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Foi estudado o efeito de andlogo de prostaglandina E1 sobre as lesdes teciduais hepaticas
que ocorrem durante o periodo de isquemia fria com o objetivo de verificar se sua

utilizagdo em solugdo de perfusio proporciona maior protegfio ao parénquima hepatico.

Utilizou-se 30 ratos machos, divididos em dois grupos: controle, perfundido com solugo
de Wisconsin ¢ o segundo grupo perfundido com solugdo de Wisconsin acrescida de
analogo de prostaglandina E1 (misoprostol). Foram colhidas bidpsias imediatamente apos a

perfusdo e depois com intervalos de 12, 18 e 24 horas ap6s a perfusio.

As varidveis estudadas em cada bidpsia foram edema intersticial, degeneragdo hidrépica,
degeneracdo gordurosa, lesfio endotelial, lesdo do epitélio biliar, necrose celular e infiltrado
inflamatério. Essas varidveis foram comparadas em cada grupo com o teste de Mann-

Whitney, para variaveis ndo paramétricas.

Nos periodos de 12 e 18 horas nfio observou-se diferenca significativa em nenhuma
variavel entre os grupos. No periodo de 24 horas foi observado uma diferenca significativa

(p<0,001) nas varidveis necrose celular, lesdo endotelial e infiltrado inflamatério.

Conclui-se que a utilizagio de andlogo de prostaglandina E1 na perfusdo hepatica confere

prote¢io ao tecido hepético quando submetido a um periodo de isquemia mais prolongado.

Resumo
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The effect of prostaglandin E1 analogue in hepatic injury during cold ischemia were
evalueted in this study. The objective to verify if occur attenuation in the ischemic liver
damage.

Thirty male rats were divided in two groups of 15 animals each: control, where was
perfunded with University of Wisconsin solution and test group, which was perfunded with
this solution added of prostaglandin E1 analogue (misoprostol). Biopsies were obtained
immediately after perfusion and with 12, 18 and 24 hours after the perfusion.

The variables analysed were tissular edema, hidropic changes, fatty changes, endothelium
injury, bile duct injury, necrosis and inflammatory process. The Mann-Whitney test for
non-parametric variables was used to compare the samples.

In the period of 12 and 18 hours no statistical differences were found in biopsies. In the
period of 24 hours necrosis, endothelium injury and inflammatory process were
significantly more (p < 0,001) in control group.

The author conclued that utilization of prostaglandin E1 analogue in hepatic perfusion has a

protective effect of hepatic tissue injury during prolongated storage.

Abstract
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Na tGltima década, com os avangos na imunossupressdo ¢ na preservagdo de
6rgéos, o transplante hepatico firmou-se como método de escolha para tratamento de

doencas hepaticas em fase terminal.

Os métodos de preservagio t&m como objetivo manter o 6rgéio com um minimo
de lesio tecidual pelo maior periodo de tempo possivel, permitindo com isso o transporte
do 6rgdo do local de captagéio até o centro de transplante, o preparo adequado do receptor e
da equipe médica responsavel pelo implante do érgdo, mantendo-o com boa qualidade

funcional no periodo pds operatdrio.

Em 1967, BELZER obteve sucesso na preservacdo de rins por até trés dias com
perfusio continua destes com crioprecipitado. COLLINS, em 1969, com uma solugfo
altamente concentrada em potassio, magnésio, glicose e fosfato preservou rins
satisfatoriamente por 30 horas, sem necessidade de perfusdo continua. Esse tornou-se o
método de escolha para preservacio de rins, figado e péncreas até o final da década de
1980, quando a solugdo da Universidade de Wisconsin comegou a ser utilizada. Esta
solugiio ¢ constituida por lactobionato de potassio (100mmoll) .rafinose (30mmoll),
fosfato de potassio (25mmol/l), glutationa (3mmoVl), adenosina (Smmol/1), alopurinol
(1mmol/) , sulfato de magnésio (Smmol/l), insulina (16mg/l), penicilina (200.000 UL,
dexametasona (16mg/l) sodio (25mmol/l) e potassio (125mmol/l), permitindo preservagio
hepatica por até 24 horas (TODO e NERY, 1989 D’ALESSANDRO et al.,1994;
KALAYOGLU et al,, 1988; PLOEG et al.,, 1992). O potassio mantém o gradiente iénico, a
rafinose minimiza o edema celular enquanto glutationa e dexametasona diminuem a

ativagio leucocitéria ¢ liberagdo de radicais livres (WERF et al., 1998).

Na pratica, porém , o periodo de isquemia fria associado 4 boa fungfo do 6rgdo
e boa evolucio pos operatoria do receptor tem se mostrado bem menor (KUROKAWA
et al.,1999; BROKELMAN et al., 1999). A faléncia priméria do enxerto que ocorre em 5 a
10 % dos transplantes com alta mortalidade e necessidade de retransplante esta associada a
lesBes ocorridas durante o periodo de isquemia fria (PLOEG et al., 1993).

Durante o perfodo de isquemia, a auséneia de oxigénio resulta num acumulo de
NADH ¢ deplecio de ATP e NAD+ por falha no mecanismo de fosforilagio oxidativa.

