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Resumo

Introduciio: O uso de Hipotermia Topica ou Pré-Condicionamento Isquémico (PCI) em
resseccoes hepaticas pode ser util com o proposito de atenuar os danos de isquemia e reperfusao.
Entretanto, até o presente momento, o uso combinado destas técnicas ndo foi avaliado.
Objetivos: Desenvolver um modelo experimental para avaliar os danos de isquemia e reperfusao
iniciais e a ocorréncia de efeitos sinergisticos quando as duas ferramentas sdo aplicadas
concomitantemente. Métodos: Realizou-se isquemia do figado por noventa minutos e reperfusao
por cento e vinte minutos. Os animais foram divididos nos grupos Controle (C), Isquemia
Normotérmica (IN), Pré-condicionamento Isquémico (PCI), Hipotermia 26°C (H) e Hipotermia
26°C + PCI (H+PCI). Foram avaliados a Pressdo Arterial Média (PAM), a temperatura corporal
e o fluxo biliar a cada 15 minutos, enquanto a ALT, AST, TBARS, SOD, CAT e os danos
histopatologicos foram avaliados ao término da reperfusdo. Resultados: Nao foram observadas
alteragdes na PAM e na temperatura corporal durante todo o experimento. O fluxo biliar retornou
a valores semelhantes ao grupo C nos grupos H e H+PCI apds 45 minutos de reperfusado, e foi
significativamente maior nos grupos H e H+PCI em comparacao aos grupos IN e PCI apos 105
minutos (P<0,05 e P<0,05) e 120 minutos (P<0,05 e P<0,05) de reperfusdo. Os niveis
plasmaticos da AST e ALT demonstraram aumento significativo nos grupos IN (P<0,05 e
P<0,05) e PCI (P<0,05 e P<0,05) em comparacdao ao grupo C. Os niveis de TBARS foram
significativamente maiores nos grupos IN (P<0.01), PCI e H (P<0,05 e P<0,05) em comparagdo
ao grupo H+PCI e significativamente maiores no grupo IN em comparagao ao grupo C (P<0,05).
No grupo H houve correlagao negativa entre AST e ALT com o fluxo biliar (P<0,05 e P<0,05) e
positiva entre AST e ALT com os niveis de TBARS (P<0,05 e P<0,05). Os niveis de CAT
demonstraram aumento significativo no grupo PCI em comparagdo aos grupos C (P<0,01), IN e
H+PCI (P<0,05 e p<0,05), enquanto os niveis de SOD foram significativamente maiores no
grupo H em comparacao ao grupo C (P=0,01), IN, PCI e H+PCI (P<0,05, respectivamente). Os
danos histopatologicos foram leves, porém o grupo IN apresentou escores significativamente
maiores em comparacao ao grupo C (P<0,05). Conclusées: A utilizacdo de hipotermia hepatica
topica a 26°C associada ao PCI promoveu um efeito protetor sinergistico sobre a peroxidagdo
lipidica hepatica. Além disso, a indugao de hipotermia topica isoladamente ou em associagdo com
o PCI atenuou os danos hepatocelulares e permitiu uma recuperagao precoce da funcao hepatica
apods a reperfusdo, um mecanismo provavelmente relacionado a um efeito da hipotermia sobre o
estresse oxidativo e preservacao de ATP.



Abstract

Introduction: The use of Topical Hypothermia or Ischemic Preconditioning (IPC) in hepatic
resections can be useful to attenuate ischemia/reperfusion injuries. However, until the present
moment, the combination of both techniques was not evaluated. Objectives: Development of an
experimental model to assess the initial ischemia/reperfusion injuries and the possible synergistic
effects when both tools are applied concomitantly. Methods: Ninety minutes of ischemia and
120 minutes of reperfusion were applied to rat livers. Animals were divided into five groups:
Control (C), Normothermic Ischemia (NI), Ischemic Preconditioning (IPC), Hypothermia 26°C
(H) and Hypothermia 26°C plus IPC (H+IPC). Mean arterial pressure (MAP), body temperature
and bile flow were assessed every 15 minutes whereas ALT, AST, TBARS, SOD, CAT and
histopathologic injuries were evaluated at the end of reperfusion. Results: No differences were
seen in MAP and body temperature throughout the experiment. Bile flow returned to values
similar to C group in the H and H+IPC groups after 45 minutes of reperfusion and was
significantly higher in the H and H+IPC groups after 105 minutes (P<0.05 and P<0.05) and 120
minutes (P<0.05 and P<0.05) of reperfusion in comparison to the NI and IPC groups. Plasmatic
levels of AST and ALT were significantly higher in the NI (P<0.05 and P<0.05) and IPC (P<0.05
and P<0.05) groups in comparison to the C group. TBARS levels were significantly higher in the
NI (P<0.01), IPC, and H (P<0.05 and P<0.05) groups in comparison to the H+IPC group and
higher in the NI group in comparison to the C group (P<0.05). In the H group there was a
negative correlation between ALT and AST to bile flow (P<0.05) and positive correlation
between AST and ALT to TBARS (P<0.05 and P<0.05). CAT levels were significantly higher in
the PCI group in comparison to the C (P<0.01), NI and H+IPC (P<0.05 and P<0.05) groups
whereas SOD levels were significantly higher in the H group in comparison to the C (P=0.01),
NI, PCI and H+IPC (P<0.05, respectively) groups. Histopathologic injuries were mild and the NI
group showed a significantly greater score in comparison to the C group (P<0.05). Conclusions:
The induction of topical liver hypothermia at 26°C associated to IPC promoted a synergistic
protective effect on hepatic lipid peroxidation. In addition, the induction of isolated topical
hypothermia or hypothermia associated to IPC attenuated liver injuries and allowed an early
recovery of the liver function after reperfusion, a mechanism probably related to an effect of
hypothermia on oxidant stress and ATP preservation.



1. Introducio

1.1 Isquemia e Reperfusiao Hepatica, Pré-condicionamento Isquémico e Hipotermia

Os danos hepaticos secunddrios ao processo de isquemia e reperfusdo tém sido, ao longo
das ultimas décadas, alvo de intensas investigagdes. Seus efeitos tém sido implicados na
patogénese de uma variedade de condi¢des clinicas, tais como o trauma, os choques
hipovolémico e séptico, cirurgias vasculares, transplante de figado e ressecgdes hepaticas (1).
Sabe-se que as conseqiiéncias da isquemia em diferentes tecidos dependem de sua duragdo, e que
muitas das lesdes se desenvolvem durante o estagio de reoxigenagdo decorrente da reperfusao
tecidual. Os mecanismos precisos que induzem aos danos ndo foram completamente elucidados,
porém existe substancial evidéncia de que a geracdo de Radicais Livres de Oxigénio (RLO) e
disturbios na microcirculagdo hepatica estao envolvidos nesta sindrome clinica (2).

No que diz respeito ao figado, a disfungdo microcirculatoria ocorre por danos as células
endoteliais e por um desequilibrio entre moléculas vasoconstritoras e vasodilatadoras, tais como a
Endotelina-1 (ET-1) e o Oxido Nitrico (ON). Este desarranjo provoca o fendmeno de Falha de
Perfusdo do Orgdo (“No reflow”) apés a reperfusio, efeito combinado da liberagio de citoquinas
pré-inflamatorias, acimulo de subprodutos toxicos e agregacdo plaquetaria, os quais provocam
restricdo mecanica ao fluxo sangiiineo. Simultaneamente, uma maior interacdo entre
polimorfonucleares e endotélio ocorre com a participagdo de moléculas de adesdo que facilitam a
infiltragdo no parénquima hepatico. Como conseqiiéncia final, ocorrem danos as células e

disfuncdo organica (3). Figura 1.
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Figura 1: Mecanismos relacionados aos danos de isquemia e reperfusao no figado.

Legenda: ET-1 — Endotelina 1, IL-1 — Interleucina 1, IL-8 — Interleucina 8, TNF — de
Necrose Tumoral, PAF — Fator Ativador Plaquetario, CXC chemokines — Quimioquinas
CXC, ROI - Radicais Livres de Oxigénio, PMN — Polimorfonucleares, SEC — Células
Endoteliais. Extraido de Wiesner RH, 2008.

Um consideravel niimero de estudos experimentais tém indicado que as lesdes
promovidas pela isquemia e reperfusdo no figado ocorrem de um modo bifasico (4). Dados
obtidos de diferentes grupos de pesquisadores sugerem que tanto na fase precoce como na tardia,
o estresse oxidativo ¢ um dos principais mecanismos patogénicos. A fase precoce da reperfusao,
compreendida entre 30 minutos e 4 horas, parece estar associada a liberacdo de RLO pelas
células de Kupffer ativadas e a alteracdo na cadeia respiratoria dos hepatdcitos e do endotélio
sinusoidal. As mitocondrias sdo alvos importantes neste processo. Nestas organelas ocorre
diminuicdo da atividade da nicotinamida adenina dinucleotideo desidrogenase (NADH), da
adenosina difosfato (ADP), da adenosina trifosfato (ATP) e da ATPsintetase. Paralelamente,

ocorre um acentuado aciimulo de célcio e geracdo de RLO. A associagdo destes eventos pode ser
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responsavel pelas lesdes e morte celular decorrentes da reperfusdo, possivelmente por um
fenomeno de Permeabilidade Transitoria da Membrana Mitocondrial Interna (5).

Na fase tardia da reperfusdo, que ocorre entre 6 e 24 horas apds a reoxigenagao do 6rgao,
desenvolve-se um processo inflamatorio que tem a participagdo de diversos mediadores, os quais
interagem a fim de provocar infiltracdo do parénquima hepatico pelos neutréfilos ativados e
também necrose e apoptose das células (6).

Algumas intervencdes t€ém sido utilizadas a fim de atenuar os danos de isquemia e
reperfusdo no figado, com pouca aceitagdo até o momento. No final dos anos oitenta, uma
estratégia cirtrgica baseada em mecanismos endogenos foi descoberta e cunhada como Pré-
condicionamento Isquémico (PCI). O PCI consiste na aplica¢do de curtos periodos de isquemia
separados por reperfusdo intermitente. Esta intervencdo torna o Orgdo resistente a periodos
sustentados de isquemia através de uma série de diferentes mecanismos ¢ mediadores (7). Outra
estratégia reconhecidamente eficaz, mas pouco utilizada, ¢ a inducdo de hipotermia. Sua
aplicagdo ficou restrita pelo receio de eventos adversos graves relacionados a diminui¢cdo da
temperatura corporal (8). Entretanto, novas técnicas tém permitido que esta ferramenta seja
utilizada com seguranga (9). Até o presente momento, os efeitos da combinacdo da Hipotermia
com o PCI nunca foram testados no figado, embora seus efeitos em outros 6rgaos ja tenham sido
avaliados (10, 11). A presente revisdo engloba os principais estudos que avaliaram a Hipotermia
e o PCI até entdo, destacando os possiveis mecanismos envolvidos na protecdo do figado contra

os efeitos da isquemia e reperfusao.
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2. Revisao da Literatura

2.1 Técnicas de Induciio de Hipotermia em Cirurgia Hepatica

Os primeiros relatos do uso de hipotermia em cirurgia hepatica datam de 1953, quando
Raffucci e colaboradores demonstraram, em animais, que a inducdo de Resfriamento Corporal
Total aumentava a tolerancia do figado aos efeitos da interrupcao do fluxo sangiiineo aferente.
Desta forma, o periodo de tolerancia a isquemia podia atingir até uma hora (12). Em 1961,
Longmire e colaboradores realizaram a primeira hepatectomia direita bem sucedida utilizando
hipotermia corporal a 32°C (13). Em 1971, Fortner e colaboradores relataram o uso de Perfusdo
Hipotérmica in Situ em hepatectomias de grande porte, utilizando solugdo de Ringer a 4°C em 33
pacientes com tumores avangados (14).

Os principais métodos de aplicagdo de hipotermia sdo o Resfriamento Corporal Total e a
Perfusdo Hipotérmica in situ (15). Entretanto, o primeiro ndo tem sido aceito em virtude dos
efeitos adversos sobre a macrohemodinamica e o metabolismo sistémico, ja que pode provocar
hipotensdo, arritmias cardiacas e acidose metabdlica. Ja a Perfusdo Hipotérmica in situ ¢
tecnicamente dificil, exige Exclusdo Vascular Total e muitas vezes by-pass da circulagdo portal.
Em virtude disso, tem sido utilizada em situagdes restritas, onde existe envolvimento da veia cava
inferior pelo tumor e se considera a possibilidade de reconstru¢des vasculares (16). Mais
recentemente, as técnicas de hipotermia tém permitido a ressec¢do de tumores em pacientes que
apresentam doenga cronica através do uso de Hipotermia Hepatica Topica (17-19).

Hannoun e colaboradores relataram, em 1996, uma série de 12 hepatectomias realizadas
sob Exclusdo Vascular Total e Perfusdo Hipotérmica in situ, com uma média de clampeamento
de 121 minutos. A taxa de complicagcdes no pds-operatorio foi alta e um individuo morreu por

trombose portal. Segundo estes autores, devido a alta complexidade técnica, este método deveria
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ser utilizado apenas em ressecgdes extensas, nas quais se antecipa um tempo de clampeamento
hepatico superior a 1 hora (20). Mais recentemente, em uma analise clinica retrospectiva, a
Perfusdo Hipotérmica in situ foi avaliada em ressecgdes hepaticas com dura¢do maior ou menor
que 60 minutos. Azoulay e colaboradores constataram que, independente do tempo de isquemia,
a Perfusdo Hipotérmica in situ esteve associada a uma maior tolerancia do figado a isquemia,
traduzida por uma significativa reducdo na atividade das transaminases no pos-operatorio. Ainda,
nas ressecgdes com dura¢do maior que 60 minutos, a fungdo hepatica, a fungao renal e o nimero
de complicagdes foram significativamente menores no grupo com hipotermia. Os autores
reforgaram o fato que as ressec¢des com Perfusdao Hipotérmica in situ foram mais complexas,
necessitando com maior freqiiéncia de reconstrucdes vasculares e tendo, em sua maioria, duragdo
maior que 90 minutos. Mesmo com estas caracteristicas desfavoraveis, a Perfusao Hipotérmica in
situ obteve melhores resultados (21).

