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O pessimista se queixa do vento,
O otimista espera que ele mude

E o realista ajusta as velas.

Willian Ward
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Resumo

A protecdo do tecido hepatico pelos anestésicos inalatorios (Al) ainda é
motivo de discussdo. Muitos estudos sugerem efeito protetor, mas poucos
comparam o isoflurano e sevoflurano. Com o objetivo de comparar os efeitos
destes anestésicos sobre a lesdo de isquemia/reperfusdo (I/R) hepatica, foi
conduzido um estudo experimental em ratos Wistar, adultos, machos. O
experimento foi dividido em dois estudos. No Estudo 1 foram avaliados 27 ratos
divididos em 3 grupos: grupo 1 (anestesiados por 1 hora com isoflurano), grupo 2
(anestesiados com sevoflurano), grupo 3 (ratos controles, decapitados). No Estudo
2 foram incluidos 20 ratos divididos em 4 grupos: grupo A (doador e anestesiado
com isoflurano) e C (doador e anestesiado com sevoflurano) — e grupo B (receptor

e anestesiado com isoflurano) e D (receptor e anestesiado com sevoflurano).

O figado retirado dos grupos A e C foi perfundido com solucdo de
preservacdo e mantido em solucdo por 6 horas. Foram realizadas dosagens de
AST, ALT e LDH no liquido de preservacdo em 2, 4 e 6 h de isquemia a frio. Apos
6 h, o figado preservado foi perfundido por 15 min através de um modelo
experimental de reperfusdo hepética. Apos este periodo, foi interrompido o
sistema de reperfusdo, sendo coletadas amostras de sangue do efluente venoso
para determinagdo de AST, ALT, LDH e TBARS. Foram também seccionados
fragmentos do figado para analise histopatolégica, dosagem de TBARS, catalase,
derivados do NO.

Dessa forma, no Estudo 1 ndo hove diferenga estatisticamente significativa
entre os trés grupos quando analisadas aminotransferases e LDH. Porém, ao ser
avaliado o estresse oxidativo (EO) pelo método de TBARS, foi encontrado uma
diminuicdo do malondialdeido (MDO) sérico com os dois anestésicos. No Estudo
2, o sevoflurano apresentou uma liberagdo menor de aminotransferases e LDH no
liguido de preservacdo a frio, em 6 horas, e apdés a reperfusdo mostrou um
aumento na produgdo de oOxido nitrico no figado e uma diminuicdo na

lipopperoxidacéo no soro, quando comparado ao isoflurano.




1. Introducéo

1.1. Os anestésicos inalatorios

Os anestésicos inalatérios (Al) tiveram a primeira descri¢do clinica para uso
em anestesia geral em torno de 1850. Um dos primeiros agentes empregados foi o
cloroformio. Sua acgédo foi descrita como sendo “envenenamento”, e a ele foi
atribuida grave toxicidade hepatica e renal. Nos anos seguintes, os Al foram
investigados e estudados intensamente, e hoje sdo amplamente empregados na
pratica anestésica. Sabe-se que a maioria dos mecanismos pelos quais os Al
provocam seus efeitos toxicos envolve seus metabdlitos, que sdo produtos da
biotransformacéo mediada pelo citocromo P-450 (Kenna, 1995). Os Al atualmente
usados sdo o halotano, o enflurano, o isoflurano (CHF,-O-CHCL-CF3) e o
sevoflurano (CH2F-O-CH-(CFs3); .

Isoflurano e sevoflurano sdo anestésicos administrados por via respiratoria
nas fases de inducdo e manutencdo da anestesia geral. Em baixas doses,
induzem hipnose, analgesia, amnésia, euforia, excitacdo e hiper-reflexia. Com
concentracdes mais altas, promovem sedacdo profunda, relaxamento muscular e
reducdo das respostas motoras e autonémicas ao estimulo nocivo (Ferreira,
2004).

Os Al sdo metabolizados primariamente no figado, mas também o sdo em
outros tecidos, como rins e pulmdes. O isoflurano é submetido a oxidacéo do alfa-
carbono, provavelmente pelo citocromo P-450 2E1 e 3A. O sevoflurano é
metabolizado da mesma forma (Miller, 2000).

O mais importante mecanismo de toxicidade dos farmacos € a producéo de
reacOes intermediarias durante o seu metabolismo. Estas ocorrem, em geral,
durante a fase 1 do metabolismo. Os radicais livres sdo gerados durante o curso
normal do metabolismo celular (citocromo P-450).

Os Al séo fortemente lipofilicos, e o dano das suas reac¢des intermediarias

podem ocorrer em decorréncia do ataque aos acidos graxos poliinsaturados,

17




presentes nas membranas plasmaticas, pelas espécies reativas do oxigénio
(ERO) produzidas durante a biotransformacgéo desses agentes.

A Dbiotransformacdo hepatica dos Al produz fldor inorganico e
hexafluorisopropanol, que tém potencial nefrotoxico e hepatotoxico. Estes
metabolitos sdo rapidamente conjugados em glucoronida ndo-toxica, além de
formarem fluormetil 2,2-difluor-1-[trifluormetillvinil éter, que, em contato com
didéxido de carbono, eleva os niveis séricos de nitrogénio uréico e creatinina
(Darling, 1997; Ebert, 1998; Nishiyama, 1998; Mazze, 2000).

No figado, monoxigenases, como a isoforma P-450 2E1, possuem alta
atividade de NADPH-oxidase, por meio da qual espécies reativas de oxigénio
(ERO) séo produzidas, como o anion superéxido (O;) e o perdxido de hidrogénio
(H20,). Consequentemente, podem induzir lipoperoxidacdo (LPO) potencialmente
lesiva (Lucena, 2004).

O reticulo endoplasmatico dos hepatécitos € a estrutura envolvida no
metabolismo de farmacos. Esta matriz membranosa de lipoproteinas é o maior
local de sintese de proteinas e transferéncia de elétrons, assim como o principal
sitio do metabolismo de lipidios, farmacos e horménios. O metabolismo requer a
interacdo do substrato, no caso o farmaco, com a enzima. A enzima catalisa
reacdes e libera um produto diferente, chamado metabdlito (Miller, 2000).

O modelo de metabolismo dos farmacos é comum para toda a espécie
animal. Ele é bifasico. Na primeira fase, a de biotransformacgédo, h& oxidacao
(hidroxilacao), hidrolise ou reducdo de lipidios solUveis ou substancias nao-
polares. Esta fase ocorre principalmente no reticulo endoplasmatico. A segunda
fase, a de sintese, consiste na conjugacdo do farmaco ou de seus metabdlitos
com componentes enddgenos, ocorrendo especialmente no citoplasma. O
resultado final € a excrecao do farmaco por via biliar ou urinaria (Miller, 2000).

Quando se analisa especificamente os Al, a primeira fase corresponde
aquela que envolve enzimas do citocromo P-450. As rea¢0es de oxidagado sao as
mais comuns. Estas enzimas compf&em um sistema mudltiplo, sendo que as
isoenzimas responsaveis pelo metabolismo, tanto do isoflurano quanto do

sevoflurano, sdo especificamente aquelas do citocromo P-4502E1, localizadas no
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principal sitio de metabolizacdo do farmaco pelo figado, que sdo os hepatdécitos
perivenulares.

As reacbOes da segunda fase sdo reacdes de conjugacdo. Elas ocorrem
quando o farmaco é conjugado a um componente endégeno, como, por exemplo,
a glicina, formando um produto polar, soluvel em agua, pronto para ser excretado
(Miller, 2000).

Os Al chegam por via respiratoria até a intimidade do parénquima pulmonar.
Na unidade alvéolo-capilar, vdo se processar 0s mecanismos que culminam na
passagem dos anestésicos para a corrente sangiinea.

O isoflurano tem seu metabolismo resultante da oxidacdo do alfa-carbono
pelo citocromo P-450 2E1 e 3A, estimado em 0,2%. J& em relacéo ao sevoflurano,
entre 1 a 5% do montante distribuido pela circulagdo sanglinea € biotransformado
(Miller, 2000).

O mais importante mecanismo da toxicidade dos farmacos é a producao de
reacOes intermediarias durante o seu metabolismo, que podem ocorrer ja durante
a primeira fase. Os radicais livres (RL) sdo gerados durante o curso normal do
metabolismo celular, assim como em situacdes em que ha lesao tecidual.

Tem sido sugerido nos ultimos anos que haja um efeito protetor dos
anestésicos volateis halogenados, em procedimentos de isquemia/reperfusao.
Autores, como Nielsen (1997), Nishiyama (1998a) e Jung (1999), vém estudando
os efeitos da isquemia/reperfusdo em variados 6rgados, como ceérebro, coracao,
pulméao e rim, e sugerem um efeito protetor daqueles agentes. Talvez isto se deva
a preservacao dos niveis de ATP durante a isquemia, a reducdo da adesdo de
neutréfilos polimorfonucleares, ao aumento da producdo de Oxido nitrico (NO),
bem como a inibicdo da producdo de RL e a reducdo da liberacdo de calcio
(Ischida et al, 1997). Heindl et al (1999) demonstraram que ambos, o isoflurano e
o sevoflurano, reduzem a adeséo de neutréfilos polimorfonucleares na reperfuséo
coronariana, preservando a funcdo cardiaca. Preckel et al (1998) e Schalack et al
(1998), em investigagcbes in vivo e in vitro, sugerem um efeito protetor do

sevoflurano superior ao do isoflurano na lesédo de reperfusdo do miocardio.
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A protecdo do tecido hepatico pelos Al ainda é motivo de discussao. Ja foi
descrito que o isoflurano, em hepatdcitos isolados, durante um desafio anéxico,
atuaria como agente poupador de energia. O sevoflurano, por sua vez, também
pode proteger o figado, agindo principalmente durante a fase de reperfusdo (Kon,
Shinpei MD,1997).

Muitos séo os estudos in vivo e in vitro que sugerem um efeito protetor dos Al
em isquemia/reperfusdo de 6rgaos (Heindl et al, 1999), mas poucos compararam
sevoflurano e isoflurano. Imai et al (1996) relatam que o isoflurano teria efeito
protetor de igual magnitude ao do sevoflurano em modelo de isquemia/reperfusdo
normotérmica de figados de ratos. Ischida et al (1997), em experimento in vivo
com figados de porcos, nao observaram diferenca significativa entre sevoflurano e
isoflurano, apés 240 min de reperfusdo normotérmica, indicando que os dois

agentes teriam similar efeito nesse tipo de lesao.

1.2. O estado atual do transplante de figado

O transplante é atualmente o tratamento de escolha para uma série de
doencas crbnicas e agudas graves do figado (Langnas & Howard, 1996; Wiesner,
1996; Busuittil et al, 2005; Julapalli et al, 2005; McCormick & Sultan, 2005; Morika
et al, 2005; Otte et al, 2005). Seus bons resultados permitiram que fosse ofertado
mais precocemente no curso da doenca hepatica avancada, deixando de ser

apenas um ato terapéutico final, realizado em condi¢Oes desesperadoras.

