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RESUMO

Frutose-1,6-bisfosfato (FBP) € um intermediario energético da rota glicolitica
que vem sendo estudado como protetor celular em diversas situa¢des patoldgicas,
como choque séptico, e em modelos experimentais de isquemia/reperfusdo em
diferentes o6rgaos. Este estudo comparou solucdo de FBP com a solugdo da
Universidade de Wisconsin (UW) durante a isquemia a frio e apos a reperfusao.

Ratos adultos Wistar machos foram divididos em dois grupos experimentais
de acordo com as diferentes solu¢des de preservacédo: Grupo 1 (UW) e Grupo 2
(solugcdo de FBP). Foram realizadas dosagens de AST, ALT e LDH no liquido de
preservagao em 2, 4 e 6 h de isquemia a frio. Apés 6 h, o figado preservado foi
perfundido por 15 min através de um modelo experimental de reperfusdo hepatica.
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 e avaliagcédo
espectrofotométrica das mitocondrias.

As dosagens de AST e LDH no liquido de preservagédo em 2, 4 e 6 h foram
significativamente maiores no Grupo 1. Entretanto, apds a reperfusao os niveis de
AST, ALT e LDH no soro e a atividade da catalase no tecido hepatico foram maiores
no Grupo 2. Em contrapartida, as medidas de TBARS e derivados do NO foram
semelhantes entre os grupos. Adicionalmente, a avaliagdo espectrofotométrica das
mitocbndrias do tecido hepatico demonstrou maior alteracdo na vibracdo das
proteinas da membrana mitocondrial no grupo da FBP. Na analise histolégica nao
houve sinais de dano de preservagdo em nenhuma das laminas estudadas.
Entretanto, em todos os figados do Grupo 2 houve congestédo sinusoidal importante,
0 que nao se repetiu em qualquer animal do Grupo 1.

Dessa forma, a FBP apresenta um efeito protetor durante a preservacao a frio

de figados de ratos, mas n&o previne o dano apos a reperfusao.
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ABSTRACT

Background/Aims: Fructose- 1,6- bisphosphate (FBP) has been shown to exert
therapeutic effects on sepsis and in models of ischemia-reperfusion on organs other
than the liver. This study compared FBP and UW solution during cold storage and
reperfusion.

Methods: Adult male Wistar rats were randomly assigned accordingly to different
preservation solutions: UW or FBP. Measurements of AST, ALT and LDH were
performed on samples of the cold storage solution at 2, 4 and 6 hours of
preservation, and a novel isolated rat liver perfusion model was applied, and blood
samples were taken for measurements of AST, ALT, LDH and thiobarbituric acid
reactive substances (TBARS). Liver fragments were processed for histological
examination and for determination of TBARS, catalase and nitric oxide derivatives
(NO).

Results: At 2, 4 and 6 hours of preservation, AST and LDH was lower in the FBP
group, but after reperfusion, serum levels of AST, ALT and LDH were higher in this
group, and so was catalase activity. TBARS and NO measurements were
comparable between in both groups. No signs of preservation injury were observed
in any liver biopsy specimens, but sinusoidal congestion was universally present in
livers preserved with the FBP solution.

Conclusions: FBP solution showed a protective effect for the preservation of rat livers

during cold storage, but failed to prevent organ injury after reperfusion.




1. INTRODUCAO

Nos dias de hoje, o transplante hepatico (TxH) € o tratamento de escolha
para uma seérie de doengas crbnicas e agudas graves do figado (Wiesner, 1996;
Busuttil et al, 2005, Julapalli et al, 2005; McCormick & Sultan, 2005; Morika et al,
2005; Otte et al, 2005). Os seus bons resultados permitiram que o mesmo fosse
ofertado mais precocemente no curso da doencga hepatica avancada e ndo mais
como um ato terapéutico final realizado em condi¢des desesperadoras.

E notavel que nos Ultimos anos, em todo o mundo, a despeito do crescente
numero de TxH realizados, tenha havido um acréscimo na mortalidade em lista
(UNOS, 2005; ABTO 2005). Este fato é conseqiéncia da maior demanda por
transplante, sem que haja 6rgdos disponiveis para todos (Norman, 1997; Bosch,
1999; Jiménez-Romero et al, 1999; Melendez & Heaton, 1999; McMaster & Vadeyar,
2000; Busuttil et al, 2005; McCormick & Sultan, 2005; Renz et al, 2005; Steinbrook,
2005). Mesmo na Espanha, pais onde o modelo de captacéo € considerado o mais
eficiente do mundo, o tempo de espera em lista tem aumentado consideravelmente
(AEEH, 2005; ONT, 2005). No Brasil isto ndo é diferente. Segundo dados da
Associacdo Brasileira de Transplantes de Orgdos (ABTO), foram realizados, no ano
de 2004, 928 TxH, enquanto o numero de pacientes listados é trés vezes maior
(ABTO, 2005).

A consequéncia natural da pouca oferta é a aceitagdo de 6rgaos provindos
dos chamados doadores marginais, individuos com condigbes hemodinédmicas
limitrofes, idade avangada ou presencga de infiltragdo gordurosa significativa, entre
outros. E de conhecimento geral que quanto pior o doador, pior o enxerto, elevando-
se as chances do mesmo ser danificado durante os procedimentos de retirada e
implante (De Carlis et al, 1996). No entanto, face a demanda crescente e a oferta
limitada, o uso de figados provenientes de doadores marginais parece justificado
(Rosen et al, 1998; Mueller et al, 1999; Renz et al, 2005). Esta conduta expande as
fronteiras dos doadores aceitos e tende a aumentar o numero de transplantes
efetivamente realizados, mas potencialmente expde os receptores a riscos ainda
nao conhecidos ou adequadamente documentados por estudos clinicos (Mirza et al,
1994; De Carlis et al, 1996; Jiménez-Romero et al, 1999; Melendez & Heaton, 1999;
Renz et al, 2005).

E evidente que se faz necessario o aprimoramento na técnica de preservagao
com o intuito de reduzir ao maximo o dano de isquemia/reperfuséo (I/R). A

afirmativa é recente: “a evolugdo do TxH depende, hoje, mais propriamente dos




progressos nos métodos de preservacédo de 6rgaos do que das técnicas de cirurgia
e imunossupressao” (Hirokawa et al, 2002). Em outras palavras, evoluiu-se o
bastante nos aspectos cirurgicos e anestésicos, bem como na imunossupressao. Se
ha espago para melhorar os resultados do TxH, parece que este se encontra nas

técnicas de preservacao de orgaos.

1.1. A lesao de isquemia/reperfuséao

Obrigatoriamente a realizagdo de um TxH envolve o surgimento, em maior
ou menor intensidade, de isquemia tecidual. A redugdo da oxigenacao pode atingir
o enxerto em diferentes fases do processo de troca do 6rgao doente pelo sadio
(Carrasco et al, 1996; Shackleton, 1998). Denomina-se de dano de preservagao ou
dano de isquemia/reperfusao (I/R) os fendmenos nocivos decorrentes desse
processo, sendo que a intensidade desta lesdo é dependente das condigdes pré-
morbidas do doador, da isquemia a quente do érgéo, da adequagao da preservagao
do enxerto, da sua revascularizacdo e ainda do ambiente pessoal do receptor
(Gaffey et al, 1997; Strasberg, 1997; Rosen et al, 1999). Acredita-se que todos os
enxertos sejam danificados durante o transplante (Gaffey et al, 1997; Wang et al,
1998; Cohen et al, 2000), sendo que a lesdo das células hepaticas € detectada
principalmente apos a reperfusdo quando o suprimento de sangue e oxigénio &
restaurado (Selzner et al, 2003).

Quando ha isquemia, por definicdo, ha auséncia de fluxo sanguineo,
caracterizando hipdxia tecidual. A hipdéxia determina a diminuicdo do aporte de
oxigénio a célula, com reducdo dos fosfatos ricos em energia, reducao da atividade
da bomba Na’/K*atpase e alteragéo na troca de agua e ions. Isto promove acumulo
intracelular de ions e conseqtiente influxo de agua, com edema celular, glicélise em
anaerobiose e queda do pH, culminando em dano isquémico (Strasberg, 1997;
Belzer & Southard, 1988; Massberg & Messmer, 1998).

Na década de 1980, foi demonstrado que a isquemia a frio € capaz de
promover dano especifico as células endoteliais sinusoidais (CES) (Otto et al, 1984;
Caldwell-Kenkel et al, 1988; McKeown et al, 1988). Este achado foi confirmado por
diversos estudos posteriores (Momii & Koga, 1990; Gao et al, 1998; Natori et al,
1999; Sindram et al, 1999). As CES danificadas tornam-se arredondadas devido a
alteracdes na matriz extracelular e no citoesqueleto, deslocando-se para dentro do
[umen sinusoidal (McKeown et al, 1988; Caldwell-Kenkel et al, 1988; Holloway et al,




1990). O grau de lesdo das CES tem sido correlacionado com a duragdo de
isquemia a frio por outros autores (Caldwell-Kenkel et al, 1988; Holloway et al,
1990; Clavien et al, 1991). Apesar destas alteragdes estruturais, a maioria das CES
permanece vivas durante o periodo de isquemia a frio. Elas morreriam rapidamente,
no entanto, apés a reperfusado (Imamura et al, 1997; Miyagawa et al, 2002).

A determinacdo da atividade das enzimas hepaticas no liquido de
preservacao pode evidenciar a lesao 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 liberagdo das enzimas aspartato aminotransferase
(AST), alanina aminotransferase (ALT) e lactato desidrogenase (LDH) na solugao
de preservacao pode ser considerada um importante indice para avaliar a qualidade
da preservagao do 6rgao (Jamieson et al, 1988), sendo um marcador dos danos

pré-existentes ou adquiridos durante o periodo de isquemia (Lange et al,1996a).

O dano de aquecimento ocorre no periodo entre a retirada do 6rgédo do gelo
e sua efetiva implantagao no receptor, intervalo este que varia habitualmente entre
30 e 60 minutos. Ao contrario da isquemia a frio, a isquemia a quente é pouco
tolerada, acarretando morte dos hepatdcitos de forma mais rapida (Gujral et al,
2001; Kohli et al, 1999). E provavel que o dano aos hepatdcitos seja precedido pela
morte macica das CES (Kohli et al, 1999). O papel dos macrofagos residentes no
tecido hepatico - as células de Kupffer -, das plaquetas e leucécitos permanece em

investigacado na isquemia hepatica a quente (Yadav et al, 1999).

Apos 40 minutos de isquemia a quente, o interior do figado alcanga
temperatura de 20°C. Uma temperatura acima de 22°C parece afetar
negativamente o enxerto (Hayashi et al, 1998). Periodos longos de isquemia a
quente, especialmente acima de 90 (Cisneros et al, 1991) ou 120 minutos
(Strasberg, 1997), correlacionam-se diretamente com a nao-fungdo primaria do
enxerto. Hertl et al (1996) sugerem que o resfriamento da superficie do figado deve
ser mantido durante e apdés a retirada do 6rgdo do doador, bem como na
implantagdo do mesmo, visando reduzir o dano sobre o tecido hepatico.