Estas duas ultimas moléculas sdo fundamentais para a glicolise. A reagfo da lactato
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dehidrogenase produz lactato ¢ NAD+ a partir de piruvato ¢ NADH e ions H+ . Com isso
ocorre esgotamento energético ¢ quebra da homeostase celular e liberagdo de radicais
livres.(PEGG, 1986 ; KERRIGAN e STOTLAND, 1993).

Os hepatécitos parecem suportar melhor a deplegfio das reservas de energia,
uma vez que apresentam estoque de glicogénio que pela via da glicogendlise ainda pode
fornecer ATP para a célula (MIES et al., 1991) . Porém células endoteliais e biliares sdo
mais sensfveis 4 anéxia podendo quando lesadas acarretar complicagdes como trombose na

microcirculagdo , necrose tecidual e colestase (PALOMBO et al,, 1991).

J4 foi demonstrado que durante a isquemia fria ocorre edema das células com
lesiio destas e que a propria temperatura acarreta alteragdes no estado da membrana lipidica
celular ( SOULTHARD e BELZER, 1993; SCHILLING et al, 1998; MARUBAYASH!
et al., 1980) .

Os principais problemas relacionados & preservagfio do 6rgdo sdo a faléncia
primaria do enxerto em até 10% dos casos (KUROKAWA ¢ TAKAGI, 1999) ¢ a
diminuiciio do fluxo de bile ap6s reperfusio do enxerto, com até 30 % de complicagGes
relacionadas 3s vias biliares (DOUSSET et al.,1994 ; RENTSCH et al., 1996).

Estas complicacbes estdo relacionadas, dentre outros fatores & trombose e
faléncia da microcirculagiio intra-hepatica e lesdes do epitélio biliar com diminui¢do da
excregdo biliar e lentificagio do fluxo biliar intra-hepatico (KOEPPEL et al., 1998) .

O aprimoramento das solugdes de preservago tem sido tentado continuamente,
visando uma melhor preservagfio da estrutura e fungio dos 6rgfos. A utilizagdo de analogos
de prostaglandinas E2 e 12, misoprostol e 6xido nitrico (TOTSUKA et al.,, 1999; NILSSON
et al, 2001; CURTIS et al., 1993; SUYLICHEM et al., 1997) , bloqueadores de canais do
calcio (BROIN et al, 1997; CARTAYA et al, 1991) , antagonistas de calcio (KIM e
SOULTHARD, 1997) , inibigdio da sintese de glutationa (ATMACA ¢ FRY, 1998) , frutose
1-6 difosfato (FAVERO, 2000) tém mostrado, em estudos experimentais, urma diminuico
das lesdes teciduais durante o periodo de isquemia e minimizado as lesOes apos a

reperfusdo do Orgéo.

Introducio
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As prostaglandinas Al, A2, Bl, El, E2 , 12 ¢ F 2 alfa sfo potentes
vasodilatadores (ROBINSON et al, 1973). As prostaglandinas E1, E2, e I2 ainda agem
como antiagregantes plaquetérios e reduzem agregacfo e ativagdo leucocitaria, bem como
liberagfio de histamina (PETERS et al., 1984). Verificou-se que as prostaglandinas E2 e I2
conferem proteglio aos sinusodides hepéticos durante a isquemia fria devido a reducfo da
liberagic de proteases e radicais livres de oxigénio pelos leucécitos. Isso ocorre devido a

diminui¢do da atividade e agregac¢do leucocitaria ( KLEIN et al., 1999; ARAI et al., 1999).

Os efeitos protetores das prostaglandinas sobre o tecido hepatico foi relatado
inicialmente por STACHURA et al. em 1981. Desde entfo, outros estudos tém sido
realizados demonstrando reducfio nas lesGes teciduais durante o periodo de isquemia,
induzidas pela baixa temperatura, pela anoxia (CRAFA et al.,1991; HELLING et al., 1995;
LAMBOTTE et al,1988; SIKUJARA e MONDEN,1983; STEININGER et al,1988;
OLTHOFF ¢ WASEF, 1991; BESSE et al.,1989; OKABE et al., 1986). As prostaglandinas
El e Il também demonstraram efeito protetor sobre lesdes hepatociticas induzidas por
organoclorados e por radicais superoxidos (NAKANO ¢ MONDEM, 1994; MIZOGUCHI
et al., 1987).

O mecanismo de agfo que confere as prostaglandinas seu efeito protetor é a
ativacio da adenil ciclase que acarreta um aumento de monofosfato de adenosina (AMP
ciclico) intracelular (SWEAT e WINCEK ,1973; WISE e JONES, 1994). Nos hepatocitos,
o AMP ciclico leva a um efluxo de cdicio que diminui a les8o celular durante o periodo de
isquemia (LEVINE, 1970) . O acimulo de calcio intracelular ativa a enzima ATP-ase
cdlcio dependente, provocando a deplecfio das reservas teciduais de ATP; ativando também
enzimas proteoliticas que causam lesio da membrana celular através de peroxidagfo
lipidica (NICOTERA et al., 1986). A diminui¢do do céicio intracelular leva a vasodilatagéo
e, o aumento de AMP ciclico inibe o processo de agregacgéo plaquetaria (YUN et al.,1991;
GEIGER et al., 1994).

