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RESUMO

Introducéo e objetivos: O dano de isquemia-reperfusdo (I/R) é uma das principais causas

de méa-funcdo do enxerto precocemente ap6s um transplante hepatico e influencia de
forma adversa a sobrevida dos pacientes apds o transplante. Uma série de mediadores tem
sido implicada na sua patogénese, incluindo o éxido nitrico (NO). Devido aos beneficios
do NO durante a pré-condicdo isquémica e reperfusdo, estratégias para prevenir ou
melhorar o I/R através do estimulo da producdo hepética de NO é uma area de
significativo interesse clinico. Neste estudo, foi avaliado o papel da S-nitroso-N-
acetilcisteina (SNAC) como uma doadora de NO na prevencdo do I/R em um modelo
animal.

Materiais e métodos: Figados obtidos de 15 ratos Wistar machos foram divididos em 3

grupos experimentais, conforme a solucdo de preservacdo utilizada: solucdo da
Universidade de Wisconsin (UW); solucdo de SNAC; e solucdo de UW + SNAC
(SNAC+UW). Os niveis de AST, ALT e LDH foram determinados em amostras do
liquido de preservagdo em 2, 4 e 6 horas de isquemia a frio. Apds 6 h, os figados foram
submetidos a um modelo de reperfusdo hepatica ex-situ por 15 minutos. AST, ALT,
LDH e substancias reativas ao acido tiobarbitdrico (TBARS) foram determinadas no
sangue apods a reperfusdo, e foram seccionados fragmentos hepaticos para histologia,
determinacdo de TBARS, catalase e glutationa, além da analise da expressdo imuno-
histoquimica de ICAM-1 e TNF-R2.

Resultados: Durante a preservacdo a frio, a liberacdo de AST e LDH no grupo SNAC foi
significativamente menor que nos grupos UW e SNAC+UW (p= 0.004 and p=0.03,
respectivamente), ndo tendo havido diferenca significativa na dosagem de ALT (p=0.3).
Apos a reperfusdo, os niveis séricos de AST, ALT e LDH, bem como de TBARS e
catalase foram semelhantes entre grupos. Comparado ao grupo UW, a concentracdo
hepatica de glutationa foi menor nos grupos SNAC e SNAC + UW (p<0.001). Ndo houve
sinais histologicos de dano de preservacdo em nenhuma amostra, assim como ndo houve
expressao hepética de ICAM-1 e TNF-R2.

Conclusédo: A solucdo de SNAC demonstrou um efeito protetor superior na preservagdo
de figados de ratos durante a isquemia a frio, tendo sido equivalente a UW apos a

reperfusao.



ABSTRACT

Background/aims: Ischemia-reperfusion injury (I/R) is one of the major causes of poor
graft function early after liver transplantation which adversely influences patients’
survival. A variety of mediators have been implicated in the pathogenesis of ischemia-
reperfusion vascular injury, including nitric oxide (NO). Due to the beneficial effects of
NO during preconditioning and reperfusion, strategies to prevent or ameliorate I/R
through the stimulation of hepatic NO production are an area of significant clinical
interest. We evaluated the role of S-nitroso-N-acetylcysteine (SNAC) as an NO donor, in
the prevention of liver I/R in an animal model.

Methods: Adult male Wistar rats were randomly assigned into three experimental groups
of 5 animals, accordingly to the preservation solution: 1. University of Wiscosin (UW)
solution; 2. SNAC solution; and 3. SNAC-containing UW solution (SNAC+UW). AST,
ALT and LDH were determined on samples of the cold storage solution at 2, 4 and 6 h of
preservation. After 6 h of cold storage, a 15 min reperfusion model was applied. After
this period, the reperfusion system was interrupted and blood samples were taken for
measurements of AST, ALT, LDH and thiobarbituric acid reactive substances (TBARS).
Hepatic fragments were processed for histological studies, determination of TBARS,
catalase and glutathione, and also expression ICAM-1 and TNF-R2.

Results: During the cold preservation, AST and LDH in the SNAC group were
significantly lower than in UW group and the SNAC+UW group (p= 0.004 and p=0.03,
respectively). ALT was comparable among the groups (p=0.3). After reperfusion, serum
levels of AST, ALT and LDH, as well as hepatic TBARS and catalase showed no
significant differences among the groups. Compared to the UW group glutathione
concentration was lower in the SNAC and SNAC+UW (p<0.001). No histological signs
of preservation injury were found. In immunohistochemistry, the expression of ICAM-1
and TNF-R2 were not detected in any of the organs.

Conclusion: SNAC solution showed a higher protective effect for the preservation of rat

livers during cold storage, but was comparable to UW solution post-reperfusion.

\



INTRODUCAO

Atualmente, o transplante hepético (TxH) é o tratamento de escolha
para uma série de doencas cronicas e agudas graves do figado *®. Seus bons
resultados permitiram que fosse ofertado mais precocemente no curso da
doenca hepatica avancada. No entanto, é notavel que nos ultimos anos, a
despeito do crescente nimero de TxH realizados, houve em todo o mundo um

(7.8)

acréscimo na mortalidade em lista . Este fato é consequéncia da maior

demanda por transplante, sem que haja 6rgéos disponiveis para todos ©@*919).
Com a pouca oferta, € natural que sejam aceitos 0Orgdos provindos dos
chamados “doadores subdtimos ou com critérios expandidos”, individuos com
condi¢cbes hemodinamicas limitrofes, idade avancada ou presenca de infiltracdo
gordurosa significativa, entre outros. Sabe-se que quanto pior o doador, pior 0
enxerto, elevando-se as chances do mesmo ser danificado durante os
procedimentos de retirada e implante “®. No entanto, face & demanda crescente
e a oferta limitada, o uso de figados provenientes destes doadores parece

o & 41718 FEsta conduta expande as fronteiras dos doadores aceitos e

justificad
tende a aumentar o numero de transplantes efetivamente realizados, mas
potencialmente expde o0s receptores a riscos ainda ndo conhecidos ou

adequadamente documentados por estudos clinicos (12 141619

Assim, parece l6gico que seja necessario 0 aprimoramento na técnica
de preservacdo com o intuito de reduzir ao maximo o dano de
isquemia/reperfusdo (I/R) ¥?. Se nos aspectos cirlirgicos, anestésicos e de uso
de imunossupressores ha pouco espaco para a evolucdo, parece que se
encontra na preservacao de 6rgaos a oportunidade de serem incrementados 0s

resultados do TxH.

1. Dano de isquemia-reperfuséao

A realizacdo de um TxH envolve obrigatoriamente o surgimento de
isquemia tecidual ®*?®, denominando-se de I/R os fenémenos nocivos
decorrentes desse processo. Sabe-se que a intensidade do I/R é dependente de
diversas fases: das condi¢cdes pré-morbidas do doador, da adequacédo da
preservacdo do enxerto, da isquemia a quente do O6rgdo, da sua

revascularizacéo e ainda do ambiente pessoal do receptor 4 242%),



Quando h& isquemia, por definicdo, hd auséncia de fluxo sanguineo,
caracterizando hipéxia tecidual. A hipoxia determina a diminuicdo do aporte de
oxigénio a célula, com reducdo dos fosfatos ricos em energia, reducéo da
atividade da bomba Na'/K'atpase e alteracdo na troca de agua e ions. Isto
promove a ativacdo de enzimas hidroliticas, ocasionando edema das células
endoteliais sinusoidais (CES) e das células de Kupffer (CK) durante o periodo

de isquemia #2539,

A lesdo do enxerto teoricamente cessaria no momento em que o O6rgao
fosse reperfundido pelo sangue portal, mas este cenario € apenas teérico. A
reperfusdo com o sangue portal, ao invés de interromper esta cascata de dano,
a ela acrescenta maior risco, por vezes mais notavel que as fases prévias 239,
As lesbes ocorridas durante a isquemia, associado ao desequilibrio entre a
producéo de endotelina e oxido nitrico (NO) apds a reperfuséo, contribui para o
estreitamento da luz sinusoidal, culminando com disfungdo microcirculatoria.
Somando-se a isto, 0 estreitamento dos capilares favorece o acumulo de
polimorfonucleares (PMN) ©°%®  que, junto com as CK ativadas, induzem a
liberacdo de espécies reativas de oxigénio (ROS) e citocinas pro-inflamatorias,
incluindo o fator de necrose tumoral (TNF), interleucina 1 (IL-1) e interleucina 6
(IL-6) ©®™3®_ Tajs citocinas disparam a expressdo das moléculas de adesdo —
moléculas de adeséao intercelular (ICAM) e moléculas de adesdo de célula
vascular (VCAM)- e promovem a ativacdo e acumulo de mais PMN, contribuindo
para a progresséo do dano ao parénquima ©39. Em paralelo, a IL-1 e o TNF
recrutam e ativam linfocitos T- CD4, que produzem fator estimulador de coldnias
de granulocitos-macrofagos (GM-CSF), interferon y (INF y), e TNF 3, de forma a
magnificar a ativacédo das CK e a secrecdo de citocinas “°*?. Tal processo pode
ser amplificado pelo fator ativador de plaguetas (PAF) e pelo leucotrieno B4
(LTB4) “? (Figura 1).

O resultado final desta resposta inflamatéria aguda € determinado pelo
equilibrio entre mediadores pré e anti-inflamatérios. Embora tenha se avancado
na compreensdo dos mecanismos envolvidos no inicio e na perpetuacdo da
resposta inflamatoria hepatica induzida pelo processo de isquemia e reperfuséo,
ainda pouco se conhece sobre os eventos reguladores, que servem para

controlar e resolver este dano inflamatério. Os mediadores regulatérios mais



importantes parecem ser a IL6, a IL10 e os inibidores da secrecdo das proteases
leucocitarias (SLPI), todos induzidos precocemente (nas primeiras 2 horas) apos

a reperfuséo ®".

- - Wrp Q Hepatocitos
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endoteliais | == — /g_,_—-- — :
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Figura 1: Mecanismos envolvidos na fisiopatogénese do I/R. (Adaptado de Massip-
Salsedo et al, 2007) “?.

CES= células endoteliais sinusoidais; ET= endotelina; GM-CSF = fator estimulador de colénias
de granulécitos-macroéfagos; ICAM= moléculas de adeséo intercelular; LTB4= leucotrieno B4;
PAF=fator ativador de plaquetas; VCAM= moléculas de adesao de célula vascular

Sao os hepatécitos e as CES os maiores alvos do I/R, sendo que os
hepatdcitos sdo mais sensiveis a isquemia a quente e as CES, a isquemia a frio
(4349 " Apesar da maioria dos hepatdcitos permanecerem viaveis apés 48 h de

preservacao a frio seguido de reperfusdo, as CES sofrem grave dano apols a



reperfusdo (40% nao viaveis) “9 O resultado desta lesdo sinusoidal é a
subsequente anormalidade microcirculatoria, que culmina em disfuncdo e
destruicdo hepatocitaria “* 47, contribuindo para a ndo funcdo primaria do
enxerto apdés o TxH.

2. O estresse oxidativo

s

O fenbmeno da toxicidade do oxigénio € conhecido desde o final do
século XIX. No entanto, a presenca de ROS em materiais biolégicos foi
identificada h& apenas 50 anos “9.

As ROS podem ser definidas como espécies quimicas capazes de
existirem independentemente e que apresentem um ou mais elétrons
desemparelhados. As ROS sao altamente reativas, apresentando grande
instabilidade e meia-vida curta. Este € o motivo pelo qual as ROS nao se
deslocam para longe de seu sitio de formacéo, interagindo com qualquer

biomolécula adjacente a fim de se estabilizarem “9.