A lesdo do enxerto imaginariamente cessaria no momento em que o0 6rgao
fosse reperfundido pelo sangue portal, mas este cenario € apenas tedrico. A
reintroducédo do fluxo, ou reperfusdo (As et al, 1999), representa ainda outro

momento de potencial dano, por vezes mais notavel que as fases prévias (Isozaki et




al, 1992; Ishida et al, 1997; Baron et al, 2000), sendo sua extensdo dependente do

grau de comprometimento do enxerto nas fases anteriores (Strasberg, 1997).

Durante a fase de isquemia o metabolismo celular anaerdbico promove
degradacgédo da adenosina para hipoxantina e conversdo da xantina-desidrogenase
para xantina-oxidase. Com o restabelecimento do fluxo sanguineo, o oxigénio reage
com a hipoxantina e catalisado pela xantina-oxidase produz oxirradicais que

interagem de forma destrutiva com as membranas celulares (Shackleton, 1998).

O complexo isquemia/reperfusdo, por conseguinte, resulta tanto da isquemia
quanto da reintrodugdo do fluxo sanguineo, no denominado “paradoxo do oxigénio”
(Minor et al, 1995; Post et al, 1995; Arora & Gores, 1996). As lesdes decorrentes do
dano de preservagao costumam influenciar na funcdo do enxerto no periodo poés-
transplante imediato e podem ser aferidas pela magnitude da elevagcédo das enzimas
hepaticas, especialmente a AST. Rosen et al, 1998, estudando 210 individuos
submetidos a TxH, demonstraram que os pacientes com AST acima de 5000 UI/L
nas primeiras 72 horas pés-transplante tém significativamente menor sobrevida em
1 ano que os restantes. Alvares-da-Silva (2000) em sua tese de doutorado,
analisando a influéncia do dano de preservagao na evolugcdo pds-operatéria na
primeira semana, encontrou resultados semelhantes. Igualmente, a sobrevida em 1
ano foi significativamente menor no grupo de pacientes com dano de preservagao

acentuado.
1.2. O estresse oxidativo

O fendmeno da toxicidade do oxigénio € conhecido desde o final do século
XIX. No entanto, a presenga de radicais livres (RL) em materiais bioldgicos foi
identificada ha apenas 50 anos (Bell6-Klein, 2002).

Os RL podem ser definidos como espécies quimicas capazes de existirem
independentemente e que apresentem um ou mais elétrons desemparelhados. As
espécies reativas do nitrogénio (ERN) incluem o 6xido nitrico (NO) e o peroxinitrito
(ONOOQO"), enquanto as espécies reativas do oxigénio (ERO) mais conhecidas e
estudadas incluem o anion superéxido (O2), o radical hidroxil (OH") e o perdxido de
hidrogénio (H»0;) (Halliwell & Gutteridge, 1989). Os RL sao altamente reativos,
apresentando grande instabilidade e meia-vida curta. Este € o motivo pelo qual os
RL nédo se deslocam para longe de seu sitio de formacéo, interagindo com qualquer
biomolécula adjacente a fim de se estabilizarem (Southorn & Powis, 1988).




Os mecanismos pelos quais as células sao atacadas pelas ERO sao muito
complexos e ainda nao perfeitamente claros. A vida em aerobiose se caracteriza
pela continua producao de ERO que é contrabalancada pelo consumo de defesas
antioxidantes ndo enzimaticas e pela atividade das enzimas antioxidantes. Assim,
em condicdes fisiologicas, o balango entre agentes pro-oxidantes e as defesas
antioxidantes se mantém equilibrado. Quando esse balango € rompido em favor dos
agentes oxidantes, diz-se que a célula ou organismo se encontra sob “estresse

oxidativo” (EO), com potenciais danos (Bell6-Klein, 2002; Busquets et al, 2002).

McCord em 1985 lancou a teoria de que os RL seriam os promotores do
dano de reperfusado. A isquemia ativa as células de Kupffer. Estas, por sua vez, sdo
a principal fonte de ERO durante o periodo de reperfusdo (Rymsa et al, 1991;
Jaeschke, 1998), sendo as mitocondrias as principais geradoras intracelulares de
ERO (Boveris & Chance, 1973; Teoh & Farrell, 2003).

O EO, com a formagédo de RL, gerado na reperfusdo durante o TxH, vem
sendo implicado em um aumento significativo de lesdo do érgao (Minor et al, 1995;
Busquets et al, 2002). Consequentemente, a quantificagdo do EO torna-se
importante para inferir o grau de disfungdo hepatica no periodo pds-operatorio.
Entretanto, isto s6 pode ser realizado indiretamente, uma vez que os RL sao
altamente reativos e isto impede a sua estimativa direta (Burke et al, 2002). Varias
manifestacdes deste processo podem ser utilizadas na estimativa do grau de EO,
como a oxidagao de lipidios (lipoperoxidagdo), a dosagem dos produtos do ON
(nitrito - NO3™ - e nitrato — NO3™ -), a quantificacdo de substancias antioxidantes e
também a alteracdo morfolégica das mitocondrias (Bell6-Klein, 2002).

A geracao mitocondrial de ERO aumenta significativamente durante a
reperfusdo, pois os elétrons liberados pela cadeia respiratoria podem ser doados
diretamente ao oxigénio provindo do fluxo sangulineo restaurado. Isto acarreta dano
molecular, incluindo peroxidagao lipidica, e leva a alteragbes morfolégicas e
funcionais das biomembranas e consequente desequilibrio na fisiologia das células
e suas organelas. Dentro deste contexto, as estruturas mitocondriais também estao
expostas ao ataque pelas ERO, com dano estrutural e funcional, e eventual
disfuncado de importantes processos celulares, incluindo aqueles responsaveis pela
sintese de trifosfato de adenosina (ATP) (Kobayashi et al, 1991; Hirata et al, 1996;
Lenaz, 1998; Caraceni et al, 1995). Devido ao importante papel desta organela no




EO, tem surgido interesse crescente em se desenvolver técnicas que permitam a

avaliacao da forma e fungao mitocondrial (Ricchelli et al, 2001; Ricchelli et al, 2003)

A lipoperoxidacdo tem sido frequentemente estudada como um dos
principais mecanismos de lesdo celular provocada por ERO, sendo definida como
uma oxidacao de lipidios poliinsaturados (Buege & Aust, 1978). Esse mecanismo
caracteriza-se por ser uma reagdo em cadeia que da origem a varios produtos de
degradacéao, entre eles o malondialdeido (MDA), produto habitualmente utilizado
como indicador de peroxidacgao lipidica (Rhoden et al, 1996; Lefevre et al, 1998). O
MDA pode ser medido através da dosagem das substancias reativas ao acido
tiobarbiturico (TBARS) (Halliwell & Gutteridge, 1989).

O NO é uma ERN que é produzida a partir da L-arginina, através de uma
reacao catalisada pela enzima éxido nitrico sintetase (NOS). Posteriormente, ele se
decompde em NO; (40%) e NOgj’, substédncias que podem ser deletérias por
promoverem a oxidag&o e nitrosaminagdo de macromoléculas biolégicas, causando
danos no acido desoxirribonucleico (DNA), inducédo da lipoperoxidacao lipidica, e

inativagao de enzimas ou proteinas estruturais (Sastry et al, 2002).

Durante a isquemia hepatica ocorre redugdo nos niveis intracelulares de
fosfato-dinucleotideo-adenina-nicotinamida (NADPH) e oxigénio, substratos
necessarios para a atividade da NOS, com consequente declinio do NO. Com a
reperfusao, ha ativagao da NOS endotelial (eNOS) pelo influxo excessivo de calcio
nas CES, com grande producdo de NO (Serracino-Inglott et al, 2001). Entretanto,
esse fenbmeno é efémero, pois o dano isquémico provoca piora na funcdo das
CES. Os mecanismos de acdo do NO n&o sdo completamente compreendidos. E
interessante notar que em um modelo experimental de isquemia/reperfusdao em que
foi realizada a perfusao de hepatécitos isolados, o NO administrado por via exdgena
foi capaz de atenuar o dano celular em baixas doses, mas em altas concentracdes

foi lesivo as células (Farghali et al, 1997).

Os antioxidantes compreendem substancias que retardam ou inibem a acgao
das ERO e podem ser divididos em dois principais grupos: enzimaticos (superéxido
dismutase, catalase e glutationa peroxidase), e ndo enzimaticos (a-tocoferol, acido

ascorbico e acido urico) (Bilzer et al, 1999; Llesuy, 2002).




O figado € um 6rgao privilegiado quanto a defesas antioxidantes, mas a
maioria destes antioxidantes localizam-se nas células do parénquima. Isto torna as

células de Kupffer e as CES mais suscetiveis ao EO (Inoue, 1994).
1.3. As solucbes de preservacgéao

A preservacao de um 6rgao € a chave inicial para o sucesso do transplante.
Ao preservar um 06rgao, objetiva-se manter sua viabilidade pelo maior tempo
possivel e assegurar o seu funcionamento imediato apds o transplante (Belzer &
Southard, 1988; Gaffey et al, 1997). A conservagdo em gelo é a técnica
rotineiramente empregada para a preservacéao (Belzer & Southard, 1988; Strasberg,
1997), através da combinagdo do resfriamento da superficie do érgédo e da sua
perfusdao com solugao de preservacao gelada (Hertl et al, 1996). Para cada 10°C de
reducdo 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 seguranga por até 8 horas,
enquanto, em temperatura ambiente, o 6rgdo tolera apenas 1 hora (Jaeschke,
1996). Entretanto, a hipotermia também desencadeia efeitos negativos, que incluem
o edema celular, pela inibicdo da bomba Na'/K*atpase; a acidose intracelular por
metabolismo anaerdbio, com acumulo de lactato e dano celular; disturbios na
homeostase do calcio citosolico; e, por fim, a geragcdo de ERO (Selzner et al, 2003).

Desta forma, os aspectos importantes para uma solugdo de preservagao
bem sucedida incluem a baixa temperatura, a prevencédo da acidose intracelular, a
neutralizacdo dos efeitos toxicos da hipotermia, a sua capacidade de protecio
contra as lesdes provocadas pelos ERO, e, ainda, a manutengdo do metabolismo
energético da célula (Belzer & Southard, 1988; Lazzarino et al, 1992; Shibuya et al,
1997).