A agregacfio e ativagfio leucocitaria provocam les@io celular através da liberagfo
de radicias superdxidos pela NADPH oxidase. Com o aumento de AMP ciclico ocorre

redugio do cdlcio intracelular nos neutr6filos e ativagcio da proteina C quinase; com

Introducdo
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supressdo da agregacdo neutrofilica , liberagdo de enzimas lisossomais e ativagio da
NADPH oxidase (MITSUYAMA et al., 1993) .

O epitélio biliar apresenta lesbes estruturais em periodo de isquemia fria mais
curto que o hepatdcito, acarretando as complicagBes ja referidas. Sua lesiio decorre dentre
outros fatores da lesfio dos sinuséides pericanaliculares e da agfo de radicais livres (YASUI
et al., 1998).

O misoprostol € um analogo da prostaglandina E1, disponivel sob a forma de
drageas com 200mcg da droga em cada unidade. Ja foi demonstrado que administracio de
prostaglandinas, dentre as quais a prostaglandina E1 ou seu andlogo, o misoprostol, reduz a
lesdo tecidual hepatica durante periodos de isquemia quente e apds a reperfus3o do 6rgio
(ARAI et al.,,1999; CRAFA et al.,1991; TOTSUKA et al.,1999; CURTIS et al., 1993). Em
estudos utilizando prostaglandina E1 ou seus anilogos em solugfio de perfusio de figado e
rins, obteve-se melhor preservagfio dos 6gfios com doses variando entre 10 meg/kg a 100
meg/kg , observando-se gque a um aumento da concentragio da droga nfio correspondia
incremento semelhante na preservacio do orgdo (HELLING et al, 1995; MIZOGUCHI
et al., 1987).

Sabe-se que alteragBes celulares durante perfodos de isquemia sfo
proporcionais & intensidade da agresséo e sfo o resultado final das alteracGes bioquimicas e
moleculares pelas quais o tecido € acometido, sendo passiveis de avaliagio ¢ mensuracio

por microscopia optica ou eletronica (IASI et al.,1996; CHAPCHAP, 1992).

O misoprostol ¢ um andlogo de prostaglandina E1 de custo acessivel ¢ facil
manipulacéo que pode vir a ser utilizada na pratica clinica para perfusfio de drgdos com o

objetivo de minimizar as lesbes teciduais durante o periodo de isquemia fria.

Introducio
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O trabalho proposto analisa as altera¢des ocorridas, durante isquemia fria , no
parénquima hepatico de ratos submetidos a hepatectomia total, apos perfusio com solugéo
da Universidade de Wisconsin e perfusio com essa solugfo acrescida de analogo de

prostaglandina E1 (misoprostol).

Objetiva-se com isso identificar as lesdes teciduais mais freqlientes em cada

grupo ¢ verificar se a perfusdo com andlogo de prostaglandina E1 proporciona sua

atenuac3o.

Objetivo
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Preparo dos animais

Foram estudados dois grupos de Rattus norvegicus , variedade albina, da
linhagem Wistar, machos, compostos cada grupo por quinze animais, procedentes do
biotério do Niicleo de Cirurgia Experimental da Faculdade de Ciéncias Médicas da
UNICAMP. A idade dos animais é de oito semanas de vida, com seu peso variando de 290

a 315 gramas, com média de 302 gramas.

Os animais foram mantidos em gaiolas coletivas, com temperatura controlada,

alimentados com rago padronizada e agua ad libitum .

Esta pesquisa foi aprovada pela Comissdo de Etica em Fxperimentacio Animal
do Instituto de Biologia da UNICAMP, sob protocolo 200-1.

Todos os animais foram anestesiados por via endovenosa, através de pungio na
veia caudal, com pentobarbital (tiopental sédico) a 2,5% na dose de 20 mg para cada 1 kg
de peso ¢ mantidos em ventilagio sob mdscara com oxigénio a 100 % (CARUY, 1998). A
efetividade da anestesia foi verificada observando-se auséncia do movimento de retirada

ap6s preensdo plantar com pinga.

A seguir, os animais foram submetidos a tricotomia da regifio abdominal com
tonsurador elétrico e colocados em deciibito dorsal horizontal, fixados & prancha operatoria
por meio de fita adesiva. A antissepsia foi realizada com solugfo de élcool iodado a 2% ¢ o

campo operatorio foi delimitado por um campo fenestrado.

O acesso 4 cavidade abdominal foi obtido através de uma incisdo subcostal
bilateral, sendo a parede abdominal rebatida inferiormente, proporcionando campo
cirfirgico amplo na regifio hepatica. Todos os animais foram operados pelo mesmo

cirurgidio.

Método
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Preparo da solugfio de preservacio

Foram utilizadas solugdo de perfusio da Universidade de Wisconsin, marca

Viaspan ® no grupo controle.

O andlogo de prostaglandina E! utilizado foi o misoprostol,
Cytotec ® — laboratério SEARLE, obtido apds aprovagio do projeto de pesquisa pela
vigildncia sanitaria ¢ pelo Conselho Regional de Medicina do Estado de SZo Paulo. As
drageas de misoprostol, contendo 200 meg da droga cada, foram obtidas na farmécia do
Centro de Atendimento Intergral 4 Satde da Mulher (CAISM) da UNICAMP.