Os mecanismos pelos quais as células sdo atacadas pelas ROS séao
muito complexos e ainda ndo perfeitamente claros. A vida em aerobiose se
caracteriza pela continua producdo de ROS que é contrabalancada pelo
consumo de defesas antioxidantes. Assim, em condicdes fisiologicas, o balanco
entre agentes pro-oxidantes e as defesas antioxidantes se mantém equilibrado.
Quando esse balanco é rompido em favor dos agentes oxidantes, diz-se que a
célula ou organismo se encontra sob “estresse oxidativo” (EO), com potenciais

danos 59,

McCord em 1985 lancou a teoria de que as ROS seriam as promotoras
do dano de reperfusdo ®Y. A isquemia ativa as CK, que, por sua vez, sdo a
principal fonte de ROS durante o periodo de reperfusdo ©*°¥ sendo as

mitocéndrias as principais geradoras intracelulares de ROS ©459),

A geracdo mitocondrial de ROS aumenta significativamente durante a
reperfusdo, pois os elétrons liberados pela cadeia respiratéria podem ser
doados diretamente ao oxigénio provindo do fluxo sanguineo restaurado. Isto
acarreta dano molecular, incluindo peroxidacéo lipidica, e leva a alteracdes

morfoldgicas e funcionais das biomembranas e consequente desequilibrio na



fisiologia das células e suas organelas. Dentro deste contexto, as estruturas
mitocondriais também consistem na principal organela suscetivel ao ataque
pelas ROS, com dano estrutural e funcional, e eventual disfungdo de
importantes processos celulares, incluindo aqueles responsaveis pela sintese
de trifosfato de adenosina (ATP) 8 (Figura 2).

Estresse oxidativo

Figura 2: Representacdo esquematica da mitocondria num cenario de EO. E

considerada a principal organela envolvida na producdo das ROS.

EO= estresse oxidativo; ROS= espécies reativas de oxigénio

3. O 6xido nitrico

O NO tem atraido o interesse de muitos cientistas desde a sua
identificacéo ®9, e atualmente dispde-se de um amplo conhecimento sobre sua
bioquimica e fisiologia. Ele € uma molécula gasosa produzida pela familia de
enzimas P-450- like denominadas de sintases do NO (NOS), que convertem L-
arginina e oxigénio em L-citrulina e NO. Existem trés isoformas de NOS ja
isoladas e caracterizadas: NOS endotelial (eNOS), NOS induzivel (iNOS), e
NOS neuronal (nNOS). Todas elas estdo expressas no figado em proporgdes
variadas (Tabela 1) ®?. Tanto a NNOS quanto a eNOS mantém especificidade
celular, sendo a primeira detectada apenas nos tecidos nervosos e a Ultima,
exclusivamente nas células endoteliais que revestem o0s canais vasculares

g (6163)

hepético Em contrapartida, iINOS ndo estd presente no figado em



condicdes basais, mas pode ser expressa em todos o0s tipos celulares hepéticos

mediante estimulo €47,

Tabela 1. Isoformas da NOS no figado

Isoforma da NOS  Distribuicdo no figado

eNOS Células endoteliais
iNOS Qualquer célula hepatica, se induzida
nNOS Nervos do trato portal

Adaptado de Shah & Kamath, 2003 ¢

NOS= sintases do 6xido nitrico; eNOS= sintase do 6xido nitrico endotelial;
iNOS= sintase do 6xido nitrico induzida; nNOS= sintase do éxido nitrico neural

O NO consiste em uma molécula radical neutra que, por ser cerca de 70
vezes mais sollvel em solventes hidrofébicos que em agua ©®, é facilmente
difusivel nos compartimentos celulares. Nos sistemas bioldgicos, ele pode reagir
com varias outras substancias, como moléculas de oxigénio e anion superéxido
(02), produzindo as chamadas espécies reativas de nitrogénio (RNOS). A meia-
vida do NO in vivo € de poucos milissegundos, sugerindo que esta molécula
pode exercer seu papel a apenas uma distancia de poucos microns do seu sitio
de geracdo. Entretanto, sua conversdao em RNOS pode preservar o NO,
permitindo que seu efeito possa ser transferido a alvos distantes ©9. Exemplos
disto sdo representados pelos experimentos de Rassaf et al, que demonstrou
gue a maioria dos efeitos sistémicos do NO administrado via intravenosa séo
mediados pela sua conversdo em S-nitrosotidis (RSNO) . Dessa forma, os
efeitos bioldégicos do NO podem ser caracterizados como diretos (resultante da
reacéo do NO com as moléculas alvo) ¥ e indiretos (devido & acdo das RNOS e
dos RSNOs) (2.



O NO pode ser administrado através de drogas doadoras de NO, o que
inclui os RSNO ©9.  Alguns destes compostos ocorrem naturalmente in vivo,
como a S-nitrosoalbumina, a S-nitroso-L-cisteina (CysNO), e a S-
nitrosoglutationa (GSNO), e outros sdo sintetizados, como a S-nitroso-N-
acetilcisteina (SNAC) (*7™ |

3.1. O 6xido nitrico e o dano de isquemial/reperfusédo hepética

O I/R vem sendo estudado numa variedade de modelos animais
desenvolvidos especificamente para investigar cada etapa do processo de
transplante. Baseado nestes estudos, alguns dos principais processos
fisiopatolégicos no desenvolvimento do I/R se relaciona a piora da
microcirculagdo hepatica, incluindo adesado leucocitaria, EO, e congestao
sinusoidal, uma vez que o desarranjo da microcirculacdo hepatica exerce um

papel fundamental na faléncia celular .

Uma variedade de mediadores tem sido implicada na patogénese do I/R
vascular, incluindo o NO, que modula o fluxo e a adeséao celular dentro da
vasculatura. Manipulacdo da bioatividade do NO através da inibicdo ou do
aumento de sua concentracdo em modelos experimentais de I/R suporta o papel
do NO neste cenario "%, A administracéo de inibidores da NOS exacerba o
dano em modelos experimentais de I/R, como evidenciado por diminuicdo da

s (78,80,82-83). Estes

perfusdo microcirculatéria e elevacdo de enzimas hepatica
estudos suportam o conceito de que deficiéncia hepatica de NO é uma das
causas precoces do I/R, contribuindo para a estase e constricdo sinusoidal,
ocasionando faléncia da perfusdo ®%. Entretanto, os mecanismos especificos de
deficiéncia de NO permanecem desconhecidos e areas de pesquisa incluem o
estudo de uma provavel reducao na viabilidade de algum cofator ou um excesso

de inibidores da rota da NOS, como a arginase ou argininas dimetil assimétricas
(89)

O NO também parece contribuir com efeitos protetores na pré-condi¢ao
isquémica, um paradoxo pelos quais breves periodos de oclusdo vascular
protegem o figado de danos subsequentes de isquemia/reperfuséo ©®28¢8) Qg

efeitos protetores da pré-condicdo isquémica sdo mediados em parte pela



liberacdo celular de adenosina (um nucleotideo que promove vasodilatacdo e
inibicdo da adesao leucocitaria, por estimular a producao de NO) e pela reducéo
da sinalizacdo das células hepéticas endoteliais ®®. Este conceito é embasado
em observacgdes que tanto os inibidores da NOS quanto a adenosina deaminase
(um agente que reduz os niveis de adenosina enddgena) podem atenuar a
resposta benéfica da pré-condicdo isquémica em modelos animais ®”. Por outro
lado, os inibidores da NOS com especificidade para a isoforma iINOS
demonstram efeito oposto. Desta forma, alguns estudos sugerem que o NO
derivado da eNOS é protetor no I/R, enquanto que o NO derivado da iNOS pode
exacerbar o dano isquémico ®°%. Este aparente paradoxo pode ser reflexo da
cinética de geracao do NO no processo de isquemia-reperfusao: em condi¢cdes
basais, ha baixo nivel de geracdo de NO pela eNOS, o que protege as células
do dano isquémico; em contraste, apds varias horas do estimulo isquémico,
inicia a producdo de NO pela iNOS, tornando o NO um agente destrutivo V.
Estes eventos podem culminar em lipoperoxidacao lipidica, morte celular e dano

hepatico.
4. Métodos de estimativa do dano de isquemia/reperfuséo

O I/R pode ser estimado através de diversos parametros, que refletem

diferentes momentos deste processo.
4.1 Dosagem de enzimas hepéticas

A determinacdo da atividade das enzimas hepaticas no liquido de
preservacao pode evidenciar a lesdo celular sofrida no periodo de isquemia a
frio e, com isto, determinar fator progndstico para funcionamento do 6rgao e
viabilidade do mesmo para transplante. A liberacdo das enzimas aspartato
aminotransferase  (AST), alanina aminotransferase (ALT) e lactato
desidrogenase (LDH) na solucdo de preservacado pode ser considerada um
importante indice para avaliar a qualidade da preservacdo do érgdo ©?, sendo
um marcador dos danos pré-existentes ou adquiridos durante o periodo de

isquemia 3.

Além disso, as lesbes decorrentes do dano de preservacdo podem ser
aferidas pela magnitude da elevagdo das enzimas hepaticas no soro do

receptor, especialmente a AST. Rosen et al estudando 210 individuos



submetidos a TxH, demonstraram que o0s pacientes com AST acima de 5000
UI/L nas primeiras 72 horas pos-transplante tém significativamente menor
sobrevida em 1 ano que os restantes *”. Alvares-da-Silva em sua tese de
doutorado, analisando a influéncia do dano de preservacao na evolucdo pos-
operatéria na primeira semana, encontrou resultados semelhantes. Igualmente,
a sobrevida em 1 ano foi significativamente menor no grupo de pacientes com

dano de preservacéo acentuado ©?.
4.2 Avaliagéo do estresse oxidativo

O EO, com a formacédo de ROS, gerado na reperfusdo durante o TxH,
vem sendo implicado em um aumento significativo de lesdo do 6rgao %%,
Consequentemente, a quantificacdo do EO torna-se importante para inferir o

grau de disfuncéo hepatica no periodo pds-operatorio.

Devido ao amplo espectro de alteracdes induzidas pelo EO no figado,
diversas séo as formas de se estimar este fenG6meno, incluindo a analise da
peroxidacdo lipidica através da dosagem das substancias reativas ao acido
tiobarbitirico (TBARS), a mensuracdo das defesas antioxidantes (catalase e

glutationa) e a avaliacéo da estrutura e funcéo mitocondrial.

Entretanto, a analise do EO no contexto de TxH ainda se restringe ao
campo de pesquisa experimental, mas com a perspectiva de se tornar um

importante marcador clinico de I/R e rejeicao no futuro.
4.3 Citocinas e moléculas de adeséao

Observacgdes prévias encontraram uma associacdo do I/R das CES e
ativacdo das CK ©®9). Mueller et al demonstrou que a liberacdo de varias
citocinas, moléculas de adesdo e parametros da matriz extra-celular, incluindo
STNF-R2, sIL-2R, IL2, IL6, IL-8, IL-10, sVCAM-1, E-seletina, acido hialurénico,
acido sialico, e laminina se correlaciona significativamente com a extensao do
/IR ¥,

5. As solucbes de preservacao

A preservacdo de um 6rgdo € a chave inicial para o sucesso do
transplante. Objetiva-se manter sua viabilidade pelo maior tempo possivel e

assegurar o seu funcionamento imediato apés o transplante @29 A



conservacao em gelo é a técnica rotineiramente empregada para a preservacao
(24.30) " através da combinacéo do resfriamento da superficie do 6rgéo e da sua
perfusdo com solucéo de preservacéo gelada ©®?. Para cada 10°C de reducéo
da temperatura ocorre paralelamente uma queda de 50% na atividade
metabdlica. A 1°C, o metabolismo situa-se em torno de 5% do normal. Na
pratica, o resfriamento isolado pode preservar o figado com seguranca por até 8
horas, enquanto, em temperatura ambiente, o 6rgéo tolera apenas 1 hora %,
Entretanto, a hipotermia também desencadeia efeitos negativos, que incluem o
edema celular, pela inibicdo da bomba Na*/K*atpase; a acidose intracelular, por
metabolismo anaerébio, com acumulo de lactato e dano celular; distarbios na

homeostase do calcio citosdlico; e, por fim, a geracdo de ROS “Y.

