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PENSAMENTO

‘A pesquisa cientifica ndo se poderia excluir do ensino, pois & neste, é
principalmente nele, que despontam, a cada passo, na complexidade dos
fendmenos bioldgicos, nos mistérios infinitos da vida e da doenca, fatos novos
a interpretar, problemas obscuros a esclarecer. Nas enfermarias dos hospitais,
nos laboratorios e institutos que as continuam, haveremos de transpor os
confins das nog¢bes adquiridas, e penetrar nessa zona sem limites de
hipoteses indecisas, de interpretagdes duvidosas, de incognitas absolutas, em
que se debate o espirito do pesquisador, observando ou experimentando,

para criar a verdade e destruir o erro”. ( Carlos Chagas, 1928)
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RESUMO

Evidéncias acumuladas em diversos estudos tem demonstrado que as
Espécies Ativas do Oxigénio (EAQ) contribuem para o dano celular decorrente
da isquemia e reperfusdo de orgados, principalmernte, em funcdo da
propriedade oxidativa das mesmas sobre os constituintes lipidicos das
membranas celulares. O alopurinol tem sido 'sugerido como droga capaz de
interferir beneficamente diminuindo o dano celular decorrente da reperfusdo
de orgaos previamente isquémicos, tendo em vista o seu potencial de inibir a
enzima xantina-oxidase, a mais frequentemente referida como geradora de

EAO.

Este estudo foi desenvolvido como o objetivo de avaliar os efeitos da
isquemia e reperfusdo hepatica em ratos e também os efeitos do pré-
tratamento com o alopurinol, sobre a fun¢ao deste 6rgao, lipoperoxidacao das
membranas celulares dos hepatocitos e, caracteristicas histopatologicas

decorrentes.
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Para tanto, ratos Wistar, pesando entre 250 e 300 gramas foram

utilizados e divididos em 6 experimentos interdependentes.

Experimento 1: realizado para avaliar os efeitos de diferentes procedimentos
sobre a fungdo hepatica. Os animais foram divididos em 4 grupos de 10
animais cada: Grupo 1- ratos controle; Grupo 2- ratos submetidos a isquemia
troncular total e intermitente durante um tempo de 45 minutos, tendo sido
permitida a reperfus&o durante 5 minutos apds os dois primeiros intervalos de
15 minutos; Grupo 3- ratos submetidos a hepatectomia parcial (lobo médio e
esquerdo); Grupo 4- ratos submetidos a isquemia conforme descrito e, no final
do periodo, a hepatectomia parcial como no grupo anterior. Colheitas de
sangue 12, 24, 48, 72, 96, 120 horas e no 14, 21 e 28 dias foram obtidas para
determinagdo da atividade das transaminases oxalo-piravicas (ALT), oxalo-

acética (AST) e fosfatase alcalina (FA).

Experimento 2: realizado para avaliar o grau de lipoperoxidagao das
membranas celulares dos hepatocitos, através dos métodos de Substancias
Reativas ao Acido Tiobarbittrico (TBARS) e da Quimiluminescéncia (QL), em
diferentes tempos de reperfusdo sanguinea. Para tanto, 40 ratos foram
utilizados e divididos em 4 grupos de 10 animais cada: Grupo 1: ratos controle
(submetidos a laparotomia); Grupo 2- ratos submetidos a isquemia total
durante 60 minutos ndo tendo sido permitida a reperfusao; Grupo 3- Isquemia
total de 60 minutos e reperfusdo por 30 minutos; Grupo 4- Isquemia total de

60 minutos e reperfusao por igual tempo. A resseccéo do lobo médio, ao final
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de cada tempo operatério, foi realizada e, o tecido removido utilizado para

medidas do grau de lipoperoxidacao pelos métodos do TBARS e QL.