Cada dragea de misoprostol foi diluida em 100 ml de SF 0,9%, formando uma

solugio contendo 2,0 meg de misoprostol por ml.

A cada 46 ml da solucdo de perfusio de Wisconsin foram acrescidos 4,0 ml da

solugio de misoprostol , de forma a conter 8 mcg de misoprostol (25 meg/ kg de peso).

Perfusio

Ap6s o preparo do campo cirtrgico, foi realizado dissecgfio romba da aorta e da
veia porta com hastes flexiveis com ponta de algodfo. A aorta foi isolada com fios de
sutura ( algodfio 4.0) acima da emergéncia das artérias iliacas comuns e acima da
emergéncia do tronco celiaco. A veia porta foi isolada, igualmente, préximo a sua origem.
Com as estruturas devidamente isoladas foram administradas 300 UI de heparina pela veia

caudal do animal.

A seguir, a aorta e a veia porta foram cateterizadas, com cateter de silicone, sendo
realizado a ligadura da aorta acima do tronco celiaco ( figura 1). Foram infundidos 30mi de
solugiio de perfusdo na aorta e 20 ml na veia porta, a 4° C , a uma velocidade de 5 mi por
minuto, com pressdo de 30 cm de agua. No inicio da perfusio realizou-se a secgdo da veia
cava inferior supra-hepatica, a fim de promover a drenagem hepatica. O figado foi

envolvido com SF 0,9% congelado, moido durante o perfodo de perfusio.

Método
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Figura 1 - Observa-se a aorta (3 esquerda) e a veia porta (& direita) cateterizadas,

antes do inicio da perfusio.

Imediatamente apds o término da perfusfio, foram colhidas biépsias hepaticas que
foram fixadas em formalina a 10% por 24 horas. O 6rgdo foi acondicionado em recipiente
plastico, banhado por solugdo de perfusdio e armazenado a uma temperatura de 4 ° C. Novas
biéspsias foram realizadas com 12, 18 ¢ 24 horas ap6s a perfusio e fixadas em formalina
10%.

O primeiro grupo, denominado grupo controle, teve o figado perfundido com
solugiio da Universidade de Wisconsin, enquanto o segundo grupo, denominado grupo

teste, foi perfundido com a mesma solugfo acrescida de prostaglandina E1 25 meg/kg.

Méfodo
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Figura 2 - Hepatectomia total. Observa-se o figado imediatamente apos
perfusio.

Andlise histolégica

As amostras obtidas foram coradas pelo método de hematoxilina e eosina e pelo
tricrémio Masson. A andlise das biopsias foi feita por um patologista e pelo autor do

trabalho.

Apbés o preparo histologico as l4minas foram numeradas continuarente dela
240, nfio permitindo a identificagiio do grupo de animais ou do periodo de isquemia pelo
patologista ou pelo autor durante sua andlise. Apos essa andlise a numeragao foi removida,

permitindo a identificagfio do animal, grupo a que pertencia e tempo de isquemia.

Foi utilizado microscépio optico , em aumentos de 20 a 200 vezes. e as lesGes

teciduais foram classificadas segundo os seguintes pardmetros:
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A - Edema intersticial:
- 0-semedema
- 1 - espago intercelular levemente aumentado

- 2- aumento do espago intercelular em 1/3 do didmetro das células

parenquimatosas

- 3 - aumento do espago intercelular maior que 1/3 do didmetro das células

parenquimatosas
B — Degeneracéio hidropica das células
- 0 - sem degeneracio hidrépica
- 1 - goticulas pequenas ¢ esparsas
- 2 - goticulas que abrangem mais que 50% do citoplasma

- 3 - citoplasma repleto de goticulas ou atenuagfio textural

C —Degeneracio gordurosa
- 0 - sem degeneracgdo gordurosa
- 1 - goticulas pequenas e esparsas
- 2 - goticulas que abrangem mais que 50% do citoplasma

- 3 - citoplasma repleto de goticulas gordurosas

D - Les#o do epitélio biliar

0 — auséncia de lesdo

1

1 - pequena descamacéo em menos de 50% dos ductos

2 - descamacdo de 50% ou mais dos ductos

3 - auséncia de revestimento celular dos ductos
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E — Infiltrado inflamatdrio
- 0 - células inflamaté6rias ausentes em espago portal e sinusoidal
- 1 - células inflamatorias esparsas em espaco portal e sinusoidal
- 2 - células inflamatérias infiltrando espago portal, sinusoidal e intersticial

- 3 - intenso infiltrado de células inflamatérias

F — Lesio endotelial

- 0 —auséncia de lesdo, endotélio integro

- 1 - destacamento leve de células endoteliais

- 2 - perda do revestimento endotelial em até 50% dos vasos

- 3 - perda do revestimento endotelial em mais de 50% dos vasos.
G —Necrose

0 — auséncia de necrose celular

1 - até 25% de necrose

2 - 25 a 50% de necrose

3 - acima de 50% de necrose

As alteracdes teciduais foram classificadas de 0 a 3 correspondendo o zero a

auséncia de alteragGes, 1 a alteragdes leves, 2 a moderadas e 3 a alteracles graves.
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Analise Estatistica

Foram comparadas cada variavel do grupo controle ¢ do grupo teste, entre si,

nos periodos de 12, 18 e 24 horas.