Em todo o mundo, apesar do aumento no nimero de transplantes hepaticos
(TxH) realizados, houve um crescimento ainda maior na lista de espera, com
conseqliente acréscimo na mortalidade em lista (UNOS, 2004; ABTO, 2004). O
principal fator a limitar o nimero de pacientes beneficiados com transplantes em
todo o0 mundo é a escassez de 6rgdos (Norman, 1997; Bosch, 1999; Jiménez-
Romero et al, 1999; Melendez & Heaton, 1999; McMaster & Vadeyar, 2000; Sette
et al, 2000). Mesmo na Espanha, pais onde o modelo de captacédo € considerado
0 mais eficiente do mundo, o tempo de espera em lista tem aumentado
consideravelmente (AEEH, 2005; ONT, 2005). No Brasil isto ndo é diferente.
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Segundo dados da Associacdo Brasileira de Transplantes de Orgdos (ABTO),
foram realizados, no ano de 2004, 928 TxH, enquanto o niumero de pacientes
listados é trés vezes maior (ABTO, 2005).

A consequéncia natural da pouca oferta € a tendéncia a aceitacdo de 6rgéos
provindos dos chamados doadores marginais, individuos com condicdes
hemodinamicas limitrofes, idade avancada, comorbidades ou presenca de
infiltracdo gordurosa significativa. Essa conduta expande as fronteiras dos
doadores aceitos e tende a aumentar o numero de transplantes efetivamente
realizados, mas expbe 0s receptores a riscos ainda nao conhecidos ou
adequadamente documentados por estudos clinicos (De Carlis et al, 1996;
Jiménez-Romero et al, 1999; Melendez & Heaton, 1999; Mirza et al, 1999).

Obrigatoriamente a realizacdo de um transplante de figado envolve o
surgimento, em maior ou menor intensidade, de isquemia tecidual. A reducédo da
oxigenacdo pode atingir o enxerto em diferentes fases do processo de troca do
orgao doente pelo sadio (Carrasco et al, 1996; Shackleton, 1998). Acredita-se que
virtualmente todos os enxertos sejam danificados durante o transplante (Gaffey et
al, 1997; Wang et al, 1998; Cohen et al, 2000). D4-se o nome de dano de
preservacdo ou dano de isquemia/reperfusdo (I/R) aos fendmenos nocivos
secundarios aquele processo, englobando aqueles decorrentes de condi¢des pré-
morbidas do doador, de isquemia a quente do 6rgdo antes e durante a sua
retirada e de adequacdo da preservacdo, bem como aqueles provindos do
estoque a frio. Outros fatores que podem contribuir para o dano sdo o0s
provenientes da vascularizacdo e do ambiente pessoal do receptor (Gaffey et al,
1997; Rosen & Martin, 1999).

A afirmativa é recente: “0 avanco do transplante hepatico hoje depende mais
propriamente dos progressos na preservacdo de oOrgdos que das técnicas
cirirgicas e de imunossupressao” (Hirokawa et al, 2002). Em outras palavras,
estratégias que possam melhorar a qualidade do enxerto sdo bem-vindas,
especialmente quando se considera o cenario atual de utilizacdo de 6rgdos

provindos de doadores marginais.
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1.3. O dano de isquemia/reperfusdo e o estresse oxidativo

O processo I/R resulta tanto da isquemia quanto da reintroducédo do fluxo
sanguineo, no denominado “paradoxo do oxigénio” (Minor & Isselhard, 1995; Post
et al, 1995; Arora & Gores, 1996). A manutencao inicial da isquemia e a geracéo
de ERO desempenham papel determinante na génese da lesdo de reperfuséo
(Minor & Isselhard, 1995). Durante a isquemia a frio, hd acimulo de hipoxantina, e
o principal mecanismo envolvido na génese de oxirradicais nas situacbes de
isquemia/reperfusdo é aquele relacionado a atividade da enzima xantina-oxidase
(Takemoto et al, 1994; Nicolli et al, 1995; Petrowsky et al, 1995; Willet et al, 1995;
Chavez-Cartaya et al, 1996; Bach et al, 1996; Rhoden, 1998; Shackleton, 1998).

Apesar de o fendmeno da toxicidade do oxigénio ser conhecido desde o final
do século XIX, a presenca de RL em materiais bioldgicos foi identificada ha
apenas 50 anos (Bell6-Klein, 2002). O estresse oxidativo resulta do desequilibrio
entre a producdo de ERO (anion superoxido (O3), radical hidroxil (OH") e peroxido
de hidrogénio (H.0,)), espécies reativas de nitrogénio (ERN) (6xido nitrico (ON),
suas formas estaveis, o nitrito (NO;) e o nitrato (NO3)) (Cadmium, 2002) e do
sistema de defesa de antioxidantes enddgenos, que protegem a integridade e a
funcao celular (Burke et al, 2002).

Antioxidantes sdo quaisquer substancias que, quando presentes, retardam
ou inibem a oxidagdo. Podem ser de dois tipos principais, 0s enziméticos e nao-
enzimaticos. As defesas antioxidantes enzimaticas sao constituidas por enzimas
como a superoxido dismutase (SOD), a catalase (CAT) e a glutationa peroxidase
(GPx). As defesas antioxidantes ndo-enzimaticas compreendem as substancias
exdgenas que atuam como antioxidantes, entre elas as vitaminas, os beta-
carotenos e os flavonoides.

As células de Kupffer (CK) séo células do sistema mondcito-fagocito
localizadas nos sinusbides hepaticos e que perfazem 85% do total dos
macrofagos corporais. Quando ativadas, influem na resposta inflamatéria com a
producédo de citocinas (Crawford, 1999). O estresse oxidativo (EO) promove a
ativacdo de polimorfonucleares. A sua consequente interacdo com o endotélio leva

a peroxidacéo lipidica e a desintegracdo de membranas celulares, culminando em
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perda da integridade endotelial e aumento da permeabilidade microvascular, com
edema intersticial. A formac&do de oxirradicais, por fim, faz com que sejam
liberados mediadores de inflamacdo, como citocinas e fator de agregacdo
plaguetaria, e estes induzem a atividade de moléculas de adesé&o celular (Minor &
Isselhard, 1995).

Os mecanismos pelos quais as células sdo atacadas pelas ERO sdo muito
complexos e ainda ndo estdo perfeitamente claros. A vida em aerobiose se
caracteriza pela continua producdo de ERO, que €& contrabalancada pelo seu
consumo por meio de defesas antioxidantes ndo-enziméticas e pela atividade das
enzimas antioxidantes. Assim, em condic¢des fisioldgicas, o balanco entre agentes
pré-oxidantes e as defesas antioxidantes se mantém equilibrado. Quando esse
balanco € rompido em favor dos agentes oxidantes, diz-se que a célula ou o
organismo se encontra sob “estresse oxidativo”, com potenciais danos (Bello-

Klein, 2002; Busquets et al, 2002).

Mc Cord, em 1985, lancou a teoria de que os RL eram os promotores do
dano de reperfusdo. Segundo alguns autores, a mitocondria seria o principal sitio
gerador de superéxido, uma ERO, durante a reperfusdo, pois durante a isquemia
a cadeia respiratoria esta reduzida (Teoh & Farrell, 2003). Além disso, a geragéo
de ERO durante I/R pode também ocorrer por meio da atividade da 6xido nitrico

sintetase e do metabolismo do acido araquidénico (Bell6-Klein, 2002).

A maior parte das substancias quimicas € metabolizada no figado, onde o
hepatdcito é a célula em que o ataque dos radicais livres se faz com maior
insisténcia e onde a producdo dos perodxidos lipidicos ocorre como efeito da morte
celular. Os radicais podem se unir e combinar seus elétrons sem par e se unir
para formar uma unido covalente, ou seja, uma uniao por compartilhamento de
elétrons. Um radical pode doar ou receber elétrons. No primeiro caso, € dito um
radical redutor, e, no segundo, um radical oxidante. Observou-se a geracdo
dessas espécies em varios locais, como lisossomas, membrana plasmatica,
reticulo endoplasmaético, entre outros, sendo as mitocondrias as maiores fontes in

Vivo.
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Os danos celulares causados pelos radicais livres podem ser: a peroxidacao
lipidica ou lipoperoxidacdo (LPO), a inativacdo enzimatica, a alteracdo do estado
oxi-redox intracelular e o dano no DNA. A LPO tem sido frequentemente estudada
como um dos principais mecanismos de lesdo celular provocada pelas ERO,
sendo definida como uma oxidacdo de lipidios poliinsaturados (Buege & Aust,
1978).

A abordagem dos fendmenos associados a I/R contempla duas principais
vias: a prevencao da formacédo de intermediarios reativos de oxigénio, por meio de
farmacos que interfiram nas rotas metabdlicas envolvidas, e a eliminacdo desses
agentes téxicos imediatamente ap6s a sua formacao (Akimitsu et al, 1996; Arora &
Gores, 1996; Rhoden et al, 1996; Ishida et al, 1997; Clavien, 1998; Uhlmann et al,
1998; Kondo et al, 1999; Almenara et al, 2000; Maggi et al, 2000; Net et al, 2000;
Valentin et al, 2000).

A compreensdo desse processo € essencial para o reconhecimento da
importancia das solugbes de preservagdo. Uma boa solugcdo de preservacao de
orgdos € aquela que tem a capacidade de atuar nos passos de geracdo de
fenbmenos téxicos ao enxerto. A solucdo da Universidade de Wisconsin (UW) é a
solucéo de preservacdo mais utilizada pelos grupos de transplantes hepaticos ha
mais de 10 anos, tendo substituido a solucdo EuroCollins, entdo a mais
empregada. A composicdo da solucdo UW visa reduzir os efeitos negativos da
hipotermia, combatendo o edema celular intersticial e a acidose, fornecer
antioxidantes, inibindo intermediarios reativos de oxigénio, e prover substrato para

areplecdo de ATP apés a reperfusédo (Southard & Belzer, 1996).

A afericdo do dano de I/R habitualmente é feita por meio da determinacéo
sanglinea da atividade das aminotransferases e de desidrogenase latica (LDH).
Outra forma de avaliacdo do dano € a atividade do fator V. Estes parametros sédo
habitualmente utilizados na prética clinica no periodo pos-operatério dos pacientes
submetidos a transplante hepéatico. Em ambiente de pesquisa, outros testes
podem ser usados. Via de regra, em funcdo da importancia da geracdo de ERO na

lesé@o de preservacao, estes testes envolvem métodos que estimam o EO.
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Consequentemente, a quantificagdo do EO torna-se importante para inferir o
grau de disfuncao hepatica no periodo pds-operatorio. Entretanto, isto sé pode ser
realizado de maneira indireta, uma vez que os RL séo altamente reativos (Burke
et al, 2002). Tendo grande instabilidade e meia-vida curta, ndo se deslocam para
longe de seu sitio de formacéo, interagindo com qualquer biomolécula adjacente
para se estabilizarem. Véarias manifestacfes desse processo podem ser utilizadas
na estimativa do grau de EO, como a LPO, feita indiretamente por meio do
método de TBARS (substéncias reativas ao acido tiobarbiturico), que quantifica o
malondialdeido (MDA), a dosagem dos produtos do ON (nitrito e nitrato) e a

guantificacdo de substancias antioxidantes, como a catalase.
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2. Justificativa do estudo

E clara a escassez de 6rgéos para transplante hepético nos dias de hoje. Isto
faz com que haja um numero cada vez maior de pacientes que necessitam do
procedimento. A aceitacdo de orgaos provindos de doadores marginais tem sido a
estratégia habitualmente utilizada pelos grupos de transplante. Apesar dos
avancos técnicos, cirlrgicos e anestésicos, bem como da imunossupressao,
varios sdo os casos de auséncia de funcionamento do 6rgao imediatamente apds
o transplante. Isto faz com que haja ainda um amplo campo de pesquisa na
tentativa de melhorar as condicbes do enxerto e do receptor no periodo

perioperatorio.