A Hipotermia Hepatica Tdpica, técnica na qual se utilizam solugdes semicongeladas sobre
o figado, ¢ um método mais simples, que pode ser utilizado em pacientes com hepatopatia
cronica. A técnica pode ser aplicada tanto com Exclusdo Vascular Total e by-pass portal, quanto
com interrupcao da perfusdo para um hemifigado. O resfriamento topico tem sido utilizado em
segmentectomias direitas para pacientes com Carcinoma Hepatocelular e hepatopatias cronicas,
reduzindo-se a temperatura do figado a niveis entre 20°C e 25°C, o que permite prolongar o
tempo de isquemia do figado cirrdtico em até 90 minutos, com redugdo da perda sangiiinea no
trans-operatorio, recuperagao satisfatoria da fungdo hepatica e taxas de complicagdes semelhantes
aos seus controles. Esta técnica, baseada em evidéncias experimentais e clinicas, tem as
vantagens de ser menos invasiva, mais rapida e com custos mais baixos, podendo ser associada a
qualquer ressec¢ao que aplique interrupcao do fluxo sangiiineo para o figado (9). Em um estudo

experimental com caes, a comparacao entre o uso da Hipotermia Hepatica Topica e da Perfusao
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Hipotérmica in situ durante 60 minutos de isquemia ndo demonstrou diferengas significativas na
prote¢do conferida pelas duas técnicas (22). Imakita e colaboradores demonstraram os efeitos
positivos do resfriamento topico em um estudo com caes submetidos a um periodo de isquemia
de 60 minutos em 70% da massa hepatica. Os autores isolaram o figado na cavidade abdominal,
resfriando o 6rgdo através da deposi¢do local de uma solugdo semicongelada até o 6rgdo atingir
temperaturas médias de 23 + 4.9 °C, enquanto a temperatura retal foi conservada entre 35 + 0.6
°C durante todo o experimento. O resfriamento topico ndo provocou efeitos adversos sobre a
Pressao Arterial Média (PAM) e a freqiiéncia cardiaca. Apos 6 horas de reperfusdo, as atividades
das transaminases hepaticas séricas foram significativamente menores no grupo hipotérmico, o
mesmo ocorrendo em relacdo a transaminase glutamico oxalacética mitocondrial apos 3, 6 e 24
horas. A depuragao do verde de indocianina demonstrou recuperacdo da fungdo no grupo
hipotérmico. Ainda, as concentragdes citoplasmaticas e mitocondriais do Ca' foram
significativamente menores no grupo hipotérmico em 5 minutos e 3 horas. Os autores
complementaram o estudo com a realizagdo de bisegmentectomias em pacientes com doenca
hepatica cronica. Novamente ndo foram constatadas alteracdes hemodindmicas e metabolicas
com a aplicacdo de Hipotermia Hepatica. A andlise dos marcadores de lesdo e fungdo foi
semelhante nos grupos hipotérmico e normotérmico, porém os casos considerados mais
complicados foram direcionados para o grupo com hipotermia, que apresentou tempos de
clampeamento significativamente maiores que o grupo normotérmico, prejudicando a analise
global. Os autores concluiram que as ressec¢des em que se antecipa a possibilidade de tempos de

isquemia elevados podem se beneficiar do uso de Hipotermia Hepatica Topica (15).
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2.2 Hipotermia Hepatica: Mecanismos de Acio e Estresse Oxidativo

O principio pelo qual a hipotermia exerce seus efeitos esta no fato que existe uma redugdo
do metabolismo enzimatico de 1,5 a 2 vezes a cada redug@o de 10°C na temperatura tecidual (23).
Devido a queda nas taxas metabdlicas promovida pela hipotermia, o uso desta ferramenta tem
sido considerado um método efetivo de protecao dos 6rgdos sujeitos a hipoxia. Sob hipotermia,
tanto a oferta de oxigénio quanto a demanda pelos tecidos estdo reduzidas (24).

Takahashy e colaboradores utilizaram um modelo de Hipotermia Corporal Total em que
os animais foram mantidos em normotermia ou hipotermia entre 30°C e 32°C e a fracdo de
oxigénio inspirado foi reduzida progressivamente a cada 20 minutos. O experimento iniciou com
uma fragdo de oxigénio inspirado de 50%, reduzida até alcancar uma fragdo de 10%. Nestas
condigdes, os autores demonstraram que a degradacdo de ATP foi significativamente menor no
grupo hipotérmico, indicando que a funcdo celular durante a hipoxia foi protegida pela
hipotermia moderada. A ressuscitagdo por inalacdo de oxigénio a 100% restaurou quase que
completamente o estado fosfoenergético no grupo hipotérmico, mas ndo no grupo normotérmico,
demonstrando claramente os efeitos protetores da hipotermia moderada sobre o metabolismo
energético em ratos contra uma hipoxia gradual (25).

Embora a hipotermia a 4°C seja considerada danosa para alguns tipos de células, tais
como os hepatocitos e as células endoteliais, existem evidéncias crescentes de que uma prote¢ao
efetiva dos tecidos pode ser alcangada com uma hipotermia leve a moderada. Entretanto, até o
momento ndo existe uma investigacao sistematica que determine qual o nivel de temperatura
otimo para a protec¢ao do figado. Alguns autores t€ém demonstrado que os efeitos protetores contra
os danos de isquemia e reperfusdo sdo evidentes quando se atinge uma temperatura de 26°C no

figado de ratos, sendo que redugdes adicionais na temperatura nao oferecem protecao adicional
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(26). Outros autores, em estudos experimentais, relataram que a temperatura de 28°C em situagao
de Exclusao Vascular Total seria um nivel suficiente para diminuir as lesdes hepaticas associadas
a isquemia normotérmica, e uma temperatura de 34°C seria suficiente para inibir a resposta
inflamatoria relacionada a isquemia e reperfusao (8, 27).

Khandoga e colaboradores investigaram os efeitos da temperatura intra-hepatica sobre o
estresse oxidativo em camundongos submetidos a 90 minutos de isquemia do lobo esquerdo do
figado, em temperaturas de 4°C, 15°C, 26°C, 34°C e 37°C, obtida através do gotejamento de
Ringer Lactato gelado ou aquecido sobre o figado isquémico, que permanecia isolado na
cavidade abdominal com o auxilio de um dispositivo de polietileno semelhante a uma concha. Os
resultados demonstraram que os parametros hemodindmicos medidos pela PAM foram
semelhantes em todos os grupos, bem como as temperaturas corporais dos animais, as quais
foram mantidas entre 36°C e 37°C artificialmente. No tecido hepatico, as concentragcdes de
metabolitos do acido tiobarbiturico (TBARS), que sdo marcadores de peroxidacao lipidica de
membranas celulares promovidas pela agdo dos RLO, apresentaram reducgdo significativa nos
grupos 34°C e 26°C apds 5 e 30 minutos de reperfusdo, sendo praticamente indetectaveis nos
grupos 15°C e 4°C, sugerindo uma forte participacdo do estresse oxidativo tecidual. As
concentracdes totais de adenina nucleotideos no tecido hepético foram significativamente
menores nos grupos 26°C e 32°C em comparagdo com o grupo 4°C e 15°C, redugdo esta
relacionada a degradagdo de ATP e ADP. A 37°C houve intensa hidrolise de AMP. Os autores
concluiram que o estresse oxidativo nos tecidos hepaticos ¢ fortemente dependente da
temperatura do 6rgdo, obedecendo a um padrdo ndo-linear, e que a hipotermia leve reduz a

producdo intracelular de RLO devido a prevengao da degradagdo do AMP em hipoxantina (28).
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Figura 2: Mecanismo de producio de RLO pela acdo da Xantina Oxidase.

Em um experimento de Perfusdo Hepatica in situ, Zar e colaboradores aplicaram um
modelo de 150 minutos de isquemia e 180 minutos de reperfusdo, mantendo os animais a 34°C
ou 38°C durante a isquemia. Um terceiro grupo, com isquemia normotérmica e reperfusdo
hipotérmica a 34°C, também foi avaliado. Os autores monitoraram o efeito da temperatura sobre
a formacgdo de RLO e desenvolvimento do fendmeno “No reflow”, e os resultados demonstraram
que a hipotermia leve, tanto durante a isquemia quanto na reperfusdo, reduziu a formagdo de
RLO, a peroxidacao lipidica de membranas e a resisténcia vascular hepatica, quando comparada
ao grupo normotérmico. Os achados levaram os autores a concluir que a hipotermia leve foi
capaz de reduzir a produgdo de RLO de forma suficiente para evitar a ocorréncia de lesoes
celulares, bem como a falha de perfusao (29). De forma semelhante, outros autores relataram os
efeitos protetores do uso da hipotermia em porcos, utilizando um modelo de hepatectomia
esquerda associada a Exclusdo Vascular Total e Perfusdo Hipotérmica in situ do lobo direito com

uma soluc¢ao resfriada de Ringer-glicose, até atingir uma redugdo de 10°C na temperatura do lobo

25



hepatico remanescente durante a ressec¢ao do lobo esquerdo. O periodo de clampeamento foi de
120 minutos, seguido por 24 horas de reperfusdo. Os animais com Perfusdo Hipotérmica in situ,
em contraste com os controles e normotérmicos, apresentaram um quadro de estabilidade
hemodinamica durante todo o experimento, enquanto os outros grupos necessitaram de suporte
inotropico para tolerar a Exclusdo Vascular Total. A mortalidade foi significativa nos grupos
normotérmicos, enquanto todos os animais sobreviveram no grupo hipotérmico. A atividade da
AST foi significativamente menor no grupo hipotérmico em relagdo ao grupo normotérmico e
também aos controles. A analise da fungdo hepatica através da producdo de bile demonstrou
recuperagdo a niveis pré-isquémicos no grupo hipotérmico, enquanto esta recuperagdo nao foi
observada no grupo normotérmico. A atividade inflamatoria, avaliada pela expressao da IL-6,
demonstrou que no grupo hipotérmico esta interleucina estava significativamente diminuida até 6
horas apds a reperfusdo, enquanto em 12 e 24 horas a atividade ndo foi significativa. Ainda, a
atividade do acido hialurénico, marcador de fun¢do do endotélio, demonstrou que a hipotermia
local ndo interferiu na fungdo endotelial. Os autores concluiram que uma reducdao de 10°C na
temperatura hepatica no modelo proposto foi protetora contra os danos de isquemia e reperfusao
(30).

Sob Exclusdo Vascular Total e Perfusdo Hipotérmica in situ por 60 minutos, Dinant ¢
colaboradores estudaram os efeitos da aplicagdo de hipotermia a 20°C e 28°C com uma perfusdo
de solucdo de Ringer a 4°C. Os valores da PAM, freqiiéncia cardiaca e temperatura corporal nao
foram alterados pela aplicacdo de hipotermia, quando comparados a um grupo em normotermia
durante o experimento. Entretanto, a atividade da AST foi significativamente reduzida nos grupos
hipotérmicos, o0 mesmo acontecendo com a produgdo de bile, que foi significativamente maior
nos grupos hipotérmicos apos 24 horas de reperfusdo, em comparagdo ao grupo normotérmico.

Este ultimo achado foi corroborado por taxas maiores de depuragdo do verde de indocianina apds
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6 horas de reperfusdo nos grupos hipotérmicos, e pela depuragdo do acido hialurdnico apods 24
horas de reperfusdo. As taxas de IL-6 plasmaticas, apds a reperfusdo, encontravam-se
significativamente reduzidas no grupo 20°C. Ainda, os escores de danos histopatologicos, os
quais avaliaram a necrose hepatocelular, a presenca de vacuolizagao e infiltrados neutrofilicos
demonstraram um aumento significativo no grupo normotérmico, as custas do aumento de
vacuolizagdo, enquanto a presenga de necrose foi minima em todos os grupos e os infiltrados
neutrofilicos ndo demonstraram diferenga significativa entre os grupos. Os autores ressaltaram
que no grupo normotérmico houve uma intensa congestdo nos primeiros 40 minutos de
reperfusdo, e que esta falha de perfusdo resultou em instabilidade hemodinadmica, choque e
subseqiiente Obito em 33% dos animais, efeitos atribuidos a vacuolizacdo celular e estase
leucocitaria, enquanto estes achados ndo foram observados nos grupos com hipotermia. Os
autores concluiram que a hipotermia a 28°C foi tdo eficiente quanto a hipotermia a 20°C em
preservar as células endoteliais e a funcdo hepatocitaria, além de prevenir a falha de perfusdo
microvascular (8).

Os efeitos da hipotermia corporal em ratos obesos foram estudados por Niemann e
colaboradores. Estes autores utilizaram um modelo de isquemia de 75 minutos e 8 horas de
reperfusdo nos lobos mediano e lateral esquerdo, dividindo os animais em um grupo em
normotermia e outro em que a temperatura foi mantida artificialmente em 33°C. A andlise
histopatologica demonstrou importante congestdo sinusoidal e alteragdes difusas compativeis
com necrose precoce dos hepatocitos, como cariorexis ¢ picnose nuclear, além da necrose
citoplasmatica, atingindo taxas médias de 75% de necrose do parénquima. J4 os animais
hipotérmicos apresentaram congestao sinusoidal menos pronunciada e taxas de necrose médias de

25%. Os achados foram consistentes com a reducdo da atividade da ALT, do lactato e aumento
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da glicose e da Betaina, este ultimo um marcador de regulagdo do volume celular, demonstrando
claramente os efeitos protetores da hipotermia (31).

O nivel de hipotermia de 34°C foi estudado em ratos obesos por Choi e colaboradores.
Estes autores utilizaram um protocolo de 75 minutos de isquemia nos lobos mediano e lateral
esquerdo, em figados com e sem esteatose, seguidos por reperfusdo de 24 horas. Os achados
demonstraram que os grupos com e sem esteatose submetidos a hipotermia apresentaram niveis
de transaminases hepaticas significativamente menores que os grupos normotérmicos. Além
disso, a mortalidade no grupo normotérmico de ratos obesos foi significativamente maior que nos
outros grupos, bem como as taxas de necrose na analise histopatoldgica, ao redor de 75% do
parénquima. Nos ratos hipotérmicos as taxas de apoptose foram semelhantes para ratos obesos e
normais, enquanto nos grupos normotérmicos a avaliacdo do grau de apoptose ficou prejudicada
em virtude da grande quantidade de necrose presente no parénquima (32).

Ja em um estudo que avaliou o efeito da hipotermia leve (33-34°C) em situacdo de
choque hemorragico de 90 minutos e 3 horas de reperfusdo, os autores constataram que, embora a
hipotermia estivesse associada a uma diminui¢do nas lesdes hepaticas, a peroxidacao lipidica das
membranas foi semelhante ao grupo normotérmico, o que levou os autores a concluir que o
estresse oxidativo ndo ¢ um mecanismo fundamental para evitar as lesdes que ocorrem durante o

choque hemorragico (33).

2.3 Hipotermia Hepatica: Resposta Inflamatoria

A resposta inflamatodria relacionada a isquemia e reperfusdo do figado ¢ caracterizada por
uma produ¢do precoce das citoquinas TNF-a e IL-1PB, as quais sdo liberadas pelas células de

Kupffer imediatamente apos a reperfusdo (34). Estas citoquinas propagam a resposta inflamatdria
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através de uma regulagdo de moléculas de adesdao sobre o endotélio vascular hepatico e
aumentam a producdo de quimioquinas CXC (35). A interacdo entre moléculas de adesdo e
quimioquinas CXC resulta no recrutamento de neutréfilos do espago vascular para o parénquima.
Os neutrofilos ativados causam danos hepatocelulares por obstrucdo da microcirculagao,
liberagdo de proteases e RLO (36). Em modelos experimentais, o bloqueio de mediadores
inflamatérios tem demonstrado beneficios na redu¢do dos danos hepaticos relacionados ao
processo de isquemia e reperfusdo (35, 37), o que tem levado a considerar seu uso como terapia
para reduzir a morbidade das ressecc¢des hepaticas.

As alteragdes na microcirculagdo que ocorrem em situacdo de isquemia hipotérmica
foram estudadas por Biberthaler e colaboradores. Estes autores realizaram um experimento em
camundongos utilizando um modelo de isquemia parcial do figado durante 90 minutos e
Hipotermia Hepatica Topica a temperaturas de 37°C, 26°C, 15°C e 4°C, e avaliaram a
microcirculacdo hepatica por Microscopia Intravital em 30, 120 e 240 minutos ap6s a reperfusao.
As interagdes entre leucocitos e endotélio foram quantificadas pelo nimero de leucdcitos que
estavam firmemente aderidos ao endotélio nas veias pds-sinusoidais. Os achados demonstraram
que o Indice de Perfusdo Sinusoidal e 0 nimero de leucocitos aderentes (aumento de 40 vezes)
foi significativamente maior no grupo normotérmico em comparacao ao grupo controle em todos
os tempos avaliados, enquanto que os grupos com hipotermia ndo demonstraram diferenga em
relagdo aos controles. Os achados foram corroborados por niveis de transaminases
significativamente elevados no grupo normotérmico em relacdo aos grupos com hipotermia. Na
analise da microscopia eletronica, os grupos com hipotermia apresentaram arquitetura normal,
enquanto no grupo normotérmico surgiram edema mitocondrial, vacuolizacdo e desintegragao
celular. Os autores descartaram a influéncia de fatores macrohemodinamicos, ja que a avaliagdao

da PAM nao demonstrou alteragdes durante todo o curso do experimento e concluiram que uma
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reducdo da temperatura ao nivel de 26°C ja determina efeitos positivos sobre a microcirculacio
hepatica, sem necessidade de reducgao adicional na temperatura (38).