Nos casos onde foi verificado apenas alteragbes leves nos dois grupos, foi

aplicado o teste exato de Fisher.

Onde houve lesBes com diferentes graduagdes em um ou nos dois grupos,

utilizou-se o teste de Mann-Whitney para varidvels nfio parametricas.

A hipétese de igualdade das variaveis de cada grupo foi rejeitada para valores
de p< 0,05.

Método
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Todos os animais foram submetidos a bidpsia no momento imediato apés ao
término da perfuséo. Novas amostras foram coletadas 12 horas, 18 horas e 24 horas apés a
perfusio.

Todas as bidpsias realizadas imediatamente apos a perfusio néo apresentaram
edema intersticial, degeneracfio hidrépica ou gordurosa, lesdes em endotélio e epitélio
biliar, infiltrado inflamatério ou necrose do parénquima; funcionando portanto como
controle de uma perfusio adequada e auséncia de alteragbes pré existentes nas amostras

estudadas.

As amostras colhidas ap6s 12 horas de isquemia demonstraram edema
intersticial leve em trés casos em cada grupo. Néo foram observados degeneracio hidropica
ou gordurosa, lesfo de endotélio ou epitélio biliar, infiltrado inflamatério ou necrose

tecidual em nenhuma amostra nesse periodo.

Apbs 18 horas de isquemia, observamos trés casos de edema intersticial leve no
grupo controle e quatro casos de edema intersticial leve no grupo perfundido com solugéo
acrescida de analogo de prostaglandina E1. Degeneracéo gordurosa foi observado em sua
forma leve em dois casos em cada grupo. O grupo controle apresentou apenas um caso de
degeneraciio hidrépica enquanto o grupo teste apresentou dois casos. Infiltrado inflamatorio
leve foi observado em trés casos no grupo controle e dois casos no grupo teste. Os dois
grupos apresentaram trés casos de necrose celular em sua forma leve. O epitélio biliar
apresentou lesdio leve em trés casos no grupo controle e dois casos no grupo teste.
Observou-se trés casos de lesfio moderada de endotélio e outro de lesdo leve no grupo

controle , enquanto o grupo teste apresentou apenas um caso de lesdo endotelial leve.

No perfodo de isquemia fria de 18 horas todas as varidveis apresentaram valor

de p > 0,05 ; sendo lesdo endotelial a variavel onde observou-se o menor valor de p
(p=0,12).
Esses dados sdo mostrados nas tabelas 1 e 2.

Com 24 horas de isquemia fria, foram observados cinco casos de edema
intersticial leve no grupo controle e quatro no grupo teste. Degeneragfo gordurosa foi
observada em sua forma moderada em dois casos e na forma leve em um caso no grupo

controle e apenas dois casos na forma leve no grupo teste.
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Os dois grupos apresentaram dois casos de degeneragdo hidropica leve.
Infilirado inflamatdrio leve foi encontrado em dez casos, moderade em trés casos e grave
em um caso no grupo controle. No grupo teste foi observado infiltrado inflamatorio em sua

forma leve em tr8s casos.

Observou-se dez casos de necrose celular leve, dois moderados e um grave no

grupo controle; enquanto no grupo teste foram observados trés casos, na forma leve.

O epitélio biliar apresentou lesdio leve em cince casos e moderada em um caso

no grupo controle, enquanto o grupo teste apresentou dois casos de lesdo leve.

Lesfio endotelial leve foi encontrada em seis casos, moderada em trés e grave
em dois casos do grupo controle. O grupo teste apresentou dois casos de lesdo endotelial

leve. Esses dados sfo mostrados nas tabelag 3 e 4,

Figura 3 - Infiltrado inflamaté6rio grave em espaco portal, com perda da arquitetura deste.
Observa-se também necrose hepatocitica acentuada. Coloracfio hematoxilina-

eosina. Aumento 100x .

Figura 3 - Necrose hepatocelui rae; observa-se hepatédeitos com perda de nucleo,
desarranjo da arquitetura hepatocitica e lise celular. -Colorag8o hematoxilina-

gosina. Aumento 100x .
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Figura 4 - Espago porta onde observa-se lesdo endotelial moderada, caracterizada pela
descontinuidade do endotélio e destacamento de células endoteliais, tanto no

ramo arterial quanto no venoso. Coloragio hematoxilina-eosina. Aumento

100x .

Figura 5 - Lesdo moderada do epitélio biliar. Observa-se dreas onde ha descolamento ¢
perda da continuidade do epitélio biliar. Coloragéo tricrémic Massom.

Aumento de 100x.
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Os graficos a seguir exibem para cada tipo de variavel estudada o numero de

alteragBes observadas em cada grupo e periodo de isquemia fiia.
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S8 g4
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Grafico 1 — Edema intersticial — comparago entre grupo controle e grupo teste.
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Grafico 2 - Degeneragfio gordurosa — comparago entre grupo controle e grupo teste.

p=0,54
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Degeneragdo Hidrépica
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Grafico 3 — Degeneragfio hidrépica — comparagfo entre grupo controle e grupo teste.
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Grifico 4 — Infiltrado inflamatério — comparagfo entre grupo controle e grupo teste.

p < 0,001 no periodo de 24 horas.
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Necrose Celular
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Grafico 5 — Necrose celular — comparagio entre grupo controle e grupo teste.

p<0,001 no periodo de 24 horas.
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Lesdo do Endotélio
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Grafico 6 — Lesdo do epitélio bilar — comparacio entre grupo controle e grupo teste.

p = 0,095 no periodo de 24 horas.
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Grafieco 7 — Lesdo do endotélio — comparacio entre grupo controle e grupo teste.

p=0,12 no periodo de 18 horas e p<0,001 no periodo de 24 horas.
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Os resultados obtidos foram analisados comparando os dois grupos entre si no

periodo de 18 horas e de 24 horas.

