a descrigio do clampeamento da triade portal (PRINGLE, 1908), que facilitou os
procedimentos cirurgicos no orgio, pela diminui¢do do sangramento e, consequentemente,
da morbidade e mortalidade, este método teve seu uso himitado.

Na década de 60, o periodo limite de oclusdio da triade portal era de 15 minutos
(COUINAUD, 1966). Isto foi desafiado por outros autores através dos tempos. Atualmente,
aceita-se que a oclusdio vascular hepatica pode ser feita por um periodo superior a 60
minutos, sem maiores danos para o orgio (HUGUET et af, 1992; HANNOUN e/ al,
1993).
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Avangos no campo da cirurgia, levando a ressecgdes hepaticas mais complexas e
extensas, trouxeram a necessidade de periodos longos de oclusdo vascular. Entretanto, o
limite entre a duragdo destes periodos e os consequentes danos isquémicos em humanos
permanece desconhecido (HANNOQUN ez al., 1993).

Em animais de experimentac¢dio, o tempo limite de isquemia hepatica encontra-se
entre 60 e 120 minutos, em ratos (BASSI & BERNELLI-ZAZZERA , 1964). Em babuinos
e porcos, de 90 a 120 minutos de isquemia sdo tolerados (HOLPER; OLGAY,
KITAHAMA, 1974, NORDLINGER;, DOUVIN, JAVAUDIN, 1980).

Os transplantes estfio, inevitavelmente, associados a isquemia. Lesdes celulares
podem ocorrer durante o periodo isquémico e apds a reperfusio sangiiinea. A oferta
insuficiente de oxigénio e o actimulo de metabolitos contribuem para o aparecimento destas
lesbes (HASSELGREN; BIBER, FORNANDER, 1987).

Apresentando caracteristicas proprias, os periodos de isquemia do tipo
normotérmica (tempo corrido da interrupgdo do suprimento sangiliineo até a administragdo
da solugdo de preservagdo a 4° C) e hipotérmica (periodo que varia da administra¢do da
solugdo de preservagdo gelada até a reperfusdo sangiiinea), relatados nos transplantes, tém
sido amplamente estudados.

A possibiidade de utilizagio de figado obtido apdés PBC do doador foi
reintroduzida em 1984, ap6s demonstragdo da técnica de resfriamento, por infusdo adrtica
rapida de solugio de conservagdo a 4° C. Desta maneira, por um resfriamento denominado
central, multiplos orgdos podem ser removidos no periodo de 30 a 60 minutos, com um
tempo de isquemia normotérmica de, aproximadamente, 15 minutos (STARZL et al., 1987).

Na Suécia, por meio desta técnica, ou de variantes dela, foi possivel sistematizar a
obtengdo de bons figados de doadores com parada cardiaca, antes da implementagdo do
critério de morte cerebral naquele pais (ERICZON er al., 1987).

Entre novembro de 1984 e maio de 1987, foram transplantados 17 figados obtidos
apos PBC do doador, pela técnica de resfriamento rapido in situ, com um indice de 6% de
faléncia primaria do enxerto, comparavel ao de 2 a 12% citado na literatura para os 6rgios

obtidos de doadores com batimentos cardiacos.
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Os pesquisadores da Universidade de Pittsburgh, relataram o uso de sete figados
obtidos apdés PBC, cinco deles durante ressuscitagio cardiorrespiratoria, no periodo de
outubro de 1987 a dezembro de 1988. A técnica de perfusdo rapida in situ foi realizada
através da aorta e da veia mesentérica inferior.

Os achados histologicos em tecido hepatico pré-transplante foram discreta presenga
de neutrdfilos em sinusoides e moderada esteatose centrolobular. Apesar disto, apenas um
enxerto apresentou bom funcionamento nesta série (YANAGA ef al., 1990).

QOutro grupo de Pittsburgh, relatou uma série de 12 figados transplantados, obtidos
de doadores com PBC, entre janeiro de 1989 e setembro de 1993 (CASAVILLA et al,,
1995a).

Os doadores foram divididos em dois grupos, sendo o primeiro (grupo 1) composto
por pacientes cujos Orgdos foram retirados apos insucesso da ressuscitagdo
cardiorrespiratoria (n=0) ¢, o segundo (grupo 2), formado por pacientes dos quais 0s 6rgdos
foram retirados quando da parada cardiaca, apos interrupgdo da ventilagdo mecdnica em sala
cirargica {n=6), Em ambos os grupos, foram administradas 30.000 UI de heparina,
previamente & laparotomia, ¢ a técnica de resfriamento rapido foi utilizada, perfundindo-se
solu¢do de conservacgdo atraveés da aorta distal e da vela mesentérica inferior.