Desta forma, os aspectos importantes para uma solucédo de preservacao
bem sucedida incluem a baixa temperatura, a prevencao da acidose intracelular,
a neutralizacéo dos efeitos toxicos da hipotermia, a sua capacidade de protecéo
contra as lesbes provocadas pelos ROS, e, ainda, a manutencdo do

metabolismo energético da célula GV,

A solucado de preservacao da Universidade de Wisconsin (UW) € a mais
utilizada pelos grupos de TxH ha mais de 10 anos, tendo substituido o uso da
solucdo Euro-Collins, até entdo a mais empregada ®°?. A sua sintese e
introducéo no mercado no final dos anos 80 é considerado um dos marcos da
histéria do procedimento “°*1%¥ uma vez que veio possibilitar uma isquemia a
frio mais longa com menor lesdo tecidual. Outras solucbes tém sido sugeridas,
como a histidina-triptofano cetoglutarato (HTK), Celsior, a solucdo da
Universidade de Medicina da China (CMU-1), frutose-1,6-bisfosfato (FBP), mas

(104-107) O desenho

ainda ndo demonstraram sua vantagem em relacdo a UW
da UW visa reduzir os efeitos negativos da hipotermia, combater o edema
celular intersticial e a acidose, fornecendo antioxidantes e inibindo as ROS, bem
como prover substratos para a reposicéo de ATP apés a reperfuséo 9. Apesar
deste desenho tedrico, a solucdo protege principalmente o enxerto contra os
danos decorrentes da fase isquémica, sendo menos protetora na reoxigenacao
(193 "A sua principal acdo — e o que lhe faz superior em relacdo a outras
solucgdes - parece ser a capacidade de protecdo endotelial (%) De fato, as CES

sd0 o alvo inicial do dano de preservacdo ‘. Apesar disso, em 15 a 30% dos
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pacientes, é detectada uma funcdo priméria do enxerto ruim atribuida ao I/R. Na
Tabela 2, esta detalhado o papel dos principais componentes da UW.

Tabela 2. Os componentes da UW e seu papel na protecdo contra o

I/R.

Componente

Atividade

Lactobionato

Rafinose

Hidroxietilamido

Adenosina

Glutationa

Alopurinol

Magnésio

Sodio e potassio

Dexametasona

Fosfato

Impermeabilizante (impede o edema celular)

Quelante de calcio (diminui o célcio no citosol)

Quelante de ferro (diminui o ferro no citosol)

Impermeabilizante (impede o edema celular)

Coléide (impede o edema celular)

Precursor da sintese de adenina-nucleotideos

Remocé&o de radicais livres

Inibicdo da xantina-oxidase (reduz a produgéo de anions superoxidos)

Cofator enzimatico (transducéo de energia)

Agentes osméticos

Estabilizador de membrana

Efeito tampéo

Modificada de Southard & Belzer, 1996 **¥

6. S-nitroso-N-acetilcisteina (SNAC)

SNAC & um RSNO sintetizado, considerado um doador e carreador
endégeno de NO quando administrado em mamiferos ©°. Seu uso terapéutico
ainda esta sob experimentacdo e muitos estudos indicam que ela pode ser de
especial interesse no tratamento de algumas patologias. Um estudo prévio
demonstrou que o tratamento com SNAC, um potente inibidor da
lipoperoxidacdo lipidica, impede o aumento de hidroxiperoxidos no
homogeinizado hepatico ™. Além disso, ao se analisar o perfil da expresséo

génica hepatica em camundongos com esteato-hepatite nado-alcdolica, se
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demonstrou uma expressdo reduzida dos genes que participam da cadeia
respiratéria e dos genes responséveis pela sintese e acdo da glutationa nos
animais tratados com SNAC. Isto sugere uma menor “sobrecarga” mitocondrial e
uma producéo reduzida de ROS, refletindo um efeito antioxidante da SNAC 2.
Neste mesmo contexto, Andraus demonstrou em sua tese de doutorado que
SNAC reduziu a lesédo hepética apds um periodo de isquemia normotérmica em

figados esteatéticos 2.
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JUSTIFICATIVA

A preservacdo de um 6érgao é etapa essencial e indispensavel ao TxH.
Em 2002, Hirokawa et al, ja afirmava “a evolugdo do TxH depende, hoje, mais
propriamente dos progressos nos métodos de preservacdo de 6rgdos do que

» @9 A compreensdo dos sinais

das técnicas de cirurgia e imunossupressao
precoces de dano hepatico e o esclarecimento dos fenbémenos intra e
extracelulares envolvidos no I/R pode falicitar o desenvolvimento de mecanismos

para se reduzir a lesao hepética num contexto de transplante.

Diversos sdo os mecanismos envolvidos no I/R hepatico, incluindo a acéo
de ROS e disturbios na microcirculacdo. O NO tem efeito controverso no I/R,

mas parece melhorar a microcirculacéo hepatica em baixas concentracoes.

Considerando estes aspectos, o estudo dos efeitos da SNAC, uma
solucdo doadora de NO, num cenario de isquemia/reperfusdo hepatica pode
contribuir de forma significativa para o avanco nas técnicas de preservacao de
orgaos. De acordo com o nosso conhecimento, SNAC ainda nao foi estudada

em modelo experimental de isquemia a frio e reperfusdo em figado.

13



OBJETIVOS
Objetivo Geral

Avaliar os efeitos da SNAC ap06s isquemia a frio e reperfusdo, em relacéo
ao dano precoce de isquemia/reperfusdo em figados de ratos.

Objetivos Especificos

a) Comparar SNAC, UW e SNAC+UW apds a isquemia a frio através de

variaveis bioquimicas.

b) Comparar SNAC, UW e SNAC+UW apés a reperfusdo através de
variaveis bioquimicas e da estimativa do EO, através da mensuragédo de TBARS
(substancias reativas ao acido tiobarbitarico), glutationa e catalase no tecido
hepatico.

c) Comparar a solucdo de SNAC, UW e SNAC+UW em relacédo ao dano

mitocondrial apos a reperfuséo;

d) Comparar a solucdo de SNAC, UW e SNAC+UW em relacdo a

expressao imuno-histoquimica de ICAM-1 e receptores de TNFa;

e) Comparar a solucdo de SNAC, UW e SNAC+UW apos a reperfuséo

através da avaliacdo anatomopatoldgica.
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MATERIAIS E METODOS

1. Desenho do estudo e animais de experimentacao

Foi realizado um estudo experimental em ratos da linhagem Wistar,
machos, adultos, com peso entre 300 e 530 g, procedentes do Centro de
Reproducgéo e Experimentacéo de Animais de Laboratério (CREAL) do Instituto
de Ciéncias Basicas da Saude da Universidade Federal do Rio Grande do Sul
(UFRGS) e alocados na Unidade de Experimentacdo Animal (UEA) do Centro de
Pesquisa do Hospital de Clinicas de Porto Alegre (HCPA). Os animais foram
mantidos em caixas-moradia individuais, confeccionadas em plexiglass, medindo
65 x 25 x 15 cm, com assoalho recoberto de serragem, e submetidos a ciclo
normal claro/escuro de 12 h, sendo alimentados ad libitum com agua e racéao

padronizada para roedores.

2. Procedimentos

A perfusado e a preservacao dos figados foram realizadas com diferentes
solucdes, a saber: a) UW (Viaspan® Bristol-Myers-Squibb, 1000 mL), com
osmolaridade de 320 mOsm/L; b) SNAC (200 nmol/L); c) SNAC+UW. A SNAC
foi produzida através da S-nitrosacdo da N-acetilcisteina (Sigma Chemical, St.
Louis, MO, USA) em uma solucao de nitrito de sédio acidificado ™* (Instituto de
Quimica da Universidade Estadual de Campinas —UNICAMP-, Campinas, SP) .
A solucdo de SNAC (0,1 mol/L) foi posteriormente diluida em solucédo salina a
200 nmol/L antes da administracdo. No grupo SNAC+UW, a solucdo de SNAC
foi diluida com a UW a 200 nmol/L.

O procedimento experimental foi realizado conforme o modelo de
reperfusdo em figados de ratos, desenvolvido por estudo anterior do grupo
(Anexo 1) ¥ Brevemente, este modelo é dividido em trés etapas sequenciais:
1) hepatectomia (“explante”); 2) estocagem a frio (2-4° C) em uma das solucfes
de preservacdo por 6 horas; 3) reperfusdo ex-situ do figado preservado com o
sangue de outro rato (“rato receptor”) durante 15 minutos (Figura 3). Durante o

experimento, o anestésico utilizado foi o isoflurano a 1,5% (Isoflurano®,
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Laboratdrio Abbott) por via inalatéria. Os animais nos quais houve algum
problema de técnica cirdrgica, ndo foram incluidos na analise dos resultados e

foram substituidos.

= o

v.cavainfra- Lorta
hepética !
I
} (
i /K

Rato receptor

Figura 3: Esquema simplificado do modelo de reperfusdo (Adaptado de Pinto
Kuel et al, 2007) 2.

Durante o periodo de isquemia a frio, foram retiradas aliquotas da solucao
de preservacdo em 2, 4 e 6 horas para a determinacdo de AST, ALT e LDH; e,
apos a reperfuséo, foi coletada amostra sanguinea do rato receptor através de
puncdo cardiaca também para a dosagem destas enzimas (em analisador

Roche-Hitachi®, com reagentes da Roche Diagnostics®).

Adicionalmente, foram seccionados fragmentos do figado reperfundido
para as seguintes finalidades: 1) dosagem das TBARS, catalase, e glutationa; 2)
analise histopatologica; 3) determinacdo da expressao de ICAM-1 e do receptor
2 de TNFa (TNF-R2) por imuno-histoquimica; e 4) avaliacdo mitocondrial por

microscopia eletrénica de transmissao.
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3. Dosagem de TBARS, catalase e glutationa no tecido hepatico

Para a medida das TBARS, o fragmento hepatico foi aquecido com &cido
tiobarbitdrico 0,67% e &cido tricloroacético 10% por 15 minutos em banho-maria,
sendo a amostra posteriormente refrigerada e centrifugada. O produto corado foi
quantificado por espectrofotometria em 535nm, através da técnica descrita por
Halliwell & Gutteridge .

A atividade da catalase foi determinada através da reacdo entre tampao
fosfato 50mM, de pH neutro, a peréxido de hidrogénio 0,3M, do homogeneizado

do tecido hepatico, com a leitura realizada em espectrofotdmetro de 240nm **7.

O nivel de glutationa reduzida no tecido hepético foi avaliado através de
uma reacdo com DTNB (5-5" dithiobis 2-nitro-benzoic acid) **®.

4. Anélise Histoldgica

Fragmentos do tecido foram fixados em formalina a 10%, incluidos em parafina,
seccionados a 3 um, e processados em coloracdo de hematoxilina-eosina (HE)
para analise histologica. As variaveis foram analisadas por meétodo semi-
guantitativo por 2 patologistas, conforme a especificacdo a seguir: i) esteatose
macro e microgoticular:- 0: <5% hepatdcitos; 1: 6-33% hepatocitos; 2: 34-66%
hepatocitos; 3: > 66% hepatdcitos; ii) balonamento hepatocitario- 0: ausente; 1:
leve e focal; 2: leve e generalizado; 3: intenso; iii) neutrofilia- 0: ausente; 1: focal
(poucas zonas 3); 2. na maioria das zonas 3; 3: presenca de agregados
neutrocitarios; iv) congestao sinusoidal-0: ausente; 1: focal (alguns acinos); 2:
generalizada; 3: dilatacdo da vénula hepatica terminal; v) necrose-0: ausente; 1:

perivenular minima; 2: perivenular leve.

5. Imuno-histoquimica

A expressao de ICAM-1 e TNF-R2 no tecido hepético apés a reperfusao
foi detectada por imuno-histoquimica (Santa Cruz Biotechnology, INC.). Dois
patologistas independentes analisaram as reacoes. Nos casos divergentes, as

amostras eram reavaliadas, sendo encontrado um consenso. Uma escala semi-
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quantitativa foi utilizada para andlise: 0- auséncia de expressao; 1- positividade
focal;, 2- positividade difusa.

6. Microscopia Eletronica

A ultraestrutura das mitocondrias foi avaliada por microscopia eletronica
de transmissdo. Foram retirados fragmentos aleatérios do lobo direito e
esquerdo do figado reperfundido para avaliacdo mitocondrial por microscopia
eletronica de transmissdo. As amostras foram desidratadas, embebidas e
inclusas em resina Epon 812. Os cortes ultrafinos foram contrastados com
acetato de uranila e nitrato de chumbo. Posteriormente, as amostras foram
examinadas utilizando-se o Microscépio Eletrénico de Transmissdo JEOL-JEM
2010 (200 KeV). Os procedimentos foram realizados no Centro de Microscopia
Eletronica (CME) da Universidade Luterana do Brasil (ULBRA).