Em um experimento onde se utilizou resfriamento corporal em ratos, os autores dividiram
0s animais em um grupo controle, um normotérmico a 37°C, um com hipotermia leve a 34°C e
outro com hipotermia moderada a 31°C. Foram aplicados 45 minutos de isquemia nos lobos
mediano e lateral esquerdo, os quais representam 70% da massa hepatica, seguidos por 24 horas
de reperfusdo. A avaliagdo das transaminases hepaticas demonstrou reducdo significativa nos
grupos hipotérmicos, que foram semelhantes aos controles. Os escores histopatologicos
demonstraram necrose grave no grupo normotérmico, necrose leve no grupo 34°C e auséncia de
necrose no grupo 31°C. A atividade da MPO, marcador de infiltracdo neutrofilica, foi encontrada
no grupo 37°C, estando ausente nos grupos hipotérmicos. As concentragdes sangiiineas da
Betaina, marcador osmotico de lesdo hepatica das células de Kupffer, células de Ito e endotélio,
estavam significativamente elevadas no grupo 37 °C, bem como as concentragdes de acetato,
hidroxibutirato, alanina, triptofano e fenilacetato quando comparadas com os outros grupos,
demonstrando claramente uma redugdo no catabolismo de aminoacidos pelo figado, acumulo de
subprodutos do metabolismo anaerobio e diminuicdo da fung¢do hepatica em isquemia
normotérmica. A peroxidacdo lipidica apds 24 horas, entretanto, foi semelhante em todos os
grupos, fato atribuido a coleta apds 24 horas, quando a participagdo do estresse oxidativo ¢é
menor. Os autores ressaltaram que ndo existiram diferencas entre os grupos hipotérmicos e que a
temperatura de 34°C foi suficiente para obter-se prote¢do do figado, sem efeitos adicionais com o
uso de hipotermia a 31°C. A prote¢do, segundo os autores, poderia ser atribuida a uma inibig¢ao
no recrutamento de neutréfilos no parénquima hepatico, com pequena participacdo do
metabolismo energético. Os autores enfatizaram a necessidade de um controle rigido da

temperatura quando se realizam experimentos que envolvem isquemia e reperfusdo, uma vez que
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niveis surpreendentemente baixos de transaminases sdo relatados com freqiiéncia, o que sugere
que estes experimentos possam ter sido realizados em condigdes de hipotermia (27).

Kato e colaboradores estudaram os mecanismos de prote¢do conferida pela hipotermia
sobre a resposta inflamatdria na isquemia e reperfusao hepatica em camundongos. Utilizando um
modelo de isquemia de 90 minutos em 70% do parénquima hepatico, os animais foram divididos
em um grupo com temperatura artificialmente mantida entre 33.8 + 0.1°C e 36.7 & 0.4°C durante
o inicio e término da isquemia, respectivamente, € um outro grupo sem que a temperatura fosse
controlada, onde a temperatura variou durante a isquemia entre 30.6 + 1.3°C e 25.9 + 0.5°C no
inicio e término do clampeamento do pediculo hepatico, respectivamente. Na reperfusdo, o grupo
que manteve as temperaturas artificialmente controladas apresentou uma variagao de temperatura
entre 35°C e 37°C nas 4 horas seguintes, enquanto o grupo sem controle de temperatura se
manteve hipotérmico por mais 4 horas, quando a temperatura espontaneamente passou a elevar-se
até 35°C. A perfusdo hepatica avaliada pelo uso de azul de Evans nas fases iniciais de reperfusao
foi semelhante em ambos os grupos em 1, 5, 10, 20 e 30 minutos, ressaltando os autores, porém,
que o aspecto macroscopico dos figados hipotérmicos foi mais uniforme imediatamente apos a
reperfusdo. Apos 8 horas de reperfusdo, os niveis da ALT estavam significativamente diminuidos
no grupo hipotérmico em comparacdo ao grupo normotérmico, uma reducao de 89%. A avaliagdo
da razdo de peso seco versus peso normal de massa hepatica mostrou que os ratos hipotérmicos
apresentaram uma redugdo de 91% no edema celular quando comparados aos ratos
normotérmicos. Os achados histopatoldgicos foram consistentes com a ocorréncia de danos
sinusoidais compativeis com o fenomeno de ““No reflow” no grupo normotérmico, que
apresentou numerosas areas de necrose e infiltrados neutrofilicos, achados que ndo foram
encontrados no grupo hipotérmico, o qual manteve sua arquitetura preservada. Ainda, os niveis

de MPO tecidual foram completamente abolidos no grupo hipotérmico, enquanto o aumento da
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MPO foi significativo no grupo normotérmico. As atividades do TNF-o, da IL-1B também
estavam significativamente diminuidas no grupo hipotérmico. Curiosamente, nenhuma diferenca
foi encontrada nos grupos em relagdo ao NF-kB, que regula muitas destas citoquinas, enquanto a
proteina ativadora 1 (AP-1) estava com sua atividade reduzida no grupo hipotérmico. Os achados
dos autores demonstraram uma nova explicagdo para os efeitos benéficos da hipotermia, nao
ligada a economia energética (39). De fato, outros autores ja haviam assinalado que os efeitos
protetores sobre as células hepaticas surgem mesmo com pequenas redugdes nas temperaturas, €
que somente uma modesta reducdo no metabolismo e no consumo de oxigénio ndo poderiam
explicar completamente a profunda protecdo evocada por uma hipotermia somente moderada
(27).

Este mesmo grupo de pesquisadores utilizou um modelo semelhante de isquemia de 90
minutos e regulou artificialmente a temperatura corporal dos animais durante o periodo de
isquemia entre 35-37°C, 33-35°C, 29-33°C e utilizou um grupo sem controle de temperatura, a
qual caiu espontaneamente abaixo de 29°C. As aferi¢des foram realizadas em intervalos de 15
minutos e a temperatura foi mantida entre 35-37°C apos a reperfusdo, que durou 8 horas. As
lesdes hepatocelulares, avaliadas pela ALT, foram inversamente proporcionais a temperatura dos
animais, achados que foram consistentes com a analise histopatologica, a qual mostrou diversas
areas de necrose e intensos infiltrados nos grupos 35-37°C e 33-35°C, enquanto que no grupo 29-
33°C havia menores areas de necrose e poucos infiltrados neutrofilicos. O grupo cuja temperatura
permaneceu abaixo de 29°C apresentou histologia normal. Apds 8 horas de reperfusdo, os niveis
de MPO dos grupos 29-33°C e <29°C foram significativamente menores que os dos outros
grupos. A atividade da NF-xB ap6s 1 hora de reperfusdo estava aumentada em todos os grupos,
mas foi significativamente maior nos grupos 29-33°C e <29°C. Apds 4 e 8 horas de reperfusao, a

ativagdo do NF-kB nos grupos 29-33°C e <29°C foi significativamente maior que nos outros
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grupos, que foram semelhantes aos controles. Os dados demonstraram que o efeito protetor da
hipotermia durante o periodo isquémico estava associado a uma ativagdo seletiva do NF-kB dos
hepatdcitos nos grupos com temperaturas mais baixas, enquanto os grupos com temperaturas
mais proximas do normal apresentaram uma menor ativacdo (40). Embora estudos tenham
postulado que a inibigdo do NF-kB suprime a resposta inflamatéria e limita os danos celulares,
dados de outros modelos demonstram que a ativagdo do NF-«B hepatocitario € citoprotetora (41-
43).

Os efeitos da hipotermia topica sobre a resposta inflamatoria sistémica e os danos em
orgaos-alvo, como os pulmdes, foram avaliados por Patel e colaboradores. Utilizando um modelo
de isquemia de 90 minutos e hipotermia tdpica de 25°C, a atividade do TNF-a foi avaliada em 15,
30, 60 e 720 minutos. Os resultados demonstraram que o TNF-a se encontrava significativamente
elevado no grupo normotérmico nos tempos 15 e 30 minutos. Os escores de necrose
hepatocelular e de infiltrados neutrofilicos foram significativamente menores no grupo
hipotérmico apos 20 horas de reperfusdo. A avaliagdo do tecido pulmonar apds os mesmos
periodos de reperfusdo demonstrou uma redugdo significativa na permeabilidade vascular
pulmonar e nos niveis de MPO. Os autores atribuiram os efeitos positivos da hipotermia a uma
diminuicdo na atividade metabolica das células de Kupffer com a reducdo da temperatura,
provocando uma redugdo na liberagdo de TNF-a por estas células na reperfusao, o que reduziria,
por sua vez, a resposta inflamatoria sist€émica e os danos locais e em orgaos distantes, como o

pulmao (44).
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2.4 Pré-condicionamento Isquémico: Mecanismos de A¢iao

O efeito protetor do PCI foi relatado pela primeira vez no miocardio por Murry, em 1986.
Este fendmeno consiste na aplicacdo de breves periodos de isquemia, separados por reperfusao
intermitente, o que torna os Orgdos resistentes ao processo de isquemia e reperfusdo por tempos
mais prolongados. Apods este relato, o PCI foi alvo de intensas investigagdes, e a sua utilidade foi
demonstrada em outros 6rgdos, como o intestino, musculo estriado, rins, pulmdes, cérebro e
figado (45).

As bases moleculares consistem de uma série de eventos ordenados. Em resposta aos
eventos que disparam o PCI, um sinal deve ser rapidamente gerado, o qual ¢ traduzido em uma
mensagem intracelular e amplificado a fim de influenciar o mecanismo efetor de protecao.
Embora diversas substancias tenham sido consideradas potenciais mediadores, a Adenosina ¢ a
substancia que tem sido considerada o principal gatilho que dispara o PCI. A Adenosina ¢ um
subproduto do ATP que ¢ liberado em grandes quantidades no espaco extracelular segundos apds
o inicio da isquemia. Ela exerce seus efeitos fisiologicos através da interagdo com quatro tipos de
receptores designados Aj, Az, Aab € Az. Os receptores A, t€m sido fortemente implicados no PCI
do figado. Embora incerta, a Adenosina tem demonstrado propriedades que inibem o
metabolismo oxidativo dos neutrofilos e adesdo as células endoteliais, aumentam a estabilidade
de membranas e a produgdo de energia pela facilitagdo do transporte de glicose e reducao do
influxo de Ca'" através da ativagdo de canais de K" dependentes de ATP. Contudo, os efeitos

bioquimicos da Adenosina que conferem prote¢dao permanecem indefinidos (46-50). Figura 3.
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Figura 3: Bases moleculares do PCI. Diagrama representando os mecanismos responsaveis
pela inducio de protecio.
Legenda: Adenosine — Adenosina, ET — Endotelina, IL-1- Interleucina 1, HSP- Proteinas de
Choque Térmico, iNOS- Oxido Nitrico Sintetase Induzivel, IxB- Inibidor do kappa B, Pi-K
ATP channel — Canal de potassio ATP sensivel, Mn-SOD — Manganés Superoxido
Dismutase, DAG- Diacilglicerol, NF-kB — Fator Nuclear kappa B, PLC - Fosfolipase C,
PLD - Fosfolipase D, PKC — Proteina Kinase C. Extraido de Cutrin e colaboradores, 2002.
Embora diversos protocolos de PCI tenham sido testados no figado (51), a utilizagdo de
dez minutos de isquemia, seguidos por dez minutos de reperfusdo fornece o maior nivel de
protecao antes de um periodo de isquemia prolongado (48). Classicamente foi descrito que o PCI
oferece uma protecao inicial nas primeiras 3 horas de reperfusdo e outra tardia em 12 a 24 horas,

a qual persiste por 2 a 3 dias. Contudo, a janela de prote¢do tardia ndo estd completamente

definida (52).
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Tabela 1: Mecanismos de protecio contra a lesdo de isquemia e reperfusio induzidos pelo
Pré-condicionamento Isquémico.

Durante a fase de isquemia

1. Limitagdo da passagem de ions através das membranas plasmaticas e mitocondriais
2. Reducdo do metabolismo celular
3. Reducao do consumo de ATP
4. Menor utilizacao da via da glicélise
5. Maior eficiéncia na transferéncia de energia intracelular
6. Diminui¢io da produgdo de H"
7. Manutengao do equilibrio i6nico apos periodos prolongados de hipoxia
8. Transformag¢do para um fendtipo tolerante a hipdxia

Ap0s a reperfusao

1. Redugdo da produgdo de RLO
2. Manutengao do potencial redox intracelular
3. Reducao da apoptose
4. Preservagao da integridade mitocondrial
5. Atenuagdo da atividade leucocitaria
6. Reducao da producao de citoquinas

Modificado de Pasupathy et al, 2005.

2.5. Efeitos do PCI sobre o Estresse Oxidativo

Existem muitos relatos sobre o papel dos RLO na patogénese dos danos de IR. Os RLO
sdo gerados precocemente na reperfusdo e sao capazes de interagir com um variado nimero de
biomoléculas, as quais produzem peroxidacao lipidica de membranas celulares, aumento da sua
permeabilidade e, finalmente, morte celular devido a desarranjos microvasculares (53). As
mitocondrias sdo a principal fonte de RLO intracelulares, bem como a principal organela afetada
por eles. Tanto a reperfusdo de tecidos isquémicos quanto a agcdo oxidativa t€ém sido implicadas
em modificagdes estruturais e funcionais sobre as mitocondrias, provocando uma sobrecarga de

calcio dentro da organela, a qual ativa fosfolipases que acabam por facilitar a abertura dos poros
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de permeabilidade transitéria. A conseqiiéncia final ¢ a perda da integridade mitocondrial (54).
Alguns estudos demonstraram que o PCI é capaz de preservar a estrutura mitocondrial e inibir a
apoptose, bem como preservar o estado redox da organela (55-57).

O dano oxidativo mitocondrial no figado foi avaliado por Lee e colaboradores, que
utilizaram um modelo de isquemia de 90 minutos e 5 horas de reperfusdo em ratos, utilizando um
PCI de 10 minutos previamente ao insulto isquémico prolongado. Os autores observaram uma
diminui¢do significativa da atividade da Glutamato Desidrogenase, marcador de dano a
integridade mitocondrial, menor atividade das transaminases € menor ocorréncia de necrose
celular no grupo PCI. Além disso, houve redugdo dos niveis de H>O, no tecido hepatico na
reperfusdo inicial, menor atividade da malondialdeido (MDA) mitocondrial, maiores niveis de
GSH mitocondrial, redu¢do do indice de estresse oxidativo (GSH/GSSG), prevengdo da abertura
dos poros mitocondriais ¢ diminui¢do do volume mitocondrial. Foram encontradas também
maiores concentragdes de adenina nucleotideos ao término da reperfusdao. O grupo PCI
apresentou niveis menores de Xantina e maiores concentragdes de Adenosina. Neste estudo, os
autores também observaram um aumento dos niveis de H,O, durante os 10 minutos da aplicagao
do PCI, status que se normalizou nos 10 minutos de reperfusdo seguintes. Apds 90 minutos de
isquemia, os niveis de H,O; atingiram um pico 10 minutos apds a reperfusdao no grupo submetido
somente a isquemia. Este aumento foi suprimido pelo PCI. Os achados reforgaram a hipotese de
que os RLO sao fundamentais durante a aplicacdo do PCI e que um estresse oxidativo subletal
durante o PCI dispara mecanismos protetores, que resultam em uma maior tolerancia do figado
durante a reperfusdo inicial. Os autores concluiram que o PCI protege o figado dos danos
provocados pela isquemia e reperfusdo, atenuando os danos as mitocondrias produzido pelo
estresse oxidativo (58). Os achados deste estudo foram semelhantes aos que haviam sido

relatados previamente por outros autores. Riidiger e colaboradores utilizaram N-acetilcisteina
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(NAC) durante o periodo do PCI e observaram que a aboligcdo do estresse oxidativo, na fase de
isquemia inicial, revertia os efeitos protetores do PCI em animais sujeitos a 75 minutos de
isquemia e 3 horas de reperfusdo. Os danos hepatocelulares e a apoptose foram
significativamente maiores no grupo que utilizou NAC mais o PCI. De forma semelhante, a
administracao de precursores do H,O, antes do periodo de isquemia simulava os efeitos do PCI.
Todos os animais pré-condicionados sobreviveram por sete dias, enquanto que no grupo NAC a
mortalidade foi elevada (59).