Tem sido sugerido que o0s anestésicos inalatorios apresentam efeitos
protetores na lesdo de isquemia/reperfusdo em varios orgdos. No entanto, os
estudos que embasam essa sugestdo, no que se refere a transplante de figado,
foram realizados com isquemia normotérmica. Assim, apds busca na literatura,
ndo ha estudo que analise o papel protetor dos anestésicos inalatérios na
reperfusédo pos-isquemia a frio, que € a forma que simula o que ocorre na cirurgia

para transplante hepéatico.

Ademais, ha questbes sobre as diferencas entre os diversos anestésicos
inalatérios e sua capacidade hepatoprotetora em situacdes de isquemia e
reperfusdo. Na anestesia para o transplante hepatico, o isoflurano € o agente mais
utiizado, mas tem se voltado recentemente o0 interesse para outro agente

inalatério, de custo superior, o sevoflurano.

Assim, a pesquisa a respeito da repercussao do uso de anestésicos gerais
sobre a funcéo hepética, especialmente em transplantes de figado, é de grande
interesse e esta permanece sendo uma area ainda a ser mais explorada. As
questdes sobre o papel hepatoprotetor dos anestésicos inalatorios, a comparagao
entre dois agentes de uso frequente e sua influéncia na lesdo de

isquemia/reperfuséo justificam e suportam este estudo.
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3. Objetivos

3.1. Objetivo Geral

Comparar os efeitos de isoflurano e sevoflurano em modelo animal de

isquemia a frio e reperfusdo em figado.

3.2. Objetivos Especificos

3.2.1. Estimar a lesado hepatica induzida por isoflurano ou sevoflurano, por meio de
parametros bioquimicos — dosagem de aspartato-aminotransferase (AST), alanino-
aminotransferase (ALT) e lactato desidrogenase (LDH), comparando-se ratos

controles aqueles submetidos a anestesia com isoflurano ou sevoflurano.

3.2.2. Avaliar lipoperoxidacao, por meio de TBARS em sangue e tecido hepatico,

em ratos controles e submetidos a anestesia com isoflurano ou sevoflurano.

3.2.3. Analisar o padréo histolégico hepatico, verificando a ocorréncia de lesdo em
figados de ratos anestesiados com isoflurano ou sevoflurano, em comparacéao a

ratos controles.

3.2.4. Estimar lesdo hepatica poOs-isquemia a frio, por meio de parametros
bioquimicos (AST, ALT e LDH), comparando grupos de ratos anestesiados com

isoflurano ou sevoflurano.

3.2.5. Estimar lesdo hepética pos-reperfusdo, por meio de parametros
bioquimicos (AST, ALT e LDH), em figados de ratos submetidos a anestesia com

um de dois anestésicos.

3.2.6. Avaliar lipoperoxidacdo, geracdo de espécies reativas de nitrogénio e
defesas antioxidantes enddgenas pos-reperfusdo em figados de ratos submetidos

a anestesia com isoflurano ou sevoflurano.

27




3.2.7. Analisar, por meio de exame anatomopatoldgico, a ocorréncia de lesao

hepatica pos-reperfusdo em figados de ratos submetidos a anestesia com

isoflurano ou sevoflurano.
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4, Materiais e Métodos

4.1. Animais de experimentacao

Foi realizado um estudo experimental em ratos da linhagem Wistar,
machos, adultos, com peso entre 300 e 450 g, procedentes do Centro de
Reproducéo e Experimentacdo 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
racdo padronizada para roedores e agua.

Os grupos experimentais foram submetidos a uma distribuicdo aleatéria em
blocos de trés animais. Cada bloco foi anestesiado ao mesmo tempo, com 0
mesmo anestésico. Os ratos que foram alocados no grupo controle foram
submetidos aos procedimentos propostos, também em blocos de trés.

Para a distribuicdo aleatoria, os animais foram previamente imobilizados,
envolvidos em tecido macio e marcados na cauda com uso de pincel atbmico. A

partir dessa numeracéo, foi feita a distribuicdo nos grupos, trés a trés.

4.2. Desenho do estudo

O estudo foi realizado em dois tempos, aqui denominados “Estudo 1" e
“Estudo 2".

Nos animais dos Estudos 1 e 2, foi procedida inducdo anestésica,
respectivamente, com isoflurano a 1,5% (Isoflurano®, Laboratério Abbott) ou
sevoflurano a 3,5% (Sevorane®, Laboratorio Abbott), por via respiratoria, com

vaporizador calibrado.
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42.1. Estudo 1 — Efeito da anestesia com isoflurano ou sevoflurano sobre

parametros bioquimicos e histolégicos em ratos submetidos a hepatectomia.

4.2.1.1. Desenho experimental

Os animais foram divididos em 3 grupos, como descrito a seguir (Anexo 1).

Grupo 1 (isoflurano) — Os ratos foram anestesiados durante 1 hora com
isoflurano a 1,5% (Isoflurano®, Laboratério Abbott), por via inalatoria, em
campanula de vidro transparente. A seguir, quando houve imobilidade e perda do
reflexo de endireitamento, o animal foi colocado em decubito ventral e imobilizado
em mesa cirdrgica. Para controle das concentracfes administradas de anestésico,
foi empregado vaporizador calibrado. Ao final deste periodo, ainda anestesiados,
foram feitos o0s seguintes procedimentos: incisdo abdominal, isolamento,
clampeamento e disseccdo dos vasos hepdticos e retirada do figado. Foram
coletados 3 mL de sangue, por meio de puncdo cardiaca, para as seguintes
dosagens: a) AST, b) ALT, c) LDH e d) analise da lipoperoxidacédo pelo método de
TBARS. O figado foi retirado, seccionado e enviado para analise histopatologica e
avaliagdo do EO pelo método de TBARS.

Grupo 2 (sevoflurano) — Os ratos foram anestesiados com sevoflurano a
3,5% (Sevorane®, Laboratorio Abbott), durante 1 hora. Foram feitos os mesmos
procedimentos descritos no Grupo 1.

Grupo 3 (controle total) — Os ratos foram mortos por decapitacdo, em
guilhotina. A seguir, foram igualmente submetidos aos procedimentos descritos

para o Grupo 1, visando a coleta de sangue e tecido hepatico.

4.2.1.2. Avaliacéo bioquimica e histopatologica

Ao final de 1 hora de anestesia, foi coletada amostra sanglinea para
determinacdo de AST, ALT, LDH e TBARS. Foram seccionados fragmentos do
figado para dosagem de TBARS e andlise histoldgica.

As dosagens de AST, ALT e LDH foram realizadas por meio de ensaio

cinético, utilizando kit Liquiform®. Os valores foram expressos como UI/L.
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Para a medida de TBARS do sangue coletado, soro foi obtido e aquecido
com &cido tiobarbiturico (TBA) a 0,67% e acido tricloacético (TCA) a 10%, por 15
minutos em banho-maria, sendo a amostra posteriormente refrigerada e
centrifugada. O produto corado foi quantificado por espectrofotometria, em 535
nm, por meio da técnica descrita por Bunge e Aust, em 1978. Os resultados foram

expressos como nmol/mL.

A quantificacdo de TBARS no fragmento hepatico foi realizada com a

mesma técnica descrita para a dosagem no soro.

Para a andlise histopatoldgica hepética, empregou-se a coloracdo de
hematoxilina-eosina (HE). Foram retiradas duas amostras do figado (lobos direito
e esquerdo) que, a seguir, foram fixadas em formalina a 10%, incluidas em
parafina e seccionadas a 3 um. Posteriormente, os fragmentos foram montados
sobre uma lamina, fixados com xilol e corados. Todas as amostras
anatomopatolégicas codificadas foram analisadas pelo mesmo patologista, que
desconhecia o grupo ao qual pertencia cada material. A avaliacdo das laminas se

deu em microscopio 6ptico, com aumentos de 40, 100 e 200X.

A lesdo de preservacéao foi definida de acordo com critérios descritos por
Gaffey et al (1997) (Anexo 3).

4.2.2. Estudo 2 — Efeito da anestesia com isoflurano ou sevoflurano sobre
pardmetros bioquimicos e histologicos em modelo de transplante e

reperfusdo hepética.

4.2.2.1. Desenho experimental

Os animais foram divididos em quatro grupos, conforme descrito a seguir
(Anexo 2).

Grupo A (isoflurano) — Os ratos foram anestesiados com isoflurano a 1,5%
(Isoflurano®, Laboratério Abbott), por via inalatoria, em campéanula de plastico
transparente. A seguir, quando houve imobilidade e perda do reflexo de

endireitamento, os animais foram colocados em decubito ventral e imobilizados
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em mesa cirurgica. Para controle das concentragfes administradas de anestésico,
foi empregado vaporizador calibrado.

Grupo B (modelo de reperfusédo com isoflurano) — Os figados retirados dos
animais incluidos no Grupo A foram transplantados nesse grupo de ratos e
reperfundidos (Grupo B).

Grupo C (sevoflurano) — Os ratos foram anestesiados com sevoflurano a
3,5% (Sevorane®, Laboratorio Abbott), por via inalatoria, em campanula de
plastico transparente. A seguir, quando houve imobilidade e perda do reflexo de
endireitamento, os animais foram colocados em decubito ventral e imobilizados
em mesa cirurgica. Para controle das concentracdes administradas de anestésico,
foi empregado vaporizador calibrado.

Grupo D (modelo de reperfusdo com sevoflurano) - Os animais foram
anestesiados com sevoflurano, da mesma forma que os do Grupo C. Os figados
retirados dos ratos do Grupo C foram transplantados e reperfundidos nesse grupo
de ratos (Grupo D).

Assim, os animais dos Grupos A e C constituiram-se nos doadores de

figado, enquanto os dos Grupos B e D receberam o transplante hepatico.

4.2.2.2. Procedimentos

O procedimento experimental foi dividido em seis etapas, conforme descrito
a seguir (Anexo 1).
4.2.2.2.1. Primeira etapa — Retirada do figado

Os seguintes procedimentos foram realizados nos animais dos Grupos A e
C, com o uso de microscopio cirargico D.F. Vasconcelos (modelo MC.M903),
utilizando aumento de 10 vezes.

a) Inducéo anestésica de animal do Grupo A ou C, respectivamente, com
isoflurano a 1,5% (Isoflurano®, Laboratorio Abbott) ou sevoflurano a 3,5%
(Sevorane®, Laboratdrio Abbott) Foi assim que colocaste no item anterior.), por
via inalatoria, em campéanula de plastico transparente. Quando o animal tornava-
se imovel e com perda de reflexo de endireitamento, era colocado em decubito

ventral e imobilizado na mesa cirargica. A manutencdo da anestesia, durante todo
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o procedimento, foi realizada pela administracdo do respectivo anestésico com
vaporizador calibrado.

b) Assepsia do abdémen com solucao de povidine e posterior tricotomia.