A ultraestrutura das mitocéndrias foi avaliada de acordo com o seguinte

o (119-121).

escore previamente descrit : 0- normal; 1- cristas proeminentes; 2-

edema / intumescimento mitocondrial; 3- agrupamento de material amorfo.
7. Tamanho da amostra

Os parametros estatisticos utilizados para o calculo do tamanho amostral
compreenderam um nivel de significancia (alfa) de 0,05, um poder estatistico de
80%, e um tamanho de efeito padronizado igual a 1, resultando em 5 figados em

cada grupo.
8. Andlise Estatistica

A andlise estatistica foi realizado com o programa SPSS 15.0 para
Windows. As variaveis quantitativas foram inicialmente avaliadas a cerca de sua
distribuicdo Gaussiana e analisadas atravées da ANOVA (paramétrica) ou do
teste de Kruskal-Wallis (ndo-paramétrica). Os resultados da analise histologica,
imuno-histoquimica e microscopia eletrénica foram apenas descritos devido ao

pegueno tamanho da amostra.

18



ASPECTOS ETICOS

Todos os procedimentos foram realizados em conformidade com a
legislacdo vigente no Brasil, Lei 6.638 (Diario Oficial da Unido — 08/05/1979),
que estabelece normas para préaticas didatico-cientificas da vivisseccdo de
animais, assim como regulamenta o registro dos Biotérios e Centros de

Experimentagao.

Atendendo a decreto que estipula ser o exercicio da medicina de animais
de laborat6rio atividade profissional privativa do Médico Veterinario - Decreto Lei
64.704 de 17/06/1969 (Capitulo I, Art. 2°, itens “c” e “d”) - de modo que todo o
Biotério deve ter Médico Veterinario especializado em animais de laboratorio
para supervisdo do mesmo, o local em que o presente projeto foi realizado

contou com a orientagéo de Médico Veterinario responsavel pela UEA.

Todos os procedimentos operacionais realizados foram embasados em
Guide for the Care and Use for Laboratory Animals — ILAR/EUA e Manual para
Técnicos em Bioterismo (COBEA/Brasil), em acordo com o Ethical Guidelines for
Investigations of Experimental Pain in Conscious Animals, como indicado pela
International Association for the Study of Pain (IASP). Estas diretrizes obedecem
as normas propostas pela Declaracdo Universal dos Direitos dos Animais
(UNESCO - 27 de janeiro de 1978) e Principios Internacionais Orientadores para
a Pesquisa Biomédica Envolvendo Animais (Council for International

Organizations of Medical Sciences - CIOMS) *°.

O projeto foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa do Grupo de

Pesquisa e Pos-graduacéo do Hospital de Clinicas de Porto Alegre.
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FINANCIAMENTO

A realizacéo deste trabalho totalizou R$ 11644,00 (Onze mil, seiscentos e
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realizou a dosagem de TBARS, catalase e glutationa, sem custos adicionais.

20



RESULTADOS

Foram utilizados para a reperfusdo 15 figados: 5 no grupo UW; 5 no

grupo SNAC; e 5 no grupo SNAC + UW, perfazendo um total de 30 ratos.

O peso do doador, o tempo de cirurgia do explante e o tempo de isquemia

a quente foram semelhantes entre os grupos (tabela 3).

Tabela 3: Caracteristicas do procedimento: peso do doador, tempo de retirada

do 6rgéo, tempo de isquemia a quente.

UW (n=5) SNAC (n=5) SNAC+UW (n=5)

Peso doador (g) 404 (+83) 441 (+53) 414 (+88)
Tempo de retirada (min) 51 (+11) 44 (+12) 38 (+09)
Isquemia a quente (min) 66 (+13) 52 (+13) 53 (+10)

p=0,74
p= 0,22
p=0,17

Os dados estdo expressos como média (+ desvio padrdo). Analise pelo ANOVA, considerando-se

significante um p<0,05.
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1. Preservacao afrio

Durante a preservacao a frio, a liberacdo de AST e LDH no grupo da
SNAC foi significativamente menor em relagdo ao grupo da UW e SNAC+UW
(p= 0,004 e p= 0,03, respectivamente). Os niveis de ALT foram comparéveis

entre os grupos (p= 0,053) (Tabela 4, Figura 4).

Tabela 4: Dosagem de AST, ALT e LDH no liquido de preservacao nos grupos
UW, SNAC e SNAC+UW.

UW (n=5) SNAC (n=5) SNAC+UW (n=5)

AST -2h 270 (+131) 54 (+53) 127 (+66)

4h 369 (+108) 59 (+52) 208 (+132)

6h 297 (+88) 56 (+51) 206 (+77) p= 0,004
ALT-2h 265 (+161) 48 (+51) 129(+107)

4h 322 (+131) 52 (+49) 217 (+211)

6h 263 (+90) 51 (+51) 194 (+100) p=0,053
LDH-2h 1776 (+1086) 309 (+261) 923 (+465)

4h 2265 (+1267) 344 (+259) 1220 (+455)

6h 1785 (+807) 336 (+264) 1448(+522) p= 0,03

Os valores estdo expressos como média (+ desvio padrdo). Andlise pelo ANOVA para medidas
repetidas, considerando-se significante um p<0,05*. Onde AST= aspartato aminotransferase, em
UI/L; ALT= alanina aminotransferase, em UI/L; LDH= lactato desidrogenase, em UI/L.
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Figura 4. Niveis de AST, ALT e LDH no liquido de preservacdo (UW, SNAC e
SNAC+UW). Andlise pelo ANOVA para medidas repetidas, considerando-se significante um
p<0,05*. Onde AST= aspartato aminotransferase, em UI/L; ALT= alanina aminotransferase, em
UI/L; LDH= lactato desidrogenase, em UI/L.



2. Reperfuséo

ApoOs a reperfusdo, os niveis séricos das enzimas hepéticas (AST, ALT e
LDH), das TBARS e da catalase nao diferiram entre os grupos. Comparado ao
grupo UW, as concentracdes de glutationa foram menores nos grupos SNAC e
SNAC+UW (p= 0,006 e p= 0,01, respectivamente) (Tabela 5).

Tabela 5: Medidas de AST, ALT, LDH, TBARS, catalase e glutationa apos a

reperfusdo nos 3 grupos experimentais.

UW (n=5) SNAC (n=5) SNAC+UW (n=5) p
ALT (UI/L) 742 (+296) 962(+611) 1003 (+1161) 0.7
AST (UI/L) 959 (+466) 1153(+694) 823 (+644) 0.8
LDH (UI/L) 6251 (+2276) 7549 (+2921) 7360 (+6119) 0.9
TBARS 45.2 (+14.3) 52.2(+13.5) 47.6 (+25) 0.8
(nmol/L/g figado)
Catalase 80.4 (+14.7) 102.3 (+69.5) 181.8 (+71.4) 0.07
(U/min/mg)
Glutationa 6841 680 2047 <0.001*
(nmol/L/g figado) (4291-15645) (250-1075.5) (806.5-2299.5)

Os valores de glutationa estdo expressos em mediana (intervalo interquartilico)- teste de Kruskal-
Wallis. As outras variaveis estdo descritas como média + desvio-padrdao (ANOVA para medidas

repetidas). Foram realizadas comparacfes multiplas Considerou-se significante um p<0,05*.

3. Histologia

Nos 3 grupos, ndo foram encontrados sinais de dano de preservacao.
Balonizacdo hepatocitaria leve focal (Figura 5) e congestdo sinusoidal focal
(Figura 6) foram documentadas em todas as amostras. Em 2 figados do grupo
UW (n=2) e em 1, no grupo SNAC+UW (n=1), observou-se esteatose em menos
de 30% dos hepatécitos. Necrose focal foi detectada em 2 figados preservados
com SNAC.
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Figura 5. Balonizacdo hepatocitaria focal, documentada em todos os figados

analisados. Histologia. HE, 200x.

Figura 6. Congestdo hepética leve focal, que ocorreu em todos os figados

analisados. Histologia. HE, 50x



4. Imuno-histoquimica

A expressao de ICAM-1 e TNF-R2 né&o foi detectada em nenhuma
amostra estudada. Nas Figuras 7 e 8, esta representado um exemplo de cada kit

de imuno-histoquimica (no estudo e um controle positivo).

5. Microscopia eletronica

Em todas as amostras estudadas, foi encontrada a mesma imagem,
representada na Figura 9, onde as mitocondrias aparecem com sua membrana
destruida, com extravasamento do conteldo intra-mitocondrial para dentro do
citoplasma celular. Tais achados sdo compativeis com ma preservacao / fixacédo

dos fragmentos hepéticos.
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Figura 7. Imuno-histoquimica da expresséo de ICAM-1 no estudo (A) e no

controle positivo (B). Histologia. 400X
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Figura 8. Imuno-histoquimica da expressao
controle positivo (B). Histologia. 400X

de TNF-R2 no estudo (A) e no
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Figura 9. Foto representativa da ultraestrutura mitocondrial das amostras

hepéticas estudadas. A Micrografia eletrénica demonstrou as mitocondrias em diversos

formatos, com membrana danificada e extravasamento de seu contetido (*4000).
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DISCUSSAO

1. Em relagéo alinha de pesquisa em isquemia/reperfuséo hepética

O I/R decorrente do TxH contribui para graves complicacdes nos figados
transplantados como nado funcao priméaria, disfuncdo priméria e estreitamentos
biliares nao-anastométicos™??. Estas complicaces permanecem um importante
problema na pratica clinica, de forma que a reducdo de seus efeitos pode
aumentar tanto o nimero de enxertos como 0 de pacientes que se recuperam
adequadamente do transplante. O TxH em adultos iniciou no HCPA em 1996.
Tendo por base estes anos de experiéncia clinica, as muitas perguntas deles
decorrentes, e as duvidas ainda existentes na literatura, foi montada uma linha
de pesquisa experimental em isquemia/reperfusdo hepatica, com o intuito de
averiguar intervencdes que pudessem minimizar o I/R. E nesta linha que este

estudo se insere.

O principal foco foi, desde o inicio, o estudo de novas solucbes de
preservacao, haja vista que é na preservacdo de 6rgaos onde se encontra o
maior espaco para se aprimorar os resultados do TxH . A solu¢cdo mais utilizada
para a preservacao de figados para transplante é a UW. Porém, ela ainda ndo é
a ideal por apresentar custo elevado, alta viscosidade, e ndo impedir a disfuncao
primaria do enxerto °?. Em 2004, no nosso meio, Moresco et al estudaram
figados de ratos submetidos a um periodo de 24 horas de isquemia a frio e
compararam 3 solucdes (FBP, UW e UW acrescida de FBP), concluindo que a
preservacdo hepdatica foi melhor no grupo da FBP, um intermediario da rota
glicolitica *?°12%139) Fajtava saber, entdo, se este beneficio se mantinha apés a
reperfusdo. Pareceu-nos natural juntar esforcos na tentativa de responder a esta

guestao.

Enquanto eram iniciados os trabalhos na busca de um modelo de
reperfusdo hepatica que incluisse as trés fases que se sucedem em um TxH:
isquemia a frio, isquemia a quente e reperfusdo, o grupo, composto de alunos de

pos-graduagdo e alunos de iniciacdo cientifica, passou a estudar o efeito do

30



estado nutricional e da idade do doador na isquemia a frio, comparando UW e
FBP e os efeitos dos anestésicos inalatorios isoflurano e sevoflurano na

qualidade do figado do doador ©*%

, sugerindo que a FBP possuia um papel
interessante na preservacao a frio. O novo modelo de reperfusdo foi concluido,
apés muitos experimentos, e seus resultados foram publicados em 2007 ¢,
Com a utilizacdo deste novo modelo pode ser realizado um estudo comparativo
entre UW e FBP, cujos resultados demonstraram que novamente a FBP foi
superior a UW na preservacgao a frio, confirmando os achados de Moresco et al
126) ‘mas este efeito ndo0 se manteve apés a reperfusdo, quando a solucdo
padrao foi mais efetiva. Quando analisados estudos experimentais publicados
acerca da comparacao da UW a outras solucdes (Tabela 6), vemos que, apesar
das limitacbes conhecidas da solucédo padrdo, ainda n&o se identificou uma
substancia que a substitua na preservagao de orgaos, de forma que os estudos
neste campo de pesquisa ainda sao bastantes desafiadores. Um achado
interessante foi que a FBP demonstrou certa protecdo mitocondrial apés a
reperfusdo %", Isto suscitou algumas outras questdes: abandonar o estudo da
FBP como solucao de preservacao? Testar outro modelo de reperfusdo? Avaliar
o estimulo a fibrogénese e a liberacdo de citocinas pro-inflamatérias? Procurar
novos agentes que possam ser utilizados como solucdo de preservacao
hepatica? E por que ndo focar o desequilibrio que ocorre entre endotelinas e NO
apos a reperfusdo? Por que ndo estudar o papel de drogas doadoras de NO em

um cenario de isquemia/reperfusao hepatica?