Outros autores investigaram os efeitos do PCI sobre o sistema antioxidante e relataram
efeitos positivos. Em um modelo de isquemia de 70% do figado durante 90 minutos e 3 horas de
reperfusdo, associado a um grupo com um PCI de 10 minutos, Yuan e colaboradores relataram
que o PCI provocava aumento significativo das concentracdes no tecido hepatico da superdxido
dismutase (SOD), marcador da liberacdo do radical livre superdxido, da Catalase (CAT),
marcador da liberacdo de peroxido de hidrogénio e da Glutationa peroxidase (GPx), importante
marcador dos danos oxidativos. Estas enzimas fazem parte do principal sistema de defesa
antioxidante hepatico contra a acdo dos RLO. Os autores concluiram que o PCI confere protecao
ao figado por uma melhora na atividade enzimatica dos antioxidantes endogenos (60). Os
mecanismos pelos quais esta estimulagdo ocorre poderiam estar relacionados direta ou
indiretamente a fatores de transcri¢do, tais como o NF-kB e AP-1, conforme previamente
demonstrado (61, 62). Um outro efeito positivo foi observado sobre os niveis de MDA hepatico,
marcador de peroxidagdo lipidica, os quais foram significativamente menores nos grupos PCI,
demonstrando que a a¢do dos RLO sobre as membranas foi atenuada com a aplicagdo do PCI (58,
60).

A hipdtese de um efeito sinergistico utilizando drogas hepatoprotetoras associadas ao PCI

parecia promissora. Desta forma, a capacidade de protecdo do PCI em associagdo com alopurinol
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foi estudada por Lee e colaboradores. Os autores demonstraram que a atividade da MDA
mitocondrial encontrava-se reduzida nos grupos PCI e alopurinol e ainda mais reduzida com a
associacao de ambos. O uso do PCI mais alopurinol permitiu uma atenuag¢do no consumo de
GSH ao término das 5 horas de reperfusdo e os niveis de H,O, no tecido hepatico também
sofreram diminui¢do significativa em comparacao aos outros grupos. Os autores concluiram que
a combinacdo do PCI e alopurinol possui efeito sinergistico ao impedir o estresse oxidativo no

tecido hepatico (63).

2.6 Efeitos do PCI sobre o Metabolismo Energético

Estudos tém demonstrado que o PCI pode induzir mecanismos poupadores de energia, os
quais diminuem a degradacdo de ATP e o acumulo de lactato durante o periodo isquémico (64).
Lee e colaboradores observaram que as concentragdes de ATP ao término da reperfusdo em
figados isquémicos sem o PCI eram da ordem de 38% dos niveis encontrados nos controles,
enquanto nos tratados com o PCI as concentragdes de ATP eram de 57% dos niveis dos controles.
Entretanto, o PCI ndo afetou os niveis totais de adenina nucleotideos ao término do periodo de
isquemia. Estes achados indicam que o PCI possivelmente favorece a sintese de ATP somente
apos a reperfusdo, um efeito que poderia estar relacionado a um aumento nos niveis de
Adenosina e reducao nos niveis de xantina teciduais (58).

Selzner e colaboradores estudaram os efeitos do PCI sobre a produ¢do de ATP em figados
esteatoticos. Utilizando um protocolo de isquemia de 70% do figado por 75 minutos, reperfusao
de 4 horas e um PCI de 10 minutos, os autores observaram que o uso do PCI permitiu uma
atenuacao na deplecdo de ATP apds 4 e 24 horas de reperfusdo, sendo o status energético

semelhante ao dos animais de figados normais tratados com o PCI. Ainda, os animais tratados
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com o PCI apresentaram uma dramatica reducdo na necrose € apoptose apds a reperfusdo. Os
autores concluiram que o PCI foi uma estratégia efetiva, na medida em que preservou os niveis
de ATP em ratos com figados esteatoticos e nao esteatdticos, além de ter impedido o
desenvolvimento de morte celular tanto por necrose quanto por apoptose (65).

A avaliagdo dos fluxos biliares com a aplicagao do PCI foi avaliada por Nieuwenhuijs e
colaboradores. Estes e outros autores (66, 67) consideram o fluxo biliar um importante marcador
dos danos iniciais de isquemia e reperfusdo, uma vez que reflete a funcdo residual dos
hepatdcitos, enquanto a apoptose € a necrose refletem danos irreversiveis de um determinado
nimero de hepatocitos. Estes autores utilizaram um modelo de isquemia de 45 minutos em 70%
do figado e 60 minutos de reperfusdo em ratos com ou sem um PCI de 10 minutos. Os resultados
demonstraram que os fluxos biliares apds a reperfusdo atingiram valores bem inferiores aqueles
dos niveis de base, da ordem de 54% e 50% com e sem o PCI, respectivamente, ¢ menores que o
fluxo biliar do grupo controle em todos os tempos avaliados. Em contraste, a drea sobre a curva
calculada na reperfusao demonstrou diferenga entre o grupo PCI e o grupo com isquemia isolada.
Os autores ressaltaram que o fluxo biliar na reperfusdo foi dependente do tempo que o 6rgdo
permaneceu em isquemia, e enfatizaram que, embora nao tenham sido demonstradas lesdes
histopatolédgicas acentuadas, o achado foi consistente com outros autores, que demonstraram que
a presenca de necrose e apoptose ¢ freqiientemente observada somente nas fases tardias da
reperfusdo. Os autores concluiram que a diminuigdo acentuada no fluxo biliar ocorreu por uma
subita diminui¢do na fun¢do de um grande numero de hepatdcitos, e ndo por lesdes graves que
provocam apoptose € necrose de uma pequena propor¢ao de hepatocitos (68). Este mesmo grupo
de pesquisadores estudou os efeitos do PCI em ratos jovens e velhos. Nos jovens, o PCI de 5
minutos restaurou o fluxo biliar em 42% dos valores de base, enquanto o PCI de 10 minutos

restaurou o fluxo biliar em apenas 23% dos valores iniciais. Nos ratos velhos, o PCI falhou em
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restaurar o fluxo biliar. A analise plasmatica das transaminases e do lactato ndo demonstrou
diferencas significativas entre os grupos, tanto nos ratos jovens como nos velhos. A analise
histopatoldgica nao demonstrou beneficios do PCI em nenhum grupo (69). A falha do PCI em
proteger o figado dos efeitos da isquemia e reperfusdao em ratos velhos e em humanos com idade
superior a 60 anos ja havia sido observada por outros autores (70-72). De forma semelhante,
outros estudos ndo conseguiram demonstrar efeitos positivos do uso do PCI em nivel

experimental em ratos cirrdticos e em doadores de figado para transplante (73, 74).

2.7 Efeitos do PCI sobre a Microcirculacio Hepatica

Os principais determinantes dos danos induzidos pelo processo de isquemia e reperfusdo
sobre o figado sdo a falha de perfusdo capilar e a diminuicao da oxigenacdo apds o inicio da
reperfusdo (75). Desta forma, as alteragdes na oxigenagdo hepatica podem fornecer indicios
importantes dos efeitos do PCI. Um dos principais mecanismos sugeridos seria a participacido do
ON como um mediador do PCI. O ON ¢ uma molécula biologicamente ativa sintetizada pela
enzima NOS, a qual regula a perfusdo da microcirculagdo hepatica. Estudos prévios
demonstraram que o tratamento de ratos com inibidores da NOS resultou em falha de perfusdo
hepatica e necrose confluente (76, 77). Outros estudos demonstraram os efeitos vasodilatadores
do ON através do relaxamento das células de Ito, sua acdo anti-inflamatéria pela inibigdo da
adesdo de neutréfilos e agregacao plaquetaria (36, 78). Possiveis explicagdes para o desempenho
positivo do PCI seriam a acdo do ON promovendo uma inibi¢ao da sintese de ET-1, conforme ja
havia sido previamente demonstrado (49), ou o efeito regulador do ON sobre a liberagdo de

Adenosina pelas células endoteliais (79).
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Koti e colaboradores demonstraram as alteracdes da oxigenag¢do hepatica em ratos
submetidos a um PCI de 5 minutos e 10 de reperfusdo em um modelo de isquemia lobar de 70%
do figado durante 45 minutos, seguidos por 2 horas de reperfusdo. Os autores concluiram que o
PCI produziu um aumento significativo da oxigenacdo hepatica e diminui¢do dos danos
hepatocelulares ao término de duas horas de reperfusdo, em comparagdo ao grupo que nao
realizou o PCI. A inibig¢@o da sintese do ON através do uso de L-NAME promoveu o bloqueio
dos efeitos do PCI, com redugdo da oxigenagdo tissular e aumento dos danos hepatocelulares,
enquanto a reposicdo de precursores do ON (L-arginina) também reduziu os danos
hepatocelulares (80). Estes mesmos autores investigaram os efeitos do PCI sobre a oxigenacdo
hepatica em figados com esteatose moderada. Os autores demonstraram diferencas significativas
na oxigenagao intra e extracelular, bem como menores danos hepatocelulares com a utilizagdo do
PCI. Os achados foram consistentes com uma melhora da perfusdo sinusoidal, uma melhora da
fun¢do mitocondrial ¢ uma diminuicdo do metabolismo com preservacdo do ATP nos figados

esteatoticos pré-condicionados, semelhante ao encontrado por outros autores (73, 81-83).

2.8 Efeitos do PCI na Resposta Inflamatoria Local e Sistémica

Foi demonstrado previamente que o PCI diminui a liberacdo de TNF-a e reduz os danos
hepaticos e pulmonares, além de reduzir o recrutamento de neutrdfilos circulantes nestes tecidos
(49). Este recrutamento depende de interagdes entre leucocitos e endotélio, as quais sdo mediadas
por varias familias de moléculas de adesao, incluindo as P-selectinas e a ICAM-1 (84).

Os efeitos do PCI sobre diversos oOrgdos-alvo foram avaliados por Peralta e
colaboradores. Utilizando um modelo experimental em ratos, com isquemia de 90 minutos

seguidos por 90 minutos de reperfusdo no lobo hepatico direito e um protocolo de PCI de 10
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minutos, os autores avaliaram os niveis de MPO no figado, pulmdes, pancreas, intestino delgado
e colon, e observaram uma diminui¢do significativa na atividade da MPO tissular em todos os
orgaos avaliados no grupo que realizou o PCI, exceto o figado. Nos 6rgaos-alvo, contudo, houve
um aumento da expressao da P-selectina nos sinusodides e células endoteliais, expressdo esta que
foi reduzida pelo PCI nos o6rgaos remotos, efeito que ocorreu por regulagdo da P-selectina pelo
TNF-a. A avaliacdo histologica corroborou os achados bioquimicos, mostrando extensas lesdes
necroticas no figado com isquemia e poucas lesdes no grupo PCI. Quanto aos infiltrados
neutrofilicos, entretanto, nenhuma diferenca aparente foi observada entre os dois grupos. Nos
orgaos-alvo, as lesdes foram significativamente mais leves quando o PCI foi aplicado. Os autores
sugerem que a prote¢ao que o PCI confere ao figado ¢ independente do aumento da expressao de
moléculas de adesdo e do acumulo de neutréfilos, mas que esta expressdo ¢ fundamental na
protecao dos orgaos-alvo (85).

Os efeitos do PCI sobre o recrutamento de leucocitos foram avaliados através de
microscopia intravital em 30 minutos, 2, 5, 12 ¢ 24 horas utilizando um modelo de isquemia de
30 minutos e um PCI de 5 minutos, seguidos por 10 de reperfusdo. Os resultados demonstraram
redugdes significativas no rolamento dos leucécitos, nos leucdeitos em saltos e nos leucocitos
aderentes em 30 minutos, em 5 e 12 horas no grupo PCI, quando comparados ao grupo sem o
PCI. As interacdes entre leucocitos e endotélio diminuiram ao menos em 50% quando o PCI foi
aplicado (86).

Os efeitos do PCI de 10 minutos sobre a ativacdo de neutréfilos foram estudados também
em situagdo clinica. Choukér e colaboradores realizaram hepatectomias em 75 pacientes. Os
grupos foram semelhantes em relagdo ao tempo de ressec¢do, volume de figado ressecado, tipo
de hepatectomia realizada e doencas que motivaram a cirurgia. A concentragdo de PMN e a

atividade da MPO foram semelhantes apds 30 minutos de reperfusdo nos grupos isquemia e PCI,
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enquanto que a taxa de produ¢do do radical livre superoxido estava diminuida no grupo PCI
somente apds 3 minutos de reperfusdo e nao foi significativa nos outros tempos avaliados (87).
Vajdova e colaboradores avaliaram os efeitos do PCI sobre a microcirculagdo hepatica em
ratos, utilizando microscopia intravital. Utilizando isquemia de 75 e 120 minutos seguida por 180
minutos de reperfusdao, em um modelo de isquemia de 70% dos lobos hepaticos e um protocolo
de PCI de 10 minutos, os autores demonstraram que os indices de perfusdo sinusoidal apds 180
minutos de reperfusdo eram de 60% e 40% nos grupos que realizaram isquemia de 75 e 120
minutos, respectivamente, enquanto no grupo PCI os indices de perfusdo sinusoidal foram
significativamente melhores, da ordem de 80% e 60% apo6s 75 e 120 minutos de isquemia,
respectivamente. A atividade das células de Kupffer, medida por fagocitose de particulas de
latex, obteve melhora nos grupos que realizaram o PCI somente apds 75 minutos de isquemia,
porém com 120 minutos nao houve diminui¢ao da atividade das células de Kupffer e a captacao
de particulas foi semelhante ao grupo que realizou somente isquemia. Consistentes com estes
achados, os niveis de TNF-a tissulares mostraram melhora significativa somente no grupo PCI

com isquemia de 75 minutos (88).

2.9 O PCl e as Vias de Sinalizacio Hepatoprotetoras

Estudos prévios indicam que o PCI pode envolver multiplos sinais extracelulares,
mensageiros secundarios intracelulares e mecanismos efetores. Aqueles que foram invocados
como hepatoprotetores incluem a ativagdo de receptores A, da Adenosina e a indugdo da sintese
do ON. Nao esta claro quais vias sdo essenciais ou como seus efeitos biologicos sao modulados.
A principal hipotese sugere que a liberagdo de RLO na fase de aplicagdo do PCI seria suficiente
para ativar vias de sinalizagdo intracelular redox-sensiveis. Outra hipotese seria que a

conseqiiéncia desta ativagdo provocaria uma resposta inibitoria das vias que levam a morte
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celular (89, 90). Sabe-se que muitas reagdes de fosforilagdo intracelulares, as quais regulam a
proliferagdo e diferenciagdo celular, promovem a liberagao do fator de transcrigdo NF-kB. O NF-
kB regula numerosos genes envolvidos na resposta inflamatoria, defesa celular e controle da
proliferacdo e morte celular (61). Teoh e colaboradores utilizaram um modelo de PCI em ratos
que aplicou um periodo de PCI de 2, 5, 10, 15, 20 e 30 minutos nos lobos mediano ¢ lateral
esquerdo, seguido por 10 minutos de reperfusdo antes do insulto isquémico maior de 90 minutos.
A atividade do NF-«xB, neste estudo, aumentou apds 30 minutos de reperfusdo no grupo com o
PCI de 10 minutos, e foi ausente ou retardada durante a reperfusdo dos grupos sem o PCI. Os
resultados confirmaram que a janela de prote¢do do PCI ¢ de 5 ou 10 minutos, e que redugdo ou
aumento nestes valores nao oferece protecdo (7, 61). A principal conclusao dos autores foi que o
PCI induz hepatocitos quiescentes a entrar no ciclo celular, podendo este mecanismo estar ligado
a ativagdo do NF-«B através de uma degradacao na suas proteinas inibidoras (61).