¢) Laparotomia por via incisdo longitudinal, com lamina de bisturi n® 15.

d) Disseccdo da veia porta, com ligadura de suas tributarias, e canulacdo
com cateter de aspiracdo traqueal n® 4 (Embramed®).

e) Disseccgéo da artéria hepatica e reparo da mesma com fio seda 3.0.

f) Administragdo, por meio da veia cava inferior, de 250 Ul de heparina
(Liguemine®, Roche).

g) Canulacdo da aorta infra-renal com cateter de aspiracdo traqueal n°® 6
(Embramed®) e ligadura distal.

h) Clampeamento da aorta supra-celiaca.

i) Infusdo, por meio da veia porta e da aorta, de 125 mL da solucdo de
preservacdo UW (Viaspan®, Bristol-Myers-Squibb, com osmolaridade de 320
mOsm/L), a 4°C, com presséao de 60 cmH:z0.

j) Sangria do animal, por meio da secc¢ao da veia cava superior.

I) Resfriamento da cavidade peritoneal com solucao gelada de NaCl 0,9%.

m) Hepatectomia total, com ligadura da artéria hepatica e da veia cava
inferior.

n) Canulacdo com cateter de aspiracéo traqueal n°® 6 e sutura da veia cava

superior, junto & emergéncia das veias supra-hepaticas, em mesa gelada.

4.2.2.2.2 Segunda etapa — Preservacao do figado

Esta representa a fase de isquemia a frio do figado.

Para a preservacao do figado retirado dos animais dos Grupos A e C, o
orgao foi acondicionado em recipiente plastico, com 80 mL de solucdo de UW
(Viaspan®, Bristol-Myers-Squibb), a 4°C, por 6 horas.

Foram retiradas aliqguotas dessa solucdo apds 2, 4 e 6 horas de
preservacao, para a determinacdo de AST, ALT e LDH.

4.2.2.2.3 Terceira etapa — Preparo cirdrgico para o transplante hepatico
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Foi feito o preparo de um segundo rato, para ser utilizado na reperfusao do
figado preservado. Este animal foi alocado no Grupo B ou D, conforme o
anestésico inalatério ao qual foi exposto.

Os procedimentos a seguir foram feitos com auxilio de microscépio
cirargico, D.F. Vasconcelos (modelo MC.M903), utilizando aumento de 10 vezes.

a) Anestesia do Rato B ou D, respectivamente, com isoflurano ou
sevoflurano, utilizando a mesma técnica descrita no item 4.2.1.a.

b) Assepsia do abdémen com solucéo de povidine e posterior tricotomia.

c) Laparotomia por via incisao longitudinal, com lamina de bisturi n° 15.

d) Disseccdo da veia cava inferior e seu clampeamento abaixo da
emergéncia das veias renais.

e) Disseccdo da aorta e seu clampeamento acima da bifurcacdo das
artérias iliacas.

f) Infusdo de 250 Ul de heparina (Liguemine®, Roche) em veia cava inferior.

4.2.2.2.4. Quarta etapa — Transplante e reperfusao hepatica

Nesta fase, foi feita a reperfusdo do figado preservado, empregando os
procedimentos descritos a seguir. Corresponde a etapa de isquemia a quente.

a) Retirada do figado da solucdo de preservacédo e infusdo de 5 mL de
solucéo fisiologica, em temperatura ambiente, por meio do cateter em veia porta.

b) Canulagdo da veia cava inferior do Rato B ou D, com uma das
extremidades do cateter que estava introduzido na veia cava superior do figado
preservado (retirado, respectivamente, de animal do Grupo A ou C), para
obtencédo de retorno venoso (via eferente da reperfusao); manutencéo do figado a
ser reperfundido a 10 cm de altura em relagao ao corpo do animal receptor.

c) Canulacdo da aorta do Rato B ou D, com uma das extremidades do
cateter que estava introduzido na veia porta do figado preservado em solucao de
UW (via aferente da reperfuséo).

d) Liberacédo da perfusdo de sangue arterial através do cateter inserido na

aorta, iniciando-se a reperfuséo do 6rgéo.
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e) Manutencdo da reperfusdo hepatica extracorporea, por periodo de 15

minutos (Figura 1).

Figura 1. Modelo de reperfusédo hepatica

O figado dos ratos dos Grupos B ou D néo foram retirados ou excluidos da

circulagéo sistémica.

4.2.2.2.5. Quinta etapa - Avaliacdo de isquemia/reperfusao (I/R) e estresse
oxidativo (EO)

Foi coletada amostra sanguinea do efluente venoso ao final de 15 minutos
de reperfuséo, para determinagcédo de AST, ALT, LDH e TBARS. Apos a coleta das
amostras, foram seccionados fragmentos do figado reperfundido, para dosagem
de TBARS, catalase e metabdlitos do NO.
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As dosagens de AST, ALT e LDH foram realizadas por meio de ensaio
cinético, utilizando kit Liquiform®. Os valores foram expressos como UI/L.

Para a medida de TBARS do efluente venoso, soro foi aquecido com acido
tiobarbitarico (TBA) a 0,67% e acido tricloacético (TCA) a 10%, por 15 minutos em
banho-maria, sendo a amostra posteriormente refrigerada e centrifugada. O
produto corado foi quantificado por espectrofotometria, em 535 nm, por meio da
técnica descrita por Bunge e Aust, em 1978. Os resultados foram expressos como

nmol/mL.

A quantificagdo de TBARS no fragmento hepatico foi realizada com a

mesma técnica descrita para a dosagem no soro.

A atividade da catalase foi determinada por meio de reacdo entre tampéao
fosfato 50 mM, em pH neutro, e peroxido de hidrogénio 0,3 M, em homogeneizado
do tecido hepatico. A leitura foi realizada em espectrofotbmetro de 240 nm,
conforme método de Boveris & Chance (1973). A dosagens das proteinas foram
feitas pelo método de Biureto.(Lowry et al,1951). Os dados foram expressos como

Ul/mg de proteina.

Os produtos do NO foram determinados por meio do método de Griess
(Hevel & Marletta, 1994). Foram acrescentados 20 puL de TCA a 25% a 500 pL de
homogeneizado hepatico, com posterior centrifugacdo e neutralizacdo com
bicarbonato de potassio a 2 M. A seguir, 10,5 pL de nitrato redutase (6
unidades/mL) e 10,5 puL de NADPH 1,1 mM foram adicionados a 210 pL do
homogeneizado. Apdés 30 min de incubagdo em sala escura, sob temperatura
ambiente, foram incluidos 10,5 pL de L-glutdmico desidrogenase, éacido 2-
cetoglutarico 1M e cloreto de aménio 2,5 M. O material foi incubado por mais 10
min. Adicionou-se, entdo, o reagente de Griess (262,5 pL), com posterior
incubacao de 15 min. A leitura em espectrofotdbmetro foi realizada a 550 nm. A
dosagens das proteinas foram feitas pelo método de Biureto. Os valores foram

expressos como umol/mg de proteina.
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4.2.2.2.6. Sexta etapa — Analise histopatolégica

Nesta fase foi realizada a andlise histopatoldgica do figado reperfundido,
empregando a coloracdo de hematoxilina-eosina (HE) (Figuras 2 e 3). Foram
retiradas duas amostras do figado reperfundido (lobos direito e esquerdo), que, a
seguir, foram fixadas em formalina a 10%, incluidas em parafina e seccionadas a
3 um. Posteriormente, os fragmentos foram montados sobre uma lamina, fixados
com xilol e corados. Todas as amostras anatomopatoldgicas codificadas foram
analisadas pelo mesmo patologista, que desconhecia o grupo ao qual pertencia
cada material. A avaliacdo das laminas se deu em microscopio Optico, com
aumentos de 40, 100 e 200X.

A lesdo de preservacédo foi definida de acordo com critérios descritos por
Gaffey et al (1997) (Anexo 3).

4.3. Tamanho da amostra

No Estudo 1, foram utilizados, inicialmente, 10 ratos em cada grupo
experimental, perfazendo um total de 30 animais. No Estudo 2, foram utilizados 5
ratos em cada grupo, perfazendo 20 animais.

Foram utilizados como parametros para o calculo do tamanho da amostra
nivel de significancia (alfa) de 0,05, poder estatistico de 80% Calculou-se, entéo,
uma amostra de 10 animais, que deveriam ser submetidos a transplante e

reperfuséo do figado (5 em cada um dos 2 grupos do Estudo 2).

4.4, Andlise estatistica

Foi montado Banco de Dados no programa Excel, dispostos na planilha do
SPSS 10.0 para Windows. Posteriormente, os dados foram transferidos para o
Programa de Analise Estatistica SPSS, versdo 12.0 (Statistical Package of Social
Sciences).

Os dados do Estudo 1 foram expressos como variaveis quantitativas, por
meio de média e desvio padrédo (DP). As comparacdes de dispersao dos diversos

grupos experimentais foram realizadas por analise de variancia de uma via

37




(ANOVA), seguida do teste de comparacgfes multiplas de Student-Newman-Keuls
(SNK), quando indicado (Bliss, 1967; Zar, 1999).

No Estudo 2, os valores de AST, ALT e LDH, TBARS em soro e figado e
catalase hepatica foram expressos como variaveis quantitativas, por meio de
média e desvio padrdo. J& as medidas de NO, por esta ter se mostrado uma
variavel assimétrica, foram descritas como mediana e intervalo interquartis (Bliss,
1967; Zar, 1999).

Para a comparagao dos dois grupos propostos no Estudo 2, foi utilizado o
teste t de Student para amostras independentes, quando se tratavam de variaveis
paramétricas, e o teste de U de Mann-Whitney, quando se tratava de variavel nao-
paramétrica (Bliss, 1967; Zar, 1999).

Para a comparacao de valores obtidos nos grupos propostos, ao longo de
diferentes tempos de medida, foi utilizada andlise de variancia (ANOVA) de
medidas repetidas, seguida do teste de comparacbes multiplas de Student-
Newman-Keuls (SNK), quando indicado (Bliss, 1967; Zar, 1999).

Os dados referentes a analise histologica foram apresentados de forma
descritiva. Foram apresentadas as frequiéncias relativas e absolutas de ocorréncia

de eventuais alteracdes histolégicas nos grupos estudados (Zar, 1999).

4.5. Aspectos éticos

Todos os procedimentos foram realizados em conformidade com a
legislacao 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 Experimentagéo.