Assim, dois novos estudos foram iniciados, focando o uso de uma droga
doadora de NO, a SNAC, na preservacao hepatica em ratos, visando avaliar
SNAC na prevencdo do I/R; comparar SNAC com UW e FBP; e avaliar a

associacao SNAC + UW. Este é um dos estudos.
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Tabela 6: Estudos experimentais com diferentes solugdes de preservacao em

comparagao com UW.

ESTUDO SOLUCAO  ANIMAL PROCEDIMENTO RESULTADOS
Ferrigno Celsior Ratos Wistar Isquemia a frio por 18 e 48h Celsior equiparavel a UW até
2008123 18h de preservacdo a frio. UW
superior a Celsior ap6s 48 h de
isquemia a frio
Ben Mosbah et al, IGL-1 Ratos Zicker  Preservagdo a frio- 24 horas, IGL-1 melhor que UW
2006 124 sequido de perfusdo com
solucdo de Krebs-Henseleit
like (com adigdo de albumina
5%)
Ben Abdennebi et al, IGL-1 Suinos Transplante hepatico IGL-1 melhor que UW
2006 %
Cheng et al, 2005 ®  CMU-1 Ratos Wistar ~ Preservagio a frio- 24 horas, CMU-1 semelhante 8 UW
seguido de perfusdo com
solucdo de Krebs-Henseleit
Fraga, 2005 % FBP Ratos Wistar Preservacdo a frio- 6h, FBP inferior a UW, mas com
seguido de reperfusdo com maior protecdo mitocondrial
sangue por 15 min que UW
Moresco et al, 2004 FBP Ratos Wistar ~ Preservagdo a frio- 24 horas FBP melhor que UW
(126)
Bessems et al, 2004 Hipotermosol Ratos Wistar Preservacéo a frio- 24 horas, Hipotermosol tdo  efetivo
(21 sequido de perfusdo com quanto UW
solugdo de Krebs-Henseleit
Straatsburg HTK Ratos Wistar Preservacdo a frio- 24 horas, Celsior e UW igualmente
2002 19 seguido de perfusdo com efetivas, sendo o efeito da HTK
Celsior

solugdo de Krebs-Henseleit

inferior

CMU-1= solucdo da Universidade de Medicina da China; IGL-1= solucdo do Instituto Georges Lopez;

FBP= frutose-1,6-bisfosfato; HT K= histidina-triptofano-cetoglutarato



2. Em relagéo ao desenho do estudo

O TxH ortotépico em ratos € uma técnica muito utilizada no contexto de
pesquisa. Os ratos apresentam algumas vantagens sobre outros animais devido
a sua ampla viabilidade e baixo custo, apesar de ser requerido vasto
treinamento técnico *Y. O modelo de reperfusdo utilizado neste trabalho foi
desenvolvido pelo nosso grupo de pesquisa como substitutivo ao transplante
completo e com a finalidade de se estudar intervencées para amenizar o I/R 9.
Este modelo se distancia do TxH e apresenta algumas limitagbes. A opgéo por
utilizé-lo deveu-se ao fato dele incluir isquemia a frio, isquemia a quente e
reperfusdo, ao contrario de muitos estudos que avaliam I/R apds isquemia

normotérmica 32134

. Quando se deseja estudar solucdes de preservacao, é
interessante que seja incluido um periodo de isquemia a frio, pois a hipotermia,
apesar de essencial para a preservacdo de orgaos, ocasiona também efeitos
negativos sobre o enxerto “Y. A principal limitacdo deste modelo consiste no
curto periodo de reperfusdo, padronizado em 15 minutos por ser este o tempo
em que se consegue manter adequada estabilidade hemodinamica no rato
receptor ™. No entanto, 15 minutos de reperfusdo podem ser suficientes, pois

0s mecanismos de rejeicdo, embora pouco evidentes, ja foram desencadeados
(55,135)

Muitos estudos experimentais em TxH utilizam animais isogénicos. Neste
estudo, foram utilizados ratos Wistar pelos motivos expostos a seguir: a) no
Brasil, as fontes de animais isogénicos sao escassas; b) os ratos isogénicos
apresentam alto custo; c) os ratos Wistar, apesar de né&o idénticos, séo
geneticamente semelhantes devido a sua consanguinidade; e, por fim, d) o
tempo de reperfusdo de 15 minutos é curto para ocasionar rejeicado. Neste ultimo
guesito, é interessante fazer analogia a estudos experimentais em modelos de
transplante renal em ratos Wistar, em que, embora a pressao para a rejeicao
seja maior, por caracteristicas inerentes ao 6rgao, 0s imunossupressores podem

ser dispensados nos primeiros 7 dias ap6s o procedimento 39,

Neste trabalho, foi estudada a solucdo de SNAC a 200 nmol/L em
comparacao a UW e SNAC+UW na isquemia a frio e apos reperfusédo de figados

de ratos. SNAC é uma droga doadora de NO ©? e potente inibidora da
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lipoperoxidacao lipidica 'V, que tem sido estudada em cenarios experimentais
diversos, tais como hipertensdo ¥, hipercolesterolemia **”, e na doenca
hepatica gordurosa ndo alcodlica 12138 Algm disso, ja& foi estudada em
modelos de isquemia/reperfusdo de musculo esquelético 3%V e em figados
esteatéticos, com bons resultados ¥, Desta forma, estas caracteristicas levam
a suposicdo de que SNAC poderia ser util na preservacdo de érgdos para

transplante, e embasam seu uso em modelos de isquemia/reperfusao.

Em relacdo a escolha das variaveis, foram dosadas AST, ALT e LDH,
conhecidos marcadores de dano hepatocelular **?. Durante a isquemia a frio do
figado doado para transplante, a liberacdo destas enzimas no liquido de
preservacao esta relacionada ao grau de lesdo hepatocelular mesmo quando

ainda ndo ocorreram alteragdes anatomopatolégicas 2%

. Da mesma forma,
elevados niveis de aminotransferases, especialmente de AST, no periodo
imediato pos-transplante se correlacionam com a ndo funcdo primaria do enxerto
@M sendo um dos importantes parametros utilizados em TxH para se estimar a

intensidade do dano de preservacao "%,

O EO vem sendo apontado como um dos principais fatores responsaveis
pelo dano ao enxerto. Desta forma, a quantificacdo dos ROS e de substancias
antioxidantes torna-se um importante parametro para inferir a viabilidade do
6rgdo poés-transplante **1%9  Sua aplicacdo, contudo, ainda se restringe a
pesquisa, ndo sendo empregada na pratica clinica. Neste estudo, foram
analisados quatro parametros de EO: TBARS, catalase, glutationa e avaliacao

da ultraestrutura mitocondrial.

Ao término da reperfusdo, foram realizadas bidpsias hepaticas. O
principal papel da analise histologica neste estudo consiste em demonstrar a
homogeneidade das amostras e a efetividade da reperfusdo, uma vez que é
esperado que 15 min ndo sejam suficientes para desencadear infiltrado
inflamatério ou outras alteracdes sugestivas de dano de preservacdo @Y. Por
fim, a avaliacdo por imuno-histoquimica da expressao de ICAM-1 e do receptor
de TNF, dois importantes marcadores de resposta inflamatéria ©®, teve como

objetivo detectar alteracdes precoces secundarias a isquemia/reperfusdo, da

mesma forma como a analise da ultraestrutura mitocondrial em microscopia
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eletronica de transmissdo. As mitocondrias s&o a principal organela envolvida
em um processo de EO, e alteragcdes em sua morfologia e funcao consistem em

um dos indicios iniciais de dano celular em um processo de isquemia/reperfusdo
(55-58)

3. Em relacao aos resultados durante isquemia a frio

7z

Discutir os achados obtidos neste estudo ndo é uma tarefa facil,
especialmente quando se considera que discutir € comparar os resultados de um
dado experimento com resultados de experimentos semelhantes de outros
grupos. Como, em extensa revisdo, ndo foram encontrados estudos de I/R
envolvendo isquemia a frio e o0 emprego de solucdo de SNAC como solucéo de
preservacao para TxH, a discusséo desta tese inevitavelmente sofrera os efeitos

do seu ineditismo.

No presente estudo, a solucdo de SNAC exerceu uma maior acao
protetora sobre o O6rgdo durante as 6 horas de preservacdo a frio em
comparacao a UW e SNAC+UW. Esta afirmativa baseia-se nos menores niveis
de AST e LDH no liquido de preservacdo. Em relagcdo a dosagem de ALT,
apesar de néo se ter encontrado diferenca estatisticamente significativa entre os
grupos, houve uma forte tendéncia da ALT também apresentar menores valores
com SNAC. Deve-se considerar, por outro lado, que numa fase de dano agudo
ao figado, os niveis de AST costumam alterar-se mais precocemente que os de

ALT. Este comportamento é o que habitualmente ocorre em TxH ®747,

Os achados do estudo atual reforcam a capacidade de protecdo da SNAC
sobre os hepatdécitos expostos ao I/R, jA demonstrado por Andraus em sua tese
de doutorado ). Neste Ultimo estudo, foram avaliados ratos com e sem
esteatose submetidos a isquemia hepética normotérmica por 60 minutos,
tratados ou ndo com SNAC. Foi analisado o nivel das enzimas hepaticas, a
histologia, a respiracdo mitocondrial e o EO (malondialdeido). O tratamento com
SNAC n&o melhorou o I/R em ratos sem esteatose. Por outro lado, os ratos com
esteatose tratados com SNAC apresentaram uma melhor histologia (menos
hemorragia intraparenquimatosa), melhor fungcdo mitocondrial e menos EO. No

trabalho atual, os figados preservados com SNAC apresentaram uma menor
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lesdo hepatocelular durante a isquemia a frio, aferida pelos niveis das enzimas
hepéticas no liquido de preservacdo, mas foi semelhante & UW apds a
reperfusdo por parametros bioquimicos, de estresse oxidativo (TBARS, catalase)
e histologicos.

O estudo em discussdo embora demonstre a utilidade da SNAC na
preservacao a frio, ndo consegue avancar em aspectos mecanisticos desta
protecdo. De fato, o efeito da SNAC em cenarios de isquemia/reperfuséo, tais
como em musculo esquelético e figados esteatéticos, parece estar mais
relacionado a modulacdo do fluxo sanguineo e da adesdo celular dentro dos
vasos do que a protecdo direta das células do parénquima (¢07981113.148)
Portanto, a acdo do NO ocorre principalmente apés a reperfusao, de forma que
0 mecanismo protetor durante a isquemia a frio ainda é obscuro. O achado de
superioridade da SNAC e FBP em relacdo a UW na preservacéo de figados de
ratos no periodo de isquemia a frio € intrigante, mas o desenho dos estudos nao
permite que sejam feitas consideracdes acerca dos mecanismos envolvidos.
Algumas especulacdes, entretanto, podem ser realizadas. E conhecido que UW
previne os efeitos classicos da hipotermia (como edema celular, acidose
intracelular, piora do metabolismo energético e o acumulo de ROS), mas
apresenta certas caracteristicas que dificultam a preservacdo, como a alta
viscosidade *?®. Acredita-se, portanto, que a menor viscosidade da SNAC e
FBP seja uma das propriedades benéficas destas solucdes, de forma a
promover a perfusdo mais homogénea do 06rgdo, possibilitando uma maior
protecdo celular e endotelial. Para poder se avancar no conhecimento das
propriedades e mecanismos de acdo destas substancias na preservacdo de
figados, sdo necessarios estudos que comparem UW, FBP e SNAC no mesmo
modelo.