No grupd 1, composto por doadores com parada cardiaca ndo-controlada, 33,3%
dos enxertos apresentaram faléncia primaria e trés pacientes necessitaram de retransplante,
devido a trombose de artéria hepatica, fluxo portal inadequado e hepatite por
citomegalovirus. Somente um dos seis figados transplantados apresentou bom
funcionamento apos um ano.

No grupo 2, todos os enxertos funcionaram. Dois pacientes necessitaram de
retransplante, por trombose da artéria hepatica, apos um periodo aproximado de um mes. O
indice de aproveitamento dos enxertos apds um ano era de 50%, & época do relato em
questdo.

Nele, concluiu-se que figados obtidos de doadores com PBC controlada podiam ser
utthizados, enquanto que os conseguidos apds PBC ndo-controlada so deviam ser usados em

casos muito bem selecionados (CASAVILLA ef af , 19953)
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No mesmo ano, o grupo descreveu mais dois pacientes transplantados com figados

retirados apos parada controlada dos batimentos cardiacos, mantendo o nivel de 100% de
funcionamento para os enxertos obtidos nestas condigdes (CASAVILLA ef al., 1995b).
O trabalho de D’ALESSANDRO ef al. (1995) relatou o transplante de cinco figados obtidos
de doadores com PBC controlada em sala cirargica, apos cateterizagdo de artéria e veia
femorais para a administracio de solugdo de conservagio e resfriamento do érgdo. Foi
referido apenas um caso de faléncia primaria, resultado de estenose da veia cava
supra-hepatica e compressdo hepatica pelo fechamento apertado da parede abdominal. O
paciente foi retransplantado apds 14 dias, com outro figado obtido apds PBC, vindo a
falecer por complicagSes de um hemotérax, dois meses depois. Os demais apresentaram-se
em bom estado, com uma média de, aproximadamente, 12 meses de seguimento pos-
operatorio.

As células do parénquima hepatico, acreditava-se, eram o sitio primario de lesGes
decorrentes da isquemia. Atualmente as células dos sinusodides ganharam importancia, com
varios autores descrevendo alteragdes, nestes locais, decorrentes de isquemia fria (MOMIIL
& KOGA, 1990; IKEDA et al., 1992; OKOUCHI,; SASAKY; TAMAKI, 1994).

Varias  evidéncias experimentais sugerem que as células hepaticas
ndo-parenquimatosas sdo mais vulneraveis a lesdes induzidas pela hipotermia (XU et al,
1992). Existem indicios de que o local das lesGes decorrentes de isquemia normotérmica
seria 0 hepatécito, enquanto que a isquemia fria estaria relacionada a danos nas células do
endotélio (IKEDA et al , 1992).

Este estudo analisa as alteragdes no citoplasma e no micleo do hepatocito, que,
teoricamente, poderiam ser notadas apss agressdo isquémica normotérmica, imposta ao
orgdo obtido de doador em assistolia, preservado em solugdo padronizada a 4° C, por um
periodo de quatro horas.

Foi interesse desta pesquisa, ndo sO analisar alterages decorrentes da isquemia
normotérmica, mas também reproduzir condi¢des que, provavelmente, seriam encontradas

no transplante clinico.
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Para isso, o uso do rato neste experimento deveu-se a inimeros motivos. A larga
experiéneia da realizagio de transplante hepatico neste animal, mostrada na literatura, e a
facilidade de manuseto do mesmo foram os fatores primordiais.

O primeiro transplante ortotopico de figado realizado em ratos foi relatado em
1973 e apresentou dificuldades devido & necessidade de se fazer anastomoses
microvasculares entre veias cavas € portas € do ducto hepatico no duodeno, exigindo, ainda,
a descompressdo esplancnica (LEE et al., 1973).

Técrucas simplificadas de transplante ortotopico de figado, em ratos, foram
descritas com razoavel indice de sobrevida , dando novo impulso aos estudos das variaveis
envolvidas neste procedimento cirurgico, mas ainda esbarrando na quantidade e dificuldade
de confecqdo das anastomoses microcirurgicas (LEE, CHARTERS & ORLOFF, 1975).

Apos o relato da utilizacdo de cateteres na feitura destas anastomoses, reduzindo o
tempo cirirgico, o wdice e o periodo de sobrevida dos animais aumentaram sensivelmente
(KAMADA & CALNE, 1979).