Atendendo a decreto que estipula ser o exercicio da medicina de animais
de laboratorio atividade profissional privativa do Médico Veterinario - Decreto Lei
64.704 de 17/06/1969 (Capitulo II, 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 orientacdo da Médica Veterinaria Dra. Roseli de Oliveira Mollerker, responsavel

técnica pela Unidade de Experimentacao Animal (UEA).
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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), estando de acordo com Ethical Guideline
for Investigations of Experimental Pain in Conscious Animals, como indicado pela
International Association for the Study of Pain (IASP). Tais procedimentos séo de
uso habitual por autores que trabalham e publicam na area. Obedecem as normas
propostas pela Declaracdo Universal dos Direitos dos Animais (UNESCO - 27 de
janeiro de 1978) e Principios Internacional Orientadores para a Pesquisa
Biomédica Envolvendo Animais (Council for International Organizations of Medical
Sciences - CIOMS) (Goldim & Raymundo, 1997).

O projeto foi enviado para anélise pela Comissio de Etica em Pesquisa do

Hospital de Clinicas de Porto Alegre, tendo sido aprovado sob o numero 04/408.
4.6. Financiamento

Para a realizacdo desse trabalho, foi gasto um total de R$ 5.329,00,
financiado pelo Fundo de Incentivo a Pesquisa e Eventos do HCPA (FIPE/HCPA).
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5. Resultados

5.1. Estudo 1 - Efeito da anestesia com isoflurano ou sevoflurano sobre
parametros bioquimicos e histolégicos em ratos submetidos a hepatectomia.

Nesse experimento, foram avaliados, inicialmente, 30 ratos Wistar, 10 em
cada grupo, com idade entre 90 e 120 dias. Porém, houve trés perdas. Duas
ocorreram por Obito durante o procedimento anestésico-cirirgico, uma no grupo
isoflurano e outra no grupo sevoflurano. Um terceiro rato, alocado no grupo
controle total, por apresentar suspeita de estar doente, foi sacrificado em camara
de gas. Assim, para fins de analise, foi utilizado um total de 27 animais (9 por
grupo).

Na Tabela 1, sdo apresentados os resultados referentes as medidas
enzimaticas. A determinacdo de AST, ALT e LDH foi feita apés periodo de 1 hora
de anestesia, para os ratos dos Grupos 1 e 2, ou apés a decapitacdo, para 0s
ratos do Grupo 3. Quando analisados os valores séricos de aminotransferases e

LDH, ndo se observou diferenca significativa entre os grupos.

Tabela 1. Valores expressos como média = DP das enzimas AST, ALT e LDH no

soro de ratos controles ou anestesiados com isoflurano ou sevoflurano.

Isoflurano Sevoflurano Controle total
(n=9) (n=9) (n=9)
AST (UI/L)? 1719+ 072,1 184,9 £ 093,2 215,4 £ 58,2
ALT (UI/L)? 073,3+017,9 056,5 + 015,0 060,7 + 09,8
LDH (UI/L)? 1.474,4 £ 594,8 1.507,2 £ 973,7 2.116,6 £ 617,9

& Diferenca néo significativa entre os grupos; ANOVA de uma via, P=0,47 para
AST; P=0,06 para ALT; P=0,14 para LDH.
AST =aspartato aminotransferase, ALT=alanino aminotransferase, LDH=lactato

desidrogenase.
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Foi aferida a lipoperoxidagcdo por meio da mensuracdo de TBARS em
sangue e tecido hepéatico. A Tabela 2 apresenta os dados obtidos.

Observou-se reducdo dos valores de TBARS em ambos o0s grupos
submetidos a anestesia inalatoria, sugerindo menor lipoperoxidacdo apoés

administracdo desses agentes por 1 hora.

Tabela 2. Valores de TBARS (expressos como média + DP, em nmol/mL) em soro
e figado de animais controles ou submetidos a anestesia com isoflurano e

sevoflurano.

Isoflurano® Sevoflurano® Controle total®
n=9 n=9 n=9
TBARS sérico 2,47 + 0,98* 1,95 +0,87* 03,76 + 0,58
TBARS hepatico 9,31+2,28 8,82+ 2,20 11,07 + 2,61

& Diferenca significativa entre os grupos; ANOVA de uma via, P < 0,05.

b Diferenca néo significativa entre os grupos; ANOVA de uma via, P > 0,05.
* Diferenca significativa em relagcdo ao grupo controle total; teste de SNK,
P=0,001.

TBARS= espécies reativas ao acido tiobarbiturico.

No exame anatomopatoldgico, ndo se observou necrose hepatocitaria em
qualquer figado estudado, assim como ndo houve neutrofilia, hiperplasia de
células de Kupffer ou fibrose em quaisquer dos grupos. No Grupo 1 (n=9), houve
um caso de balonamento hepatocitario e dois casos de proliferacdo colangiolar.
Esta Gltima alteracdo também ocorreu em dois casos no Grupo 2.

No Grupo 1, em dois casos, observou-se menos de 33% de esteatose. Ja
no Grupo 2, ocorreram 2 casos de esteatose, uma entre 33 e 66% e outra com
intensidade menor que 33%. N&o ocorreu esteatose nos figados dos ratos do

grupo controle. A Tabela 3 mostra estes achados.
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Tabela 3. Frequéncia absoluta de alteracdes histoldégicas encontradas no tecido

hepatico de animais controles ou submetidos a anestesia com isoflurano e

sevoflurano.

Isoflurano Sevoflurano Controle total
n=9 n=9 n=9
Balonamento hepatocitario 1 0 0
Esteatose hepatica 2 2 0
Proliferacéo colangiolar 2 2 0

5.2. Estudo 2 - Efeito da anestesia com isoflurano ou sevoflurano sobre
pardmetros bioquimicos e histolégicos em modelo de transplante e

reperfusdo hepética.

Para a realizacdo desse estudo, foram utilizados 20 ratos, distribuidos da
seguinte forma:
1 Grupo A (isoflurano): 5 ratos;
2 Grupo B (modelo de reperfusdo com isoflurano): 5 ratos;
3 Grupo C (sevoflurano): 5 ratos;
4 Grupo D (modelo de reperfusdo com sevoflurano): 5 ratos.

Nao houve 6bitos nesta fase do estudo.

5.2.1. Fase de preservacéao do figado ou de isquemia a frio

A lesédo hepética durante a fase em que o figado permaneceu na solucéo
de preservacdo (isquemia a frio) foi aferida por meio da determinacdo de AST,
ALT e LDH. Aliguotas foram retiradas do liquido de preservacdo em 3 momentos
distintos: apds 2, 4 e 6 horas de manutengdo nesse meio.

Nas figuras 1, 2 e 3 sdo mostrados o0s resultados obtidos.
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Figura 1. Valores de lactato desidrogenase (LDH), aferidos no liquido de
preservacdo de figados mantidos em solucdo de UW e retirados de animais
previamente anestesiados com isoflurano ou sevoflurano. Dados expressos como
média e desvio padréo (UI/L).

% Diferencas n&o significativas entre os grupos isoflurano e sevoflurano, nos tempos assinalados;
teste t de Student, P=0,93 em 2 horas e P=0,56 em 4 horas.

" Diferenca significativa entre os grupos isoflurano e sevoflurano, apés 6 horas de preservacao;
teste t de Student, P<0,05.
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Figura 2. Valores de alanina aminotransferase (ALT), aferidos no liquido de
preservacdo de figados mantidos em solucdo de UW e retirados de animais
previamente anestesiados com isoflurano ou sevoflurano. Dados expressos como
média e desvio padréo (UI/L).

% Diferencas n&o significativas entre os grupos isoflurano e sevoflurano, nos tempos assinalados;
teste t de Student, P=0,62 em 2 horas e P=0,92 em 4 horas.

" Diferenca significativa entre os grupos isoflurano e sevoflurano, apés 6 horas de preservacao;
teste t de Student, P<0,05.
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Figura 3. Valores de aspartato aminotransferase (AST), aferidos no liquido
de preservacdo de figados mantidos em solucdo de UW e retirados de animais
previamente anestesiados com isoflurano ou sevoflurano. Dados expressos como
média e desvio padréo (UI/L).

% Diferencas n&o significativas entre os grupos isoflurano e sevoflurano, nos tempos assinalados;
teste t de Student, P=0,60 em 2 horas e P=0,74 em 4 horas.

’ Diferenga significativa entre os grupos isoflurano e sevoflurano, apés 6 horas de preservagéo;

teste t de Student, P<0,05.
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Observou-se que, na solucdo de preservacdo dos figados de animais
anestesiados com isoflurano, os niveis da trés enzimas avaliadas estédo
significativamente elevados ap0s 6 h. Ndo se observaram alteracdes enzimaticas
no grupo previamente anestesiado com sevoflurano, em comparagcdo com o

controle total, ou nos demais tempos estudados (Figuras 1 a 3).

5.2.2. Fase de reperfusdo hepética ou de isquemia a quente

O tempo médio de isquemia a quente, ou seja, que se estendeu da retirada
do figado da solucéo preservadora até a reperfusdo do 6érgao transplantado, foi de
57 e 58 min nos grupos B e D, respectivamente (P=0,7).

Na Tabela 4, sdo apresentados os resultados referentes as medidas
enzimaticas. Os niveis séricos de AST, ALT e LDH foram medidos nos dois
grupos, ao final do periodo de 15 min de reperfusdo hepatica. Nao foram

observadas diferencas significativas.

Tabela 4. Dosagem sérica de AST, ALT e LDH, apds transplante e reperfusdo do

figado. Dados expressos como meédia + DP (UI/L).

Modelo de reperfusdo com  Modelo de reperfusdo com P
isoflurano (Grupo B) sevoflurano (Grupo D)
(n=5) (n=5)
AST? 162,20 + 128,32 363,60 + 194,87 0,90
ALT? 150,60 + 102,21 338,80 + 203,70 0,10
LDH? 1.161,60 + 1.053,96 2.413,60 £ 1.352,76 0,14

& Auséncia de diferenca significativa; teste t de Student.
AST= aspartato aminotransferase; ALT= alanina aminotransferase; LDH= lactato

desidrogenase.

46




Na Tabela 5, sao apresentados os resultados da avaliacdo da
lipoperoxidacédo, realizada por meio do método de TBARS, em soro e tecido

hepético, apds a reperfuséo.

Tabela 5. Dosagem de malondialdeido, por meio do método de TBARS, em soro e

tecido hepatico, apos reperfusdo hepética. Dados expressos como média + DP

(nmol/mL).
Modelo de reperfusdo com Modelo de reperfusdo com P
isoflurano (Grupo B) sevoflurano (Grupo D)
(n=5) (n=5)
TBARS soro* 7,93+1,32 1,88+ 0,64 0,001
TBARS figado 9,95+ 2,99 13,27 £ 2,38 0,089

*Diferenca significativa entre os grupos; teste t de Student.

TBARS=substancias reativas ao acido tiobarbiturico.

Os resultados quanto a quantificacdo de substancias antioxidantes, como a
catalase, e a dosagem dos produtos do NO (nitritos e nitratos), apés a reperfusédo

do tecido hepatico, sdo apresentadas na Tabela 6.

N&o houve diferenca significativa entre os grupos no que se refere a
medida de catalase. No entanto, observou-se reducao do nivel sérico de produtos
de NO no grupo submetido a modelo de reperfusdo hepatica sob anestesia com

isoflurano.
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Tabela 6. Valores séricos de catalase (média + DP) e produtos do 6xido nitrico
(NO) (mediana e intervalos interquartis) de animais submetidos a modelo de

reperfusédo hepatica sob anestesia com isoflurano ou sevoflurano.