Estudos anteriores do nosso grupo e de outros autores também
compararam a solucdo de UW a outras solu¢cdes em modelos animais. Moresco
e colaboradores avaliaram a utilidade de solucédo de FBP durante isquemia a frio
em figados de ratos, concluindo que a preservacao hepatica com FBP foi similar
a obtida com UW @ Fraga, em sua dissertacdo mestrado, encontrou

resultados semelhantes °”. Mota e colaboradores analisaram a preservacéo de
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figados de ratos Wistar idosos durante isquemia a frio, demonstrando uma
tendéncia da FBP ser mais protetora que a UW 49,

4. Em relacdo aos resultados ap0s reperfuséo

Apos a reperfusao, as solucdes de UW, SNAC e SNAC+UW alcancaram
resultados equiparaveis em todos os parametros (nivel sérico de transaminases,
estresse oxidativo- TBARS- e histologia). Estes achados favorecem a idéia de
gue a SNAC desempenhou uma ac¢do satisfatéria na preservacdo dos figados.
Resultados similares a solucdo padrdo devem ser festejados e, a0 mesmo
tempo, discutidos. SNAC ja foi estudada em outros cenarios de estresse
oxidativo, como em ratos e camundongos com esteato-hepatite. Nestas
pesquisas, demonstrou um potente efeito antioxidante através do bloqueio da

peroxidacéo lipidica (111-112,138)

Provavelmente, este também seja um dos
mecanismos de protecdo da SNAC durante a preservacdo de orgaos. Outro
dado a ser comentado € que a adicdo de SNAC a solucdo de UW néo melhorou
os resultados. Parece l6gico que a associacdo das duas substancias deveria
multiplicar o efeito protetor, mas isso ndo ocorreu. Fato semelhante aconteceu
em um estudo que comparou FBP, UW e UW+FBP durante preservacao a frio
de figados de ratos. Neste ultimo estudo a associacdo UW+FBP demonstrou
resultados inferiores aos de cada solucdo isolada “*®. Talvez, SNAC e FBP
possam interagir com algum componente da complexa formulacdo da UW,
ocasionando sua inativacdo. Neste sentido, Hirokawa et al adicionaram FBP a
solucdo de UW apos remocédo de alguns componentes (glutationa, adenosina,
alopurinol e hidroxietilamido), documentando uma menor gerag¢do de citocinas
pelas células de Kupffer 9. E possivel que se detecte resultados melhores, se
fizéssemos 0 mesmo com SNAC.

N&o foi motivo de surpresa o fato de a dosagem de glutationa ter sido
maior no grupo de figados preservados com solucdo de UW, uma vez que este é
um dos componentes conhecidos desta solucdo ™?. Por outro lado, quando
analisada a atividade da catalase, os figados preservados com SNAC ou
SNAC+UW exibiram tendéncia a uma maior atividade desta enzima, talvez como
uma forma de contrabalancar uma menor concentracdo antioxidante na sua

formula. Da mesma forma, Fraga, ao comparar FBP e UW como solucdes de
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preservacao de figados de ratos, também documentou uma maior ativagdo dos
sistemas antioxidantes com FBP, refletida pela maior expressdo da enzima

catalase neste grupo %7,

Quando avaliado o tecido hepatico, ndo houve indicios de dano de
preservacdo nas amostras estudadas, o que era esperado, uma vez que tais
alteragcdes costumam se tornar evidentes 60-90 minutos apés a reperfusdo ©.
Os achados histoldgicos foram semelhantes nos 3 grupos, com leve congestao
sinusoidal, o que documenta um bom fluxo sanguineo intra-hepético durante o

processo de reperfuséo, além da auséncia de lesao significativa nas CES.

A expressdo de moléculas de adesdo tem sido reconhecida como um dos
fatores indicativos de dano de preservagdo. Alguns experimentos estudam a
expresséo de ICAM-1 como a Unica forma de medir o grau de dano hepatico. E o
caso do estudo de Dalgic et al que avaliou a expressao de ICAM-1 da solucao
padrdo com a de 3 tipos de UW modificada (acrescida de verapamil,
nitroprussiato de sodio ou glutationa) apdés 16 horas de preservacédo a frio.
Demonstrou que nos figados preservados apenas com UW houve minima
expressdo de ICAM-1%%. Tal achado pode ser comparado com o do atual
estudo, onde néo foi detectada a expressao de ICAM-1 por imuno-histoquimica
em nenhuma amostra, o que pode indicar minimo dano de preservacdo em
todos os figados estudados. Paralelamente, a resposta pro-inflamatoria
apresenta um papel crucial no I/R e pode ser mensurada através da expressao
de citocinas. Em relacéo a isso, neste estudo, néo foi detectado a expressao de
TNF-R2 em nenhuma amostra, reforcando a idéia de que provavelmente ocorreu
minimo dano de preservacdo em todos os grupos. Além disso, a falta de
expressdo de ICAM-1 e TNF-R2 pode ser reflexo do modelo escolhido, que
limita a reperfusdo em apenas 15 minutos. Cabe ressaltar também que néo
havia nenhum problema técnico com os Kits utilizados, os quais eram proprios

para ratos, além de terem sido testados, com sucesso, em amostras- controle.

A andlise da estrutura mitocondrial é outro parametro importante do grau
de lesdo no I/R. Neste sentido, ao comparar FBP e UW como solucbes de
preservacdo, Fraga, em sua tese de mestrado, avaliou as mitocondria por

espectrofotometria, documentando uma menor modificacdo da estrutura da



membrana mitocondrial nos figados preservados com FBP, sugerindo um menor

(197 Entretanto, para uma avaliacdo mais objetiva da integridade

swelling
mitocondrial, € necessario o0 estudo desta organela por microscopia eletrénica.
No trabalho atual, a ideia inicial seria realizar a avaliacdo de mitocondrias por
espectrofotometria € microscopia eletronica, possibilitando uma comparagéao
entre estes dois métodos. Por problemas técnicos, o espectrofotdbmetro nao
estava disponivel, impossibilitando a utilizacdo desta técnica. Por fim, na analise
da ultraestrutura das mitocondrias por microscopia eletrénica, averigou-se a
presenca de organelas deformadas, com ruptura de membrana e
extravasamento do conteddo interno. As amostras foram revisadas por
patologista experiente, que considerou, como provavel causa da inadequacédo
das amostras para analise, ter havido fixacdo inadequada das pecas. Este
resultado adverso poderia ser evitado caso tivessem sido coletadas amostras
em duplicata e/ou realizada a analise mitocondrial durante o transcorrer da

pesquisa e nao apenas apos a coleta de todo material.
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5. Limita¢cdes do estudo

Dentro das especificacbes deste estudo, e a luz dos resultados obtidos,

devem ser discutidas algumas de suas limitacgdes:

1) Este estudo tinha como objetivo avaliar as alteracdes precoces
do I/R e o efeito do uso de SNAC em comparacao a solugdo UW. A primeira
guestdo que deve ser levantada € o tempo de reperfusdo de 15 minutos. Seria
ele suficiente para desencadear lesbes? Talvez seja esta a principal limitacéo
deste estudo. Assim, € possivel que s6 fossem demonstraveis alteracdes muito
precoces do I/R, o que poderia influenciar de forma negativa na interpretacéo
dos resultados para os propositos de ao menos dois dos objetivos especificos: a
comparacao das solugcbes em relacéo a expressao imuno-histoquimica de ICAM-

1 e TNF-R2 e a analise anatomopatolégica.

2) A andlise da ultraestrutura mitocondrial seria um dado bastante
significativo para a avaliacgdo do papel da SNAC neste modelo de I/R.
Entretanto, sendo impossivel devido a ma-preservacao, esta se torna uma outra
limitacdo importante do estudo, inviabilizando um dos seus objetivos e limitando

os dados em relacdo as mais precoces alteracdes secundarias ao EO pelo I/R.
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6. Possiveis aplicacfes futuras

Considerando o desenho deste estudo, seus achados e limitacGes, €

possivel que sejam consideradas algumas aplicacdes futuras, tanto para o

modelo animal quanto para a SNAC como solugéo de preservacgao.

a)

b)

c)

d)

f)

O modelo de isquemia/reperfusédo utilizado deveria ser aperfeicoado para
gue o periodo de reperfusdo fosse ampliado o mais préximo possivel dos
60 minutos. Esta tarefa, no entanto, ndo parece facil quando considerado
0 seu uso em ratos Wistar. Estratégias para controle e manutencao do
estado hemodinamico do animal seriam bem-vindas, antes que o modelo
fosse aplicado a animais de maior porte, o que envolve custos mais
elevados;

O modelo, como est4, presta-se mais a deteccdo de dano precoce de
isquemia/reperfusdo, e a tentativa de demonstracdo de lesdo da
ultraestrutura mitocondrial talvez deva ser novamente perseguida;

A analise do perfil da expressao génica em figados preservados com UW
e SNAC pode um ser campo interessante de pesquisa, podendo contribuir
na compreensao dos mecanismos de acao de tais solucdes;

N&o se pode desprezar o achado de que a solucdo de SNAC foi superior
a UW na preservacao a frio. Isto sugere que a droga tenha um papel que
deve ser testado futuramente em modelos de transplante hepéatico em
animais;

SNAC também foi Gtil na preservacdo, sendo comparavel a UW. Testar
diferentes concentracdes de SNAC adicionada a UW talvez pudesse
trazer resultados interessantes;

Estudos com acompanhamento pos-operatério dos animais submetidos a
transplante parecem ser necessarios para que se tenha um cenario mais
préximo a realidade clinica e para que se possa estimar o efeito da SNAC
nas fases de isquemia e reperfusdo, e seu papel no alivio das lesées
inerentes ao TxH, bem como avaliar o seu uso em modelos de simulagao

de complica¢cdes vasculares que costumam ocorrer no pos-transplante.
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CONCLUSOES

De acordo com os métodos utilizados neste estudo e os resultados

obtidos no mesmo, podem ser enunciadas as seguintes conclusodes:

1)

2)

3)

4)

5)

6)

SNAC foi efetiva em reduzir o dano precoce de isquemia/reperfusao
em figados de ratos;

A solucao de SNAC foi superior a UW e SNAC+UW na preservacéo a
frio de figados de ratos, através da avaliagdo por variaveis
bioquimicas;

Apos a reperfusao, UW, SNAC e SNAC+UW alcangaram resultados
semelhantes, através de variaveis bioquimicas, mensuracdo de
TBARS e catalase. No entanto, o nivel de glutationa foi maior nos
figados de ratos preservados com UW;

A comparacdo entre as trés solucbes no aspecto referente a
ultraestrutura mitocondrial ndo pode ser realizada, por falha na técnica
escolhida para a preparacédo do material;

N&o houve expressao imuno-histoquimica de ICAM-1 e de TNF-R2 no
tecido hepatico nos figados preservados com SNAC, UW e
SNAC+UW;

N&o foram encontradas alteracdes anatomopatoldgicas sugestivas de
dano de isquemia/reperfusdo apos a restauracdo do fluxo sanguineo

em figados de ratos preservados com qualquer uma das trés solucdes.

Em resumo, SNAC foi superior a UW na preservacéo a frio de figados de

ratos, e

seu emprego alcancou resultados similares aquela na reperfuséo

sanguinea no modelo estudado.
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ANEXOQO 1- Artigo publicado do modelo de reperfusao utilizado

ELSEVIER

Hepatic Reperfusion in Rats: A New Model With Portal Arterialization
in Studying Early Ischemia-Reperfusion Injury

G.R. Pinto Kruel, R. Scherer de Fraga, S. Dal Molin, 5.M. Mota, G. Gasperin, C.T.5. Gerski,

J.R. de Oliveira, and M.R. Alvares-da-Silva

ABSTRACT

Isolated liver perfusion has been used to evaluate the beneficial effects of several agents.
In the present study, we developed a model using a recipient rat to reperfuse harvested
livers in an ex situ, in vivo recirculating system. A total of 25 reperfusion procedures using
adult male Wistar rats as donors and recipients were done. The preservation of the livers
was performed with University of Wisconsin solution for 6 hours. Thereafter, the liver was
reperfused with blood from another rat. We believe that the model presented herein offers
an alternative method to evaluate early hepatocellular damage or hepatic microcirculation.

HERE ARE FIVE commonly used methods to study

hepatic metabolism: isolated hepatocytes, cell culture,

liver slices, perfused or in vivo liver.! Models without a

reperfusion system are easier to perform and control, but

they do not reproduce the physiological scenario of liver
reoxygenation.

Regarding the ischemia-reperfusion (I/R) process, one of
the earliest and most important features related to tissue
damage is the production of reactive oxygen species
(ROS).> New therapeutic strategies might be focused on
ROS-induced early lesions to decrease graft injury. Exper-
imental models involving liver reperfusion are still an
important tool in this process.

At present, isolated liver perfusion has been used to
evaluate the beneficial effects of several agents. This model
uszs Krebs-Henseleit bicarbonate buffer with or without
blood to simulate reperfusion in a closed circuit system with
pumps. This reperfusion method simulates the in vivo
environment with the advantage of precisely controlling
experimental conditions.! However, it shows some limita-
tions, such as the absence of whole blood components and
hormones.