Experimento 3: realizado para avaliar os efeitos do alopurinol sobre a fungéo
hepatica em situagdes de isquemia e reperfusdo. Para tanto 30 ratos foram
utilizados, e divididos em 3 grupos de 10 animais cada: Grupo 1- ratos
controle, submetidos ao pré-tratamento com 50 mg/ Kg de peso da suspensao
de alopurinol 5 e 1 hora antes da laparatomia, sem nenhum procedimento
adicional; Grupo 2- Isquemia seletiva do lobo médio e esquerdo durante 45
minutos, porém em ratos pré-tratados com suspensao de alopurinol nas doses
descritas anteriormente; Grupo 3- ratos submetidos a isquemia seletiva
conforme descrito anteriormente. Medidas da ALT, AST e FA foram

realizadas 12, 24, 48 e 72 horas apos os procedimentos.

Experimento 4: avaliar o efeito do alopurinol sobre o grau de lipoperoxidagcao
das membranas celulares dos hepatdcitos. Para tanto, 30 ratos foram
utilizados e divididos em 3 grupos com 10 animais cada: Grupo 1- ratos
controle, submetidosum periodo de anestesia e laparotomia de 1 hora e 45
minutos; Grupo 2- ratos submetidos a isquemia de 45 minutos e reperfusao de
1 hora porém, pré-tratados com suspensdo de alopurinol conforme descricéo
prévia. Grupo 3- ratos submetidos a isquemia de 45 minutos e reperfus&o de 1
hora. Apoés os respectivos tempos operatorios,os animais foram submetidos a
ressecgdo do lobo médio, utilizado para as medidas da lipoperoxidag&o pelos

métodos do TBARS e QL.
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Experimento &: avaliar os efeitos do alopurinol sobre a mortalidade pos-
operatoria em ratos submetidos a isquemia e reperfusédo. Para tanto, 30 ratos
foram utilizados e divididos em 3 grupos: Grupo 1- ratos controle, submetidos
ao pré-tratamento com 50 mg/ Kg de peso da suspenséao de alopurinol 5 e 1
hora antes da laparatomia, sem nenhum procedimento adicional; Grupo 2-
ratos submetidos a isquemia seletiva do lobo médio e esquerdo durante 45
minutos, porém com pré-tratamento com suspensao de alopurinol nas doses
descritas anteriormente. Grupo 3- Isquemia seletiva conforme descrito

anteriormente.

Experimento 6. avaliar as altera¢des histopatolégicas da isquemia hepatica
em ratos pré-tratados e ndo com alopurinol. Para tanto, 60 ratos foram
utilizados e divididos em 3 grupos de 20 animais: Grupo 1- ratos controle,
submetidos ao pré-tratamento com 50 mg/ Kg de peso da suspensdo de
alopurinol 5 e 1 hora antes da laparatomia, sem nenhum procedimento
adicional; Grupo 2- ratos submetidos a isquemia seletiva do lobo médio e
esquerdo, durante 45 minutos, porém em ratos pré-tratados com suspensao
de alopurinol nas doses descritas anteriormente. Grupo 3- Isquemia seletiva
conforme descrito anteriormente. A cada 24 horas durante 4 dias, 5 animais
de cada grupo eram sacrificados e, os lobos médio e esquerdo foram

removidos para estudo histopatologico.

Experimento 1- Significativa elevagdo nas concentragbes séricas, nas

medidas das 12 e 24 horas apds o procedimento, das enzimas ALT e AST
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foram observadas nos Grupos 2 e 3 em relagdo ao grupo controle (Grupo 1)
(p<0.05). Além disso, naqueles animais do Grupo 4 elevagbes mais
pronunciadas foram eveifenciadas em relagdo aos demais grupos nas
determinagdes efetuadas 12, 24 e 48 apos a cirurgia (p<0.05). A soma dos
valores das medidas individuais dos Grupo 2 e 3 nado se distinguiram daquelas
obtidas no Grupo 4 (p>0.05). A concentragd@o sérica da FA foi mais elevada
em todas as determinacbes efetuadas naqueles animais submetidos a
hepatectomia (G.3 e 4) em relacdo aos grupos de animais nos quais este

procedimento nao foi efetuado (Grupos 1 e 2) (p<0.05).