Modelo de reperfusdo  Modelo de reperfusdo com

com isoflurano (Grupo B) sevoflurano (Grupo D)

(n=5) (n=5)
Catalase (U/mg/prot) 318,60 + 84,4,32 381,60 + 71,03 0,24
NO (nmol/mg/prot)* 0,06 (0,04-0,12) 1,03(0,90-1,20) <0,05

®Diferenca ndo significativa entre os grupos; teste t de Student.
*Diferenca significativa entre os grupos analisados; teste de U de Mann-Whitney.

NO= produtos do éxido nitrico

5.3. Analise anatomopatoldgica

Ndo foram observados casos de necrose hepatocitaria, neutrofilia,
hiperplasia de células de Kupffer, colestase ou proliferacdo colangiolar em
quaisquer dos grupos experimentais.

No Grupo B, foram visualizados balonamento hepatocitario e esteatose em
44% dos animais. No Grupo D, balonamento hepatocitario esteve presente em
50% dos ratos e esteatose, em 25%. Dano de preservacao foi detectado em 50%
dos animais do grupo submetido a modelo de reperfusdo com sevoflurano.

Nas figuras 4 e 5, sdo apresentadas imagens obtidas em tecido hepatico de
animais submetidos ao modelo de reperfusdo de figado sob anestesia com

isoflurano e sevoflurano, respectivamente.
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Figura 4. Tecido hepatico corado com hematoxilina-eosina (40 x de
aumento) obtido de animal submetido a modelo de reperfusdo hepatica sob
anestesia com isoflurano.
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Figura 5. Tecido hepatico corado com hematoxilina-eosina (100 x aumento)

obtido de animal submetido a modelo de reperfusdo hepética sob anestesia com

sevoflurano.
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6. Discusséao

6.1. Em relacdo ao desenho do estudo

O transplante ortotépico de figado em ratos é uma técnica muito utilizada no
contexto de pesquisa. O uso de ratos apresenta algumas vantagens em relacao
ao emprego de outros animais, apresentando ampla viabilidade e baixo custo,
apesar de ser requerido vasto treinamento técnico por parte da equipe de
pesquisa (Lausada et al, 2002). Nesse trabalho, foram estudados dois anestéicos
inalatorios (Al), isoflurano e sevoflurano, em um modelo que simula o transplante
hepético, com o intuito de avaliar a capacidade de protecdo de ambos contra o
dano de isquemia e reperfusdo(l/R).

Tém sido publicados estudos acerca da capacidade protetora de Al em
diferentes situagbes de I/R. Wang et al, em 1997, utilizando coragédo isolado de
ratos tratados com sevoflurano a 1,5 CAM e submetidos a isquemia e reperfusao,
encontraram diminuicdo dos niveis de peroxidacédo lipidica em relacdo ao grupo
controle. Posteriormente, outros autores também demonstraram efeito protetor dos
Al em miocardio, em situacGes de I/R (Kon et al, 1997; Milleheim et al; 2003,
Nader et al, 2004). Da mesma forma, Allaouchiche et al, em 2001, em modelo de
isquemia normotérmica e reperfusdo de figado de porcos, demonstraram que o
sevoflurano produz menos estresse oxidativo local e sistémico, quando
comparado com outro anestésico inalatério, o desflurano, sugerindo a
possibilidade do mesmo ter alguma acdo hepatoprotetora antioxidante. No
entanto, a avaliacdo dessa acdo potencial em isquemia a frio e reperfuséo
hepéticas, com base em levantamento na literatura, ainda nao foi feita.

Com esse propdésito, foram realizados dois estudos complementares nessa
Dissertacdo. No Estudo 1, teve-se como objetivo foi o de caracterizar uma
eventual lesdo hepatica, ou sua auséncia dela, com o uso de dois anestésicos
inalatérios — o isoflurano ou o sevoflurano. Para efeito de comparacéo, foi ainda
estudado um grupo de ratos, considerados controles, apenas decapitados. Estes

ratos serviram como um “controle branco”, uma vez que a avaliagdo bioquimica e
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os parametros de lipoperoxidacao neles encontrados devem, a principio, refletir o
gue pode ocorrer na auséncia da anestesia. Assim, com o Estudo 1, procurou-se
avaliar o efeito isolado da anestesia inalatéria sobre os parametros sistémicos e
hepéticos propostos, como um experimento “controle” para um segundo estudo.
Para responder a questdo principal dessa Dissertacdo foi delineado, entdo o
Estudo 2, em que efetivamente os Al foram comparados em um modelo de
isquemia a frio e reperfusdo do figado. Neste, o interesse maior ficou centrado no
modelo de I/R.

No Estudo 1, os ratos foram anestesiados por 1 hora, e, a seguir,
sacrificados. No Estudo 2, hd uma peculiaridade que merece ser discutida. Neste
estudo, foi feita a hepatectomia de um rato, para posterior transplante e reperfuséo
com o sangue de um segundo animal. Assim, o primeiro rato funcionou como
doador e o segundo como receptor de figado.

No Estudo 1, foi padronizado o tempo de anestesia de 1 hora. Poder-se-ia
guestionar se este tempo nao foi demasiado curto para promover lesdo hepatica.
No entanto, como 0 objetivo era avaliar os efeitos isolados da anestesia inalatoria
no modelo proposto e o tempo médio despendido na realizagdo do procedimeno
anestésico-cirdrgico nessa situacdo era de 1 hora, optou-se por esse periodo de
avaliacdo. E interessante notar, no entento, que os agentes anestésicos, embora
muitas vezes toxicos, nem sempre promovem esta acdo de uma forma evidente.
Nesse contexto, quando se analisa a histéria da anestesia e sua relagdo intima
com o figado, encontra-se um agente anestésico reconhecidamente hepatotéxico,
o tetracloreto de carbono, que foi abandonado apds 10 anos de uso nao pela
lesédo hepdética que causava, mas, sim, por sua cardiotoxicidade (Zimmermann,
1999). Seria, portanto, um objetivo irreal e talvez inalcancavel provocar dano em 1
hora. Outrossim, sabe-se que a exposicao repetida a Al, em especial o halotano,
potencializa a toxicidade hepatica (Zimmermann, 1999). Se o intuito fosse
promover dano, poder-se-ia ter optado pela repeticdo dos procedimentos
anestésicos. No entanto, o foco do Estudo 1 ndo resida na avaliacdo do dano,
mas, sim, da capacidade de protecdo do figado por anestésicos inalatérios ou,

pelo menos, de sua nao interferéncia. Este terreno, o da protecdo hepatica, é
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ainda mais pantanoso que o da hepatotoxicidade. Tanto que, ainda hoje, nédo se
pode considerar seriamente que existam substancias hepatoprotetoras para uso
clinico.

Nos ultimos anos, tém-se crescentes evidéncias da importancia da geracao
de ERO para o desencadeamento da lesdo hepatica. A esteato-hepatite nao-
alcodlica € um exemplo disto. Nela, o papel das mitocondrias na génese de ERO é
fundamental. Ademais, ja foi demonstrada a deplecdo de agentes antioxidantes e
vitaminas em estudos experimentais de esteatose e esteato-hepatite (Sanyal,
2004). Moreira et al, em nosso meio, publicaram em 2004 um estudo acerca dos
efeitos protetores da quercitina, um agente antioxidante, em modelo animal de
hipertensdo portal induzida por ligadura parcial da veia porta. Neste observou-se
aumento na concentracdo de TBARS. Igualmente, outros estudos tém
demonstrado resultados semelhantes (Moreira et al, 2005). O Estudo 1 foi, assim,
desenhado com o intuito de avaliar o efeito sobre a lipoperoxidacdo de dois Al
habitualmente empregados durante a realizacdo de transplantes hepaticos —
isoflurano e sevoflurano, em comparacéo com grupo controle.

Na sequéncia, foi desenhado e excutado o Estudo 2. Em um primeiro
momento, foi feita a preservacdo dos figados explantados, provindos de ratos
anestesiados com isoflurano ou sevoflurano e preservados em solugcdo UW. Os
figados foram preservados a frio. O tempo de isquemia a frio padronizado no
estudo foi de 6 horas. Nesse caso, também, poderia também ser questionado se
esse tempo nao foi muito curto. De fato, em TxH, o tempo de isquemia a frio pode
ser maior. Ha sugestdes de que, com o uso de UW, a isquemia a frio pode ser de
até 24 horas. Moresco et al. (2004) estudaram a isquemia a frio em figados de
ratos durante esse periodo de tempo. Na pratica clinica, no transplante realizado
em seres humanos, aceitam-se 6rgdos com até 12 horas de isquemia a frio, isto
porque, com periodos superiores, os resultados do transplante séo piores (Kahn,
1996; Lemasters et al, 2001).

No desenvolvimento do presente estudo, cogitou-se adotar o padréo de 12
horas de isquemia a frio. Este periodo, no entanto, foi inviabilizado por questdes
técnicas. O tempo intermediario de 6 horas, entao, foi o escolhido.
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O modelo experimental de reperfusdo hepatica utilizado é original,
desenvolvido pelo nosso grupo, como substitutivo ao transplante completo de
figado. Sendo assim, o método apresenta alguns aspectos peculiares que
merecem destaque e que serdo discutidos na sequéncia.

O experimento contemplou as trés fases do transplante - de isquemia a frio,
isquemia a quente e reperfusdo, ao contrario de outros estudos, que de forma
muito diversa daquela que ocorre no TxH, avaliaram I/R apenas apés a fase de
isquemia normotérmica (Kawano et al, 1992; Karwinski et al, 1994; Helling et al,
1995; Reinders et al, 1996; Heijnen et al, 2001; Friend et al, 2001; Imber et al,
2002; Khandoga et al, 2003; Cursio et al, 2005). Embora a hipotermia seja
essencial para a preservacdo de 6rgaos, por outro lado ela também ocasiona
efeitos negativos sobre o enxerto (Selzner et al, 2003). Desta forma, parece ser
essencial a avaliacdo do efeito das solucdes de preservacdo em modelos que
incluam periodo de isquemia a frio.

O figado preservado do Grupo A ou C foi reperfundido com o sangue
provindo da circulacdo sistémica do rato do Grupo B ou D, que poderia ser
considerado o “animal receptor”. Este € um aspecto do desenho experimental que
qualifica 0 modelo utilizado, uma vez que simula um transplante real. Alguns
estudos realizam a perfusdo do 6rgdo com um liquido de caracteristicas similares
as do sangue, e infundido por meio das denominadas “maquinas de perfuséo”
(Lutterova et al, 2001; Ishida et al, 2002; Cheng et al, 2005), 0 que ndo parece ser
0 mais adequado. Talvez, antes de se constituir em uma prova de sofisticacéo,
isto pode ser fruto da incapacidade técnica de reperfusao.