Pequenas modificagdes e muitos estudos confirmaram a viabilidade do uso dos
cateteres (MIYATA ef al, 1980, HASUIKE ef al., 1988; STEFFEN et al., 1989, MARNI
& FERRERO, 1933, KAMADA; SUMIMOTO, KANEDA, 1992, GAO ef o/, 1993,
KAMADA & CALNE, 1995) e consagraram esta técnica como padrio para o estudo do
transplante hepatico em ratos.

Na presente pesquisa, apesar da nfo-realizagdo do transplante experimental, as
condigdes técnicas para a obten¢do do enxerto foram respeitadas, conforme descrigdes de
KAMADA & CALNE (1988) ¢ STEFFEN ef af/ (1989}, com minimas modificagdes.

Manteve-se a anestesia com éter e a laparotomia transversal ampla, o que facilita a
manipulagdo das estruturas intra-abdominais. A administragdo de 50 U.LL de heparina foi
feita pela veia cava inferior. O figado foi, entdo, perfundido com 5 ml de solugdo de
Euro-Collins pela veia porta, por um periodo de um minuto, enquanto era exsanguinado pela

aorta € veia cava interior, em suas por¢des no abdome inferior.
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Estipulou-se o periodo de perfusdo para se evitar grandes diferengas na pressio de
administragio da solugdo conservanie.

Com a técnica cirurgica em si, ndo houve maiores dificuidades. A disseccdo para a
identificacio da aorta abdominal ¢ da veia cava inferior foi facilitada pelo o uso de hastes
com pontas de algoddo. A mudanga de tonalidade do parénquima hepatico foi notada
quando da infusdo da solugio conservante pela veia porta.

Como o tempo gasto para a perfusdo, retirada e pesagem do enxerto ndo
ultrapassou dois minutos, o tempo de isquemia normotérmica do Grupo II foi praticamente
nulo.

A escotha da solugdo de Euro-Collins foi baseada em sua undnime eficacia na
preservagdo de enxertos em periodos curtos de isquemia fria (SUNDBERG ef a/., 1990,
IKEDA et al, 1992). Ndo ha mudancas na morfologia hepatica até um periodo de quatro
horas em solugdo de Euro-Collins { MOMII & KOGA, 1990).

O uso da solugdo de Euro-Collins, durante um periodo de quatro horas, nio
acarreta alteragdes importantes na morfologia hepatica, mas a permanéncia do enxerto em
solugdo de preservaglio a 4° C, obrigaténa durante o transplante clinico, poderia interferir
nas alteragoes celulares de hepatocitos submetidos 4 isquemia normotérmica.

Por isso, o grupo 1l foi submetido a um periodo de isquemia normotérmica e, os
dois grupos, a um mesmo periodo de isquemia hipotémica.

O uso da solugio de cloreto de potassio a 19,1%, na indugdio da paralisagdo dos
batimentos cardiacos nos ratos do grupo Ii, foi determinado pela auséncia de dados que
indicassem danos causados pela mesma as células hepaticas, Os efeitos déletérios sobre a
atividade elétrica do coragdo representam as conseqgiiéncias mais importantes da
hipercalemia (MUDGE & WEINER, 1991).

Os anmimais provenientes do Biotério da Universidade de Campinas tinham a
mesma idade e pesos semelhantes, conforme os calculos estatisticos apresentados.

Verificou-se valores maiores de peso dos enxertos do grupo Parada, apds o

procedimento padronizado para obtegdo dos mesmos.
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Isto poderia ser explicado pela grande quantidade de hemacias encontradas nos
espagos vasculares. Este fato leva a crer que haveria a necessidade de infusdo de um volume
maior de solugdo de preservagdo, que promovesse a limpeza desses espagos vasculares.

Uma outra hipdtese para o peso maior dos figados do grupo Parada seria a
tumefagdo celular aguda (edema celular), uma das manifestagdes mais precoces e comuns da
lesdo isquémica. Ela é reversivel e determinada por um distarbio na regulagio do volume
celular pela membrana citoplasmatica (CONTRAM, KUMAR; ROBINS, 1991).