Experimento 2- Foi observado uma maior formagdo de malondialdeido
(TBARS) nos tecidos hepaticos dos Grupos 3 e 4 em relagéo aos Grupos 1 e 2
(p<0.05) e, além disso, auséncia de diferenca entre os Grupos 3 e 4 e entre os
Grupos 1 e 2 (p>0.05). Resultados semelhantes foram obtidos pelo método da

QL.

Experimento 3- A concentracao sérica da ALT e AST foi superior (p<0.05) nos
Grupos 2 e 3 em relagé@o ao grupo controle (Grupo 1) nas medidas efetuadas
12 e 24 horas ap0s o procedimento e, nas determinagdes das 48 horas do
Grupo 3 em relagao aos demais (p<0.05). A FA foi semelhante em todos os

grupos de animais (p>0.05).

Experimento 4- A formagao de malondialdeido foi maior nos animais do Grupo
3 em relaga@o aos Grupo 1 e 2 (p<0.05). Entre estes dois ultimos grupos néo

houve diferenca estatisticamente detectavel (p>0.05). Além disso, a QL
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demonstrou uma maior emissao de energia luminosa no Grupo 3 em relagao
aos demais (p<0.05) e, entre estes dois Ultimos os resultados foram

semelhantes (p>0.05).

Experimento 5 A taxa de mortalidade no grupo de animais submetidos a
isquemia sem pré-tratamento como alopurinol (Grupo 3) foi de 40% nas
primeiras 24h apdés o procedimento, estatisticamente distinta quando
comparado ao Grupo 1(controle)(p<0.05). Entretanto, entre os animais do
Grupo 2, ou seja, submetidos a isquemia e pré-tratamento com alopurinol,
13.3% foram ao oObito e este valor ndo se distingue dos animais do Grupo 1
(p>0.05). A avaliagcao entre os Grupos 2 e 3 nao demonstrou diferenca
estatistica (p>0.05). A mortalidade na avaliacdo das 48 horas foi igual entre
os dois grupos (6.6% e 6.6%) (2 e 3) e ndo distintas, estatisticamente

(p>0.05). Os demais animais sobreviveram durante o periodo de observacgao.

Experimento 6- Congestao vascular hepatica e necrose hepatocitaria foram
significativamente mais pronuncidas nos animais dos Grupos 2 e 3 em relagao
aos animais do grupo controle na avaliagdo efetuada 24 e 48 horas apds a
isquemia (p<0.05) e, além disso, a necrose foi maior nos animais do Grupo 3
em relacao aos do Grupo 2 (p<0.05) apenas na avaliagdo das primeiras 24
horas apdés o procedimento cirurgico. Nao se observaram  diferencas
estatisticamente demonstraveis nas avaliagdes realizadas 72 e 96 horas apos

a cirurgia(p>0.095).
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Estes resultados sugerem que a via da xantina oxidase € uma das mais
importantes rotas metabodlicas envolvidas na geracaode EAO, elementos
quimicamente reativos e com potencial lesivo ao nivel das membranas
celulares dos hepatocitos e, que pelo menos em parte, sdo responsaveis
pelos danos funcionais do figado na sindrome da isquemia e reperfusdo. Além
disso, o alopurinol demonstrou efeitos protetores contra a lipoperoxidacéao
decorrente da injuria reperfusional, embora a analise histopatolégica néao
tenha demonstrado uma diferenga estatisticamente significativa, o que pode
ser justificado pelo fato das alteragbes provocadas nesta sindrome ocorram a
nivel de biomembranas celulares e de organelas n&o adequadamente

visualizaveis pela microscopia optica.
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SUMMARY

It has been demonstrated that the oxygen free radical (EAQO) contributes
to the cellular damage induced by ischemia/reperfusion, probably mainly due
to its lipid-oxidative characteristics. It has been suggested that allopurinol has
beneficial effects in reducing the injury due to the reperfusion of previously
ischemic organs, in this syndrome, as a result of its property of inhibiting the
enzyme xanthine oxidase, most frequently referred as responsible for the EAO

generation.