Liver transplantation in animals has also been used by
many researchers to study hepatic damage after reperfusion
stress. Although animal transplantation creates almost
the same conditions faced in clinical practice, it is one of
the most difficult models in experimental surgery.* In the
present study, we developed a model to study early /'R
injury, through oxidative stress, using a recipient to for
reperfuse harvested livers in an ex situ and in vivo recircu-
lating system, seeking to simulate a liver transplantation
procedure.

@ 2007 by Elsevier Inc. All rights resarved.
3680 Park Avenue South, Mew York, NY 100101710

Transpiantation Proceedings, 39, 3015-3018 (2007,

MATERIALS AND METHODS

Adult male Wistar rats underwent 23 reperfusion procedures,
including the same number of liver procurements. The first 10were
considered a pilot study to develop the model. At this no specimens
were collected for hiochemical or histological analysis.

Animals

Rats weighing 300 to 450 g were used as donors and recipients. The
animals were housed at 22°C controlled temperature with light and
dark cycles and fed rat chow and water ad libitum. All experiments
were performed according to the “Guide for the Care and Use of
Laboratory Animals™ prepared by the National Academy of Sci-
ences and published by the MNational Institutes of Health {revised
1985). The protocol was approved by the local Ethics Committee
(Ethical Committee of UEA/HCPA/UFR.GS) and fulfilled all local
regulations for research involving experimental animals.
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Fig 1. The reperfusion model.

Procedures

All procedures were performed on a wammed surgical table to keep
the animal at a proper temperature. The animals were submitted to
inhalation anesthesia with a calibrated vaporizer mixture of coygen
and isoflurane 1.5% (Isoflurano, Abbott) through a face mask.
After shaving and disinfecting the abdominal wall with povidine
indine, it was opened by a midline incision with bilateral subcostal
extensions,

The bile duct was cannulated with N22 {Abbocath), and 250 TU
of heparin was injected through the infrahepatic vena cava. The
infrarenal acrta was cannulated with an N4 catheter. The portal
vein was also cannulated with an N6 catheter. After vascular
cannulation, supradiaphragmatic aorta was cross-clamped to
start retrograde perfusion. University of Wisconsin (UW) solu-
tion (Viaspan, Bristol-Myers-Squibb) at 4°C (125 mL) was in-
fused through the portal vein and the aorta at a constant perfusion
pressure of 6 cm H,O. The suprahepatic vena cava was transected
close to the diaphragm, allowing outflow of the perfusate. During
perfusion, the abdominal cavity was cooled with normal saline ice.
At the end of perfusion, livers harvested with a catheter inserted
into the portal vein were placed into a plastic bag containing 80 mL
of cold UW solution. The organs were stored at 4°C for 6 hours.

After cold storage, livers were taken to room temperature (22°C)
to increase warm ischemia time. The superior vena cava was
canmulated with an N6 tube and the inferior vena cava was closed
with a 4.0 silk tie. The organs were flushed with 5 mL of normal
saline (0.9%) to wash out U'W solution. Another N4 catheter was
connected to the portal vein catheter to avoid vessel-catheter
diameter mismatch during aorta cannulation in the recipient rat.
After a period of 15 minutes at room temperature, the liver was

FINTO KRUEL, SCHERER DE FRAGA, DAL MOLIN ET AL
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placed onin a small table at the left side of the operating table. This
table was 10 cm higher than the coperating field, a difference
adopted to facilitate venous outflow through the recipient rat.

At the same time, another rat was anesthesized with a mxture of
oxygen and isoflurane (1.5, and the abdomen incised caudocra-
nially. The inferior vena cava and infrarenal acrta were encircled by
a 40 silk, and tributaries ligated to increass vessel length for
canmulation. Heparin (250 I} was intravenously injected, and
later, the distal portions of the inferior vena cava and aorta were
ligated to exclude lower limb circulation. A clamp was placed just
above left renal vein taking vena cava and aorta, which was
cannulated using a 25<m-long catheter connected to the portal
vein of the excised liver. The inferior vena cava cannulated by an
N6 catheter was also connected to the explant superior vena cava to
create a closed circuit system (Fig 1),

Reperfusion was initiated by releasing the clamp, Fluid replace-
ment with 3 to 5 mL of saline solution intravenou sly was performed
to maintain the blood pressure. After 15 minutes of arterial
reperfusion, the system was interrupted, and samples from the
suprahepatic vena cava of the reperfused liver were taken for
kinetic measurements of aspartate aminotransferase (AST),
alanine aminotransferase (ALT), and lactate dehydrogenase
(LIMH; a Liquiform kit). At this point, the animals were sacrificed
by exsanguination, during anesthesia. The reperfused liver tissue
was flushed with 10 mL of saline solution and liver fragments
processed for histological examination,

Histological Analysis

Liver biopsies fixed n 104 buffered formalin were embedded in
paraffin, sectioned, and stained with hematoxylin-cosin,
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Statistics

Statistics were performed vsing SPSS 1000 for Windows, The mean
scores were caleulated with results expressed as mean values =
standard deviations.

RESULTS

During the first phase—the pilot study—the liver was kept
under ex situ reperfusion for a longer period than possible
until the death of the animal due to circulatory shock. Two
rats died just after clamp release, and another three rats
died between 7 and 10 minutes of reperfusion. Average
reperfusion time was 14.9 (£11.9) min, so that 15 minutes
was used for the second phase of the study. However, it was
remarkable that with increasing experience, it was also
possible to increase the reperfusion time. Considering just
the last five experiments, the average reperfusion time was
22.9 (*11.2) min (Table 1).

In the second phase, there were no animal losses during
the reperfusion. Body weight was 400.4 {+39.5) g. Average
serum levels of AST, ALT, and LDH were 162.2 {£128.3)
ULL, 15006 (£102.2) ULL, and 11616 (+1053.9) ULL,
respectively. Warm ischemia time was 56.6 {+10) minutes.

In 60% of the livers, slight hepatocyte vacuolization (rn =
9y was seen, and macrovesicular steatosis was seen in 407%.
Sinusoidal congestion and signs of preservation injury were
not detected (Fig 2).

DISCUSSION

Experimental models play an important role to develop new
strategies. Both early and late effects of reperfusion can be
evaluated in transplanted animals,** especially larger ani-
mals such as pigs, but they are time-consuming and expen-
sive. The orthotopic rat liver transplant model is a widely
used technique in transplantation research. It has many
advantages over other animal transplant models, because
of its availability and low cost, but requires thorough
training.

We developed an original model of liver reperfusion in
rats. First, this model involved cold storage, warm ischemia,
and reperfusion, simulating a liver transplantation. There-
fore, it was distinct from other I'R models, which usually
are made with just normothermic reperfusion.

Table 1. Reperfusion Time Obtained in the Pilot Study
Experiments
Procedurss in Ssquence of Bents

Peparfusion Time {min)
1.5
1.8
14.5
7.2
a1
5.2
13.5
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a1
a0
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Fig 2. Mormal hepatic architecture, without signs of preserva-
tion injury (hematoxylin-eoszin, 200,

Portal blood is important for the liver, and in liver
transplantation the portal vein is the usual way to reperfuse
the organ. Our initial idea was to use the portal vein flow to
reperfuse the liver graft. Using this technique, venous
outflow was insufficient to maintain liver blood supply.
Then, we decided to arterialize portal vein flow. This
technique has been used in rat ransplant models without
prejudice to the graft.*” One may consider that arterial flow
could damage the hepatic microcirculation. As I'R. injury is
directly related to oxidative stress, reperfusion with more
oxygenated arterial blood could increase the lesion.

Most published studies have evaluated hepatocellular
injury after 30 minutes of the reperfusion.®-' Despite the
limited observation time of our study, recent publications
have demonstrated that early markers could estimate graft
damage in an early phase of reperfusion'! or even in the
washout solution after hepatic rinsing.'*

Due to the short time of the reperfusion, it was not
expected to find classic histological changes of ischemic
injury, preventing the use of international standards to
describe the pathological findings of liver ischemia. In the
present study, liver histology showed adequate organ via-
bility without signs of endothelial damage or of preservation
injury.

Cwr group is using this model of reperfusion in compar-
ative studies with different preservation solution for mea-
surement of hepatic enzymes, as well as evaluation of
oxidative stress, of cytokine formation, and of intercellular
adhesion molecule expression.

Considering the results, we believe that the model pre-
sented herein is an alternative to evaluate early hepatocel-
lular damage and microcirculation.
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ANEXO 2- Dados Brutos



DESCRIGCAO DAS VARIAVEIS UTILIZADAS

pesodoa= peso do rato doador, em gramas
inducdo1=tempo de indugdo anestésica no rato doador, em minutos
tcirdoa= tempo de cirurgia do doador, em minutos
aortasol= volume de solucéo de preservacéo infundida na aorta, em ml
portasol= volume de solucdo de preservacédo infundida na veia porta, em ml
retirada= tempo de hepatectomia no rato doador apés infusdo da solugédo, em minutos
isquente= tempo de isquemia a quente do 6rgdo, em minutos
reperf=tempo de reperfusdo, em minutos
pesorec= peso do rato receptor, em gramas
pesofig= peso do figado apdés reperfusédo, em gramas
isodoa= volume de isoflurano administrado ao rato doador, em ml
isorec= volume de isoflurano administrado ao rato receptor, em ml
inducao2= tempo de inducdo anestésica no rato receptor, em minutos
solucéo= solucéo de preservacao utilizada, conforme especificado:
2= UW
7= SNAC
11= SNAC+UW
ast2= nivel de AST no liquido de preservacgédo apés 2 horas de isquemia a frio, em Ul/L
ast4= nivel de AST no liquido de preservacgédo apés 4 horas de isquemia a frio, em Ul/L
ast6= nivel de AST no liquido de preservacédo apés 6 horas de isquemia a frio, em Ul/L
astsoro= nivel de AST no soro apos a reperfuséo, em UI/L
alt2= nivel de ALT no liquido de preservacao apds 2 horas de isquemia a frio, em Ul/L
alt4= nivel de ALT no liquido de preservacao apos 4 horas de isquemia a frio, em Ul/L
alté= nivel de ALT no liquido de preservacao apds 6 horas de isquemia a frio, em UI/L
altsoro= nivel de ALT no soro apos a reperfusdo, em Ul/L
Idh2= nivel de LDH no liquido de preservacao apos 2 horas de isquemia a frio, em UI/L
Idh4= nivel de LDH no liguido de preservacao apos 4 horas de isquemia a frio, em UI/L
Idh6= nivel de LDH no liguido de preservacao apds 6 horas de isquemia a frio, em UI/L
Idhsoro= nivel de LDH no soro apés a reperfusdo, em Ul/L
catalase= nivel da catalase no tecido hepatico apés a reperfusdo, em U/min/mg
glutationa= nivel da glutationa no tecido hepético apds a reperfusdo, em nmol/L/g de figado
TBARS= nivel de TBARS no tecido hepatico apés a reperfusdo, em nmol/L/g de figado
congestdo= congestao sinusoidal, conforme graduacéo estabelecida (materiais e métodos)
esteatose= esteatose hepética, conforme graduacéo estabelecida (materiais e métodos)
neutrofilia= neutrofilia em tecido hepatico, conforme graduacéo estabelecida (materiais e
métodos)
baloniza¢c&o= balonamento hepatocitario, conforme graduacéo estabelecida (materiais e
métodos)
necrose= necrose em hepatdécitos, conforme graduacéo estabelecida (materiais e métodos)
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ABSTRACT

Background/aims: Ischemia-reperfusion injury is one of the major causes of poor graft
function early after liver transplantation which adversely influences patients’ survival. A
variety of mediators have been implicated in the pathogenesis of ischemia-reperfusion
vascular injury, including nitric oxide (NO). Due to the beneficial effects of NO during
preconditioning and reperfusion, strategies to prevent or ameliorate ischemia-reperfusion
injury through the stimulation of hepatic NO production are an area of significant clinical
interest. We evaluated the role of SNAC (S-nitroso-N-acetylcysteine) as an NO donor, in

the prevention of liver ischemia-reperfusion injury in an animal model.