A queda no fornecimento de oxigénio condiciona uma redugdo na oxidagdo dos
acidos graxos, conduzindo a uma diminuicdo do ATP. Estes e outros fatores acabam por
levar a uma menor utilizagdo de acidos graxos, permitindo um acumulo de lipidios no
citoplasma dos hepatdcitos. A manifestagio morfolégica mais comum dos transtornos do
metabolismo das gorduras, em quaisquer dos varios niveis em que podem ocorrer, €
representada pela esteatose hepatica. Ela inicia-se no hepatdcito, na parte adjacente ao
sinuséide, pelo aparecimento de goticulas de gordura, triglicérides em grande parte (RASO
& BOGLIOLO, 1987).

Constatam-se diferentes relatos apoOs transplantes usando-se enxertos com
esteatose. Sdo descritos casos de disfungdo primaria do orgdio (NEUHAUS ef al., 1984,
D’ALESSANDRO er a/,, 1991, MOR et al, 1992, POST et al., 1993) e de bons resultados
dos implantes de figados com moderada ¢ grave esteatose (KARAYALCIN ez a/., 1994).

Na grave, a ma fungdo do enxerto ocorreria devido a obstrugio dos sinusoides,
pelo congelamento das goticulas de gordura durante o periodo de preservagdo
(D’ALESSANDRO et af,, 1991). Existe a necessidade de estudos mais aprofundados que
expliquem os resultados conflitantes.

Apos analise, por microscopia optica, do tecido hepatico deste experimento, notou-
s¢ que houve um maior acumulo de gordura citoplasmatica no grupo Parada,
predominantemente em posigdo centrolobular, enquanto que no grupo Normal, esta gordura

apresentou-se em menor quantidade e espalhada por todo o citoplasma.
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A presenga de lipidios nos citoplasmas dos hepatécitos deste estudo vem de
encontro ao descrito anteriormente e ao verificado por IKEDA et al. (1992). Estes
pesquisadores relataram a presenga de discreta esteatose microvesicular em areas
centrolobulares, apds quatro horas de isquemia hipotérmica em solugdo de Ringer lactato,
em contraste a grandes areas de esteatose micro ¢ macrovesicular nos hepatocitos,
particularmente apds 60 minutos de isquemia normotérmica.

As laminas observadas sob a propriedade fisica da birrefringéncia mostraram um
aspecto interessante . as areas com gordura no citoplasma do hepatdcito de figados
submetidos & 1squemia normotérmica foram birrefringentes, efeito ndo notado no grupo
Normal. Este aspecto, sugere uma diferenga na constituigdo dessa gordura, que poderia ser
confirmada por meio de provas histoquimicas.

A quantificagdo da gordura nos figados com esteatose seria de interesse na
avaliagio dos mesmos e na tentativa de se estabelecer limites para o uso de enxertos nesta
condicdo.

Meétodos ndo-invasivos, como a Ressonincia Magnética, sdo promissores
(LEVENSON ef al., 1991, PETERSEN ef al., 1996).

As analises quantitativas de material obtido por bidpsia também estdio nos
resultados preliminares. HALL et al. (1996) colaboradores descrevem um método com o
uso de tetroxido de dsmio, microscopia Optica e no¢des de morfometria.

A esteatose notada visualmente foi quantificada no presente trabalho, por analise
morfométrica digital (Global Lab Image ®), levando-se em conta os valores de Area e
Absorbancia Média (OD).

De fato, torna-se necessario que as descrigdes pseudoquantitativas sejam
substituidas por dados matematicos passiveis de tratamento estatistico (COTRIM et af,

1990}, objetivando uma comparagio fidedigna.
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A heterogeneidade das goticulas aferidas dificulta uma analise mais apurada A
comparagao estatistica entre a amostra do grupo Normal e duas amostras do grupo Parada
confirmou uma maior presenga de gordura no citoplasma de hepatocitos deste dltimo, como
foi notado visualmente. Comparando, ainda, o grupo Normal a uma terceira amostra do
grupo Parada, esta diferenga ndo foi estatisticamente significante.

Os malores valores de OD nas areas citoplasmaticas com gordura, foram
encontrados nos hepatécitos do grupo Parada. Este pardmetro, que € medido por niveis de
cinza, atesta uma maior concentragdo de lipidios nestas areas.

Os resultados denotam que o método de quantificagio aplicado necessita de
aperfeigoamentos para a avaliagdo da gordura citoplasmatica.

Durante o periodo de isquemia, o nivel de ¢nergia celular cai rapidamente e ha
disturbios na fun¢do mitocondrial e da membrana celular, bem como redugdo na sintese
protéica (FARBER; CHIEN; MITTNACHT, 1981, HASSELGREN et al, 1983
FORNANDER ef a/., 1985). Alteragdes do suco nuclear ¢ da cromatina podem aparecer
precocemente, mesmo sob a agdo de agressdes de pequena intensidade (TAFURI, 1987).