1.3.1. A solucédo da Universidade de Wisconsin

A solugdo de preservagao da Universidade de Wisconsin (UW) é a mais
utilizada pelos grupos de TxH ha mais de 10 anos, tendo substituido o uso da
solugédo Euro-Collins, até entdo a mais empregada (Upadhya & Strasberg, 2000). A
sua sintese e introducdo no mercado no final dos anos 80 & considerado um dos
marcos da histéria do procedimento (Vera et al, 1993; Kahn, 1996; Cohen et al,

2000), uma vez que veio possibilitar uma isquemia a frio mais longa com menor




lesdo tecidual. Outras solugbes tém sido sugeridas, como a histidina-triptofano
cetoglutarato (HTK), Celsior, a solugdo da Universidade de Medicina da China
(CMU-1), mas ainda ndo demonstraram sua vantagem em relacdo a UW
(Berlakovich et al, 2000; Janssen et al, 2004; Cheng et al, 2005). O desenho da
UW visa reduzir os efeitos negativos da hipotermia, combater o edema celular
intersticial e a acidose, fornecendo antioxidantes e inibindo ERO, bem como prover
substratos para a replecédo de ATP apds a reperfusdo (Belzer & Southard, 1988).
Apesar deste desenho tedrico, a solugéo protege principalmente o enxerto contra os
danos decorrentes da fase isquémica, sendo menos protetora na reoxigenagéo
(Kahn, 1996). A sua principal agao — e o que lhe faz superior em relagdo a outras
solugdes - parece ser a capacidade de protecédo endotelial (Clavien, 1998). De fato,
as CES séo o alvo inicial do dano de preservagao (Natori et al, 1999). Na Tabela 1,

esta detalhado o papel dos principais componentes da solugao.

Tabela 1. Os componentes da UW e seu papel na protecao contra o I/R.

Componente

Atividade

Lactobionato

Impermeabilizante (impede o edema celular)

Quelante de célcio (diminui o calcio no citosol)

Quelante de ferro (diminui o ferro no citosol)

Rafinose

Impermeabilizante (impede o edema celular)

Hidroxietilamido

Coldide (impede o edema celular)

Adenosina Precursor da sintese de adenina-nucleotideos

Glutationa Remocgéo de RL

Alopurinol Inibicdo da xantina-oxidase (reduz a producéo de anions superoxidos)
Magnésio Cofator enzimatico (transducéo de energia)

Sadio e potassio

Agentes osméticos

Dexametasona

Estabilizador de membrana

Fosfato

Efeito tampao

Modificada de Southard & Belzer, 1996




Uma grande desvantagem da UW é o seu preco. O frasco com 1000 mL
custa em torno de US$ 350,00 (trezentos e cinqlienta délares), sendo que em um

TxH utilizam-se em média 5 litros da solucgao.

1.3.2. A frutose -1,6- bisfosfato

A frutose -1,6- bisfosfato (FBP) € um intermediario na rota glicolitica (Kirtley &
McKay, 1977), produzido endogenamente (Figura 1). A FBP é uma substancia de
baixa toxicidade que vem sendo estudada ha algumas décadas como protetor
celular em diversas situagdes patoldgicas (Markov et al,1981a; Heckler et al, 1983;
Didlake et al, 1985; Markov et al, 1987; Nunes et al, 2002). Ha estudos em relacéo a
sua capacidade de reduzir a proliferacdo de células T em modelo animal de
transplante cardiaco (Markov et al,1981b; Markov et al, 2002), no tratamento da
sepse em ratos (Nunes et al, 2003) e na preservagcdo de rins para transplante
(Wachter, 1998). Ademais, a FBP foi utilizada com sucesso em outros modelos
animais de isquemia/ reperfusao incluindo cérebro (Farias et al, 1990), coracao
(Lazzarino et al, 1991; Lazzarino et al, 1992), pulmao (Chu et al, 2002), intestino
(Sun et al, 1990) e rim (Gregory et al, 1989; Eddy et al, 1981; Wachter, 1998).

A experiéncia na utilizagdo da FBP em TxH é muito limitada. Moresco et al
(2004b) estudaram figados de ratos submetidos a um periodo de 24 horas de
isquemia a frio e compararam o uso de trés solug¢des (FBP, UW e UW acrescida de
FBP), concluindo que a preservagao hepatica com FBP foi similar a obtida com UW.
Além disso, o EO, aferido pelas TBARS, foi menor nos figados preservados com
FBP.

Em outro estudo, lasi et al, 2003, comparou trés solugcdes de preservagao no
TxH em porcos (a solugdo SC-SP- com FBP em sua composigéo- , Euro-Collins e
UW “simplificada”) no que se refere ao EO. A solug¢do SC-SP se associou a um
menor EO no periodo imediato pos-transplante, refletido por menores niveis de MDA
no tecido hepatico.
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Glicose

Glicose-6-fosfatase | | hexoquinase

| Glicose-6-fosfato |

I

| Frutose-6-fosfato |
Fosfofrutocinase
Frutose-bisfosfatase |

FRUTOSE-1,6-BISFOSFATO

11

Fosfoenolpiruvato

Piruvato-cinase

Piruvato-carboxilase

Piruvato

Figura 1: Rota glicolitica. O metabolismo da glicose inicia com a fosforilagéo de glicose
em glicose-6-fosfato (G6P), que é catalizada pela hexoquinase. Na etapa seguinte, a G6P é
isomerizada em frutose-6-fosfato, que é fosforilada a FBP. Posteriormente a FBP é convertida em
fosfoenolpiruvato, que sofre agdo da piruvato-cinase e transfere um fosfato para o ADP,
transformando-se em piruvato. Ha& consumo de ATP em todas etapas da rota glicolitica. (Kirtley &
McKay, 1977).




2. JUSTIFICATIVA

O TxH é um procedimento de alto custo. A preservacgao, indispensavel
para o sucesso do procedimento, colabora para isto em funcéo do prego da UW.

A busca por um liquido de preservacao, que seja ao mesmo tempo tao
eficaz quanto a UW, e mais barato, € um foco atraente e interessante para
pesquisa.

A FBP, uma substéncia relativamente barata, tem demonstrado sua
eficacia em modelos de sepse e isquemia, com atividade antiinflamatoéria e
imunomoduladora. Foi estudada, com sucesso, na preservacao a frio de figados
de ratos, mas nao na sua reperfusao apos periodo de isquemia a frio, que é a
maneira que melhor simula o transplante hepatico. Como na preservagao
hepatica, a reperfusdo € responsavel por alteracbes mais significativas em
comparagao a isquemia, avaliar a aplicagdo da FBP neste contexto parece ser

relevante.
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3. OBJETIVOS
3.1. Objetivo geral:

Comparar o efeito da solugcdo de FBP com UW apds isquemia a frio e
reperfusdo, em relagdo ao dano de isquemia/reperfusdo em figados de ratos.

3.2. Objetivos especificos:

a) Comparar a solugao de FBP com UW apds a isquemia a frio através de

variaveis bioquimicas.

b) Comparar a solugdo de FBP com UW apéds a reperfusdo através de
variaveis bioquimicas e da estimativa do EO, através da mensurag¢ao das
TBARS, dos produtos do NO e da atividade da catalase.

c) Comparar a solugéo de FBP com UW em relagdo ao dano mitocondrial

apos a reperfusao;

d) Comparar a solugdo de FBP com UW apds a reperfusao através da
avaliagdo anatomopatologica.

12
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1. Desenho do estudo e animais de experimentacao

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

4.2. Procedimentos

A perfusdo e a preservagdo dos figados foram realizadas com duas
diferentes solu¢cdes de preservagao, a saber: a) Grupo1: UW (Viaspan® Bristol-
Myers-Squibb, 1000 mL), com osmolaridade de 320 mOsm/L; e b) Grupo 2: solugéo
de FBP, composta de 10 mmol/L de FBP dissolvida em NaCl 0,9%, com
osmolaridade de 330 mOsm/L.

O procedimento experimental foi dividido em seis etapas, conforme descrito a

seguir (ver Anexo 1):

4.2.1. Primeira etapa (hepatectomia):

Os seguintes procedimentos foram realizados, quando necessario, com 0 uso
de microscopio cirurgico D.F. Vasconcelos (modelo MC.M903), sendo selecionado o
aumento de 10 vezes.

a) Inducdo anestésica do primeiro animal (Rato A) com isoflurano a 1,5%
(Isoflurano®, Laboratério Abbott) por via inalatéria, em campanula de plastico
transparente. Quando o animal tornava-se imével e com perda de reflexo de
endireitamento, era colocado em decubito ventral e imobilizado na mesa cirurgica. A
manutencdo da anestesia durante todo o procedimento foi realizada pela
administragao do anestésico através de vaporizador calibrado;

b) Assepsia do abdémen com solugéo de povidine e posterior tricotomia;

c) Laparotomia via incis&do longitudinal com l&mina de bisturi n® 15;
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d) Disseccao da veia porta, com ligadura de suas tributarias, e canulagao com
cateter de n° 4 (Embramed®);

e) Disseccgao da artéria hepatica e reparo da mesma com fio seda 3.0;

f) Administracdo através da veia cava inferior de 250 unidades de heparina
(Liguemine®, Roche);

g) Canulagdo da aorta infra-renal com cateter n°® 6 (Embramed®), com
ligadura distal;

h) Clampeamento da aorta supra-celiaca;

i) Infusdo através da veia porta e da aorta de 125 mL da solugédo de
preservacgao a 4°C, com pressao de 60 cmH20;

j) Sangria do animal através da secg¢ao da veia cava superior;

I) Resfriamento da cavidade peritoneal com solugéo gelada de NaCl 0,9%;

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

n) Canulagao e sutura da veia cava superior junto a emergéncia das veias

supra-hepaticas com cateter n° 6 em mesa gelada.

4.2.2 Segunda etapa (preservacao a frio do figado):

Foi realizada a preservagcdo do figado obtido através dos procedimentos
descritos acima. O 6rgao foi acondicionado em recipiente plastico com 80 mL de
uma das duas solugdes descritas, a 4° C, por 6 horas. Foram retiradas aliquotas em
2, 4 e 6 horas para a determinagcdo de AST, ALT e LDH (kit Liquiform® - ensaio
cinético).

4.2.3 Terceira etapa (preparo do rato “receptor”):

Foi feito o preparo de um segundo rato — denominado Rato B-, utilizado para
a reperfusdo do figado preservado. Os seguintes procedimentos, quando
necessario, foram feitos com auxilio de microscépio cirurgico:

a) Anestesia do Rato B com isoflurano pela mesma técnica descrita no item

4.21a;

b) Assepsia do abdémen com solugéo de povidine e posterior tricotomia;

c) Laparotomia via incisdo longitudinal com lamina de bisturi n°® 15;

d) Dissecgéao da veia cava inferior e seu clampeamento abaixo da emergéncia

das veias renais;

e) Dissecgao da aorta e seu clampeamento acima da bifurcagao das iliacas;
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f) Infusdo de 250 unidades de heparina (Liguemine®, Roche) na veia cava
inferior;
g) Manutengdo da anestesia, com monitorizagdo dos parametros

hemodinamicos e respiratorios do animal.