Methods: Adult male Wistar rats were randomly assigned into three experimental groups
of 5 animals/group: 1. University of Wiscosin (UW) solution group; 2. SNAC solution
group; and 3. SNAC-containing UW solution (SNAC+UW) group. AST, ALT and LDH
were determined on samples of the cold storage solution at 2, 4 and 6 h of preservation.
After 6 h of cold storage, an 15 min reperfusion model was applied. After this period, the
reperfusion system was interrupted and blood samples were taken for measurements of
AST, ALT, LDH and TBARS (thiobarbituric acid reactive substances). Hepatic
fragments were processed for histological studies, determination of TBARS, catalase and

glutathione, and also expression ICAM-1 and TNF-R2.

Results: During the cold preservation, AST and LDH in the SNAC group were
significantly lower than in UW group and the SNAC+UW group (p= 0.004 and p=0.03,

respectively). ALT was comparable among the groups (p=0.3).

After reperfusion, serum levels of AST, ALT and LDH, as well as hepatic TBARS and
catalase showed no significant differences among the groups different among the groups.

Compared to the UW group glutathione concentration was lower in the SNAC and



SNAC+UW (p<0.001). No histological signs of preservation injury were found. In
immunohistochemistry, the expression of ICAM-1 and TNF-R2 were not detected in any

of the organs.

Conclusion: SNAC solution showed a higher protective effect for the preservation of rat

livers during cold storage, but was comparable to UW solution post-reperfusion.

Keywords: S-nitroso-N-acetylcysteine, nitric oxide, liver, ischemia-reperfusion injury



INTRODUCTION

Orthotopic liver transplantation (OLT) has been the standard treatment of end-stage liver
disease ®. Its outcomes depend on many factors, including organ donor condition,
surgical technique, recipient clinical status and organ preservation. While the first three
factors have been extensively studied and reached a state-of-the art condition @, liver

preservation still have margin for improvement.

The University of Wiscosin (UW) solution has been widely employed in OLT, mainly
due to its preventive effect on oxidative stress and preservation of cellular metabolism
during ischemia ©. However, such solution can fail in the process of endothelial
protection . The employment of solutions with optimized profile in the preservation of

the liver might ameliorate transplant outcomes.

Ischemia-reperfusion (IR) injury is one of the major causes of poor graft function early
after OLT and adversely influences patients survival after transplantation ®. A variety of
mediators have been implicated in the pathogenesis of IR vascular injury, including nitric
oxide (NO), which modulates flow and cell adhesion within the vasculature, as well as
parenchymal cell redox status. Manipulation of NO bioactivity through inhibition and

induction in experimental models of IR injury supports a role for NO in IR injury ©*2),

As NO has beneficial effects during preconditioning and reperfusion, strategies to prevent
or ameliorate IR injury through the stimulation of hepatic NO production are an area of
significant clinical interest. Intervention seems more warranted early in the process,
during organ procurement, storage, or reperfusion, before the onset of IR injury, when

support of microcirculatory function might be most beneficial ©.



S-nitrosothiols (RSNOs) have been recognized as novel NO donor drugs. Some of
these compounds occur naturally in vivo, such as S-nitroalbumin, S-nitroso-L-cysteine,
and S- nitroglutathione (GSNO), and others have been synthesized chemically like S-

nitroso-N-acetylcysteine (SNAC) 9.

The aim of this study was to evaluate the role of SNAC in the prevention of liver

IR injury in an animal model in comparasion to the standard UW solution.
Animals (subjects)

Adult male Wistar rats (n = 15) weighting 350-400 g were allocated in 3 groups of 5
animals accordingly to the preservation solution: UW solution, SNAC solution, and
SNAC-containing UW solution (SNAC+UW). The study was performed in accordance
with the “Guide for the care and use of laboratory animals” and approved by the Ethical

Committee of the Hospital de Clinicas de Porto Alegre.

Preservations solutions

The UW solution used was Viaspan, ® Bristol-Myers-Squibb. SNAC solution was
synthesized through the S-nitrosation of N-acetyl-L-cysteine (Sigma Chemical, St Louis,
MO, USA) in an acidified sodium nitrite solution **. SNAC solution (0.1 mol/L) was
diluted in saline to 200 nmol/L before administration. In the SNAC + UW group, stock

SNAC solution was diluted in UW solution to 200 nmol/L.

Experimental Design
The animals were manipulated according to our previously study “*. Briefly, animals

were anesthetized with inhalatory isofluorane 1.5% and underwent liver removal. The



organs were kept in preservation solutions for 6 h, followed by warm ischemia, and

reperfusion during 15min.

Biochemical Measurements

Aspartate aminotransferase (AST), alanine aminotransferase (ALT), and lactate
dehydrogenase (LDH) were measured in cold preservation (at 2, 4 and 6 hours) and in
blood drawn from the heart. Enzyme activity measurements were performed in
Roche/Hitachi analyzer, using reagents from Roche Diagnostics according to standard

methods.

Measurements of hepatic TBARS, catalase and glutathione

To the measurement of TBARS, the hepatic fragment was warmed with
thiobarbituric acid 0.67% and trichloroacetic acid 10% during 15 min, being the sample
afterwards refrigerated and centrifugated. The ruddy product was quantified by

spectrophotometry in 535nm.

Catalase activity was assayed according to Aebi ( 1983 ) by measuring the
absorbance decrease at 240 nm in a reaction medium containing 20 mM H202, 0,1%
triton X-100, 10 mM potassium phosphate buffer, pH 7.0 and 10 ul supernatants. The

activity of enzyme was expressed as micromoles of H202 consumed per minute per

milligram protein ®©.

Reduced glutathione in the hepatic tissue was evaluated by the DTNB method 7.
Histological analysis
Liver tissue slices (approximately 7g) were fixed in 10% formalin, embedded in paraffin,
sectioned, and stained with hematoxylin-eosin. The parameters analyzed were steatosis,
hepatocyte vacuolization, neutrophilia and sinusoidal congestion. All samples were
evaluated by 2 blinded pathologists.

Immunohistochemistry



The expression of intercellular adhesion molecule-1 (ICAM-1) and tumor necrosis factor
receptors (TNF-R2) in the liver tissue after reperfusion was determined by
immunohistochemistry. Two observers independently assessed the immunohistochemical
reactions; where the findings were divergent, an agreement was reached after discussion.
A semi-quantitative scale was used to standardize the immunohistochemical evaluation
for the subsequent statistical analysis. Expression ratio of ICAM-1 and TNF-R2 was
scored from 0 to 2: 0, no expression; 1, focal expression; 2, diffuse expression.

Statistics

Statistics were performed with SPSS 15.0 for Windows. Data were presented as mean +
SD, or except otherwise stated. Quantitative variables were first analyzed concerning
Gaussian distribution and assessed with ANOVA (parametric) or Kruskal-Wallis test
(non-parametric). Categorical variables were analyzed using Fisher exact test.

Differences were considered statistically significant when p was less than 0.05.



RESULTS

During the cold preservation, AST and LDH release in the SNAC group were
significantly lower than in the UW group and SNAC+UW group (p= 0.004 and p=0.03,

respectively). ALT release was comparable between the groups (p=0.053). (Figure 1)

After reperfusion, serum levels hepatic enzymes (AST, ALT and LDH), TBARS and
catalase were not significantly different among the groups. Compared to the UW group
reduced glutathione concentrations were lower in the SNAC and SNAC+UW (p=0.006

and p=0.01, respectively). (Table 1)

Mild hepatocyte ballooning and focal sinusoidal congestion were observed in all livers.
Steatosis in less than 30% of the hepatocytes was found in the UW group (n=2) and in the
SNAC+UW group (n=1). Focal necrosis was only detected in the livers preserved with

SNAC solution (n=2). No sign of preservation injury were found in any of the organs.

In immunohistochemistry, the expression of ICAM-1 and TNF-R2 was not detected in

any of the organs.



DISCUSSION

IR injury of the liver remains one of the major problems in extended hepatic resection
and OLT. Several mechanisms of the reperfusion injury have been postulated, such as
oxygen-derived free radicals *® and disturbance of microcirculation ***?. NO has
controversial effects on IR injury, although it can improve the hepatic microcirculatory
status in low concentrations “?. SNAC is a drug donor of NO ©*?% which might be
useful in reducing the hepatic damage in a IR scenario. Previous studies have already
demonstrated benefits of SNAC in experimental models of skeletal muscle IR %% and
in livers with steatohepatitis ¢*. We compared the role of SNAC as preservation solution
of livers in a murine model of IR with the standard solution (UW), using biochemical and

histological parameters, besides the variables related to oxidative stress.

The main findings of this study were: (i) during cold preservation, SNAC solution
presented a higher capacity to keep hepatocyte integrity, as demonstrated by a lower level
of hepatic enzymes on preservation liquid; (ii) after the reperfusion, there were no
differences among the solutions when analyzing hepatocellular injury and the markers of
IR injury (ROS; ICAM-1 and TNF-R2 expression); (iii) histological findings of injury

preservation weren’t detected in any of the samples.

The release of hepatic enzymes in the preservation solution can be considered an
important index to evaluate the quality of the organ preservation ¢, being a marker for
preexisting damage or for damage acquired during cold ischemia ©Y. In this study, we
found a lower level of AST and LDH in the samples of the preservation liquid containing
SNAC, with a tendency for lower ALT levels in this group. This result suggests a better
preservation by SNAC solution. Considering that SNAC has really preserved better the

organs during cold ischemia, we can assume some mechanisms that have contributed for



this fact. SNAC have been recognized as a NO drug donor “**%. The effect of NO in the
IR scenario seems to be more related to the modulation of blood flow and cell adhesion
within the vasculature than the direct protection of the parenchyma cells 71%2%2) Thijs
leads us to think that its action occurs mainly after the reperfusion. However, the results
of this study do not permit us to elucidate the mechanisms through which the SNAC

could have carried on hepatocelular protection during the cold preservation.

The UW solution (standard solution in the hepatic transplant ¢, SNAC and the SNAC +
UW demonstrated comparable results in the initial moments of the reperfusion in the
current study. These findings favor the idea that SNAC performed a role at least in liver
preservation, but it did not show superiority in relation to the standard UW solution. The
levels of glutathione were higher in the UW solution group, which is not a surprise, since
this is one of its components ®%. On the other hand, the other two groups had a tendency

to induce more the catalase activity.

There were no histological indications of preservation injuries in the samples studied,
what was expected, since such alterations are usually evident 60-90 min after the
reperfusion @Y. Yet, the anatomopathological analysis is necessary to ascertain the
homogeneity of the hepatic samples studied and to evaluate the good quality of the organ
perfusion. In this study, the 3 groups had similar histological findings, with light
sinusoidal congestion, what documents the good intra hepatic blood flow during the
reperfusion process. ICAM-1 and TNF-R2 expressions weren’t significant in all samples.
Certainly, this occurred because we evaluated only the initial 15 min of the reperfusion,
and the action of cytokines and adhesion molecules seem to initiate 2 h after of the blood

flow restoration in an ischemic organ V.



In conclusion, SNAC provided an improved cold preservation of rat livers relative to the
UW solution, and might be an option for improving the quality of hepatic graft for
transplantation. Further studies over longer reperfusion periods are necessary for
understanding the possible mechanisms involved in the protective action of SNAC in IR

injury.
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Figure 1. AST, ALT and LDH release into the preservation solution obtained from
experimental groups where the livers were preserved in UW, SNAC or UW+SNAC
cold storage solutions. ANOVA. The significant difference was admitted with
p<0.05*.



Table 1. Measurements post-reperfusion.

UW SNaC SNAC+UW 2
ALT (UI/L) 742 (+ 296) 962 (+611) 1003 (+ 1161) 0.7
AST (UI/L) 959 (+466) 1153 (+ 694) 823 (+ 644) 038
LDH (UI/L) 6251 (+2276) 7549 (+2921) 7360 (+6119) 0.9
TBARS (nmol/Ligliver) 45.2 (+14.3) 52.2 (+13.5) 47.6 (+25.1) 0.8
Catalase (Ulmin/mg) 80.4 (+14.7) 102.3 (+69.5) 181.8 (+71.4) 0.07
Glutathione (nmol/L{g liver) 6341 * G380 2047 <0.001

(4291-15645) (250-1075.5) (806.5-2299.5)

Values of glutathione were expressed as median (interquartile range) -Kruskal-Wallis
test. Other variables were expressed as mean + SD (ANOVA). The significant

difference was admitted with p<0.05*.