Outros autores estudaram os efeitos do PCI avaliando os efeitos de tratamentos
farmacologicos que modulam as proteinas de choque térmico (HSP) e proteina-kinases (MAPKSs)
em ratos com figados normais e figados esteatdticos. Os autores sugerem uma ligacdo entre a
proteina de choque térmico heme oxigenase 1 (HO-1) com a atividade da proteina kinase C
(PKC), conforme havia sido relatado previamente, fato que poderia ser explicado por uma maior
liberagdo de RLO em figados com esteatose. Ainda, os resultados demonstraram que a

administracdo de indutores de HO-1 protegeu ambos os tipos de figado (91, 92).

2.10 O PCI em Estudos Clinicos

O primeiro estudo clinico demonstrando os efeitos protetores do PCI foi conduzido por

Clavien e colaboradores e relatado em 2000. Neste estudo piloto, os autores realizaram 12
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hepatectomias utilizando o PCI, comparadas a um grupo de 12 individuos sem o PCI, e
concluiram que o PCI ¢ um método simples e efetivo de prote¢do contra periodos prolongados de
isquemia (81). Posteriormente, este mesmo autor relatou os resultados do uso do PCI de 10
minutos em 50 individuos submetidos a ressec¢des de mais do que dois segmentos hepaticos,
com oclusdo do pediculo hepatico aferente, comparados a um grupo de 50 individuos sem o PCI.
Os grupos foram semelhantes em termos de idade, sexo, tempo de interrupcao do fluxo
sangliineo, volume de figado ressecado e sangramento intra-operatorio. Nao foram observadas
diferengas em termos de permanéncia em UTI, internagdo hospitalar e complicagdes cirargicas e
ndo-cirurgicas entre os grupos. Os picos dos niveis das transaminases hepaticas foram
significativamente menores nos individuos do grupo PCI com idade inferior a 60 anos. A analise
por regressdo multivariada demonstrou beneficio inversamente proporcional a idade, sendo que
nos pacientes com mais de 70 anos os efeitos do PCI foram negativos. A propor¢ao de tecido
ressecado também interferiu nos resultados, sendo que as hepatectomias de menos que 50% da
massa hepatica obtiveram beneficio com o uso do PCI, enquanto ndo foram observados
beneficios nas resseccdes de mais que 50% do volume total. Houve também uma tendéncia de
reducdo das transaminases nas ressec¢oes com duracdo maior que 40 minutos que ficou muito
proxima da significancia estatistica, enquanto a reducdo das transaminases foi mais modesta nas
ressecgdes com tempos menores que 40 minutos. Um pequeno numero de figados que
apresentavam fibrose periportal leve apresentou beneficios semelhantes aos figados normais. Nos
figados com esteatose maior que 25%, os beneficios do PCI foram particularmente intensos na
reduc¢do da atividade das transaminases. A analise dos niveis de ATP no tecido hepéatico no inicio
da cirurgia e ap6s 30 minutos de reperfusdo em uma amostra restrita da série demonstrou que o

PCI preservou os niveis de ATP naqueles com idade inferior a 60 anos. O efeito foi inverso com
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idade maior que 60 anos. Os autores sugerem que outras estratégias, como o Clampeamento
Intermitente, deveriam ser tentadas em individuos com idade superior a 60 anos (70).

Outro ensaio clinico recente comparou os efeitos do PCI e do Clampeamento Intermitente
em individuos submetidos a resseccdes hepaticas. Setenta e trés pacientes foram randomizados
para receber um dos tratamentos propostos e ressec¢ao de pelo menos dois segmentos hepaticos.
O PCI consistiu de clampeamento de 10 minutos e 10 minutos de reperfusdo, enquanto no grupo
intermitente foram realizados dois clampeamentos de 15 minutos, separados por 5 minutos de
reperfusdo. Os resultados demonstraram que os grupos foram semelhantes em todos os
parametros de selecdo. O sangramento operatorio, o tempo de transeccdo e a quantidade de
transfusdes foram significativamente menores no grupo PCI, enquanto os niveis de
transaminases, complicagdes cirtrgicas, tempo de permanéncia hospitalar e permanéncia em UTI
foram semelhantes entre os grupos. Entretanto, houve uma correlagdo negativa entre a idade e os
niveis das transaminases, sendo que os individuos com idade mais avangada obtiveram pouco
beneficio com o uso do PCI. A mortalidade da série foi de 1.6%. Os autores concluiram que
ambas as estratégias sao igualmente efetivas em prevenir os danos hepaticos, porém o PCI tem as
vantagens de menor sangramento € menor tempo de transec¢do do parénquima, enquanto o
Clampeamento Intermitente foi superior nos pacientes com idade superior a 65 anos (71).

Posteriormente, outro ensaio clinico randomizado avaliou os efeitos do PCI de 10 minutos
sob Exclusdo Vascular Total com preservagao do fluxo da veia cava. Sessenta individuos foram
divididos em um grupo com e outro sem o PCI. Os grupos foram semelhantes em 24 parametros
analisados, e as atividades das transaminases hepaticas, glutationa transferase, tempo de
protrombina e bilirrubinas foram semelhantes nos grupos. Dois dbitos ocorreram no grupo PCI, o
primeiro por isquemia intestinal e o segundo por insuficiéncia hepatica. O Unico pardmetro

associado a uma elevagdo das transaminases na analise multivariada foi a depuracdo do verde de
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indocianina no pré-operatorio. Os autores ressaltaram que o PCI ndo mostrou melhora da fungdo
hepatica e que a discrepancia com os ensaios previamente relatados poderia estar relacionada a
falta de fluxo retrégrado pelas veias hepaticas, que ocorre com a técnica de Exclusdao Vascular
Total, ou por um discreto aumento nos tempos de ressec¢dao, que foram, em média, 10 minutos
superiores aos que Clavien e colaboradores haviam relatado. Concluem que o PCI ndo é uma
ferramenta util e ndo recomendam seu uso quando se utiliza a técnica de Exclusdo Vascular Total
no figado (93).

Uma meta-analise publicada recentemente avaliou os efeitos do PCI em doadores de
figado para transplante. Dos 162 doadores de figado avaliados, 78 foram randomizados para ser
submetidos ao PCI, enquanto 84 ndo foram. Nao houve diferenca estatistica quanto a
mortalidade, disfun¢do primaria, disfuncdo inicial, retransplante, tempo de interna¢do em UTI,
niveis das transaminases, bilirrubinas, atividade da protrombina, atividade da MPO, NOS e
apoptose nos enxertos transplantados com ou sem o PCI. Os autores concluiram que nao ha
evidéncias suficientes para recomendar ou refutar o uso do PCI em doadores de figado, e que
novos ensaios clinicos sdo necessarios para identificar o melhor estimulo isquémico durante a

captacao do figado para transplante (94).
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4. Objetivos

e  Desenvolvimento de um modelo cirargico experimental de isquemia e reperfusdo em
ratos que inclui a utilizacdo de Hipotermia Hepatica Topica associada ao Pré-
condicionamento Isquémico.

e Analise dos danos hepatocelulares, da fun¢do hepatica e das defesas antioxidantes em
ratos submetidos a isquemia do figado de 90 minutos de duragdo, seguidos por

reperfusdo do o6rgao de 120 minutos nas seguintes condigdes:

a) Normotermia.
b) Utilizando Pré-condicionamento Isquémico.
¢) Induzindo Hipotermia Hepatica Topica a 26°C.
d) Associando o Pré-condicionamento Isquémico com a Hipotermia Hepatica Topica
a26°C.
e Avaliar a existéncia de efeitos sinergisticos com a aplicacdo de Hipotermia Hepatica

Topica a 26°C associada com o Pré-condicionamento Isquémico.
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Abstract

Background/Aims: Hypothermia and Ischemic Preconditioning (IPC) are known to protect
against ischemia/reperfusion (I/R) injury in liver resections. The mechanisms are not completely
elucidated and the use of these techniques together was not assessed until the present moment.
Methods: Rats were subjected to partial (70%) hepatic ischemia during 90 minutes and 120
minutes of reperfusion. Five groups were studied: Control (C), Normothermic Ischemia (NI),
Ischemic Preconditioning (IPC), Hypothermia 26°C (H), and Hypothermia 26°C plus IPC. IPC
consisted of 10 minutes of ischemia and reperfusion before the ischemic insult and the
hypothermia was induced by the superfusion of cooled saline on the ischemic lobes. Mean
arterial pressure (MAP), body temperature and bile flow were recorded every 15 minutes and
hepatic injury, lipid peroxidation and antioxidant defenses were assessed at the end of
reperfusion. Results: MAP and body temperatures remained constant throughout the entire
experiment. Bile flow in the H and H+IPC groups returned to levels similar to control after 45
minutes of reperfusion and were significantly higher in comparison to the NI and IPC groups
after 105 minutes (P<0.05 and P<0.05) and 120 minutes (P<0.05 and P<0.05). Plasmatic levels of
AST and ALT were significantly higher in the NI (P<0.05 and P<0.05) and IPC (P<0.05 and
P<0.05) groups in comparison to the C group. TBARS were significantly lower in the H+IPC
group in comparison to the NI (P<0.01), IPC and H (P<0.05 and P<0.05). Catalase levels were
significantly higher in the IPC group in comparison to the C (P<0.01), NI and H+IPC (P<0.05
and P<0.05) groups. SOD levels were significantly higher in the H group in comparison to the C
(P=0.01), NI, PCI and H+IPC (P<0.05, respectively) groups. Conclusion: Topical hypothermia

associated or not to IPC protected the ischemic liver against ischemia/reperfusion injuries and
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allowed an early recovery of the hepatic function possibly related to attenuation of oxidative

stress and ATP preservation.

Introduction

Ischemia-reperfusion injury (I/R) is a major cause of morbidity and mortality in liver
surgery and transplantation. In order to attenuate the deleterious effects of I/R, some strategies
such as topical Hypothermia and IPC have been used with proven benefits (1, 2).

The protective effect of hypothermia has been attributed to a reduction of liver
metabolism and the subsequent decrease of oxygen requirement that occurs with a temperature
decrease. In addition, the prevention of liver injuries promoted by attenuation of oxidative stress
also plays an important role (3, 4). Contrary to hypothermia applied through whole body
temperature cooling or in sSitu perfusion cooling, topical hypothermia is a simple, fast, and low
cost technique, which is not associated with hemodynamic imbalance and body temperature
decrease. There is growing evidence that even mild or moderate hypothermia evokes functional
protection against I/R injury (4-6). On the other hand, IPC is an inducible and potent endogenous
mechanism by which repeated episodes of brief I/R confer a state of protection against
subsequent sustained ischemia. While a number of protective mediators have been identified such
as adenosine (7), nitric oxide (8) or various kinases (9-11), the triggering mechanism of
protection remains unknown. One of the possible protective mechanisms is related to a reduction
of oxidative stress (12). In the present study the authors evaluated the occurrence of protective
synergistic effects when both techniques are associated as well as the hepatocelular injuries, liver

function and antioxidant defenses at the initial phase of the reperfusion.
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Material and Methods

Animals

This study was approved by the Bioethical Committee of the Post-Graduation Group of
the HCPA-UFRGS, which adheres to the rules of the Council for International Organization of
Medical Sciences (CIOMS). Male Wistar rats weighting 200-250g were used in all experiments.
Animals were fed on a laboratory diet with water and food ad libitum until the night before the

experiment and were kept under constant environmental conditions with 12-h light—dark cycles.

Anesthesia and Surgical Procedures

After 12 hours fasting, animals were anesthetized with ketamin sulfate 75 mg/kg
(Dopalen, Vetbrands, Jacarei, Brazil) and Xylazin (Anasedan,Vetbrands, Jacarei, Brazil) 10
mg/kg by intraperitoneal injection. One-third supplements of the initial dose were administered
when necessary. Animals were placed in supine position on a heated pad for maintenance of body
temperature. The rectal temperature was measured at 15 minutes intervals by a digital
thermometer and adjusted to 35.5°C - 37.5°C when necessary by a heating lamp. A
polypropylene catheter (Portex PE-50, Hythe, Kent, UK) was inserted into the right carotid artery
for recording of MAP (Sirecust 304D Siemmens, Munich, Germany) every 15 minutes and
continuous volume replacement with normal saline (2 ml/h). Oxygen (0.5 l/min) was
administrated by a face mask (Figure 1). The liver was exposed through an upper abdominal
transverse incision, retractors were positioned on the rib cage and the liver was released from its
ligaments. The bile duct was canulated (Portex PE-50, Hythe, Kent, UK) and exteriorized by a
counter incision in the inferior abdomen. Bile volumes were measured at 15 minutes intervals. To

induce hepatic ischemia, the blood supply to the left and median liver lobes was interrupted by
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placement of an atraumatic microvascular clip (Medicon, Tuttlingen, Germany) at the level of the
hepatic artery and portal vein, without inclusion of the correspondent biliary ducts (Figure 2).
The un-occluded right and caudate lobes allowed outflow from the splanchnic circulation, thus
avoiding venous congestion. After the start of liver ischemia, the top of the surgical table was
elevated to 30 degrees and the median and lateral liver lobes carefully mobilized into a
polyethylene concave device designed to isolate the liver in the abdominal cavity, similar to
previous descriptions by other authors (13). A flexible intraparenchymal probe (IT-23, 0.5mm,
Braintree Scientifics, Boston, USA) connected to a digital thermometer (Thermalert - THS,
Braintree Scientifics, Boston, USA) was inserted five millimeters deep within the central region
of the isquemic left lateral lobe and the temperature was adjusted to 26°C by cooled saline
solution superfusion in the H and H+IPC groups (Figure 3). To avoid spillover of the cooled
saline solution to the abdominal cavity and consecutive systemic cooling of the animal, a suction
system was installed to remove fluid (Figure 4). IPC consisted of 10 minutes of warm ischemia
and 10 minutes of reperfusion before the prolonged ischemia only in the IPC and H+IPC groups.
After 90 minutes of ischemia, the clip was removed and the liver reperfused for 120 minutes. At
the end of the experiment animals were killed by carotid exsanguination and blood samples were
collected. Thereafter, the liver weight was determined and a segment of the previously ischemic
lobes was cut in cubes, immediately frozen in liquid nitrogen and kept in a — 80°C freezer,

whereas another fragment was fixed in 4% formaldehyde.

Experimental Design
1. Control Group (C)
Animals underwent laparotomy and all preparation remaining without hepatic ischemia

during the entire experiment, (n=4).
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2. Normothermic Ischemia Group (NI)

Livers were subjected to ischemia of the median and lateral lobes for 90 minutes and
subsequent reperfusion for 120 minutes, (n=7).
3. Ischemic Preconditioning Group (IPC)

Ischemic preconditioning consisted of 10 minutes of warm ischemia and 10 minutes of
reperfusion. Thereafter, the preconditioned liver lobes were exposed to 90 minutes of ischemia
followed by 120 minutes of reperfusion, (n= 7).

4. Hypothermia Group (H)

Immediately after the ischemia had begun, the median and left lateral liver lobes were
cooled to 26°C for 90 minutes. Thereafter, the livers were reperfused for 120 minutes in
normothermia, (n=7).

5. Hypothermia plus Ischemic Preconditioning Group (H+I1PC)

Ischemic preconditioning consisted of 10 minutes of warm ischemia and 10 minutes of
reperfusion. Immediately after the ischemia had begun, the median and left lateral liver lobes
were cooled to 26°C for 90 minutes. Thereafter, the livers were reperfused for 120 minutes in

normothermia, (n=7).

Bile Flow
Bile samples were collected every 15 min by siphoning. Bile volume was determined
gravimetrically, assuming a density of 1.0 g/ml, and the results were expressed as microliters per

minute per gram of wet weight liver.

Liver Enzymes
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Blood samples were taken from the carotid artery at the end of the experiment,
immediately centrifuged at 4000Xg for 10 min, and stored at -80°C. Serum aspartate
aminotransferase (AST) alanine aminotransferase (ALT) were measured by means of automated

analyzer (Modular P800 Hitachi, Roche-Boehringer, Mannheim, Germany).