No periodo de 18 horas de isquemia, foi aplicado o teste exato de Fisher nas
variaveis onde houve apenas alteracGes leves ou auséncia de alteracdes nos dois grupos e
teste de Mann-Whitney para as varidveis onde houve lesio em variados graus. A hipdtese
de igualdade foi rejeitada para valores de p inferiores a 0,05. Nao foi verificado diferenca
significativa para edema intersticial, degeneragfio hidropica ou gordurosa, infiltrado
inflamatério, lesdo do epitélio biliar e necrose celular, onde o valor de p foi igual a 1,0.

Para lesdo endotelial, foi encontrado p = 0,12.

Para analise dos resultados apos 24 horas de isquemia utilizamos o teste de
Mann-Whitney devido a existéncia de varidveis com mais de um grau, mantendo a rejeicio

da hipétese de igualdade para valores de p inferiores a 0,05.

Edema intersticial ( p = 1,0), degeneragfio gordurosa (p = 0,54) e degeneraciio

hidrépica (p = 1,0) ndo apresentaram diferenga estatisticamente significativa.

Infiltrado inflamatério leve foi observado em dez casos no grupe controle e
apenas trés casos no grupo teste. Foram observados outros trés casos de alteracdes
moderadas e um caso de alteragdo grave no grupo controle, enquanto no grupo teste ndo
forma encontradas lesdes moderadas e graves. Encontrou-se significAncia estatistica com
p<0,001.

Necrose celular leve foi encontrada em apenas trés casos no grupo teste,
enquanto o grupo controle apresentou dez casos. Alteracdes moderadas e graves foram

encontradas apenas no grupo controle, respectivamente, dois € um caso. Foi observado
p<0,001.

Les8o endotelial também apresentou p < 0,001 , com seis casos de alteraciio
leve, trés de alteragbes moderadas e dois de lesdo grave no grupo conirole; enquanto no

grupo teste ocorreram apenas dois casos de alteragdes leves.

Lesdo do epitélio biliar apresentou p = 0,095 demonstrando uma tendéncia a
significincia estatistica. Observou-se dois casos de alteragdes leves no grupo teste e no

grupo controle cinco casos de lesdes leves e um de lesfio moderada.
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Modelo experimental

Os modelos experimentais utilizados para estudos de isquemia e reperfuso
hepatica estdo limitados a ratos, cies e porcos (FAVERQO, 1996; 1ASI, 1999; MIES et al,
1991) . A escolha do modelo deveu-se a facilidade de obten¢fo de ratos , seu custo menor
em relacdo aos outros animais, mator facilidade de manipulacdo ¢ 4 formacfo de grupos

homogéneos com relagdo a peso, idade e condi¢des de satide e nutrigdo.

O tipo de anestesia foi escolhido devido ao baixo indice de alteragfio no tecido

hepatico provocado pelas drogas anestésicas utilizadas (CARUY, 1998).

O andlogo de prostaglandina E1 utilizado foi o misoprostol, disponivel
comercialmente sob forma de drageas, contendo 200 mcg da droga em cada unidade. O
Cytotec ™ ¢ uma droga de baixo custo, sendo possivel sua utilizagio na pratica clinica, sem
aumento significativo do custo do procedimento. Porém, devidos aos efeitos abortivos da
droga, s6 ¢ liberada sua obtengfio apés comprovacdo de sua utilizagfio para fins terapéuticos

ou para pesquisa.

O volume da solugdo de perfusio foi definido apds estudo com grupo piloto,
onde observou-se que a perfusdo arterial com 30 ml e portal com 20 ml eram suficientes
para obtencdo de um figado sem areas ndo perfundidas ( mosaico) ¢ com um padrio
adequado de perfusdio. A velocidade e pressio da perfusdo foram definidas no mesmo
grupo piloto, onde observou-se que uma perfusio mais rdpida ou com uma pressio maior,
acarretavam lesdo celular e endotelial, observados nas bibpsias realizadas imediatamente

apds o término da perfusdo.

Os demais pardmetros como temperatura, heparinizagio e técnica cirfirgica
foram mantidos como na técnica padrfio utilizada em doadores de 6rgdios para transplante
(PEGQG, 1986; D’ALESSANDRO et al, 1994).
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Andlise das biopsias

Foram utilizadas as coloragdes com hematoxilina e eosina ¢ com tricrémio
Massom uma vez que essas técnicas possibilitam uma avaliagio adequada dos hepatocitos,
espagos portais e do intersticio. A microscopia Optica permite avaliacdio estrutural e ¢
adequada para revelar o aspecto e a intensidade das lesbes (CHAPCHAP, 1992; IAST et al,,
1996). As variaveis escolhidas para andlise, abrangem as principais alteragfes possiveis no

tecido hepatico.