No intuito de realizar uma andlise rigorosa do comportamento do hepatdceito
submetido as condigdes impostas pelo experimento, quanto ao nucleo, usou-se também a
morfometria.

Neste trabatho, modificagdes no tamanho ¢ no conteudo nuclear dos hepatocitos
submetidos a condi¢des de isquemia normo e hipotérmica foram observados pelos processos
manual e digital.

A analise manual pelo equipamento Kontron-Mop-Videoplan ® permitiu avaliar 0s
parametros Area, Perimetro e Fator Forma dos nucleos de hepatocitos.

Em relagdc 2 Area e Perimetro, os maiores valores foram encontrados no grupo
Parada, de forma estatisticamente sigmficante.

O Fator Forma, pardmetro que se aproxima de 1 quanto mais proxima da forma
esférica apresentar-se a estrutura avaliada, manteve-se com valores semelhantes para ambos
os grupos. Estes valores ficaram bem proximos da unidade (1), mostrando que os nucleos

permaneceram com a forma estérica.
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Algumas hipoteses podem explicar o aumento da Area nuclear dos hepatécitos
submetidos 4 trinta minutos de isquemia normotérmica. A absor¢3o de liquidos, como dito
anteriormente, levando a tumefagdo celular aguda, manifestagdo comum da lesdo isquémica,
aumenta o volume celular.

Uma outra hipétese seria uma mudanga na quantidade do conteido nuclear apoés a
agressio. Na intengdo de se estudar este pardmetro, retiraram-se algumas amostras para
serem analisadas de maneira digital.

Esta analise dos nucleos pelo GLOBAL LAB Image ®, realizada a fim de
confirmar os dados obtidos manualmente quanto & Area e de inferir mudangas na quantidade
de cromatina, nos da os parametros . Area em um?, Perimetro em pm, Absorbancia Média
{OD), Absorbancia Total (I0D), e Fator Forma.

Os nucleos dos hepatocitos de um rato apresentam-se nas formas diploide,
tetrapldide e octoploide (VIDAL et al, 1994), mostrando uma caracteristica trimodal,
quando analisados estatisticamente.

Apesar das condigdes isquémicas impostas pela pesquisa, estes nicleos mantiveram
a caracteristica trimodal, conforme os histogramas mostrados nos Quadros 5,6, 7,8 e 9.

As amostras dos grupos I e II, quando comparadas, mostraram que os hepatocitos
de figados submetidos a isquemia normo e hipotérmica (GII) possuem Areas nucleares
maiores, confirmando os dados obtidos pelo sistema manual,

A Absorbincia Média (OD) ¢ a variavel que indica a concentragdo do conteido
nuclear, Foram encontrados maiores valores nos niicleos de hepatocitos submetidos apenas &
isquemia hipotérmica {GI).

Levando-se em counta as areas nucleares aferidas e suas respectivas concentragdes,
chegou-se a varidvel Absorbancia Total (IOD), que pode indicar modificagdes distintas no
DNA. Os indices de IOD nos grupos [ e II foram considerados semelhantes, levando a crer
que estas modifica¢des no material genético ndo ocorreram.

Em relagio ao Perimetro nuclear, este foi maior no grupo Parada, dado ja

esperado, e que confirma o descrito para a variavel Area.
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Os valores de Fator Forma, medidos pelo sistema digital, apresentaram-se bem
proximos da unidade (1) e semelhantes entre os grupos. Isto demonstra que os nucleos
estudados, pertencentes aos dois grupos, mantiveram a forma esférica, ndo alterada pela
agressdo isquémica. Houve uma confirmagdo dos dados obtidos pela analise manual.

Pelo aparato manual, as unidades de area e perimetro sdo dadas em pixel, que
corresponde a uma linha do conjunto que forma a imagem no monitor de video.

Com o objetivo de correlacionar os valores obtidos ¢ dota-los de uma mesma
unidade (um), usou-se um artificio simples. Apds alcangar-se a média, em pixel, de quinze
medidas de 100 um?, em idmina micrométrica, chegou-se por regra de trés, a uma constante.

Neste estudo, o valor de 1 pm? ¢ igual a 1 pixel?, multiplicado pela constante 0,21,
Os valores em pm? das areas nucleares medidas manualmente sdo semelhantes aos aferidos
por processo digital, atestando a qualidade dos métodos.