This study was carried out with the purpose of elucidating the effects of
hepatic ischemia-reperfusion in rats, the effects of allopurinol in this syndrome,
the development of the assay for lipid peroxidation of hepatocyte membranes

and the histopathologic features.

To achieve this goal, the functional repercussion and the histopathologic
features (analized 24 hours and eight days after surgery) were evaluated in

wistar rats weighing 250-300 g.

Experiment 1: performed for evaluating the way in which different procedures
reflected upon the hepatic function. The animals were divided into 4 groups of
10 rats each. Group 1- Controls (sham operation); Group 2- rats submitted to

total intermittent hepatic ischemia for 45 minutes: the first two 15-minute
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periods of ischemia were intercalated with 5 minutes of reperfusion; Group 3-
rats which underwent partial hepatectomy (medial and left lobes). Group 4-
Ischemia as described above and at the end of partial hepatectomy. Blood
samples were obtained at 12, 24, 48, 72, 96 and 120 hours and 4, 21 and 28
days after the procedure to determine the levels of the enzymes oxalopiruvic
transaminase (ALT), oxaloacetic transaminase (AST) and alkaline

phosphatase (AF).

Experiment 2. performed for evaluating the lipoperoxidation of hepatocyte
membranes by the methods of thiobarbituric acid reactive substances (TBARS)
and Chemoluminescence (QL) at different times of reperfusion. The animals
were divided into 4 groups of 10 rats each: Group 1- Controls (sham
operation); Group 2- rats submitted to total hepatic ischemia for 60 minutes
Group 3- total hepatic ischemia for 60 minutes and reperfusion for 30 minutes;
Group 4- total hepatic ischemia for 60 minutes and reperfusion for 60 minutes.
At the end of each operation time, a resection of the medial lobe was
performed, and hepatic tissue was removed and used for measuring lipid

peroxidation by the methods described above.

Experiment 3. performed for evaluating the effects of allopurinol on hepatic
function in the setting of ischemia-reperfusion. The animals were divided into 3
groups of 10 rats each: Group 1- Controls (sham operation) treated 5 hours
and 1 hour before the procedure with two doses of 50 mg/kg of allopurinol
suspension administered intraperitoneally; Group 2- rats submitted to selective

(medial and left lobes) hepatic ischemia during 45 minutes and treated 5 hours
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and 1 hour before the procedure with two doses of 50 mg/kg of allopurinol
suspension administered intraperitoneally; Group 3- rats submitted to 45
minutes of selective (medial and left lobes) hepatic ischemia followed by 5
minutes of reperfusion 22,5 minutes later. Blood samples were obtained 12,
24, 48 and 72 hours after the procedure to determine the activities of the ALT,

AST and AF enzymes.

Experiment 4: performed for evaluating the effects of allopurinol on hepatocyte
membrane lipoperoxidation by the methods of thiobarbituric acid reactive
substances (TBARS) and Chemoluminescence (QL). The animals were divided
into 3 groups of 10 rats each: Group 1- Controls (sham operation) treated 5
hours and 1 hour before the procedure with two doses of 50 mg/kg of
allopurinol suspension administered intraperitoneally; Group 2- rats submitted
to 45 minutes of selective (medial and left lobes) hepatic ischemia followed by
60 minutes of reperfusion and treated 5 hours and 1 hour before the procedure
with two doses of 50 mg/kg of allopurinol suspension administered
intraperitoneally; Group 3- rats submitted to selective (medial and left lobes)
hepatic ischemia during 45 minutes and reperfusion during 60 minutes. After
the respective surgical times, the left and medial lobes were removed and

used for the lipoperoxidation assay by the TBARS and QL methods.