TBARS

The determination of the TBARS was performed using the Buege and Aust method (14).
The liver was homogenized with tricloroacetic acid 10% and a solution of tiobarbituric acid
0.67% plus sodium sulfate 7.1%. Thereafter, the composition was heated to 100°C for 30 minutes
and then cooled in ice for 10 minutes. After that, n-butyl alcohol was added to the composition
and the homogenate agitated for 30 seconds in a Vortex system and centrifuged (2000Xg) for 5
min. The supernatant obtained, which is product of the reaction of the lipoperoxides was
transferred to a plate for reading in a 535 nm wavelength spectrophotometer. The results were

expressed in nanomoles per milligram of protein (nmol/mg.prot).

Catalase

The activity of Catalase was evaluated according to the method described by Boveris and
Chance (15). Phosphate buffer 50 mM (ph 7.0) and H,O, were added to the liver homogenate.
The rate of decomposition of the H,O, (0.3 M) added to the homogenate was determined by
reading in a 240 nm wavelength spectrophotometer. The results were expressed in picomoles per

milligram of protein (pmoles/mg.prot).

SOD
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The activity of the antioxidant enzyme SOD was evaluated using a technique described by
Mirsa and Fridovich (16). Glicyn buffer 50 mM (pH 11.0) and adrenalin were inserted into a
plate of 96 wells containing liver homogenate. The ability of the SOD to inhibit the reaction of
superoxide radical was determined by reading in a 480 nm wavelength spectrophotometer. The

results were expressed in units of SOD per milligrams of protein (USOD/mg.prot).

Liver Histology

One pathologist in a blinded fashion assessed HE sections looking at three tissue injury
parameters: hydropic degeneration, hepatocellular necrosis and neutrophilic infiltrates. All ranged
in score from 0 until 4. The sum of histopathological injury score was recorded for each specimen

and the data expressed as means for each group.

Statistics

Data were analyzed for statistical significance by Analysis of Variance (One-way
ANOVA or ANOVA on ranks) and multiple comparison tests when appropriated (Tukey,
Student-Neuman-Keuls and Dunn) using a statistical software package (SigmaStat for Windows,
Jandel Scientific, Erkath, Germany). Correlations were analyzed by Spearman coefficient. Data
are given as Mean *+ Standard Error of the Mean (SEM) and P values less than 0.05 were

considered as significant.

Results

Macrohemodynamic Parameters and Body Temperature
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In all groups, the MAP and body temperature remained constant throughout the entire
experiment. There was no significant difference between animals subjected to topical
hypothermia, normothermic ischemia, and sham-operated controls.

MAP means ranged from 76.5 + 3.1 mmHg to 83.8 = 1.8 mmHg in the C group, 83.3 +
4.5 mmHg to 101.0 + 5.8 mmHg in the IN group, 86.3 + 3.2 mmHg to 97.9 £ 6.1 mmHg in the
IPC group, 82.6 £ 4.4 mmHg to 94.7 + 4.2 mmHg in the H+IPC group and 84.7 = 5.0 mmHg to
97.3 £ 6.7 mmHg in the H group.

Body temperature means ranged from 36.5 £ 0.1°C to 37.0 = 0.3 °C in the C group, 36.5
+ 0.2 °C to 37.2 £ 0.1 °C in the NI group, 36.5 £ 0.1°C to 37.1 + 0.2 °C in the IPC group, 36.9 +

0.2°C to 37.2 £ 0.2 in the H+IPC group and 35.8 = 0.5 °C to 37.1 £ 0.2°C in the H group.

Liver Enzymes
AST

At the end of reperfusion the mean serum levels of AST in the C group were 279+36
IU/L, whereas in the NI group were significantly increased to 3910+1049 IU/L (P<0.05 vs. C
group). As in the NI group, in the IPC group the AST mean levels were significantly increased to
4207+725 TU/L (P<0.05 vs. C group). In the H group the mean AST levels were 3074+832 IU/L,
whereas in the H+IPC group the mean AST levels were 3101+450 IU/L (Figure 5).
ALT

At the end of reperfusion the mean serum levels of ALT in the C group were 107+40
IU/L, whereas in the NI group were significantly increased to 4660+1371 IU/L (P<0.05 vs. C
group). As in the NI group, in the IPC group the mean ALT levels were significantly increased to
4086+832 TU/L (P<0.05 vs. C group). In the H group the mean ALT levels were 1637+404 1U/L,

whereas in the H+IPC group the mean ALT levels were 2878+629 IU/L (Figure 5).
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Bile Flow
Cross-clamping of the portal inflow reduced the rate of bile flow in all groups in
comparison to C group. However, during 90 minutes of ischemia, the bile flow in the NI and IPC

groups were significantly higher in comparison to the H+IPC and H groups. Table 1.

Table 1: Bile flow rates throughout ischemia (nl/g.min)

Group Mean SEM
C 0.0591* 0.0039
NI 0.0230 " * 0.0054
IPC 0.02591 0.0044
H 0.0197 0.0052
HH+IPC 0.0207 0.0041

"P<0.01 vs. all groups. * P=0.01 vs. H+IPC, "P<0.05 vs. H.
1 P<0.01 vs. H+IPC and H. Data expressed as Mean + SEM. One-way ANOVA, Tukey post
hoc test.
After the reperfusion, bile flow in the H+IPC and H groups returned to levels similar to

the C group after 45 minutes of reperfusion and were higher in comparison to the NI and IPC

groups after 105 minutes (P<0.05 and P<0.05) and 120 minutes (P<0.05 and P<0.05) (Figure 6).

TBARS, Catalase and SOD
At the end of the experiment, lipid peroxidation and antioxidant defenses were evaluated
in liver tissue. TBARS levels in the liver tissue showed significant difference in the H+IPC group

in comparison to other treatment groups, but not to control group (Figure 7). The activity of the
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intracellular antioxidant enzyme Catalase was determined in liver tissue at the end of reperfusion.
Significantly higher activity was seen in the IPC group when compared to the C, NI, and H+IPC
groups (Figure 8). In contrast, the antioxidant enzyme SOD showed significant increase in the H

group in comparison to all other groups (Figure 9).

Correlations
In the H group there was a negative correlation between AST and ALT with bile flow (r =
-0.88, P<0.05 and r = -0.87, P<0.01, respectively), whereas a positive correlation was observed

between AST and ALT with TBARS (r =0.92, P<0,01 and r =0.78, P<0.05, respectively).

Histopathological Score
The mean scores in every group are presented in Figure 10. A significant difference was
observed in the NI group in comparison to C group (P<0.05). The degree of the injuries was

considered as mild in all groups.

Discussion

In the current study the effects of the association of topical hypothermia and IPC in a
model of ischemia and reperfusion were evaluated. Both are considered two important surgical
tools of protection against ischemia and reperfusion injuries, but to the knowledge of the authors,
this is the first report of the simultaneous use of both techniques on the liver, whereas this
combination was already reported in brain and heart surgery (17, 18). The protective mechanisms
are not completely understood, but the attenuation of the damage caused by radical oxygen

species (ROS) generated after the reperfusion seems to be, at least in part, a mechanism found in
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both techniques (6, 12). It has also been demonstrated that the oxidant stress depends on the
intraischemic temperature and hypothermia possibly attenuates the inflammatory response even
with a low decrease of temperature, possibly by a reduction in neutrophil recruitment and
prevention of the no reflow phenomenon (4, 5, 19). In agreement with these findings and similar
to Kato et al, we observed that the induction of topical hypothermia allowed a homogenous
macroscopic perfusion of the ischemic liver lobes immediately after reperfusion, whereas in the
normothermic groups, several areas of heterogeneous perfusion were observed. This macroscopic
finding possibly is related to an attenuation of the no reflow phenomenon after the reperfusion
promoted by hypothermia, an effect also observed by others at different temperatures (13).

In the current study, the induction of 26°C topical hypothermia was not associated to
hemodynamic disturbances during the experiments and the whole body temperature was similar
in all groups. Thus, any possible influence of the MAP and body temperature in the results
obtained can be discarded. In line with these findings, others have demonstrated that topical
hypothermia is safe and has no influence on the homodynamic and animal temperature (3, 4, 22,
23). According to Yamanaka et al, the use of topical hypothermia could offer benefits in any
resection that needs interruption of the afferent blood flow (2).

The results showed that after 90 minutes of ischemia and 120 minutes of reperfusion, liver
concentrations of TBARS, which is a sensitive marker of cell membrane lipid peroxidation,
showed a significant decrease in the H+IPC group in comparison to other treatment groups. This
finding suggests a synergistic protective effect when hypothermia and IPC are associated and
demonstrates that both hypothermia and IPC seem to have a strong influence on the injuries
caused by the ROS (5, 13). This protection, in the case of hypothermia, was possibly related to an
inhibition of the superoxide radical release, since the induction of topical hypothermia at 26°C

allowed a significant preservation of the SOD activity. The association of hypothermia plus IPC,
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however, attenuated this response. Possible explanations to the protective effect of hypothermia
could be related to a decrease in the metabolic rate and reduction of the activity of Kupffer cells,
which are the mean source of superoxide radicals at the initial reperfusion. In addition, other
reports have demonstrated that hypothermia is related to prevention of mitochondrial integrity at
reperfusion, another source of superoxide radicals (24). On the other hand, IPC seems to have
influence on the intracellular xanthine metabolism and prevention of hydrogen peroxides release,
since IPC promoted a significant preservation of Catalase levels. Hypothermia, in contrast,
attenuated Catalase preservation promoted by IPC. Thus, hypothermia and IPC seem to act in the
liver oxidant system in different ways. Possible explanations to lower Catalase activity when
hypothermia is applied might be related to a decrease of AMP hydrolysis and lower xanthine
accumulation due to a reduction in the metabolic rate, as demonstrated in other studies (4).
Indeed, we observed during ischemia, a significant fall in bile flows in hypothermic groups in
comparison to normothermic groups, a finding compatible with a significant decrease in
metabolic rate. Another possibility is related to the high antioxidant capacity of the hepatocytes.
In a scenario of lower ROS release promoted by IPC or hypothermia, the antioxidant system
could scavenge almost completely the ROS in liver tissue, as previously demonstrated (25).

One of the possible protective mechanisms of hypothermia is the decrease of the
metabolic rate and oxygen demanding due to the reduction of temperature (3, 21, 26). However,
some evidence shows that even a mild or moderate hypothermia is protective, a fact that
challenges the concept that a decreased demand of oxygen is the only mechanism involved in the
liver protection during hypothermia (3, 27, 28). In the present study, the analysis of bile flow,
which is directly correlated to ATP synthesis, showed that during ischemia all groups presented
an important decrease of bile flow. However, a significant bile flow reduction was seen in the

hypothermic groups in comparison to normothermic groups during ischemia. This phenomenon
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probably is related to the subsequent increase of bile flow after the reperfusion in the
hypothermic groups, since bile flow returned to levels similar to the controls after 45 minutes of
reperfusion, a finding not observed in normothermic groups. Moreover, a significant increase in
bile flow was demonstrated after 105 minutes of reperfusion when hypothermic groups were
compared to groups subjected to normothermic ischemia or normothermic ischemia and IPC.
These findings show that local hypothermia was associated to an early recovery of the liver
function. Bile flow has been considered a very sensitive parameter of the initial ischemia and
reperfusion injuries and represents the residual function of the unaffected mass of hepatocytes,
whereas other markers show only severe damage in a restricted number of hepatocytes (29, 30).
In line with our study, Takahashy and coworkers showed that the reoxygenation in hypothermic
animals is related to a total recovery of the energetic status, whereas animals subjected to
normothermic ischemia did not present recovery of ATP synthesis (31). In contrast with previous
reports (32), the application of isolated IPC had no improvement in bile flow after reperfusion,
whereas the association of hypothermia and IPC showed a significant recovery, a finding that
confirms the strong influence of the hypothermia in bile flow. Since the IPC benefits have been
implicated also to a late window of protection, any possible late recovery of bile flow cannot be
totally discarded.

Liver enzymes showed a high variability in ischemic groups. The NI and IPC groups
presented a significant difference when compared to controls, whereas the H and IPC+H groups
remained similar to controls. This finding suggests a protection promoted by topical hypothermia.
Consistent with this, a negative correlation between liver transaminases and bile flow was found
in the H group, a result which corroborates the influence of topical hypothermia in the present

model.
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In contrast to most authors (1, 8, 11, 32), IPC did not show benefits in liver injuries
markers. This observation, however, is similar to other reports which used IPC in aged and
cirrhotic rats, in liver donors to transplant or under total vascular exclusion (29, 33-35). A
possible explanation might be related to the protocol of 90 minutes of ischemia applied in this
study, which could be beyond the limits of IPC protection. Vajdova and coworkers have
suggested that the time of liver ischemia is important to IPC exerts its effects (36). Our
observations, however, suggest that IPC allowed maintenance of the antioxidant capacity, which
is in agreement with other studies (11, 37).

The current experimental model, in contrast to other techniques of hypothermia induction,
was simple, safe and reliable. It has been suggested that maintenance of the temperature is the
subject of extreme importance in experimental studies, since very low levels of transaminases
have been reported without a clear demonstration of the animals body temperature, a fact that
suggests that some studies could have been conducted under hypothermic conditions (3).

Histopathological analyses showed only mild injuries in all groups and both hypothermia
and IPC failed to show significant improvement. The absence of severe morphological damage is
consistent with the observations of other investigators that could not find substantial necrosis and
apoptosis until later times of reperfusion (38).

In summary, the induction of topical liver hypothermia at 26°C associated to IPC suggests
a synergistic protective effect on hepatic lipid peroxidation. In addition, the induction of topical
hypothermia isolated or associated to IPC attenuated liver injuries and allowed an early recovery
of the liver function after reperfusion. These effects are probably related to a direct effect of

hypothermia on ROS and ATP preservation.
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Figures:

Figure 1: Overall view of the experiment. Animal subjected to partial liver ischemia and
topical hypothermia. Yellow arrow: bile flow collection. Orange arrow: rectal thermometer.
White arrow: cold saline superfusion on the liver. Green arrow: ischemic liver lobes. Red
arrow: carotid catheter. Blue arrow: oxygen by face mask.

Figure 2: Ischemia of the liver lobes. Green arrow: Bile ducts of the median and left lateral
lobes not included in the cross-clamping. Yellow arrow: catheter introduced into the mean
bile duct. Blue arrow: microclipe occluding the vascular pedicle to median and left lateral
lobes. White arrow: ischemic left lateral lobe.
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Figure 3: Ischemic liver lobes placed into a concave shaped device. Green arrow:
superfusion of saline on the liver lobes. Yellow arrow: intraparenchimal probe connected to
a digital thermometer.

Figure 4: Induction of topical liver hypothermia. Green arrow: Suction system. Yellow
arrow: Cold saline superfusion on the ischemic liver lobes. White arrow: Ischemic liver
lobes placed into a specially designed device.