O figado ¢ um orgdo de grande complexidade, composto por sete tipos diferentes
de células, com as quais realiza mais de 5000 fungdes (LaBRECQUE, 1994). Nio existe, no
momento, um parametro ou exame que prediga a fun¢io de um enxerto apos o transplante e
sabe-se da extrema dificuldade em se obté-los.

Os estudos morfologicos podem contribuir para que se entenda o comportamento
dos orgdos, nas diversas situages envolvidas nos transplantes. Aliados a dados clinicos,

trardo respostas que definirdio o futuro de mithares de pessoas.
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6 . CONCLUSAOQ



Este estudo permite concluir que

1 - O hepatocito do figado submetido a 30 minutos de isquemia normotérmica e a
quatro horas de isquemia hipotérmica apresenta um maior acimulo de gordura em seu
cttoplasma, preferencialmente ao redor dos vasos hepaticos (centrolobular), em comparagio

ao hepatdcito do figado submetido a quatro horas de isquemia hipotérmica.

2 - O hepatocito do figado submetido a 30 minutos de isquemia normotérmica e
quatro horas de isquemia hipotérmica (G 11) apresenta Area e Perimetro nucleares maiores

que o hepatocito de figado submetido a quatro horas de isquemia hipotérmica (G I).
3 - O nucleo dos hepatocitos do G I e do G I1 mantém a forma esférica.

4 - O hepatécito de figado submetido a 30 minutos de isquemia normotérmica e a
quatro horas de isquemia hipotérmica apresenta Area nuclear maior, porém, uma
Absorbincia Média menor, ao contrario daquele submetido a quatro horas de isquemia
hipotérmica, 0 qual apresenta Area nuclear menor e Absorbancia Média maior. Isto sugere

que ndo ha diferenga na quantidade de cromatina entre os hepatdcitos dos dois grupos.
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7. SUMMARY



Liver transplantation from non-heart-beating donor is an alternative for the rise of
the donors’ number.

With the intention of analyzing the behavior of the obtained organ in these
conditions, this study aimed to detect variances of the cytoplasmic fat and alterations of
hepatocytes nucleus of livers submitted to a distinct periods of the normothermic ischemia
and 1dentical of hypothermic ischemia.

Twenty-five Wistar rats were used, bearing the same age and straim, divided into
two groups compounded by 12 (group ) and 13 (group II) animals, which weights were
similar (p=0,0030).

Those from group I undergone laparotomy and the standard procedure for
obtaining graft for transplantation. The organ was withdrawn and maintained, for four hours,
in a Euro-Collins solution at 4°C.

The same procedure was perforried in the group I, thirty minutes after the cardiac
standstill.

The cytoplasmic fat was analized visualy in cuts of hepatic fragments, stained with
Sudan Black B solution, and a great accumulation was noted, in the group II, predominantly
in the centrilobular region.

Nucler were analized by manual morphometry with Kontron-Mop-Videoplan ®
equipment checking Area, Perimeter and Roundness, in imprints taken to a Feulgen reaction.
It was certified that the nuclei of the group Il presented greater nuclear Area and Perimeter
(p=0,0001, p=0,0001). Values of Roundness were similar (p=0,1780} and near the unit (1),
private of the structures with spherical shape.

With the intention of emphasizing mathmatically the obtained data visualy over the
cytoplasmic.fat, and certify the values of manual measurement of hepatocyts nuclei, digital
morphometric analysis was performed in random samples, with Global Lab Image ®
equipament measuring Area, Penimeter, Optical Density ( concentration indicator),

Integrated Optical Density ( Optical Density x Area) and Roundness.




Parameters analised over the fat were Area and Optical Density. The digital analysis
confirmed a great presence and concentration of fat in the hepatocyte citoplasms of group il.
The heterogeneity of the areas makes a more accurate checking difficult, showing that the
method needs improvement.

According to the nucleus, the digital checking of the Area, Perimeter and
Roundness confirmed the obtained data by manual morphometry. The Optical Density values
were smaller in the group II and those of Integrated Optical Density similar between the two
groups, suggesting no alteration in the nuclear contents.

Work results indicate that the hepatocyte, from obtained livers, after thirty minutes
of normothermic ischemia and mainteined in a preservation solution at 4°C over four hours,
comprise a higher quantity of fat in its cytoplasm, presenting greater nuclear Area and
Perimeter, when compared to the livers maintained in a preservation solution at 4°C over
four hours.

Hepatocyte nuclei of both groups maintained the spherical shape.
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