Experiment 5: performed for evaluating the effects of allopurinol on mortality
after the ischemia-reperfusion procedure. Forty animals were used and divided
into 3 groups: Group 1- 10 control rats (sham operation) treated 5 hours and 1

hour before the procedure with two doses of 50 mg/kg of allopurinol
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suspension administered intraperitoneally; Group 2- 15 rats submitted to
selective (medial and left lobes) hepatic ischemia during 45 minutes and
treated 5 hours and 1 hour before the procedure with two doses of 50 mg/kg of
allopurinol suspension administered intraperitoneally; Group 3: 15 rats
submitted to 45 minutes of selective (medial and left lobes) hepatic ischemia
followed by 5 minutes of reperfusion 22,5 minutes later. The animals were

observed for 7 days after the procedure.

Experiment 6. performed for analyzing the hepatic histopathologic features and
the effects of the pre-treatment with allopurinol in the rats submitted to
ischemia-reperfusion. Sixty animals were used and divided into three groups of
twenty animals each: Group 1- Control rats (sham operation) treated 5 hours
and 1 hour before the procedure with two doses of 50 mg/kg of allopurinol
suspension administered intraperitoneally; Group 2- rats submitted to selective
(medial and left lobes) hepatic ischemia during 45 minutes and treated 5 hours
and 1 hour before the procedure with two doses of 50 mg/kg of allopurinol
suspension administered intraperitoneally; Group 3- rats submitted to selective
(medial and left lobes) hepatic ischemia during 45 minutes. Twenty-four, 48, 72
and 96 hours after the procedure, 5 rats of each group were sacrificed, and
their left and right lobes were removed for histopathologic study (vascular

congestion, necrosis and steatosis).

Experiment 1. The determination of the ALT and AST levels, after the

procedure, demonstrated that these levels were significantly higher in the
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groups 2 and 3 than in group 1 (p<0,05). Besides, among the animals of all
groups, those of group 4 had the highest levels 12, 24 and 48 hours after the
surgery. When the values of group 3 were added to the values of group 2, the
results were not different from the values of group 4 (p>0,05). AF was higher in
all determinations, in the animals which underwent hepatectomy (groups 3 and
4) compared to those which were not submitted to this procedure (groups 1

and 2) (p< 0,05).

Experiment 2: Malondialdehyde (TBARS) formation was higher in the groups 3
and 4 than in the groups 1 and 2 (p<0,05); besides, no difference was
observed between the groups 3 and 4 and between the groups 1 and 2

(p>0,05). Similar results were observed with the QL method.

Experiment 3: The levels of ALT and AST measured 12 and 24 hours after the
procedure were higher in the groups 2 and 3 compared with group 1 (p<0,05).
The determinations made 48 hours after the procedure showed a higher level
only in group 3 (p<0,05). The AF concentration was the same in all groups

(p<0,05).

Experiment 4: Malondialdehyde formation was higher in the animals of group 3
compared with those of the groups 1 and 2 (p<0,I05). No statistical difference

was observed between the last two groups (p>0,05). Besides, QL showed a
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higher energy emission in group 3 than in the groups 1 and 2 (p<0,05) with

similar results between these two groups (p>0,05).

Experiment 5: Global mortalitality was 0, 20 and 46,7% in the groups 1, 2 and
3, respectively. Forty per cent of the animals of group 3 died within the first 24
hours after the procedure and this percentage was significantly different from
that of the control group (1) (p<0,05). However, 13,3% of the rats of group 2
(previously treated with allopurinol) died within the same period, and such rate
was not different from that of group 1 (p>0,05). No statistical difference was
observed between the groups 2 and 3 (p>0,05). Forty-eight hours after the
procedure, one additional rat of each group (2 and 3) died, and thereafter all

animals survived within the observation period.

Experiment 6: With regard to the histopathologic features, significant vascular
congestion and hepatic necrosis were observed 24 and 48 hours after the
procedure in the groups 2 and 3 (p<0,05). Necrosis was more prominent in
group 3 than in group 2, within the first 24 hours (p<0,05). No significant

differences were observed at the 72-hour and 96-hour analyses.