4.2.4. Quarta etapa (reperfusdo do 6rgao preservado):
Nesta fase foi feita a reperfusao do figado preservado, através dos seguintes
procedimentos:
a) Retirada do figado da solugdo de preservacdo, e infusdo de 5mL de
solucao fisioldgica em temperatura ambiente através do cateter da veia porta;
b) Canulagado da veia cava inferior do Rato B com o cateter introduzido na
veia cava superior do figado preservado - Rato A- para retorno venoso (via
eferente da reperfusdo);
c) Canulacgdo da aorta do Rato B com o cateter introduzido na veia porta do
figado preservado (via aferente da reperfuséo);
d) O figado preservado foi colocado a uma altura de 10 cm em relagao ao
Rato B;
e) Liberacdo da perfusdo de sangue arterial através do cateter inserido na
aorta, iniciando-se a reperfusédo do 6rgao;
f) Manutencdo da reperfusdo extracorpérea do figado do Rato A, com o

sangue do Rato B, por um periodo de 15 minutos (Figura 2).

4.2.5. Quinta etapa (avaliagdo do I/R e EO)

Foi coletada amostra sanguinea do efluente venoso ao final dos 15 minutos
de reperfusao para determinacdo de AST, ALT, LDH e TBARS. As dosagens de
AST, ALT e LDH foram realizadas pelos mesmos métodos descritos no item 4.2.2.
Para a medida das TBARS, o soro foi aquecido com acido tiobarbiturico (TBA)
0,67% e acido tricloacético (TCA) 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, 1989.

Adicionalmente, foi seccionado fragmento do figado reperfundido para
dosagem das TBARS, catalase, metabdlitos do NO e analise mitocondrial.

A quantificagdo das TBARS no fragmento hepatico foi realizada com a

mesma técnica descrita para a dosagem no soro. A atividade da catalase foi
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determinada através da reagdo 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.

Figura 2: Reperfusao hepatica
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Os produtos do NO foram determinados através do método de Griess (Hevel
& Marletta, 1994). Foram acrescentados 20uL de TCA 25% a 500uL de
homogeneizado hepatico com posterior centrifugacdo e neutralizagdo com
bicarbonato de potassio a 2M. A seguir, 10,5uL de nitrato redutase (6 unidades/mL)
e 10,5uL de NADPH 1,1mM foram adicionados a 210uL do homogeneizado. Apds
30 min de incubacdo em sala escura sob temperatura ambiente, foram incluidos
10,5uL de L-glutédmico desidrogenase, acido 2-cetoglutarico 1M e cloreto de aménio
2,5M, seguido de mais 10 minutos de incubacg&o. Adicionou-se, entéo, o reagente de
Griess (262,5uL) com posterior incubagdo de 15 minutos. A leitura em

espectrofotdmetro foi realizada a 550nm.

As mitocébndrias foram isoladas do tecido hepatico e apds analisadas por
espectrofotbmetro no comprimento de onda de 540nm, utilizando lampada de
tungsténio e um tempo de corrida de 600 s. Tal técnica foi desenvolvida durante a
realizacdo deste estudo. Em uma fase inicial do estudo, para comparagao dos
resultados obtidos com a reperfusdo, foram isoladas e submetidas a posterior
analise, as mitocéndrias dos figados de 5 ratos controles, mortos por decapitagao.
Os graficos resultantes da leitura espectrofotométrica foram utilizados como o
padrdao normal, sendo comparados com a representagao grafica dos grupos 1 e 2.
Nos graficos de representacdo destas organelas, o eixo Y representa a relacao
entre as bandas de amida 1 e 2 da membrana mitocondrial; enquanto o eixo X
corresponde ao comprimento de onda fornecido pelo espectrofotometro. Os graficos
sdo bimodais, sendo que o primeiro pico (em 1643 cm'1) corresponde a amida
carbonila-nitrogénio, e o segundo pico (em 1545 cm™) representa a amida

nitrogénio-hidrogénio.

4.2.6. Sexta etapa (analise histolégica):

Nesta fase foi realizada a analise histopatoldgica do figado reperfundido, feita
através da coloragdao de hematoxilina-eosina (HE). Foram retiradas duas amostras
do figado reperfundido (lobo direito e esquerdo), fixadas em formalina a 10%,
incluidas em parafina e seccionadas a 3 ym. Posteriormente, os fragmentos foram
montados sobre uma lamina, fixados com xilol e corados. Todos os espécimes
anatomopatoldgicos codificados foram analisados pelo mesmo patologista, sem
conhecimento do grupo ao qual pertencia o material. A avaliacdo das laminas se
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deu através de microscopio 6ptico com aumentos de 40, 100 e 200X. A leséo de
preservacgao foi definida de acordo com critérios descritos por Gaffey et al (1997)
(Anexo 2).

4.3. 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 10 figados para
serem submetidos a reperfuséo (5 em cada grupo).

4.4. Analise Estatistica

Os valores das AST, ALT, LDH, TBARS, catalase e NO foram expressos em
mediana e amplitude interquartilica. A analise estatistica das enzimas e TBARS foi
realizada pelo teste de Mann-Whitney. Os resultados da analise histologica foram
avaliados pelo teste exato de Fisher. Valores de p inferiores a 0,05 foram
considerados significativos.

Os dados da analise mitocondrial foram avaliados através de representagao
grafica.

4.5. Aspectos Eticos

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 praticas didatico-cientificas da vivissecgdo de animais, assim como
regulamenta o registro dos Biotérios e Centros de Experimentacao.

Atendendo a decreto que estipula ser o exercicio da medicina de animais de
laboratdrio 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 laboratério para
supervisdao 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 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
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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 Declaragdo 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) (Goldim e Raymundo, 1997).

O projeto foi aprovado pelo Grupo de Pesquisa e Pds-graduacédo do Hospital
de Clinicas de Porto Alegre em abril/2004.
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5. FINANCIAMENTO

A realizacdo deste trabalho totalizou R$ 8.000,00 (oito mil reais), que foram
financiados pelo FIPE (Fundo de Incentivo a Pesquisa e Eventos) do HCPA e pelo
Ministério da Saude através da CAPES (Coordenacdo de Aperfeicoamento de
Pessoal de Nivel Superior).
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6. RESULTADOS

Foram utilizados para reperfuséo 10 figados, 5 no Grupo1 (UW) e 5 no Grupo
2 (solucdo de FBP), perfazendo um total de 20 ratos.
A média de peso dos ratos foi de 400,4 g no Grupo 1 e de 394 g no Grupo 2.

6.1. Preservacéo a frio

A mediana da dosagem de AST no liquido de preservacéo em 2, 4 e 6 h foi
significativamente maior no Grupo 1 (p=0,008). Da mesma forma, as medidas de
LDH na solugao de preservacao apds 4 e 6 horas foram mais elevadas no grupo 1
(p=0,03 e p=0,02, respectivamente). Entretanto, os niveis de LDH em 2 horas de
preservagao e as dosagens de ALT apés 2, 4 e 6 horas foram semelhantes entre os

grupos (Tabela 2, Figura 3).

Tabela 2: Valores de AST, ALT e LDH aferidos no liquido de preservagdo nos

figados preservados com UW e solugao de FBP.

Grupo 1 (UW) Grupo 2 (FBP)
(n=5) (n=5)
AST 2 h 37 (25-85) 7 (2,5-7,5) p= 0,008*
AST 4 h 76 (35-88) 7 (3.5-19) p= 0,008*
AST 6 h 147 (125-183,5) 44 (15-67) p=0,008*
ALT 2h 11 (8,5-24,5) 2 (2-8,5) p=0,06
ALT 4h 23 (9,5-45,5) 5 (4-21,5) p=0,20
ALT 6h 48 (44,5-52,5) 63 (13,5-68,5) p=0,70
LDH 2h 289 (88,5-469) 61 (40-107) p=0,09
LDH 4h 529 (214-704) 56 (42,5-152) p=0,03*

LDH 6h  941(553,5-1010,5) 269 (121-392) p=0,02*

Os dados estdo expressos como mediana e amplitude interquartilica. Analise pelo
teste de Mann-Whitney, considerando-se significante um p<0,05 (*). Onde AST=
aspartato aminotransferase, em UIl/L; ALT= alanina aminotransferase, em UI/L;

LDH= lactato desidrogenase, em UI/L.
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Figura 3: Niveis de AST, ALT e LDH no liquido de preservagdo em 2, 4 e 6 h de

isquemia a frio nos Grupos 1 e 2 . Os resultados foram analisados pelo teste de Mann-

Whitney, considerando-se significante um p<0,05 (*). Os dados estéo representados como mediana e

Onde AST=
aminotransferase, em Ul/L; LDH= lactato desidrogenase, em UI/L.

amplitude interquartilica.

aspartato aminotransferase, em Ul/L; ALT=

alanina
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6.2. Reperfuséo

O tempo médio de isquemia a quente foi de 57 e 58 min nos Grupos 1 e 2,
respectivamente (p= 0,7). Os niveis séricos de AST, ALT e LDH apos a reperfuséo
foram significativamente maiores no Grupo 2 (p=0,02) (Tabela 3; Figura 4). Da
mesma forma, a dosagem de catalase no tecido hepatico também foi mais elevada
neste grupo (p=0,03) (Tabela 4).

Os valores de TBARS (no soro pos-reperfusdo e tecido hepatico) e de
derivados do NO nao diferiram entre os grupos (Tabelas 3 e 4; Figura 4).

A avaliagcao espectrofotométrica por infravermelho das mitocéndrias isoladas
do tecido hepatico dos ratos decapitados e apds reperfusdo esta representada
graficamente nas Figuras 5 e 6.

Analisando-se a Figura 6 percebe-se que os figados preservados com UW
mantém o mesmo padrao de curva dos ratos controles, ou seja, o primeiro pico, no
comprimento de onda de 1643cm™ , € maior que o segundo. Em contrapartida, no
Grupo 2, se percebe uma tendéncia de inversdo de bandas, tendo sido maior o
segundo pico, demonstrando uma mudanga na vibracdo das proteinas da

membrana mitocondrial no grupo da FBP.
6.3. Andlise anatomopatolégica

Em ambos os grupos, em nenhum rato estudado houve necrose
hepatocitaria, neutrofilia, hiperplasia de células de Kupffer, colestase ou proliferagao
colangiolar. No Grupo 1 foi demonstrado balonamento hepatocitario em 80% dos
figados e esteatose em 40 %, enquanto que estes achados foram encontrados em
60% nos 6rgaos do Grupo 2 (p=0,4 e p=0,5, respectivamente).

Em todos os figados do Grupo 2 houve congestdo sinusoidal importante, o

que néo se repetiu em qualquer animal do Grupo 1 (Figura 7).
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Figura 4: Dosagens de AST, ALT, LDH e TBARS no soro pés-reperfusdao nos

Grupos 1 e 2. Os resultados foram analisados pelo teste de Mann-Whitney, considerando-se

significante um p<0,05 (*). Os dados estado representados como mediana e amplitude interquartilica.

Onde AST= aspartato aminotransferase, em Ul/L; ALT= alanina aminotransferase, em UIl/L; LDH=

lactato desidrogenase, em Ul/L; TBARS= substancias reativas ao acido tiobarbitdrico, em nmol/g.