Por outro lado, o sangue utilizado para a perfusdo do 6rgao preservado foi
de fonte arterial, proveniente da aorta do “animal receptor”, situacdo esta que
contrasta com a do cenario do transplante, em que onde o enxerto é reperfundido
com sangue portal. Durante a fase de desenvolvimento do presente modelo, a
veia cava foi testada como via aferente de reperfusdo. Porém, ndo houve sucesso.
O sangue parecia nao ter forca suficiente para reperfundir o 6rgédo. Provavelmente
isto ocorreu devido a canulacdo do vaso com cateter longo e de fino calibre,

levando a diminuicdo de presséo durante o trajeto até o figado. Com isto, fez-se a
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opcéo pela aorta como fonte de sangue. Esta artéria, por sua vez, apresenta fluxo
sanguineo alto e de elevada pressao, o que trouxe preocupac¢des acerca do seu
potencial de lesdo do enxerto. Em analogia com o raciocinio prévio, a introducéo
de cateter longo e fino na artéria e a posterior elevacdo do érgdo “doado” 10 cm
em relacdo ao nivel do “receptor” foram capazes de reduzir a pressdo de perfusdo
e a probabilidade de dano ao 6rgéo. Ainda durante o desenvolvimento do método,
foi feita a analise histoldgica de fragmentos de figados reperfundidos. Nao houve
indicios de dano endotelial ou hepatocelular, o que forneceu alguma seguranga na
utilizacdo do modelo.

Outro ponto importante é que o tempo de perfusdo do 6rgao foi de 15
minutos. Podem ser levantadas questdes sobre a adequacédo desse curto periodo
de perfusdo. Quando o modelo foi planejado, ele o foi para uma reperfusdo mais
demorada, em torno de 60 minutos. No entanto, era essencial que o “animal
receptor” fosse mantido em boas condicdes hemodindmicas durante todo o
procedimento. Isto foi possivel apenas ao ser padronizado o tempo de 15 minutos.
Paralelamente, ndo h& estudos similares com 0s quais se possam realizar
comparacoes. E interessante notar que, em modelos de reperfusdo com maquinas
e sem sangue, o tempo utilizado fica em torno de 120 minutos._Estudos prévios,
no entanto, mostraram que a liberacdo de radicais livres ocorre imediatamente
apos a reoxigenacdo. Apoés 30 a 60 min de hipdxia, a enzima LDH esta
marcadamente aumentada nos primeiros 15 minutos de reoxigenagdo, apos 30 a
60 min de hip6xia, e ndo ha aumento significativo depois deste periodo (Ishida et
al, 1997).

A afericdo de eventuais lesGes hepéaticas foi feita por meio de avaliagdo
bioquimica, de geracdo de ERO e do exame anatomopatoldgico. Os critérios
bioguimicos foram as determinacdes sanglineas de AST, ALT e LDH. Estas
enzimas costumam se alterar em situacdes de dano do tecido hepatico. Na pratica
clinica, sdo aferidas habitualmente no periodo pés-operatorio de TxH. A AST € o
mais sensivel marcador de disfuncédo do enxerto (Everson & Kam, 2001). Fora do
contexto de transplante, a ALT, por sua especificidade em relagédo ao figado, € a

principal enzima a ser aferida. A LDH é uma enzima da rota glicolitica e, embora
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seja um indicador pouco especifico de doenca, € liberada quando h&a dano celular,
como hipdxia e necrose. E um indicador pouco especifico de doenca (Souza et al,
2005). AST, ALT e LDH sao utilizadas em conjunto no chamado indice de
reperfusdo, uma forma de ser estimado o dano ao tecido hepatico no periodo pés-
transplante imediato (Viebahn et al, 1998).

O EO vem sendo apontado como um dos principais fatores responsaveis
pelo dano ao enxerto. Desta forma, a quantificacdo dos RL e substancias
antioxidantes torna-se um importante parametro para inferir a viabilidade do 6rgao
pos-transplante (Biasi et al, 1995; Schauer et al, 2001; Burke et al, 2002;
Grezzana et al, 2004). Sua aplicacdo, contudo, ainda € restrita a pesquisa, nao
sendo empregada na pratica clinica. A maioria dos trabalhos simplificam a
estimativa do EO na determinacdo de apenas uma variavel, o MDA (lasi et al,
2003; Moresco et al, 2004a e b). Neste estudo, entretanto, utilizamos 4 parametros
TBARS no soro e figado, produtos do NO, atividade da catalase com a intencao

de se estimar o EO de forma mais fidedigna.

6.2. Em relacéo aos resultados do Estudo 1

N&o houve diferenca significativa em relacdo as variaveis bioquimicas
quando comparados os trés grupos, sugerindo que a administracdo de isoflurano
ou sevoflurano por 1 hora ndo determina leséo hepatica. De forma similar, ndo se
observam alteragbes histopatolégicas ou de lipoperoxidacdo (por TBARS) em
tecido hepatico, o que foi mensurado por meio da comparacdo dos grupos
anestesiados e controle. No entanto, no soro, os niveis de TBARS nos animais
anestesiados com isoflurano ou sevoflurano foram inferiores aos dos controles.
Isto sugere que a anestesia por 1 h, reduzindo o nivel de consciéncia do animal e
algumas de suas fungdes organicas, pode levar a reducdo da resposta oxidativa,
havendo menor producdo de radicais livres. E importante lembrar que esses
animais foram mortos e o material foi coletado enquanto estavam anestesiados. Ja
nos grupo controle, as medidas de estresse oxidativo foram coletadas apds os

animais serem submetidos ao estresse da manipulacao.
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TBARS expressa a capacidade de producado de radicais livres, mas néo é
suficientemente especifico para que se possa aprofundar o conhecimento dos
mecanismos envolvidos. Mesmo assim, esse é um resultado importante, por ser

original e levantar novas hipéteses de trabalho.

6.3. Em relacédo aos resultados do Estudo 2

6.3.1. Em relacdo aos resultados obtidos no periodo de isquemia a frio

Durante o periodo de isquemia a frio, foram coletadas aliquotas do liquido
de preservacdo UW, para avaliacdo de parametros enzimaticos. Optou-se pela
dosagem de LDH, ALT e AST, devido ao fato dos niveis destas enzimas serem
descritos na literatura como adequados parametros estimativos do dano do 6rgéo
durante a isquemia a frio e um importantes preditores do funcionamento do
enxerto apos o transplante (Jamieson et al, 1988; Lange et al, 1996).

No presente estudo, observou-se que, apds 6 horas de preservacédo, havia
diferenca significativa nos niveis das 3 enzimas, mensurados na solugdo UW, ao
se compararem 0s grupos anestesiados com isoflurano ou sevoflurano. Dosagens
de LDH, ALT e AST mostraram-se mais elevadas no grupo anestesiado com
isoflurano. Inicialmente, poder-se-ia pensar que a anestesia com isoflurano,
mesmo por periodo curto de tempo (1 hora), seria capaz de determinar algum grau
de dano ao figado. No entanto, observou-se no Estudo 1 que isto ndo ocorre.
Logo, os dados sugerem que a administracdo de isoflurano, embora néo leve a
alteracdes enquanto o animal esta anestesiado e o figado esta sendo perfundido,
€ capaz de interferir com o padrdo de resposta enzimatica enquanto o figado esta
na solucdo de preservacdo, em fase de isquemia a frio (4° C). E deve-se atentar
que este efeito necessita de algum tempo para ser expresso, ja que aparece
somente apds 6 horas de preservacdo. Se h& algum tipo de interacdo entre a
solucdo UW e o isoflurano residual em tecido hepatico, se a presenca deste
anestésico na vigéncia de reducao de fluxo sangtiineo e/ou hipotermia € lesiva ao

figado, sdo topicos a serem posteriormente pesquisados.
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6.3.2. Em relacao aos resultados obtidos no periodo ap6és a reperfusédo

A sindrome de I/R é definida como a reducdo em 30% da presséo arterial
média, ocorrendo no periodo de 5 minutos apos a reperfusdo do enxerto. Costuma
durar no minimo 1 minuto, mas a hipotensédo pode persistir por 1 hora ou mais. A
gravidade da sindrome de I/R pode contribuir para a génese da nao-funcéo
primaria do enxerto e o Obito (Ayoub & Ahmed, 2003). Sabe-se que a resposta
inflamatéria € um importante acontecimento na fisiopatologia da lesao de I/R. Na
maioria dos Orgaos, o periodo de isquemia, acompanhado pelo de reperfuséao,
associa-se com inflamacdo aguda e a liberacdo de citocinas pro-inflamatérias
(Nader et al,2004).

Nesse estudo, a reperfuséo foi realizada pelo periodo de 15 minutos, e a
analise dos dados enzimaticos demonstrou auséncia de diferenca entre os Al
empregados.Os niveis séricos da aminotransferases e LDH nos grupos
anestesiados com isoflurano ou sevoflurano foram semelhantes. Estes achados
demostraram que, embora houvesse elevacdo das enzimas no liquido de
preservacdo do grupo do isoflurano, a diferenca entre os animais anestesiados
com os dois agentes propostos desapareceu apos 15 min de reperfuséo. Isto pode
se dever a diluicdo desse, maior nivel das enzimas no sangue total do animal,
fazendo com que se deixasse de detectar a diferenca entre os grupos. A0 mesmo
tempo, o restabelecimento de um adequado funcionamento da atividade
enzimatica, pelo retorno do fluxo sangliineo e/ou pela elevacao da temperatura do
orgédo, poderia ser responsavel pela normalizacdo dos niveis observada.

Quando analisada a lipoperoxidacao em tecido hepatico, novamente ndo se
observou diferenca entre os dois grupos na fase de isquemia a quente. No
entanto, ao se estudar a geracdo de EO em medidas séricas, foram observadas
respostas diferentes, de acordo com o anestésico inalatério administrado.

A mensuracdo de lipoperoxidacdo (por TBARS) e geracdo de produtos de
NO em soro mostrou diferencas entre os animais anestesiados com isoflurano ou
sevoflurano. Aqueles anestesiados com o primeiro agente apresentaram maior

lipoperoxidagcdo e menores niveis de NO, em comparacdo com os do grupo que
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recebeu sevoflurano. Quanto a ativacao de mecanismos endégenos antioxidantes,
aferidos pelo nivel de catalase sérica, os dois grupos se mostraram semelhantes.

Assim, os dados sugerem que o0 emprego de isoflurano para anestesia
durante a reperfusdo, embora ndo tenha se refletido em dano hepético, leva a um
aumento de lipoperoxidagéo, ou seja, a uma maior producéo de radicais livres em
figado. Por outro lado, ha uma reducéo nos niveis de NO nesse mesmo grupo.

A razéo pela qual o sevoflurano protegeu mais o metabolismo sistemicamente do
que o isoflurano, isto é, reprimiu a formacao de radicais superéxidos apos a
reoxigenacgao € ainda discutido. O possivel mecanismo pelo qual o anestésico
tenha reduzido a formacao de radicais superoxidos pode ser pela ativacdo da
NADPH (nicotinamida-adenina-dinucleotideo-fosfato-oxidase), mediante
alteracfes na proteina C-cinase.( Kon, 1997)

A possivel explanagdo da protecdo dos anestésicos inalatérios e na
preservagdo dos niveis de ATP durante a isquemia, seria reduzindo a ades&o dos
polimorfonucleares, aumentando a producéo de 6xido nitrico e inibindo a producgéo
de radicais livres. Ishida et al utilizaram modelo de isquemia e reperfusdo a
guente, com sangue, em figados de porcos. A isquemia foi feita através da ligacao
da artéria hepética e da veia porta, seguida de reperfusdo por 240 minutos.
Concluiram, através da analise de AST, ALT, LDH, lactato e glutationa, que nao
houve diferenca entre os dois grupos de anestésicos escolhidos, isoflurano e
sevoflurano, sugerindo que a escolha, em cirurgias que necessitam uma
interrupcao temporaria de fluxo sangliineo hepatico, pode ndo fazer uma diferenca
significativa.