A)

75



AST
6000

5000 -
4000 - “V

3000 -

*
*

IU/L

2000 -

1000 -

C NI IPC H H+IPC

ALT
7000

6000 -
%k
5000 - l

4000 -

*

IU/L

3000 -

2000 -

1000 -

C NI IPC H H+IPC

Figure 5: (A) AST levels at the end of reperfusion. *P<0.05 vs. C. (B) ALT levels at the end
of reperfusion. *P<0.05 vs. C. Data expressed as Mean + SEM. One-way ANOVA, Tukey post
hoc test.
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Figure 6: Ischemia substantially reduces bile flow from the bilateral median and left lateral
liver lobes. After reperfusion there was a recovery of bile flows in H+IPC and H groups (see
the text). * P<0.05 vs. NI and IPC. Data expressed as Mean + SEM, One-way ANOVA, Tukey
post hoc test.
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Figure 7: TBARS levels at the end of reperfusion. "P<0.05 vs. C, *P<0.05 vs. H+IPC,
*P<0.01 vs. H+IPC. Data expressed as Mean + SEM. ANOVA on ranks, Dunn post hoc test.
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Figure 8: Catalase levels at the end of reperfusion. *P<0.05 vs. IPC, "P<0.01 vs. IPC. Data
are expressed as Mean + SEM. One-way ANOVA, Student-Neumann-Keuls post hoc test.
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Figure 9: Superoxide dismutase levels at the end of reperfusion. “P=0.01 vs. H, *P<0.05 vs.
H. Data are expressed as Mean £ SEM. One-way ANOVA, Student-Neuman-Keuls post hoc

test.
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Figure 10: Histopathological score injuries. HE sections were evaluated to the presence of
hydropic degeneration (0-4), hepatocellular necrosis (0-4) and neutrophilic infiltrates (0-4).
Data are presented as Mean £ SEM. *P<0.05 vs. C. One-way ANOVA, Tukey post hoc test.
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Resumo

Introdugdo/Objetivos: A Hipotermia e o Pré-Condicionamento Isquémico (PCI) sdo técnicas
capazes de reduzir os danos de isquemia e reperfusdo em ressecgdes hepaticas. Os mecanismos
ndo foram completamente elucidados e o uso combinado de ambas as técnicas nao foi avaliado
até o presente momento. Material e Métodos: Ratos foram submetidos a isquemia hepatica
parcial (70%) durante 90 minutos e 120 minutos de reperfusdo. Cinco grupos foram estudados:
Controle (C), Isquemia Normotérmica (IN), Pré-Condicionamento isquémico (PCI), Hipotermia
26°C (H) e Hipotermia 26°C mais PCI (H+PCI). O PCI consistiu de 10 minutos de isquemia e
reperfusdo antes da isquemia prolongada e a hipotermia foi induzida por gotejamento de solugdao
salina resfriada sobre os lobos isquémicos. A pressdao arterial média (PAM), a temperatura
corporal e o fluxo biliar foram aferidos em intervalos de 15 minutos e os danos hepaticos, a
peroxidacdo lipidica e as defesas antioxidantes foram avaliados 2 horas apods a reperfusao.
Resultados: A PAM e a temperatura corporal permaneceram constantes durante todo o
experimento. O fluxo biliar retornou a valores semelhantes ao grupo C nos grupos H e H+PCI
ap6s 45 minutos de reperfusdo e foi significativamente maior nos grupos H e H+PCI em
comparacao aos grupos IN e PCI apds 105 minutos (P<0,05 e P<0,05) e 120 minutos (P<0,05 e
P<0,05). Os niveis plasmaticos da AST e ALT demonstraram aumento significativo nos grupos
IN (P<0,05 e P<0,05) e PCI (P<0,05 e P<0,05) em comparagdo ao grupo C. Os niveis de TBARS
foram significativamente menores no grupo H+PCI em comparagdo aos grupos IN (P<0,01), PCI
e H (P<0,05 e P<0,05). Os niveis de CAT foram significativamente maiores no grupo PCI em
comparagao aos grupos C (P<0,01), IN e H+PCI (P<0,05 e P<0,05). Os niveis de SOD foram
significativamente maiores no grupo H em comparagao aos grupos C (P=0,01), IN, PCI e H+PCI

(P<0,05, respectivamente). Conclusdo: A hipotermia topica protegeu o figado isquémico contra
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os danos de isquemia e reperfusdo e permitiu uma recuperacdo precoce da fungdo hepatica

possivelmente por uma atenuagao do estresse oxidativo e preservacao de ATP.

Introducao

Os danos de isquemia e reperfusdo (I/R) sdo uma causa importante de morbidade e
mortalidade em cirurgias hepaticas e no transplante de figado. Para atenuar os efeitos deletérios
da I/R, estratégias como a Hipotermia Tépica e o PCI t€m sido utilizadas com beneficios
comprovados (1, 2).

O efeito protetor da hipotermia tem sido atribuido a uma reducdo no metabolismo e
subseqiiente diminui¢do da demanda por oxigénio com a redugdo da temperatura. Além disso, a
prevencao dos danos hepaticos promovidos por uma atenuagao no estresse oxidativo também tem
um papel importante (3, 4). Ao contrario da hipotermia aplicada através do resfriamento corporal
ou resfriamento por perfusdo in situ, a aplicagdo de hipotermia topica ¢ um método simples,
rapido e de baixo custo, o qual ndo estd associado com desequilibrio hemodinamico e reducao da
temperatura corporal. Existe crescente evidéncia que mesmo uma hipotermia leve a moderada
produz protecao funcional contra os danos de I/R (4-6). Por outro lado, o PCI ¢ um mecanismo
enddgeno potente através do qual episddios breves de I/R conferem um estado de protecdo contra
subseqiientes periodos prolongados de isquemia. Embora alguns mediadores, tais como a
adenosina (7), o 6xido nitrico (8) e varias kinases (9-11) tenham sido identificados, o0 mecanismo
que dispara o efeito protetor permanece desconhecido. Um dos possiveis mecanismos protetores
esta relacionado a uma atenuagao no estresse oxidativo (12). Neste estudo, os autores avaliaram a

ocorréncia de efeitos protetores sinergisticos com a associagdo de ambas as técnicas e analisaram
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os danos hepatocelulares, a fun¢do hepatica e as defesas antioxidantes na fase inicial de

reperfusdo do orgao.

Material e Métodos
Animais

Este estudo foi aprovado pelo Comité de Bioética em Pesquisa vinculado ao Grupo de
Pesquisa e Pos-Graduacdo do HCPA-UFRGS, o qual segue as normas do Conselho Internacional
das Ciéncias Médicas (CIOMS). Ratos Wistar machos pesando entre 200-250g foram utilizados
em todos os experimentos. Os animais foram alimentados com dieta padronizada de dgua e ragao
ad libitum até a noite anterior ao experimento e foram conservados sob condi¢des ambientais

constantes com ciclos de noite-vigilia de 12 horas.

Anestesia e procedimentos cirirgicos

Os animais foram anestesiados com Sulfato de Ketamina 75 mg/kg (Dopalen, Vetbrands,
Jacarei, Brazil) e Xilazina 10 mg/kg (Anasedan,Vetbrands, Jacarei, Brazil) por via
intraperitoneal. Suplementos de um terco da dose foram administrados quando necessario. Os
animais foram colocados em posi¢do supina sobre uma mesa cirurgica aquecida para a
manutengdo da temperatura corporal. A temperatura retal foi medida em intervalos de 15 minutos
através de um termometro digital e foi ajustada em 35,5°C — 37,5°C quando necessario com o
auxilio de uma lampada. Um cateter de polietileno (Portex PE-50, Hythe, Kent, Reino Unido) foi
inserido na cardtida direita para mensuracdo da PAM (Sirecust 304D Siemmens, Munique,
Alemanha) a cada 15 minutos e infusdo continua de cloreto de sédio a 0,9% (2 ml/h). Oxigénio a

0,5 I/min foi administrado por uma campanula (Figura 1). O figado foi exposto através de uma
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incisdo transversa, afastadores foram posicionados nos arcabougos costais e o figado foi liberado
de seus ligamentos. O ducto biliar principal foi canulado (Portex PE-50, Hythe, Kent, Reino
Unido) e os volumes de bile mensurados em intervalos de 15 minutos por sifonagem. Para
induzir hipotermia hepatica, o suprimento sangiiineo para os lobos mediano e lateral esquerdo foi
interrompido pela aplicagdo de um clipe microvascular atraumatico (Medicon, Tuttlingen,
Alemanha) ao nivel da artéria hepatica e veia porta, sem incluir a vias biliares (Figura 2). Os
lobos direito e caudado permaneceram sem interrup¢ao do fluxo sangiiineo e permitiram o fluxo
de saida da circulagdo esplancnica, evitando congestdo venosa. Durante a isquemia, a cabeceira
da mesa cirtrgica foi elevada em aproximadamente 30 graus e os lobos mediano e lateral
esquerdo foram mobilizados cuidadosamente dentro de um dispositivo de polietileno,
confeccionado para isolar os lobos isquémicos na cavidade abdominal, semelhante ao
previamente descrito por outros autores (13). Uma haste flexivel (IT-23, 0.5mm, Braintree
Scientifics, Boston, USA) conectada a um termometro digital (Thermalert - THS, Braintree
Scientifics, Boston, USA) foi introduzida na regido central dos lobos isquémicos e a temperatura
ajustada a 26°C pela superfusao de solugdo salina fisiologica resfriada nos grupos H e H+PCI
(Figura 3). Para evitar o derramamento de solucdo resfriada na cavidade abdominal e
conseqiiente resfriamento do animal, um sistema de aspiragdo foi instalado para remover o
excesso de liquidos (Figura 4). O PCI consistiu de 10 minutos de isquemia normotérmica ¢ 10
minutos de reperfusdo antes da isquemia prolongada somente nos grupos PCI e H+PCI. Apos 90
minutos de isquemia, o clipe foi removido e o figado reperfundido por 120 minutos. Ao término
do experimento o animal foi exsangiliinado e amostras de sangue foram obtidas. Apos, o figado
foi pesado e um segmento dos lobos previamente isquémicos foi cortado em cubos,
imediatamente congelado em nitrogénio liquido e conservado em um refrigerador a — 80°C,

enquanto que outro fragmento foi fixado em formaldeido a 4%.
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Delineamento Experimental
1. Grupo Controle (C)

Os animais foram submetidos a laparotomia e toda a preparagdo, permanecendo sem
isquemia durante todo o procedimento (n=4).
2. Grupo Isquemia Normotérmica (IN)

Os figados foram submetidos a isquemia dos lobos mediano e lateral esquerdo por 90
minutos e subseqiiente reperfusio por 120 minutos (n=7).
3. Grupo Pré-Condicionamento Isquémico (PCI)

O PCI consistiu de 10 minutos de isquemia normotérmica e 10 minutos de reperfusdo.
Apbs, os lobos hepaticos pré-condicionados foram expostos a 90 minutos de isquemia seguidos
por 120 minutos de reperfusao (n= 7).

4. Grupo Hipotermia (H)

Imediatamente apds a isquemia iniciar, os lobos mediano e lateral esquerdo foram
resfriados até atingir 26°C durante 90 minutos. Apos, os figados foram reperfundidos durante 120
minutos em normotermia (n=7).

5. Grupo Hipotermia mais Pré-Condicionamento Isquémico (H+PCI)

O PCI consistiu de 10 minutos de isquemia normotérmica ¢ 10 minutos de reperfusao.
Imediatamente apds a isquemia iniciar, os lobos mediano e lateral esquerdo foram resfriados até
atingir a temperatura de 26°C durante 90 minutos. Apds, os figados foram reperfundidos durante

120 minutos em normotermia. (n=7).

Fluxo Biliar
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Amostras de bile foram coletadas em intervalos de 15 minutos por sifonagem. O volume
de bile foi determinado gravimetricamente, assumindo a densidade de 1.0 g/ml. Os resultados
foram expressos como microlitros por minuto por grama de peso.

Enzimas Hepéticas

Amostras sangiiineas foram retiradas da artéria cardtida ao término do experimento e
imediatamente centrifugadas por 10 minutos a 4000rpm. O plasma obtido foi estocado a -80°C.
As atividades da Aspartato Aminotransferase (AST) e da Alanina Aminotransferase (ALT) foram
mensuradas por um analisador automatizado (Modular P800 Hitachi, Roche-Boehringer,

Mannheim, Alemanha).

TBARS

As medidas dos niveis de TBARS foram determinadas pelo método de Buege ¢ Aust (14).
O figado foi homogeneizado com é&cido tricloroacético a 10% e com uma solucdo de acido
tiobarbiturico a 0.67% mais sulfato de sodio a 7.1%. Apods, o composto foi aquecido a 100°C
durante 30 minutos e posteriormente resfriado em gelo durante 10 minutos. Em seguida, alcool n-
butil foi adicionado ao composto, que foi agitado por 30 segundos em um sistema Vortex e
centrifugado durante 5 minutos. O supernadante obtido, o qual é produto da reacdo de
lipoperoxidos foi transferido a uma placa para leitura em um espectrofotdmetro com um
comprimento de onda de 535nm. Os resultados foram expressos em nanomoles por miligrama de

proteina (nmol/mg.prot).

Catalase
A atividade da Catalase foi avaliada de acordo com o método descrito por Boveris e

Chance (15). Ao homogenado do figado foram adicionados tampao fosfato 50 mM (ph 7.0) e
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H,0,. A taxa de decomposi¢cao do H,O, (0.3 M) adicionado ao composto foi determinada por
leitura em espectrofotometro em um comprimento de onda de 240 nm. Os resultados foram

expressos em picomoles por miligrama de proteina (pmoles/mg.prot)
SOD

A atividade da enzima antioxidante Catalase foi avaliada através da técnica descrita por
Fridovich (16). Em uma placa de 96 recipientes foram adicionados ao homogenado hepatico um
tampao de glicina 50 mM (pH 11.0) e adrenalina. A capacidade da SOD de inibir a rea¢do do
radical livre superdxido foi determinada por leitura em espectrofotometro em um comprimento
de onda de 480 nm. Os resultados foram expressos em unidades de SOD por miligrama de

proteina (USOD/mg.prot).

Histologia Hepética

Um patologista avaliou os cortes em HE sem conhecer a que grupo pertencia cada
amostra, procurando por trés parametros de danos histopatolégicos. Foram avaliados as presencas
de degeneracao hidrdpica, necrose hepatocelular e infiltrados neutrofilicos. Todos variaram de
um escore de 0 a 4. A soma dos parametros de danos histopatoldgicos foi calculada para cada

espécime e os escores apresentados como médias em cada grupo.
Anélise Estatistica

Os dados foram analisados para significancia estatistica com andlise da varidncia
(ANOVA ou Kruskall-Wallis) e testes de multiplas comparacdes (Tukey, Student-Neuman-
Keuls, Dunn) utilizando um pacote estatistico (SigmaStat for Windows, Jandel Scientific, Erkath,

Alemanha). As correlagdes entre os niveis de AST e ALT com o fluxo biliar e os niveis de
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TBARS foram realizadas através do indice de Spearman. Os dados foram expressos como Média
*+ Erro Padrio da média (EP). Os valores de P menores que 0,05 foram considerados

significantes.

Resultados

Parametros Hemodinamicos e Temperatura Corporal

A PAM e a temperatura corporal permaneceram constantes em todos os grupos durante
todo o experimento. Nao houve diferenca significativa entre os animais submetidos a hipotermia
topica, isquemia normotérmica e o grupo controle.

As médias da PAM variaram entre 76,5 + 3,1 mmHg a 83,8 + 1,8 mmHg no grupo C,
83,3 £ 4,5 mmHg a 101,0 = 5,8 mmHg no grupo IN, 86,3 + 3,2 mmHg a 97,9 + 6,1 mmHg no
grupo PCI, 84,7 +£ 5,0 mmHg a 97,3 + 6,7 mmHg no grupo H e 82,6 + 44 mmHg a 94,7 + 4,2
mmHg no grupo H+PCI.

As médias dos extremos da temperatura corporal variaram entre 36,5 + 0,1°C a 37,0 +
0,3°C no grupo C, 36,5 £ 0.2°C a 37,2 £ 0.1°C no grupo IN, 36,5 = 0,1°C a 37,1 + 0,2°C no
grupo PCI, 35,8 £ 0,5°C a 37,1 + 0,2°C no grupo H e 36,9 + 0,2°C a 37,2 + 0,2°C no grupo

H+PCIL.

Enzimas Hepéticas
AST

Ao término da reperfusdo, os niveis médios da AST no grupo C foram de 279+36 UI/L,
enquanto que no grupo IN aumentaram significativamente para 3910+1049 UI/L (P<0,05 vs. C).