Tabela 3: Dosagens de AST, ALT, LDH e TBARS aferidos no soro pos-reperfusao.

Grupo 1 (UW) Grupo 2 (FBP)
(n=5) (n=4)
AST 169 (34,5-286,5) 786,5 (485,5-1422) P=0,02*
ALT 128 (55,5-257) 719,5 (476,7-1540,5) P=0,02*
LDH 876 (205-2261) 5303,5 (3874,5-10447,2) P=0,02*
TBARS 8,6 (6,6-8,9) 7,8 (3,9-9,0) P=0,70

Os dados estdo expressos como mediana e amplitude interquartilica. Analise pelo teste
de Mann-Whitney, considerando-se significante um p<0,05 (*). Onde AST= aspartato
aminotransferase, em Ul/L.; ALT= alanina aminotransferase, em Ul/L; LDH= lactato
desidrogenase, em UIl/L; TBARS= substancias reativas ao acido tiobarbiturico, em

nmol/g.
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Tabela 4: Dosagem no tecido hepatico de TBARS, catalase e derivados do NO apés

reperfusio.
Grupo 1 (UW) Grupo 2 (FBP)
(n=5) (n=5)
TBARS 9,8 (7,4-12,7) 11,1 (7,1-14,4) p=0,6
Catalase 327 (255-378) 435 (350-497,5) p=0,03*
Derivados NO 0,06 (0,04-0,12) 0,07 (0,05-0,09) p=1,0

Os dados estao expressos como mediana e amplitude interquartilica. Analise pelo teste
de Mann-Whitney, considerando-se significante um p<0,05 (*). Onde TBARS=
substancias reativas ao acido tiobarbiturico, em nmol/g; NO= oxido nitrico, em

nmol/mg/prot; catalase em U/mg/prot.
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Figura 5: Avaliacdo espectrofotométrica das mitocdndrias isoladas do tecido
hepatico pos-reperfusao nos Grupos 1 e 2. O eixo Y representa a relagéo entre as bandas
de amida 1 e 2 da membrana mitocondrial; enquanto o eixo X corresponde ao comprimento de onda
fornecido. As linha do grafico expressam o conjunto de mitocondrias isoladas de cada 6rgao, tendo
sido analisados 3 figados no grupo1 e 4 figados no grupo 2. Os graficos sdo bimodais, sendo que o
primeiro pico (em 1643 cm'1) corresponde a amida carbonila-nitrogénio, e o segundo pico (em 1545

cm'1) representa a amida nitrogénio-hidrogénio.
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Figura 6: Comparagao grafica dos espectros das mitocondrias hepaticas dos Grupos
1 e 2 (—) com o padrao das mitocondrias hepaticas dos ratos controles (—). O eixo
Y representa a relacédo entre as bandas de amida 1 e 2 da membrana mitocondrial; enquanto o eixo X
corresponde ao comprimento de onda fornecido. Os graficos sdo bimodais, sendo que o primeiro pico
(em 1643 cm™) corresponde & amida carbonila-nitrogénio, e o segundo pico (em 1545 cm™)

representa a amida nitrogénio-hidrogénio.
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Figura 7: Aspecto do figado apds reperfusdao com UW. Histologia. HE, 200x.

Figura 8. Aspecto do figado apds reperfusdo com solugao de FBP. Histologia. HE, 200x.

A seta indica os sinuséides repletos de hemacias.
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7. DISCUSSAO

7.1. Em relacédo ao desenho do estudo

O TxH ortotopico em ratos é 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 (Lausada et al, 2002). Neste trabalho, foi estudada a solugdo de FBP em
comparagao a UW na isquemia a frio durante 6 horas e apds reperfusao de figados
de ratos. A solucado de FBP foi escolhida em funcdo de sua capacidade tedrica de
fornecer ao enxerto substrato energético para contrapor os efeitos do I/R, bem como
devido a seu custo e ao fato de estar sendo utilizada em outros modelos que
envolvem isquemia e restauracdo de fluxo sanguineo. Outrossim, foi testada com
sucesso em modelo de isquemia a frio em nosso meio, mas nao apos reperfusao.

Foram utilizados ratos da linhagem Wistar. Durante o desenvolvimento do
projeto, em razao de que seria realizada reperfusdo em um animal com o sangue de
outro, com o inerente risco de rejeicdo, foi cogitada a possibilidade de serem
estudados ratos isogénicos. Estes animais sdo geneticamente idénticos, obtidos por
cruzamento de irmédos por pelo menos vinte geragdes. Através desse tipo de
acasalamento quase toda a variabilidade genética é eliminada, resultando em
individuos com caracteristicas uniformes (Biotério UFPR). Se isto de fato reduziria
quaisquer preocupagdes quanto a fendmenos imunoldgicos, traria outros problemas,
dentre eles o alto custo destes animais e a dificuldade em obté-los. No Brasil sdo
escassas as fontes destes animais, e eles ndo sao disponiveis para pronta-entrega,
devendo ser encomendados. Em um estudo de mestrado, este fator seria ainda
mais relevante. Foram, portanto, estudados ratos nao isogénicos. Além dos motivos
expostos, outros podem ser levantados, a saber: 1) o tempo de reperfusdo curto
talvez nédo fosse suficiente para desencadear rejeicdo. No transplante renal, em
modelos que utilizam ratos Wistar, onde a pressao para a rejeicao € muito maior que
em TxH, podem ser dispensados 0s imunossupressores nos primeiros 7 dias apos o
procedimento (Waynforth & Flecknell, 1992); 2) os ratos Wistar sdo geneticamente
semelhantes, devido a consanguinidade. No CREAL, o cruzamento entre os animais
é aleatorio.

O tempo de isquemia a frio padronizado no estudo foi de 6 horas. Poderia ser

questionado se este tempo é demasiado reduzido. De fato, em TxH, o tempo de
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isquemia a frio pode ser maior. Ha sugestdes que, com o uso de UW, a isquemia a
frio pode ser de até 24 horas. Na pratica, no transplante em humanos, aceitam-se
orgaos com até 12 horas de isquemia. Isto porque, com periodos superiores, 0S
resultados do transplante sédo piores (Adam et al, 1992; Sanchez-Urdazpal et al,
1992; Petrowsky et al, 1995; Kahn 1996; Klar et al, 1997). Moresco et al (2004b)
estudaram a isquemia a frio em figados de ratos por periodo de 24 horas. No
desenvolvimento deste estudo cogitou-se 12 horas de isquemia a frio. Este periodo,
no entanto, foi inviabilizado pelo horario de funcionamento da UEA do HCPA, que
fecha a noite. O tempo intermediario de 6 horas, entao, foi adotado como padréao.

O modelo experimental de reperfusdo hepatica utilizado ¢é original,
desenvolvido pelo nosso grupo, como substitutivo ao transplante completo. Este
método apresenta alguns aspectos peculiares que merecem destaque: 1) O
experimento contemplou isquemia a frio, isquemia a quente e reperfusdo, ao
contrario de outros estudos que avaliaram o I/R apds 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). Nao se pode esquecer que isto se distancia em muito do que
ocorre em um transplante verdadeiro. Embora a hipotermia mantenha o 6rgao viavel
por um periodo maior (Belzer & Southard, 1988; Gaffey et al, 1997), sendo essencial
para a preservacao de 6rgaos, por outro lado ela ocasiona efeitos negativos sobre o
enxerto (Selzner et al, 2003). Desta forma, parece ser essencial a avaliagao do
efeito das solugdes de preservacdao em modelos que incluam periodo de isquemia a
frio; 2) O figado preservado do Rato A foi reperfundido com o sangue provindo da
circulagao sistémica do Rato B, que poderia ser considerado o “rato receptor”. Este
€ um detalhe que qualifica o0 modelo utilizado, uma vez que simula um transplante
real. Alguns estudos realizam a perfusdo do 6rgao através de um liquido com
caracteristicas similares ao sangue e infundido através das denominadas “maquinas
de perfusao” (Lutterova et al, 2001; Cheng et al, 2005), o que ndo parece ser 0 mais
adequado. Talvez, antes de se constituir em uma prova de sofisticacao, isto pode
ser fruto da incapacidade técnica de se conseguir a reperfusdo; 3) O sangue
utilizado para a perfusao do 6rgéo preservado foi de fonte arterial, provindo da aorta
do “rato receptor”, situacao esta que contrasta com o cenario do transplante, onde o
enxerto é reperfundido com sangue portal. Durante a fase de desenvolvimento do
modelo, a veia cava foi testada como via aferente da reperfusao. Porém, ndo houve

sucesso. O sangue parecia nao ter forca suficiente para reperfundir o 6rgao.
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Provavelmente isto ocorria devido a canulagao do vaso com cateter longo e de fino
calibre, levando a diminuigdo de pressédo durante o trajeto até o figado. Com isto,
fez-se a opgao pela aorta como fonte do sangue. Esta artéria, por outro lado,
apresenta fluxo sanguineo alto e de elevada pressédo, o que trouxe preocupagoes
acerca do seu potencial de leséo do enxerto. Em analogia com o raciocinio prévio, a
introducdo de cateter longo e fino na artéria, e a posterior elevacao do érgao
“‘doado” em 10 cm em relagao ao nivel do “receptor” foi capaz de reduzir a pressao
de perfuséo e a probabilidade de dano ao érgéo. Ainda durante o desenvolvimento
deste método, foram analisadas laminas histopatolégicas de fragmentos de figados
reperfundidos. Nao houve indicios de dano endotelial ou hepatocelular, o que
forneceu alguma seguranga na utilizagdo deste modelo.; 4) Um ponto importante é
que o tempo de perfusdo do 6rgao foi de 15 minutos. Podem ser levantadas
questdes sobre a adequacgao deste pequeno periodo. Por certo, quando o modelo
foi planejado ele o foi para uma reperfusdo mais demorada, em torno de 60 minutos.
No entanto, era essencial que o “rato receptor” fosse mantido em boas condi¢des
hemodindmicas durante todo o procedimento. Isto foi possivel apenas ao ser
padronizado o tempo de 15 minutos. Por outro lado, a falta de estudos similares ao
estudo em questdo, autorizam a que seja utilizado este método. Ademais,
considerando que a sindrome isquemia/reperfusdo pode também ser definida como
uma reducdo de 30% na pressao arterial média nos primeiros 5 minutos de
restauracéo de fluxo sanguineo ao érgao (Ayoub & Ahmed, 2003), o periodo de
reperfusdo adotado neste trabalho parece adequado. E interessante notar que em
modelos de reperfusdo com maquinas, e sem sangue, o tempo utilizado fica em
torno de 60 a 120 minutos (Caraceni et al, 2005; Cheng et al, 2005; Stadler et al,
2005).