These results suggest that the enzyme xanthine oxidase is one of the
most important pathways involved in the generation of the EAOs, chemical
reactive elements with injury potential at the level of the hepatocyte

membranes in the ischemia-reperfusion syndrome. At last, the results showed
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that allopurinol had beneficial effects on hepatic function and lipid peroxidation
and protective effects against hepatic ischemia-reperfusion injury.The
histopathologic findings can be explained by the fact that the changes induced
by this mechanism occur in organelles and biomembranes which are not

visualized by light microscopy.



1. INTRODUGAO

1.1 GENERALIDADES E TOXICIDADE DO OXIGENIO

Varios sé&o os fatores que tém sido postulados como causa do dano
relacionado a isquemia e reperfuséo de 6rgaos. Entre tais fatores citam-se a
formacao de espécies ativas do oxigénio (EAO), influxo celular de calcio,
deplec¢do do trifosfato de adenosina (ATP) e a disfuncdo mitocondrial. Varios
autores(BUEGE & AUST, 1978, HASSELGREN,1987; GONZALES-FLECHA,
LLESUI, BOVERIS, 1991) tém demonstrado que a isquemia hepatica seguida
da reperfusdo causa um rapido aumento na tensdo tecidual de oxigénio, que
promove a lipoperoxidagcdo das membranas celulares dos hepatocitos com

consequente lesado celular.

As EAO podem estar implicadas como elementos fisiopatolégicos,
destacando-se, entre estes, agentes toxicos exdgenos (radiagao ionizante,
agentes quimioterapicos, tetracloreto de carbono, paraquat, carcinégenos

quimicos), sindromes de hiperoxigenacdo (toxicidade pulmonar por oxigénio
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hiperbarico, fibroplasia retrolental) sindromes isquémico-reperfusionais (infarto
do miocardio, cardioplegia cirlrgica, preservacéo de 6rgdos para transplantes,
isquemia intestinal, enterocolite necrotizante, isquemia cerebral, transferéncia
de retalhos Ilivies de pele e musculos), desordens inflamatorias
(glomerulonefrites, vasculites e doengas auto-imunes), choque hemorragico,
sobrecarga de ferro (hemocromatose, talassemias), deficiéncias nutricionais,
alcool, cancer e amiloidose, entre outros (OHKAWA et al.,1979; GERSCHMAN,
1981; PARKS et al.,1983; CROSS et al.,1987; PUNCH et al.,1992; NILSSON et
al.,1993; POLI, 1993; WILLET et al.,1995). Doengas dos sistemas sanguineo,
respiratorio, cardiovascular, urindario, gastrintestinal, nervoso central, visual e
cutaneo tém sido referidas como tendo associagdo ou mediagdo por EAO

(ABROSIO et al.,1995; ORTOLANI et al.,1995; BOROS et al., 19995).

O envolvimento das EAO em diversos processos fisioloégicos parece ser
inequivoca. Este aspecto reside no fato de a vida ter surgido espontaneamente
ha 3,5 bilhdes de anos, decorrente de reagdes que se processaram a partir de
aminoacidos, nucleotideos e outros elementos quimicos, produzidas pela
simples redugédo de elementos da atmosfera primitiva, mediados por espécies
radicais, iniciadas principalmente pela energia solar (ROSENBLUM et
al.,1989). Fato que sustenta esta teoria € o fendbmeno de que as algas surgiram