Como no grupo IN, os niveis médios da AST no grupo PCI aumentaram significativamente para
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4207+725 UI/L (P<0,05 vs. C). No grupo H os niveis médios foram de 3074+832 UI/L, enquanto
que no grupo H+PCI foram de 3101+450 UI/L (Figura 5).
ALT

Ao término da reperfusdo, os niveis médios da ALT no grupo C foram de 107+40 UI/L,
enquanto que no grupo IN aumentaram significativamente para 4660+1371 UI/L, (P<0,05 vs. C).
Como no grupo IN, os niveis médios da ALT no grupo PCI aumentaram significativamente para
4086+832 UI/L (P<0,05 vs. C). No grupo H os niveis médios de ALT foram de 1637+404 UI/L,

enquanto que no grupo H+PCI foram de 2878+629 UI/L (Figura 5).

Fluxo Biliar
O clampeamento do fluxo portal reduziu a taxa do fluxo biliar em todos os grupos em
comparagao ao grupo C. Durante os 90 minutos de isquemia o fluxo biliar total nos grupos IN e

PCI foi significativamente maior em comparacao aos grupos H e H+PCI (Tabela 1).

Tabela 2a: Fluxo biliar durante a isquemia (ul/g.min)

Grupo Média EP
C 0,0591* 0,0039
IN 0,0230" * 0,0054

PCI 0,02591 0,0044
H 0,0197 0,0052
H+PCI 0,0207 0,0041

*P<0.01 vs. todos grupos. * P=0,01 vs. H+PCl, *P<0,05 vs. H.
'P<0.01 vs. H+PCI e H. Dados expressos como Médias + EP. One-way ANOVA, teste de Tukey
para multiplas comparacdes.
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Ao término da reperfusdo, o fluxo biliar nos grupos H e H+PCI retornou a niveis similares
aos controles apo6s 45 minutos de reperfusdo e foi significativamente maior que o fluxo biliar nos
grupos IN e PCI ap6s 105 minutos (P<0,05 e P<0,05) e 120 minutos (P<0,05 e P<0,05) (Figura

6).

TBARS, Catalase e SOD

No final do experimento, a peroxidagdo lipidica e as defesas antioxidantes foram
avaliadas no tecido hepatico. Os niveis de TBARS demonstraram diferenga significativa com os
outros grupos que realizaram tratamentos, mas nao em relagdo aos controles (Figura 7). A
atividade da enzima antioxidante Catalase foi determinada no tecido hepatico ao término da
reperfusdo. Uma atividade significativamente maior foi observada no grupo PCI quando
comparada aos grupos C, IN e H+PCI (Figura 8). Em contraste, os niveis de SOD demonstraram

um aumento significativo no grupo H em comparacao a todos os outros grupos (Figura 9).

Correlacdes

No grupo H foi observada uma correlagdo negativa entre a AST e ALT com o fluxo biliar
(r=-0,88, P<0,05 e r= -0,087, P<0,01, respectivamente), enquanto uma correlagdo positiva foi
observada entre a AST ¢ ALT com os niveis de TBARS (r =0,92, P<0,01 e r =0,78, P<0,05,

respectivamente).

Escore Histopatoldgico

As médias dos escores em cada grupo sdo apresentadas na (Figura 10). Uma diferenca

significativa foi observada no grupo IN (P<0,05) em comparag¢do ao grupo C.
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No presente estudo, um modelo que associa duas importantes ferramentas de protecao
contra os danos de isquemia e reperfusao foi avaliado. Até o conhecimento dos autores, este € o
primeiro relato do uso simultaneo destas técnicas, enquanto que esta combinacao ja foi avaliada
em cirurgias cerebrais e cardiacas (17, 18). Os mecanismos protetores da hipotermia e do PCI nao
estdo completamente elucidados, mas a atenuagdo dos danos provocados pelos radicais livres de
oxigénio (RLO) formados apés a reperfusdo parece ser, pelo menos em parte, um mecanismo
protetor de ambas as técnicas (6, 12). Outros autores também tém demonstrado que o estresse
oxidativo depende da temperatura intra-isquémica e que a hipotermia atenua a resposta
inflamatdéria mesmo com uma pequena redugao na temperatura, possivelmente por uma redugao
no recrutamento de neutréfilos e prevengdo do fendomeno de falha de perfusao (“No reflow™) (3,
4, 19). Em concordancia com Kato e colaboradores, n6s observamos que a indu¢do de hipotermia
permite uma perfusdo macroscopica homogénea dos lobos isquémicos apds a reperfusao,
enquanto nos grupos normotérmicos foram observadas diversas areas de perfusdo heterogénea.
Este achado macroscopico possivelmente esta relacionado a uma atenuagao do fenomeno de “No
reflow” pela hipotermia, um efeito também observado por outros autores em diferentes
temperaturas (13).

As principais técnicas de hipotermia sdo o Resfriamento Corporal Total e a Perfusao
Hipotérmica in situ. A primeira técnica ndo tem sido aceita em virtude do risco de arritmias e
acidose metabolica, enquanto a segunda ¢ restrita a situagdes especiais devido a complexidade de
execugdo (20, 21). Contudo, os achados demonstrram que a indugdo de hipotermia topica a 26°C
nao provocou disturbios hemodinamicos durante os experimentos e os niveis de temperatura
foram similares em todos os grupos. Assim, qualquer possivel influéncia da PAM e da
temperatura nos resultados obtidos pode ser descartada. Em concordancia com estes achados,

outros relatos demonstraram que a hipotermia topica é segura e ndo tem influéncia na

95



hemodinamica e temperatura dos animais (3, 4, 22, 23). De acordo com Yamanaka e
colaboradores, o uso da hipotermia topica poderia oferecer beneficios em qualquer ressec¢do
onde se realiza interrupgao do fluxo sangiiineo aferente (2).

Neste estudo foi observada uma diminuicdo significativa nos niveis de TBARS e,
portanto, na peroxidagdo lipidica das membranas celulares no grupo H+PCI quando comparado
com os outros grupos que receberam tratamentos. Assim, os achados sugerem que, neste modelo,
um efeito sinergistico com a combinacao da hipotermia e PCI foi obtido na prevengao dos danos
provocados pelos RLO. Este achado demonstra que tanto a hipotermia quanto o PCI parecem ter
uma profunda influéncia nos danos causados pelos RLO (5, 13). Esta protegcdo, no caso da
hipotermia foi relacionada a uma significativa preservagdo da atividade da SOD. A associacdo da
hipotermia com o PCI, contudo, atenuou a preservagdo dos niveis de SOD. Uma possivel
explicagdo estd provavelmente relacionada a uma menor liberacdo do anion superoxido pelas
células de Kupffer e mitocondrias (24) quando a hipotermia ¢ aplicada, enquanto que o PCI ¢
incapaz de influenciar nesta liberacao. Por outro lado, o PCI parece ter influéncia na liberagao de
peroxido de hidrogénio, uma vez que o PCI promoveu significativa preservacao dos niveis da
Catalase tecidual. A hipotermia, em contraste, atenuou esta resposta protetora do PCI. Assim a
hipotermia e o PCI parecem agir de modos diferentes sobre o sistema antioxidante hepatico.
Possiveis explicagdes para a menor atividade da Catalase no grupo hipotérmico poderiam estar
relacionadas a uma diminui¢@o na hidrolise do AMP e menor acimulo de hipoxantina devido a
reducdo da taxa metabolica, como ja demonstrado por outros autores (4). De fato, durante a
isquemia, a hipotermia provocou uma redu¢do significativa nos fluxos biliares em comparagdo
aos grupos normotérmicos, compativel com uma importante reducdo na taxa metabdlica. Outra

possibilidade ¢ que a alta capacidade antioxidante dos hepatodcitos associada a uma menor
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liberagdo de RLO promovida pelo PCI e pela hipotermia poderia ser suficiente para detoxificar
quase que completamente os RLO no tecido hepatico (25).

Um dos possiveis mecanismos associados com a indug¢ao de hipotermia ¢ uma redu¢do no
metabolismo e demanda de oxigénio com a redu¢do das temperaturas (3, 21, 26). Contudo, varias
evidéncias t€ém demonstrado que mesmo uma hipotermia leve ou moderada ¢ protetora, um fato
que desfia o conceito que a redugdo na demanda de oxigénio € o Uinico mecanismo envolvido na
prote¢ao conferida pela hipotermia (3, 27, 28). No presente estudo, a analise do fluxo biliar, o
qual esta diretamente correlacionado com a sintese de ATP, demonstrou que durante a isquemia
todos os grupos apresentaram uma importante redug¢do nos fluxos biliares. Entretanto, uma
reducdo significativa nos grupos hipotérmicos foi observada em compara¢do com 0s grupos
normotérmicos. Este fendmeno foi diretamente relacionado a recuperacao do fluxo biliar apos a
reperfusdo, ja que os grupos hipotérmicos demonstraram uma recuperacao do débito biliar a
niveis similares aos do grupo controle depois de transcorridos 45 minutos de reperfusdo. Mais,
uma diferenga significativa com os grupos normotérmicos foi observada apds 105 e 120 minutos
de reperfusdo. Estes achados mostram claramente que a hipotermia topica esteve associada a uma
recuperacao precoce da fungao hepatica. Como previamente demonstrado, o fluxo biliar tem sido
considerado como um marcador sensivel dos danos de isquemia e reperfusdo, uma vez que
representa a fungdo residual de uma grande massa de hepatdcitos apos o insulto isquémico,
enquanto que outros marcadores representam danos graves a um numero restrito de hepatocitos
(29, 30). Em linha com os achados de recuperacdo do fluxo biliar, Takahashy e colaboradores
demonstraram que a restaura¢ao da oxigenag¢dao em animais hipotérmicos estd associada a uma
recuperacao total do status energético, enquanto que animais submetidos a isquemia em
normotermia ndo apresentam recuperagcdo da sintese de ATP (31). Em contraste com relatos

prévios (32), a aplicagdao de PCI no presente estudo nao provocou melhora no fluxo biliar apds a
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reperfusdo. Entretanto, a associacao de H+PCI obteve beneficios, um achado provavelmente nao
relacionado ao PCI, mas com forte influéncia da hipotermia. Ja que os beneficios do PCI tém sido
implicados também a uma janela de prote¢do tardia, uma possivel recuperagdo nos fluxos biliares
nao pode ser totalmente descartada.

As transaminases hepaticas demonstraram uma alta variabilidade nos grupos isquémicos.
Os grupos normotérmicos apresentaram diferenca significativa quando comparados ao grupo
controle, mas o mesmo nao foi observado nos grupos hipotérmicos, um achado sugestivo de
protecdo promovida pela hipotermia topica. Consistente com estes achados, uma correlacdo
negativa entre as transaminases e o fluxo biliar foi encontrada no grupo H, o que corrobora os
beneficios da hipotermia topica no presente modelo.

Em contraste com muitos autores (1, 8, 11, 32), o PCI ndo mostrou beneficios nos
marcadores de lesdo hepatica. Esta observacdo, contudo, ¢ similar aos achados de outros que
utilizaram PCI em ratos velhos, em doadores de figado para transplante, em ratos cirrdticos ou
sob exclusdao vascular total (30, 33-35). Uma possivel explicagdo é que os 90 minutos de
isquemia aplicados neste estudo poderiam estar além dos limites da prote¢dao conferida pelo PCI.
Vajdova e colaboradores tém sugerido que o tempo de isquemia ¢ importante para que o PCI
exerca seu efeito (36). As observagdes, entretanto, sugerem que o PCI permite manutengdo da
capacidade antioxidante, um achado semelhante a outras observagoes (37).

O uso do presente modelo experimental, em contraste com outras técnicas de indugdo de
hipotermia, foi seguro e confidvel. Alguns autores tém sugerido que a manutengdo da temperatura
¢ fundamental em estudos experimentais, ja que muitos investigadores t€ém relatado niveis muito
baixos de transaminases sem uma clara demonstragdo da temperatura dos animais, um fato que

sugere que estes estudos podem ter sido conduzidos em condic¢des hipotérmicas (3).
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A analise histopatologica demonstrou apenas lesoes leves em todos os grupos e tanto a
hipotermia quanto o PCI n3o demonstraram melhora significativa. A auséncia de danos
morfologicos graves € consistente com as observagdes de outros autores, que ndo encontraram
necrose e apoptose substanciais até as fases tardias da reperfusao (38).

Em resumo, a utiliza¢do de hipotermia hepatica topica a 26°C associada ao PCI promoveu
um efeito protetor sinergistico sobre a peroxidagdo lipidica hepatica. Além disso, a indugdo de
hipotermia topica isoladamente ou em associagdo com o PCI atenuou os danos hepatocelulares e
permitiu uma recuperacdo precoce da funcdo hepatica apds a reperfusdo, um mecanismo
provavelmente relacionado a um efeito da hipotermia sobre o estresse oxidativo e preservacao de

ATP.
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Figuras:

Figura 1.: Visao geral do experimento. Animal submetido a isquemia parcial do figado e
hipotermia tépica. Seta amarela: coleta de bile. Seta laranja: termometro retal. Seta
branca: gotejamento de solucio fisiologica sobre o figado. Seta verde: lobos hepaticos
isquémicos. Seta vermelha: cateter carotideo. Seta azul: oxigénio por mascara facial.

Figura 2: Isquemia dos lobos hepaticos. Seta verde: Ductos biliares dos lobos mediano e
lateral esquerdo ndo incluidos no clampeamento. Seta amarela: cateter introduzido no
ducto biliar principal. Seta azul: microclipe interrompendo o fluxo sangiiineo do pediculo
vascular para os lobos mediano e lateral esquerdo. Seta branca: lobo lateral esquerdo
isquémico.
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Figura 3: Lobos hepaticos isquémicos posicionados dentro de um dispositivo concavo. Seta
verde: gotejamento de solucio fisiologica sobre os lobos isquémicos. Seta amarela: probe
intraparenquimatoso conectado ao termoémetro digital.

Figura 4: Induc¢do de hipotermia hepatica topica. Seta verde: Sistema de aspiragdo. Seta
amarela: Gotejamento de solucdo fisiologica gelada sobre os lobos hepaticos isquémicos.

Seta branca: Lobos hepaticos posicionados dentro de dispositivo especialmente
confeccionado.
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Figura 5: Atividade da AST ao término da reperfusao. *P<0,05 vs. IN e P<0,05 vs. PCI. (B)
Atividade da ALT ao término da reperfusdao. *P<0,05 vs. IN e P<0,05 vs. PCl. Dados
expressos como Médias = EP. One-way ANOVA, teste de Tukey para multiplas comparagdes.
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Figura 6: A isquemia reduziu substancialmente o fluxo biliar dos lobos mediano e lateral
esquerdo. Apos a reperfusido houve recuperacio do fluxo biliar nos grupos H e H+PCI (veja
o texto). * P<0,05 vs. IN e PCI, respectivamente. Dados expressos como Média £ EP. One-way
ANOVA, teste de Tukey para multiplas comparacdes.
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Figura 7: Niveis de TBARS ao término da reperfusao. *P<0,05 vs. H+PCI, #P<0,01 vs.

H+PCI e H. Dados expressos como Média + EP. Kruskall-Wallis, teste de Dunn para multiplas
comparagoes.
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Figura 8: Niveis de Catalase ao término da reperfusao.*P<0,05 vs. PClI, #P=0,01 vs. PCI.

Dados expressos como Media = EP. One-way ANOVA, teste de Student-Neuman-Keuls para
multiplas comparagdes.
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Figura 9: Niveis de SOD ao término da reperfusao. *P=0,01 vs. H, *P<0,05 vs. H. Dados
expressos como Média + EP. One-way ANOVA, teste de Student-Neuman-Keuls para
multiplas comparacdes.
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Figura 10: Escore de danos histopatolégicos. Cortes corados com HE foram avaliados para a
presenca de degeneracdo hidropica (0-4), necrose hepatocelular (0-4) e infiltrados
neutrofilicos (0-4). Dados expressos como Média + EP. Houve diferenca significativa entre os
grupos IN e C. *P<0,05. One-way ANOVA, teste de Tukey para multiplas comparaces.
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