Cabe ainda ser discutido o tipo de anestesia. A droga escolhida como
anestésico foi o isoflurano, administrado via inalatéria, contrastando com muitos
trabalhos que utilizam anestésicos por via intraperitoneal. A técnica inalatoria requer
aparelhagem adequada e sofisticada, além do risco de extravasamento do
anestésico através das conexdes, tornando o pesquisador suscetivel. Por outro lado
apresenta significativas vantagens, como a facilidade de administracdo, a
concomitante oferta de oxigénio através do vaporizador e a maior seguranga devido
a possibilidade do constante ajuste de doses conforme os parametros respiratorios
do animal (Waynforth & Flecknell, 1992).
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Em relagdo a escolha das variaveis, dosamos AST, ALT e LDH, conhecidos
marcadores de necrose hepatocelular (Davern & Scharschmidt, 2002). Durante a
isquemia a frio do figado doado para transplante, a liberagdo destas enzimas no
liquido de preservacgdo esta relacionada ao grau de dano hepatico mesmo quando
ainda nao ocorreram alteracbes anatomopatologicas (Lange et al, 1996b). Da
mesma forma, elevados niveis de aminotransferases no periodo imediato pos-
transplante se correlacionam com a nao fungédo primaria do enxerto (Rosen 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 aplicagdo, contudo, ainda é restrita a pesquisa, ndo sendo
empregada na pratica clinica. A maioria dos trabalhos simplificam a estimativa do
EO na determinacédo de apenas uma variavel, o MDA (lasi et al, 2003; Moresco et
al, 2004a e b). Neste estudo, entretanto, utilizamos 4 parametros (TBARS, produtos
do NO, atividade da catalase e analise das mitocondrias isoladas do tecido
hepatico) com a intengdo de se estimar o EO de forma mais fidedigna. E importante
ressaltar neste momento que o método de analise das mitocéndrias utilizado foi
desenvolvido na Pontificia Universidade Catdlica do Rio Grande do Sul (PUCRS)
durante a realizacao deste estudo. Pesquisadores da PUC possuem experiéncia no
emprego de espectrofotometria com raios infravermelhos no estudo celular.
Sabendo do importante papel das mitocéndrias no EO, se resolveu estudar estas

organelas através deste método.

Por fim, foram realizadas bidpsias hepaticas no término da reperfusdo. O
principal papel da anadlise histologica neste estudo consiste em demonstrar a
efetividade da reperfusdo, uma vez que 15min nao é suficiente para desencadear
infiltrado inflamatorio e outras alteragbes sugestivas de dano de preservacéo. De
fato, € conhecido que biopsias hepaticas realizadas imediatamente apds o
transplante  demonstram apenas balonamento hepatocelular com leve

predominancia centrolobular (Gaffey et al, 1997).
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7.2. Em relagédo aos resultados durante isquemia a frio

No presente estudo, a solucdo de FBP exerceu uma maior agao protetora
sobre o 6rgao durante as 6 horas de preservagao a frio em comparagdo a UW. Esta
afirmativa baseia-se nos menores niveis de AST e LDH no liquido de preservacgao.
Nao houve, no entanto, diferenca entre os dois grupos em relagdo a ALT. 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. Isto € o que ocorre
em TxH (Bao et al, 1994; Rosen et al , 1998). Estes dados, de certa forma,
apresentam-se mais otimistas em relagado a FBP, quando comparados a achados de
estudos semelhantes (Moresco et al, 2004a; Moresco et al, 2004b). Nestes
trabalhos, FBP e UW foram equivalentes na preservagao aos frio de figados de
ratos em 12 e 24h.

O chamado indice de reperfusdo (REP) é determinado através da férmula
REP= [AST + ALT + LDH] + 3, onde os niveis bioquimicos sdo os valores maximos
dos primeiros 7 dias apds o transplante (Viebahn et al, 1998). Embora até este
momento se esteja falando apenas de isquemia a frio, caso fosse tomada a
liberdade do calculo do REP nos figados preservados com UW e solu¢do de FBP,
seriam obtidos os seguintes valores com UW e solugcdo de FBP, respectivamente:
em 2 horas, 112,3 e 23,3; em 4 horas, 209,3 e 22,7; e em 6 horas, 378,7 e 125,3. E
notavel que a preservagao com FBP, por este critério, tenha sido significativamente
melhor que com UW (p<0,0001).

Varios outros estudos em isquemia e reperfusdo de outros 6rgdos demonstram
a atenuacéo do I/R apos a administragcao exogena de FBP (Markov, 1986; Sun et al,
1990; Sano et al, 1995; Lazzarino et al, 1992), resultados semelhantes ao trabalho

em questao.

A razao pela qual a FBP exdgena protege as células da destruicdo ainda é
obscuro. Talvez seja o fato de que a substancia agiria como um intermediario
glicolitico capaz de fornecer ATP ao entrar na célula (Lazzarino et al, 1991, De
Oliveira et al, 1992). No entanto, ndo ha evidéncias diretas de que a membrana
celular seja permeavel a FBP (Hardin & Roberts, 1994), sendo propostas, por esta
razdo, teorias alternativas para os seus efeitos protetores. Galzigna & Rigobello
(1986) sugeriram que a FBP atua como um estabilizador de membrana por
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influenciar na entrada de calcio e outros cations (Cattani et al, 1980; Hassinen et al,
1991). Outro estudo questiona se o0 mecanismo pelo qual a FBP reduz a leséo
tecidual associada a isquemia, choque e dano tdxico, seria relacionado a sua
capacidade de aumentar a utilizagdo anaerobia de carboidratos e de inibir a geragao
de ERO pelos neutrofilos (Markov et al, 1980). Além disso, Hirokawa et al, 2002,
demonstrou que a adicdo de FBP nas solugdes de preservacao foi util em proteger
as células de Kupffer, fontes do EO. O desenho do presente estudo ndo permite
que sejam feitas consideragbes acerca dos mecanismos envolvidos. Talvez fosse
possivel alguma conclusdo em relagédo a isto caso estivessem disponiveis valores
referentes ao EO, como TBARS, catalase e produtos do NO no liquido de
preservacao. Entretanto, dificuldades técnicas impediram a sua determinagao.
Moresco et al, 2004b, detectaram que TBARS no liquido de preservacao foi menor
no grupo de FBP em 24 h de isquemia a frio. De qualquer forma, ndo se poderia
chegar a uma conclusdo mais definitiva, posto que neste ultimo estudo o EO foi
avaliado apenas a partir de um unico parametro.

7.3. Em relacdo aos resultados apos reperfuséo

Apos a reperfusdo os resultados foram diversos daqueles obtidos durante a
preservagao a frio. Ou seja, os niveis de AST, ALT e LDH mostraram-se
significativamente mais elevados no grupo da FBP. O calculo do REP apéds a
reoxigenagcdo também apresentou resultados diferentes em relacdo aos obtidos
apos a isquemia a frio. Nos figados preservados com UW o REP foi de 391,
enquanto que nos preservados com solugdo de FBP foi de 2269,8 (p<0,0001). O
REP foi concebido para avaliagao do I/R com variaveis obtidas até o sétimo dia pos-
transplante. Via de regra, no entanto, os valores mais elevados séo aqueles do
primeiro dia, imediatamente apds o maior insulto da isquemia e da reperfusdo. De
fato, ndo se pode falar em REP neste estudo, sem novamente ser feita a ressalva
de que este indice ndo se aplica exatamente a esta situacdo. Alvares-da-Silva, em
2000, estudou, em humanos, o I/R, encontrando correlagcado entre o REP e a bidpsia
de preservagao. Considerando que os achados referentes a biopsia sao alteracdes
bastante precoces, pode-se inferir que o REP calculado logo apds a reperfusao tem
a capacidade de refletir, sim, o I/R. Neste contexto, fica ainda mais claro que foi pior
a reperfusao nos figados preservados com FBP.

E intrigante notar que, pelos resultados deste estudo, a UW, pelo menos até

0 momento em relagdo aos parametros bioquimicos, tenha se mostrado mais eficaz
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na protegao do enxerto apds a reoxigenagcado. Sao achados que vao de encontro ao
descrito em outros estudos, em que a UW teria seu principal efeito na isquemia a
frio e ndo na reperfusdo (Brass et al, 1993; Kahn, 1996; Lutterova et al, 2001).

Ndo ha como comparar estes resultados com outros trabalhos, pela
inexisténcia de publicagcdes que estudem a solugdo de FBP num contexto de
isquemia a frio seguida de reperfusdao em figados no que tange a parametros

bioquimicos.

Em relacédo ao EO, as dosagens de TBARS no soro e tecido e dos produtos
do NO no tecido n&o diferiram entre os grupos. Estes achados sugerem que o EO
teria sido semelhante apds a reperfusao dos figados preservados tanto com UW,
quanto com FBP. Porém, a atividade da catalase no homogeneizado hepatico
mostrou-se significativamente maior no grupo da FBP. O aumento da atividade
deste agente antioxidante enddgeno pode ser o reflexo de uma maior geragéo de
ERO. Quando se analisa a composi¢cao da UW, vé-se que dentre seus constituintes
encontra-se um agente antioxidante, a glutationa. Teria sido este o motivo para que
nao houvesse uma maior atividade de catalase nos figados preservados com esta
solucao? De fato, a atividade da catalase pode vir a somar-se aos dados
bioquimicos, atestando uma menor capacidade da FBP na protecdo do enxerto
apos a reperfusao.

Estes achados s&o contrarios ao de interessante estudo que analisou o
emprego de FBP em cultura de hepatdcitos (Kim et al, 2003). Neste estudo,
publicado em Gastroenterology, os autores avaliaram I/R com e sem FBP.
Concluiram que no grupo em que foi utilizada a solugdo houve menor necrose
hepatocitaria. Previamente, ja havia sido demonstrado que o conteudo de ATP
intracelular condiciona, apds isquemia/reperfusdo, o surgimento de necrose celular
ou apoptose (Teoh & Farrell, 2003). Quanto maior o conteudo de ATP, maior a

apoptose, e, por conseguinte, menor recrutamento de linfocitos e dano tecidual.

A representacdo grafica da leitura espectrofotométrica das mitocdndrias
isoladas do tecido hepatico demonstrou que os figados preservados com UW
apresentaram a mesma conformacao protéica da membrana mitocondrial quando
comparados ao grupo controle. Nos figados preservados com solugdo de FBP, a
analise dos graficos sugere que tenha havido alteragcdo na estrutura. Pouco mais
pode ser dito acerca destes achados, uma vez que esta representacao somente
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demonstra que houve modificacdo da estrutura mitocondrial. Se esta modificagao o
foi para melhor ou para pior, 0 método ndao tem como avaliar. No entanto, quando
somados estes achados com as variaveis bioquimicas e de EO, parece ser um
claro indicio de que esta alteracdo na membrana mitocondrial seja negativa, reflexo
de lesdo pelos RL. E sabido, e vale ressaltar, que as mitocéndrias ndo sdo apenas

fonte de ERO, mas também um de seus principais alvos.