Por sua vez, Imai et al, em 1996, compararam isoflurano, sevoflurano e
halotano em modelo de isquemia em figados de ratos. Os autores realizaram a
hepatectomia e mantiveram os figados em um sistema de fluxo continuo a 37°C,
expostos aos anestésicos e oxigénio a 2L/min. Concluiram que houve diminui¢éo
no consumo de oxigénio com os trés farmacos. O isoflurano, ao contrario do
estudo em discussao, promoveu maior aumento nos niveis de LDH que os outros

agentes anestésicos.

59




Ha alguns pontos que merecem discussao adicional. A gera¢cao de produtos
do NO foi superior no grupo anestesiado com sevoflurano. A primeira leitura feita
foi a de que isto corrobora a impressao de que o isoflurano é melhor, mais
protetor, pois teria gerado menos NO. O NO é o produto final da enzima 6xido
nitrico sintetase (NOS), e apresenta uma série de efeitos fisiologicos em diferentes
tecidos. O Oxido nitrico € o maior responsavel na modulag&o do ténus vascular em
condi¢des normais e patoldgicas.O local da inibicdo da vasodilatacdo dependente
de 6xido nitrico, mantem-se controverso.(Roger, 1995).

No figado o NO esté intimamente relacionado ao conceito de hipertensao
portal. A hipertensédo portal resulta de uma equacdo em que os denominadores
sao a resisténcia hepatica e o fluxo através da veia porta. O NO tem a capacidade
de reduzir a resisténcia hepatica, acdo que decorre do relaxamento induzido por
ele nas células estreladas, que promove vasodilatacdo sinusoidal (Shah, 2004).
Dai porque vem a pergunta: ndo seria a geracao de produtos do NO um evento
benéfico, posto que levaria a vasodilatacdo do 6rgdo, e sua melhor perfusdo? De
fato, existe controvérsias quanto ao efeito do NO no transplante de figado. Ha
evidéncias de que possa ser um mediador de rejeicao, e um indicador da geracéo
de maior EO tecidual. Por outro lado, o NO parece ter a capacidade de manter a
perfusdo hepatica em condi¢des fisiolégicas em ratos, e pode ter um papel
protetor na lesdo de I/R (Ayoub & Ahmad, 2003).

6.4. LimitacGes do estudo

De acordo com o desenho deste estudo e os objetivos propostos, foram

identificadas algumas limitacdes do modelo, que merecem ser discutidas.

1) Nao foram realizadas medidas de catalase e de produtos do NO no Estudo 1.

Por certo, seriam medidas importantes para comparacdo com os demais achados.

2) Néo foi realizada a medida da presséo de perfusdo hepatica. Talvez isto tivesse

sido importante em decorréncia do fato de que a via aferente utilizada foi a aorta.

60




Ha sensores que podem ser utilizados com esta finalidade. No entanto, eles
apresentam sensibilidade apenas quando aplicados na parede do vaso, e ndo em

cateteres, como foi o caso.

3) A monitorizacdo da producdo de bile poderia ter trazido um dado adicional
sobre a funcéo do figado apo6s a reperfusdo. A producdo de bile apresenta forte
correlacdo com os niveis de ATP intracelular (Kamiike et al, 1985) e reflete o
estado da microcirculacdo hepética (Misra et al, 2003). De fato, foi notada a

producéo de bile no estudo em questéo, mas néo foi controlado o seu débito.

5) Os animais utilizados sdo de linhagem ndo isogénica, o que possibilita o
desencadeamento de rejeicdo por incompatibilidade doador-receptor. Os ratos
Wistar utilizados sé@o geneticamente semelhantes, o que minimiza o risco de
rejeicdo. O modelo com reperfusdo por periodo reduzido também colabora para
diminuir a possibilidade de existir a formagdo precoce de uma resposta

imunologica tao grave.

6) Talvez o tempo de perfusdao de 15 minutos tenha sido, por outro lado, o
principal limitante deste estudo. Neste curto periodo de reperfusdo poderiam ser
documentadas apenas alteragdes muito precoces do dano de I/R. A fase inicial
(nas primeiras 2 h de reperfusdo) € caracterizada principalmente pelo estresse
oxidativo. Ja na fase tardia (de 6 a 48 h apos a reperfusdo hepatica), ndo
contemplada neste estudo, ocorre uma reacdo inflamatoria mediada pelos
neutréfilos. Portanto, os dados séo restritos, contemplando somente o periodo
relacionado ao estresse oxidativo. E sugerido que o tempo curto de reperfuséo
seria suficiente para provocar lesao sinusoidal, mas ndo de hepatdécitos. Isto, no

entanto, talvez n&do seja verdadeiro.

7) Nao foi feito o controle estruturado da propria sindrome de reperfusdo, uma vez
que ndo foram controlados eletrolitos em gasometrias apos a reperfusdo.Este
costuma ser o momento de maior liberagdo de substancias vasoativas causadoras
de desequilibrio hemodindmico provindas do figado armazenado. Da mesma

forma, a pressdo arterial através da disseccdo de vasos € importante para
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acompanhar a reperfusdo. Isto porque, uma vez que quando o figado do Rato B é

perfundido e o figado do Rato A nado é clampeado,

8) Os efeitos hemodinamicos sistémicos ndo foram considerados. O isoflurano
diminui o débito cardiaco e altera a distribuicdo da circulagdo esplancnica. Estas
alteracGes podem ser minimizadas pela infusdo endovenosa de fluidos, transfuséo
sanguinea ou, ainda, a administracdo de agentes inotropicos. O controle
hemodinamico foi bastante rudimentar, baseado em dados clinicos, através da

infusdo de liquidos por via endovenosa.

9) Por fim, no Estudo 2 ndo houve um grupo controle. Talvez, a anestesia de um
terceiro grupo de animais com outros anestésicos que nao os inalatérios, como os

endovenosos, pudessem ter trazido mais consisténcia aos achados.
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7. Conclusdes

De acordo com os métodos utilizados neste estudo e os resultados obtidos

no mesmo, podem ser enunciadas as seguintes conclusdes:

1)

2)

3)

4)

5)

Nao houve diferengca significativa na lesdo hepética aferida por
parametros bioquimicos nos ratos anestesiados por uma hora com
isoflurano e sevoflurano em relagdo ao grupo controle.

Observou-se reducao na lipoperoxidacéo aferida por TBARS nos ratos
anestesiados em relacdo ao grupo controle.

N&o houve alteracbes anatomopatolégicas significativas nos figados
dos ratos submetidos a anestesia ou nos ratos controles.

Houve reducgédo significativa nos critérios bioquimicos de estimativa da
lesdo de isquemia a frio entre os ratos anestesiados com sevoflurano
em relacdo aqueles anestesiados com isoflurano.

N&o houve diferenca entre os grupos isoflurano e sevoflurano apés a

reperfusédo hepatica em relagdo aos parametros bioquimicos.

6) A andlise da lipoperoxidacdo apOs a reperfusdo hepatica demonstrou

reducdo significativa da atividade de TBARS no soro de ratos

anestesiados com sevoflurano.

7) A andlise da lipoperoxidacdo hepética apds a reperfusdo do figado nédo

8)

9)

demonstrou diferenca entre os dois anestésicos.

Houve aumento significativo na producdo de espeécies reativas de
nitrogénio pos-reperfusdo nos ratos anestesiados com sevoflurano.

Nado houve diferenca entre a atividade das enzimas antioxidantes

endogenas aferidas pela catalase , apés a reperfusdo nos dois grupos.

10) Nao houve diferencas na lesdo hepéatica aferida pelo anatomopatolégico

nos dois grupos.
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ANEXO 1. Fluxograma Estudo 1

Grupo 1 (N=9)
Isoflurano

J L

Anestesia com
isoflurano

30 Ratos Wistar

:

Grupo 2 (N=9)
Sevoflurano

.

Grupo 3 (N=90)
Controle

Anestesia com
sevoflurano

J L

Decapitacao

.

Puncéo cardiaca
Hepatectomia

-

Andlise:

AST/ALT/LDH em soro
TBARS (soro e tecido)
Anatomopatoldgico
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ANEXO 2. Fluxograma Estudo 2

GRUPO A
(isoflurano)

J L

Hepatectomia

J L

GRUPO C
(sevoflurano)

J L

Hepatectomia

Preservacéao
hepatica em solucéo
de UW (6 horas)

:

Coleta de aliquotas
no liquido de
preservacao 2,4 e 6
horas para dosagem
de AST, ALT e LDH

J L

Preservacéao
hepatica em solucao
de UW

(6 horas)

GRUPO B
modelo de reperfuséo
(isoflurano)

1Ll

:

GRUPO D,
modelo de reperfusao
(sevoflurano)

Modelo de
reperfuséo

Coleta de aliquotas
de tecido hepatico e
sanguineo apés a
reperfuséo

1L

Modelo de
reperfuséo

J L

TBARS no soro
TBARS no figado
Catalase
Produtos de NO
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ANEXO 3. Protocolo para anélise da biopsia de reperfusao

BIOPSIA DE REPERFUSAO- PROTOCOLO DE INTERPRETACAO

Caodigo do animal:

Necrose Hepatocelular [ 1sim [ Jndo
Localizagdo [ ]focal ([ ]salpicada[ ]apoptose)
[ Jconfluente
[ ]zonal
Extenséo [ ]1+ (raros focos < 50% l6bulos)
[ ]2+ (raros focos > 50% l6bulos)
[ 13+ (numerosos focos > 50% Iébulos)
Neutrofilia sinusoidal [ 10 ausente [ ] 1+ leve [ ]2+ moderado [ ] 3+ grave
Balonamento hepatocitario [ ] 0 ausente [ ] 1+ leve [ ] 2+ moderado [ ]3+ grave
Colestase [ 10-ausente [ ] 1+ leve [ ]2+ moderado [ ] 3+ grave
Proliferacdo colangiolar [ ] 0- ausente [ ] 1+ leve [ ] 2+ moderado [ ] 3+ grave
Hiperplasia céls. Kupffer [ ]0- ausente [ ] 1+ leve [ ] 2+ moderado [ ] 3+ grave
Esteatose [ ] macrovesicular [ ] microvesicular
[ ]0-ausente [ ] 1+ (<33% hep.) [ ]2+ (33-66% hep) [ ] 3+ (>66% hep)
Fibrose portal [ ] sim [ ] ndo Rejeicdo [ ]sim [ ] néo
DANO DE PRESERVACAO

[ ]0-ausente [ ] 1-leve [ ] 2-moderado/grave
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