Os graus de alteracio sfo resultados nominais , nfo continuos, necessitando um
teste estatistico nfio paramétrico para depuragfio de sua significdncia (CHAPCHAP,1992;
FAVERO, 1996).

O periodo de isquemia de 12 horas nfo apresentou alteragdes estruturais quando
comparadas as biopsias realizadas imediatamente apds a perfusfio. As alteragdes estruturais
sucedem alteragdes bioquimicas (TASI, 1999) e possivelmente nfio foram encontradas pois
ndo houve tempo suficiente para que ocorressem, devido a diminuicio dos processos

metabdlicos pela baixa temperatura.

Apbs 18 horas de isquema, foram observadas alteragtes leves de edema
intersticial, degeneracdo gordurosa e hidropica, infiltrado inflamatério, necrose celular e
lesdio do epitélio biliar. Lesdo endotelial foi encontrada em sua forma moderada em trés
casos no grupo controle e apenas um caso, na forma leve no grupo teste. Mesmo ndo
havendo significdncia estatistica, indica uma tendéncia a uma menor lesio no grupo teste,

demonstrando um fator protetor do analogo de prostaglandina E1 sobre o endotélio.

Ap6s 24 horas da perfusfo, verificou-se diferenga significativa entre as
varidveis mfiltrado mflamatorio, necrose celular e lesdo endotelial. Lesfio do epitélio biliar
apresentou valor de p = 0,095. Embora ndo seja estatisticamente significante, demonstra

uma tendéncia a uma menor lesdo do epitélio biliar no segundo grupo.

O tecido perfundido com misoprostol apresenta menor distirbio na

microcirculagio, com vasodilatagfio e melhor perfuséo.
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A isquemia hepdatica provoca degradacfio de adenina mucleotideos, levando a
catabolitos como o malonildialdeido, xantinas e hipoxantinas (HARVEY e McKEOWN,
1988; MARUBAYASHI et al,, 1980). Isso indica que ocorre peroxidagio lipidica pela
xantina-oxidase provocando lesdo celular (McCORD, 1985). A deple¢do das reservas
celulares de ATP resultam em um acimulo intracelular de célcio, que ativa a ATP-ase-
calcio-dependente, reduzindo ainda mais as reservas de ATP (FRIEDMAN et al., 1982).
Através da ativagio da adenil ciclase pela prostaglandina hd uma elevagfio dos niveis de
AMP ciclico intracelular, que provoca um efluxo de calcio (SWET e WINCEK, 1973).
Dessa forma a prostaglandina acarreta uma estabilizagdio da membrana celular dos
hepatécitos, preservagio dos niveis de adenina nucleotideos e nfio ativagfio da xantina-

oxidase, minimizando a lesfio hepatocitica.

A diminuigdo dos niveis de célcio intracelular acarretam vasodilatagiio devido

ao relaxamento do misculo liso dos vasos (MINAMI et al., 1993).

Nas plaquetas, o aumento do AMP ciclico reduz o metabolismo do inositol
fosfolipidio, que geraria inositol-1-4-5-trifosfato (IP3) ¢ 1-2-diacilglicerol (DAG) . Desse
modo, o aumento de céalcio intracelular promovido pelo IP3 e a ativagdo da proteina
quinase C pelo DAG nfo ocorrem, inibindo o processo de agregacéio plaquetéria (YUN et
al, 1991; GEIGER et al.,1994).

Durante a fase de isquemia, as células de Kupffer liberam mediadores como
fator de necrose tumoral e interleucina 1 (COLLETTI, 1990 ). Neutrofilos sfio ativados por
esses mediadores e infiltram o tecido hepatocitico e liberam radicas 6xidos através da
NADPH-oxidase. Esses provocam agregacfio e ativagio plaquetdria, que leva a uma
faléncia da microcirculagfio e lesdo endotelial (WELBORN et al, 1991; RUSSEL et al,
1989).

O AMP ciclico elevado devido & prostagiandina age diretamente sobre os
neutréfilos ao inibir a elevagfio intracelular de célcio e ativagiio da proteina quinase C,
provocando a reducfio de sua agregacfo, liberagdo de enzimas lisossomais € ativagio da
NADPH-oxidase (MITSUYAMA et al, 1993). H4 também ac¢fio indireta sobre a atividade
dos neutrofilos pois a prostaglandina age sobre as células de Kupffer inibindo sua ativa¢io
e liberaco de mediadores (KARCK et al, 1988) .
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As prostaglandinas podem ser consideradas hormoénios de ag#o local, pois agem
e sio metabolizadas nas células proximas ao local onde sfio produzidas. Diversos estudos ja
demonstraram a utilizagdo sistémica de prostaglandinas na preservagio de odrgdos
(STACHURA et al, 1981; CRAFA et al,1991; LAMBOTTE et al, 1988; SIKUJARA ¢
MONDEN, 1983; STEININGER et al,1988; OLTHOFF ¢ WASEF, 1991; BESSE et
al,1989; OKABE et al., 1986; TOTSUKA et al,1999; NILSSON et al., 2001; CURTIS et
al.,1993; SUYLICHEM et al, 1997;). Porém existem poucos estudos utilizando-se da droga
diretamente em solugSes de perfusio (HELLING et al.,1995; MIZOGUCHI et al., 1987).
Utilizou-se a dosagem de 25 mcg/kg de andlogo de prostaglandina E1 para perfusio do
grupo teste devido ao fato de que, a partic desse valor nfio se observa diminuigio
significativa das lesdes teciduais nos orgdos perfundidos com o aumento da dosagem do
analogo de prostaglandina E1 (HELLING et al., 1995; TOTSUKA et al., 1999) .