Quanto aos aspectos anatomopatologicos, ndo houve sinais de dano de
preservagdo em nenhuma das laminas estudadas. E provavel que este achado
esteja relacionado ao reduzido tempo de reperfusdo. Neste sentido, Jaeschke, em
1996, sugeriu que ocorra adesao dos neutrofilos a parede dos sinusoides apenas 4
a 5 horas apdés a restauragdo do fluxo sanguineo. Entretanto, a biopsia pds-
reperfusdo em seu modelo original, e empregado no presente estudo, foi descrita
para ser realizada logo apdés a mesma (Gaffey et al, 1997). Ha& que se fazer a
ressalva de que esta forma de afericdo do I/R foi desenvolvida para aplicagdo em
humanos. Por certo que ha um periodo superior a 15 minutos entre a anastomose
vascular que restaura o suprimento de oxigénio e o término da anastomose biliar,

quando é realizada habitualmente a bidpsia.

Na lesdo de isquemia/reperfusdo ha duas fases distintas. Em um primeiro
momento apds a reperfusdo, persiste a auséncia de fluxo. Esta fase prolonga a
hipéxia, com consequente reducao da fluidez sanguinea e aumento da resisténcia
microvascular. O fluxo reduzido e a resisténcia aumentada resultam em oclusao
capilar. O pH celular diminui, o que leva a deformagéo das células sanguineas e ao
surgimento de microtrombos capilares. Paralelamente ocorre edema das CES
levando a oclus&o capilar e maior aumento da resisténcia microvascular, induzindo
agravamento da hipdxia e com isto ainda mais notavel dano tecidual. Apds a
reintroducdo do fluxo sanguineo, os leucdcitos rapidamente aderem-se aos
sinusdides lesados e contribuem para o dano (Clavien et al, 1993; Gao et al, 1998;
Natori et al, 1999; Sindram et al, 1999; Miyagawa et al, 2002). No presente estudo,
todos os figados preservados com solugcdo de FBP apresentaram congestao
sinusoidal significativa, em contraste aos figados preservados com UW. Este
fendmeno pode estar relacionado ao maior I/R com FBP. Assim, a congestao
sinusoidal observada na histologia dos figados preservados com solugdo de FBP
pode ser a demonstracdo de uma lesédo significativa das CES durante a
preservagao a frio, que se reflete em bloqueio do fluxo sangtiineo por trombos

capilares apds a reperfusao.
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7.4. Limitacbes do estudo

Dentro das especificagbes deste estudo, e a luz das indagag¢des que ainda

sé&o feitas acerca do tema, podem ser levantadas, infelizmente, algumas limitagdes:

1) Os animais utilizados foram de linhagem nao isogénica, o que
possibilitaria o desencadeamento de rejeicdo. Esta, no entanto, nao foi

demonstrada em qualquer caso;

2) O tempo de perfusdo de 15 minutos talvez seja a principal limitagéo, pois,
em um periodo curto de reperfusao, é possivel que sejam documentadas apenas
alteragdes muito precoces do I/R. A fase inicial, as primeiras 2 h apos a reperfusao,
€ caracterizada principalmente pelo EO. Ja na fase tardia, 6 a 48 horas apds a
reperfusdo hepatica, e ndo contemplada neste estudo, € que costuma ocorrer a
reacao inflamatdéria mediada pelos neutréfilos (Teoh & Farrell, 2003). Assim, tem-se
com este modelo dados restritos do dano I/R. Isto explica o foco na avaliagdo do

EO neste estudo;

3) Nao foi aferida a pressao de perfusao hepatica no modelo de reperfusao.
Existem sensores que podem ser utilizados com esta finalidade, mas estes
apresentam sensibilidade para detectar o fluxo sanguineo apenas quando aplicados
na propria parede do vaso. Com isto, ndo se dispde de dados relativos a circulagao
sanguinea do modelo. Entretanto, a reperfusdo adequada obtida especialmente nos

figados de ratos preservados com UW atesta a efetividade do sistema;

4) Nao foi monitorizada a produgéo de bile durante a reperfusdo. Este é um
parametro importante da funcido hepatica e depende da qualidade dos hepatdcitos e
da microcirculagao (Misra et al, 2003). Logo na fase inicial da reperfusao, a
producao de bile apresenta forte correlagdo com os niveis de ATP intracelular.
Dessa forma, quanto menor a deplecdo de ATP durante a isquemia a frio, maior
sera a secregao de bile apds a reperfusao (Kamiike et al, 1985). Houve producao
efetiva de bile no modelo, mas ndo tendo sido planejado seu controle no inicio do

estudo, este dado foi perdido;

5) A analise mitocondrial com espectrofotometria por infravermelho consiste

em um dado adicional referente ao EO. Entretanto, ainda € um método em
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desenvolvimento, sem referenciais de normalidade na literatura. Neste estudo, na
tentativa de determinar um padrdo, foram estudados 5 ratos controles, o que
certamente € um numero pequeno. Além disso, a alteracdo encontrada na
conformagao da membrana mitocondrial nos figados preservados com FBP precisa
ser confirmada e detalhada com microscopia eletronica.

7.5. Possiveis aplicagfes futuras do estudo

Considerando o desenho deste estudo, seus achados e suas limitacdes,

podem ser aventadas as seguintes aplica¢des praticas:

1) O modelo de reperfusdo desenvolvido podera ser utilizado em outros
estudos experimentais para avaliagao do I/R em figados de ratos;

2) A analise espectrofotométrica das mitocdéndrias devera ser melhor

avaliada e podera vir a ser um método alternativo a microscopia eletrénica;

3) Como a FBP mostrou-se mais eficaz que a UW na preservagao a frio,
pode ser cogitado o seu papel como um dos constituintes de um liquido de
preservagao. Certamente, esta hipotese deve ser testada em outros estudos.
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8. CONCLUSOES

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)

6)

7)

8)

O dano de isquemia/reperfusao foi significativamente maior nos figados de
ratos preservados com solucdo de FBP em comparagédo aqueles
preservados com UW;

A solucdo de FBP foi superior a UW na preservagao a frio de figados de
ratos, através da avaliagéo por variaveis bioquimicas;

Houve maior dano apds a reperfusdo nos figados preservados com
solugcao de FBP em comparagao aqueles preservados com UW, através
da avaliagao por variaveis bioquimicas;

Nao houve diferenga entre os grupos em relacdo ao estresse oxidativo
gerado pos-reperfusao, quando aferido pelas TBARS e pelos produtos do
oxido nitrico;

Houve maior ativagao dos sistemas antioxidantes nos figados preservados
com solucdo de FBP em comparacdo aqueles preservados com UW,
refletida pela maior expressao da enzima catalase;

Houve modificagdo na conformagao estrutural da membrana mitocondrial
de figados de ratos preservados com solugao de FBP, quando comparada
a ratos controles;

Ndo houve modificacdo na conformacdo estrutural da membrana
mitocondrial de figados de ratos preservados com UW, quando
comparada a ratos controles;

Nao foram encontradas alteragdes anatomopatolégicas sugestivas de
dano de isquemia/reperfusdo apos a restauragao do fluxo sanguineo em
figados de ratos preservados com ambas as solugdes;
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ANEXO 1. Fluxograma do procedimento experimental
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ANEXO 2. Protocolo para analise da biopsia de reperfusao (Gaffey et al, 1997)

BIOPSIA DE REPERFUSAQ- PROTOCOLO DE INTERPRETACAOQ

Cadigo do animal:

Necrose Hepatocelular

Neutrofilia sinusoidal
Balonamento hepatocitario
Colestase

Proliferacédo colangiolar
Hiperplasia céls. Kupffer

Esteatose

[ ]sim [ Indo
Localizacao [ 1focal ([ ]salpicada[ ] apoptose)
[ ]confluente
[ ]zonal
Extensao [ 11+ (raros focos < 50% l6bulos)
[ 12+ (raros focos > 50% Iébulos)
[ 13+ (numerosos focos > 50% lobulos)
[ 10-ausente [ ]1+leve [ ]2+ moderado [ ] 3+ grave
[ 10-ausente [ ] 1+ leve [ ]2+ moderado [ ] 3+ grave
[ 10-ausente [ ]1+leve [ ]2+ moderado [ ] 3+ grave
[ 10-ausente [ ] 1+ leve [ ]2+ moderado [ ] 3+ grave
[ 10-ausente [ ] 1+leve [ ]2+ moderado [ ] 3+ grave

[ 1 macrovesicular [ ] microvesicular

[ 10-ausente [ ] 1+ (<33% hep.) [ ]2+ (33-66% hep) [ ] 3+ (>66% hep)

Fibrose portal [ ]sim

DANO DE PRESERVACAO

[ 1n&o Rejeicdo [ ]sim [ ] nado

[ ]10-ausente [ ]1-leve [ ] 2-moderado/grave
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ABSTRACT

Fructose- 1,6- bisphosphate (FBP) has been shown to exert therapeutic effects in septic shock
and in models of ischemia-reperfusion in organs other than the liver. This study compared
FBP and UW solution during cold storage and reperfusion. Adult male Wistar rats were
randomly assigned into two experimental groups according to different preservation solution:
UW group and FBP group. Biochemical measurements of AST, ALT and LDH were
performed on samples of the cold storage solution at 2, 4 and 6 hours of preservation. After 6
h cold storage, an isolated rat liver perfusion model was applied to reperfuse the liver for 15
min. After this period, the reperfusion system was interrupted and blood samples were taken
for measurements of AST, ALT, LDH and TBARS. Hepatic fragments were processed for
histological studies and also for determination of TBARS, catalase and nitric oxide derivates
(NO). At 2, 4 and 6 hours of preservation, AST and LDH release in storage solution was
lower in the FBP group, but after reperfusion, serum levels of AST, ALT and LDH were
higher in this group, as well as catalase activity was. TBARS and NO measurements were
comparable between the both groups. No signs of injury preservation were observed in any
liver biopsy, but sinusoidal congestion was universally present in livers preserved with FBP
solution. In conclusion, FBP solution showed a protective effect for the preservation of rat

livers during cold storage, but failed preventing the organ injury post-reperfusion.
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Liver transplantation (LT) is the standard treatment for acute and chronic end-stage liver
diseases,’ and optimal preservation of the allograft is essential to reduce post-ischemic organ
dysfunction.>® There are some important features for a successful preservation that include
hypothermia, prevention of intracellular acidosis, protection from oxidative stress, and

maintenance of cell energy metabolism.?*°

Storage solutions were designed in order to
prevent post-transplant tissular damage. By now, preservation of liver grafts is preferably
achieved by the University of Wisconsin (UW) solution, that is considered the actual
standard.® On theory, it contains agents that may prevent cells from swelling during cold
ischemic storage, and stimulate recovery of normal metabolism upon reperfusion by
augmenting the antioxidant capacity of the organs or by stimulating high-energy phosphate
generation after reperfusion.>*®> However, UW solution appears to prevent mainly against the
ischemic injury, with small effect in the reperfusion .” Additionally, UW solution has the
disadvantage of high viscosity and high price, that encourages the production of new
compounds with lower cost to effect ratios.

Fructose 1-6 bisphosphate (FBP), a glycolytic high-energy intermediate ,® has been shown to
exert substantial therapeutic effects in a variety of clinical conditions, as septic shock and in
models of ischemia-reperfusion in organs other than the liver.®1011121314.151617.18 Tho
mechanism by which FBP can protect cells from damage are contradictory, but some authors
believe that it can interact with cell membranes, modifying the ion permeability,**?° and
enter in the cell, acting as a glycolitic intermediate producing adenosine triphosphate (ATP).*
Moreover, recent studies with FBP demonstrated its immunomodulatory effect in T
lymphocytes™ and anti-inflammatory action.?> Moresco et al ** demonstrated that FBP may
exert a protective effect for the preservation of rat livers during and after cold storage.
Considering that in the preservation injury pathophysiology restoration of oxygenated blood

242528 one can state that it would be more

flow is much more deleterious than ischemia
important to study FBP role in this scenario. From our knowledge, after reperfusion in liver,

FBP was not studied yet.




59

MATERIALS AND METHODS

Animals. Adult male Wistar rats weighing 300 to 450 g were used as donors and recipients.
The rats were randomly assigned into two experimental groups. The preservation of the livers
was performed with different solutions in each group: a) group 1 (n=5) UW solution
(Viaspan, ® Bristol-Myers-Squibb); b) group 2 (n=5) FBP in saline solution containing 10
mmol/L. Donors and recipients were anesthetized with inhalation of isoflurane 1.5%
(Isoflurano®Abbott) through face mask.

All the experiments were performed according to the “Guide for the Care and Use of
Laboratory Animals” prepared by the National Academy of Sciences and published by the
National Institutes of Health (revised 1985). The protocol was approved by the local Ethics
Committee, and fulfilled all local regulations for research involving experimental animals.
Liver isolation and storage. Surgical procedures were perfomed under clean but not sterile
conditions, and a surgical microscope ( MC.M903, D.F. Vasconcelos) was used during the
entire procedure. After shaving and disinfecting the rat abdominal wall with Povidine lodine,
the donor abdomen was entered by a midline incision. Saline solution mixture containing
250U heparin (Liguemine®) was injected through the infrahepatic vena cava. The portal vein
and the abdominal aorta was cannulated . Cold preservation solution (4° C) at a constant
perfusion pressure of 60 cmH,O was infused through the portal vein and the aorta. The
suprahepatic vena cava was transected close to the diaphragm, allowing outflow of the
perfused. The subhepatic inferior cava vena, portal vein, and hepatic artery were divided. The
liver was excised and placed in a plastic bag containing 80 ml of cold preservation solution
on ice, and a cuff was placed on the suprahepatic vena cava before storage for 6 hours at 4°C.
Samples from these cold storage solutions were taken at 2, 4 and 6 hours for biochemical
measurements of aspartate aminotransferase (AST), alanine aminotransferase (ALT), and
lactate dehydrogenase (LDH), performed in a kinetic assay, Liquiform kit®. TBARS

concentration was determined using a colorimetric reaction with thiobarbituric acid.
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Reperfusion. After storage, explants were rinsed through the portal vein with 5 ml of saline
solution at room temperature. The recipient abdomen was then entered by a midline incision.
The native liver was maintained in situ. The infrahepatic vena cava and the abdominal aorta
were dissected and clamped. Saline solution mixture containing 250U heparin was injected
through the infrahepatic vena cava. The portal cuff was inserted into the aorta of the recipient
below the renal artery level; and the suprahepatic vena cava cuff was placed on the recipient
inferior vena cava. At this instant, the liver was reperfused by first releasing the aortic clamp
and after the inferior vena cava clamp. After 15 minutes, the reperfusion system was
interrupted and blood samples from the suprahepatic vena cava of the reperfused liver were
taken for measurements of AST, ALT, LDH and TBARS. At this point, the anesthetized
animal was sacrificed. So, the reperfused liver were rinsed through the portal vein with 5 ml
of saline solution, and then hepatic fragments were processed for histological studies and
measurements of TBARS, catalase (Chance method, 1979)? and nitric oxide derivates (NO).

Histological Analysis. Liver biopsies were fixed in 10% buffered formalin. The tissue was
subsequently embedded in paraffin, sectioned, and stained with hematoxylin-eosin.
Histological assessment of the liver was made by a single blinded skilful liver pathologist
specialist.

Data Analysis. Statistics were performed with SPSS 10.0 for Windows. Results are
expressed as mean + SD or median, when appropriate. Statistical analysis of enzymes,
TBARS, catalase and NO was performed using Mann-Whitney test. Fisher exact test was

used for qualitative variables. The level of statistically significant was defined as p<0,05.




61

RESULTS

Body weight was similar in both groups of rats donor (group 1, 400 + 39 g vs group 2, 394 +
28 g).

Cold preservation. After 2, 4 or 6 hours preservation, AST release in storage solution was
significantly higher in the group 1 then AST release in the group 2 (p=.008; Fig. 1). After 4 or
6 hours preservation, LDH measurements in storage solution in the group 2 was lower than
the LDH measurements in group 1 (p= .03 and p= .02, respectively; Fig.1). However, neither
LDH level after 2 hours of storage nor ALT level after 2, 4 or 6 hours preservation had
significant differences (p=.09; p=.06; p=.2; p=.7, respectively; Fig.1).

Reperfusion. The serum level of AST, ALT and LDH post-reperfusion in the group 2 were
significantly higher than these measurements in the group 1 (p= .02; Fig.2). Similarly,
catalase dosage in the group 2 was higher than that in the group 1 (p=.03; Table 1). On the
other hand, TBARS (liver tissue and post-reperfusion serum) and NO values were
comparable between the two groups (Fig.2 and Table 1).

Histology. In 80 percent of group 1 livers and 60 percent of group 2 livers was demonstrated
slight hepatocyte vacuolization (p=.4). Steatosis was showed in 40% of groupl and in 60% of
group 2 (p=.5). Signs of injury preservation were detected in any of the organs. Moreover,

sinusoidal congestion was observed in all livers preserved in FBP.
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DISCUSSION

UW solution is largely used in LT around the world. Though it provides a good preservation,
it is not the ideal one. Liver primary non function after transplant continues to occur, and
maybe it is related to the preservation injury 2", Moreover, UW solution is expensive. So,
searching for a new solution for preserving the graft is a reasonable supported task. 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. However, it must be emphasized that success with the rat model requires thorough
training. The present study compared FBP solution with UW solution. It was developed a
new model of liver reperfusion in rats, providing cold storage, warm ischemia and
reperfusion, in order to simulate a liver transplant procedure. First, this model was tested in a
pilot study. When it was well reproducible, it was applied for the purposes of this study.
During the pilot study, no more than 15 minutes of reperfusion was possible without
hemodynamic derangement. Considering that ischemia reperfusion syndrome is defined as a
decrease of mean arterial pressure of 30% occurring within 5 minutes of graft reperfusion and

lasting at least 1 minute *°

, this period seemed adequate and was the standard time of
reperfusion adopted.

At 2, 4 and 6 hours of preservation, AST and LDH release in storage solution was lower in
the FBP group. These results suggest that FBP solution was better in protecting the liver
during cold ischemia than UW solution was. The mechanisms responsible for the effects of
FBP are still uncertain, and this study was not designed to check them. FBP can interact with
the biomembrane to modify their ion permeability and to maintain cell viability #’. In

30,31 and it

addition, it preserves intracellular ATP levels by activating the glycolytic pathway
has a chelating action on Ca** thereby modulating intracellular Ca?* homeostasis .
Furthermore, after reperfusion, the serum level of AST, ALT and LDH were higher in the

FBP group than that in the UW group. These observations are in contrast with the findings of




63

the previous studies, in which the UW solution were more effective during cold preservation
than after perfusion "%'.

Oxidative stress (OS) is a condition that reflects an imbalance between the availability of
cellular oxidants and antioxidants. Numerous experimental studies have shown that
reperfusion of the liver following ischemia produces OS due to the overgeneration of ROS,
which is thought to be a major factor in mediating liver damage *. Presumably, the most
important source of graft damage is the overproduction of ROS during the initial phase
reperfusion, which is mainly mediated by activated Kupffer cells **. Their harmful effects are
counterbalanced by efficient antioxidant mechanisms, including glutathione (GSH) and

catalase actions, which are essential for cell integrity *°.

In the present study, OS was
evaluated through TBARS values in the post-reperfusion serum and liver tissue, catalase
activity and NO. The TBARS (liver tissue and serum) and NO measurements were
comparable between the two groups, suggesting that FBP maybe has some protective effects
after reperfusion. In this way, it is interesting that catalase activity in liver tissue was higher
in the group 2 than group 1. It is possible that these results have correlation with the
composition of preservation liquids. In contrast with FBP solution, UW solution has an
antioxidant substance, the GSH 2. Perhaps this particularity can explain the lowest catalase
activity in the livers preserved with UW solution.

Regarding histological analysis, no signs of injury preservation were observed in any liver
biopsy. It probably reflects a short reperfusion time. Therefore, all livers preserved in FBP
solution had significant sinusoidal congestion. These results suggest a important injury to the
sinusoidal endothelial cells (SEC) during the preservation. Cold ischemia specifically caused
damage to the SEC. The SEC detached, lost cytoplasmic processes, became rounded as a
result of alteration of the extracellular matrix and cytoskeleton, and sloughed into the
sinusoidal lumen *.

In conclusion, FBP solution showed a protective effect in the preservation of rat livers

during cold storage, but failed in preventing the post-reperfusion injury. As FBP was better
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than UW during cold ischemia and comparable with this solution regarding OS measured by
TBARS and NO derivatives, it seems that FBP maybe has a role to play in the way to become

in the future an important component of a new storage solution.
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FIGURE LEGENDS
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Fig. 1. AST, ALT and LDH release in preservation solution obtained from experimental
groups where the livers were preserved in UW or FBP cold storage solutions. Significant
differences between group 1 and group 2 were indicated by *p=.008, **p=.03, ***p=.02.

(median + interquartile range; Mann-Whitney test).
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Fig. 2. AST, ALT, LDH and TBARS level in the serum post-reperfusion obtained from

experimental groups where the livers were preserved in UW or FBP cold storage solutions.

Significant differences between group 1 and group 2 were indicated by *p=.02. (median +

interquartile range; Mann-Whitney test). See text for abbreviations.
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Table 1: TBARS, catalase and NO derivates dosages in post-reperfusion liver tissue.

Grupo 1 (UW) Grupo 2 (FBP)
(n=5) (n=5)
TBARS (nmol/g) 9,8 (7,4-12,7) 11,1 (7,1-14,4) p=0,6
Catalase (U/mg/prot) 327 (255-327) 435 (350-497,5) p=0,03*

NO derivates (nmol/mg/prot) 0,06 (0,04-0,12) 0,07 (0,05-0,09) p=1,0

Values expressed as median + interquartile range. Mann-Whitney test. The significant

difference was admitted with p<0,05 (*).See text for abbreviations.