Observou-se redugdo significativa de necrose celular, infiitrado inflamatério e
lesdo endotelial apds perfusdio com prostaglandina. Pode-se considerar isso como resultado
da acdo da prostaglandina sobre receptores celulares com conseqliente diminuicfo de lesdo
hepatocitica pela andxia ; inibicSio de agregacfio plaquetéria e vasodilatagfo, com redugio
da lesdo endotelial e nibicdio de agregagéio e ativag@o de neutrdfilos, que também contribui

para uma redugfo da lesdo tecidual.
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Conclui-se que a utilizacfo de andlogo de prostaglandina E 1, misoprostol, em
solucdo de perfusiio reduz leséio hepatocitica e endotelial e diminui infiltrado inflamatério
no tecido hepidtico. Desse modo,¢é provavel que confira protecfio ao tecido hepatico quando

este ¢ submetido a um perfodo de isquemia fria mais prolongado.
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TABELA 1

Lesdes teciduais observadas em cada animal do grupo controle com 18 horas de

isquemia fria.

Anpimal Edema Degeneraciio | Degeneracdo | Infiltrado | Necrose | Lesfo epitélio | Lesdo
intersticial gordurosa hidrépica | inflamatério | celular biliar endotélio
1 0 0 0 0 0 0 0
2 0 0 0 0 0 0 0
3 0 0 0 i 1 0 2
4 0 0 0 a 0 0 0
5 1 1 1 0 0 ; 2
6 0 0 0 0 0 0 0
7 0 0 0 0 0 0 0
8 0 0 0 0 0 0 0
9 0 ] 0 0 0 0 0
10 0 0 0 a 0 0 0
11 i 0 0 0 0 1 1
12 1 i 0 1 1 1 2
13 0 0 0 1 I 0 0
14 0 Q 0 0 0 0 0
15 0 0 0 0 0 0 0
Anexos
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TABELA 2

Lesdes teciduais observadas em cada animal do grupo teste com 18 horas de

isquemia fria.

Animai| FEdema | Degeneracio | Degeneraciio | Infiltrado | Necrose | Lesdio epitélio | Lesdo
intersticial | gordurosa hidrépica | inflamatério | celular biliar endotélio
1 0 0 0 0 1 0
2 1 0 0 0 1 0 0
3 0 i i 1 0 0 0
4 ¢ 0 0 0 0 0 0
5 0 0 0 0 0 1 0
6 1 0 0 0 1 0 0
7 0 0 0 0 0 0 0
8 0 0 0 0 0 0 0
9 0 0 0 0 0 0 0
10 0 0 0 0 0 0 0
1 0 0 0 0 0 0 0
12 I 1 1 0 0 0 1
13 1 0 0 0 0 0 0
14 ¢ 0 0 1 1 0 0
15 0 0 0 0 0 ¢ 0
Anexos
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TABELA 3

Lesdes teciduais observadas em cada animal do grupo controle com 24 horas de

isquemia fria.

Animal | Edema | Degeneracio | Degeneraciio | Infiltrado | Necrose | Leso epitélio | Lesio
intersticial | gordurosa hidrépica | inflamatorio | celular biliar endotélio

1 0 0 0 1 1 0 0

2 0 0 0 0 1 0 0

3 0 0 0 2 2 0 3

4 1 1 6 1 0 0 1

5 ] 2 1 1 1 2 2

6 0 0 0 1 i 1 1

7 0 0 0 H 1 0 1

8 0 0 0 1 1 0 0

9 0 0 0 1 0 0 0
10 0 0 0 1 1 0 i
11 1 0 0 1 1 1 2
12 1 2 i 3 2 1 3
13 0 0 0 2 3 1 2
14 0 0 0 2 i 1 1
15 0 0 0 i 1 0 i

Anexos
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TABELA 4

Lesdes teciduais observadas em cada animal do grupo teste com 24 horas de

isquemia fria.

Animal| Edema | Degeneracdo | Degeneracio . Infiltrado | Necrose | Lesdo epitélio | Lesdo
intersticial | gordurosa hidrépica | inflamatério | celular biliar endotélio
1 0 0 0 0 0 1 0
2 1 0 0 0 1 0 0
3 0 i 1 1 0 0 0
4 0 ] 0 0 0 0 0
5 0 0 0 0 0 1 i
6 1 0 ] 0 i 0 0
7 0 0 0 0 0 0 0
g 0 0 0 0 0 0 0
9 1 0 0 1 0 0 0
10 0 0 0 0 0 0 0
It 0 0 0 0 0 0 0
12 i 1 1 0 0 0 i
13 1 0 0 0 0 0 0
14 0 0 0 13 1 0 0
5 0 ! 0 0 0 0 0
Anexos
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