ha cerca de 2,5 bilhdes de anos e comegaram o processo de liberacdo do



fad

oxigénio para a atmosfera através da sintese de glicose, via fotossintese,
utilizando como fonte energética a luz solar. A geragado de oxigénio molecular
como bio-produto, levou a um aumento progressivo deste elemento na
composigao do ar atmosférico e como consequéncia ocasionou que apenas
niveis de radiacdes solares compativeis com a vida, pudessem atingir a
superficie terrestre ha cerca de 500 milhdes de anos (ROSENBLUM et
al,1989).  Inicialmente, estas células metabolizavam a  glicose
anaerobicamente, obtendo energia através de um processo conhecido como
fermentacdo, entretanto, a partir da fotossintese, estas estruturas foram
obrigadas a desenvolver mecanismos de controle da toxicidade do oxigénio
através de modificagbes intra e extracelures (BULKEY, 1983). Portanto, é
provavel que no intervalo de tempo de 3 bilhdes de anos, mecanismos contra
a acdo das EAO foram desenvolvidas pelas formas primitivas de vida de modo
a permitir a sua sobrevivéncia em um ambiente rico em oxigénio (ROSENBLUM

et al.,1989).

A toxicidade do oxigénio foi descrita de forma quase simultanea a sua
descoberta como componente quimico do ar por Priestley em 1774, e em 1783
Lavoisier provou que o oxigénio hiperbarico apresentava efeitos maléficos
sobre os pulmées (BELLO-KLEIN,1994). Entretanto, as bases da toxicidade do

oxigénio foram estabelecidas apenas em 1871 por Paul Bert ao expor plantas e



animais a altas concentragdes dele, com a demonstracdo de efeitos deletérios

de uma maneira universal (apud BELLO-KLEIN, 1994)

Atualmente, esta claramente estabelecido que processos enzimaticos e
nao-enzimaticos que ocorrem em nivel celular, permeados pelo oxigénio, levam
a uma continua produgao de EAO, que necessita ser detoxificada pelo
organismo, em fungdo do seu potencial efeito lesivo. (MENEGHINI, 1987;

CROSS et al.,1987; ABROSIO et al., 1995).

A reducao completa do oxigénio a agua € o mecanismo de controle
desenvolvido pelos seres aerobios sobre este elemento, de modo que a
compreensao destas etapas € fundamental no que se refere a formagdo das
EAO (DEL MAESTRO,1980; BULKEY,1983). Esta reducao envolve a adicao de
quatro életrons a cada molécula de oxigénio, podendo este processo ocorrer
de forma tetra ou monovalente (BULKEY,1983). Na primeira situagdo, é
responsavel pela redugdo de 95% do oxigénio, que recebe quatro elétrons de
uma so6 vez, formando agua, sendo esta reacdo mediada pela via da citocromo
oxidase e utilizada para gerar a adenosina trifosfato (ATP), processo
conhecido, também, como glicdlise aerdébica (DEL MAESTRO,1980;
BULKEY,1983). Nos 5% restantes, o processo ocorre de forma monovalente,

isto &, o 0, recebe um elétron de cada vez (mono, di e tri-reducdo) formando



uma série de elementos intermediarios toxicos e reativos denominados EAO,

cujos principais representantes sao o radical superoxido(O,) peroxido de
hidrogénio (H,0,) e o radical hidroxil (OH), respectivamente (DEL
MAESTRO,1980; McCORD,1983; FRANSSEN et al.,1995) (Figura 1). Estes
sao também conhecidos como radicais livres de oxigénio, denominagdo néo
totalmente correta, tendo em vista que o peréxido de hidrogénio (H,0,) nao é
uma espécie radical. Assim, entende-se por radical livre qualquer espécie
quimica capaz de existéncia independente e que contém um ou mais elétrons
desemparelhados (McCORD, 1983; CROSS et al.,1987; ABROSIO et al.,1995).
Logo, inclui varios outros radicais, como do atomo de hidrogénio, de ions de
metais de transicdo, oxido nitrico, diéxido de nitrogénio, etc. (CROSS et al.,

1987).

As EAO podem ser formadas pela perda de um elétron de um nao-
radical ou pelo ganho de um elétron por um néo-radical, de forma a ficar em um
elétron desemparelhado, gerando instabilidade quimica e grande poder de

reacdo (BULKEY, 1983; MENEGHINI, 1987 ).

Cabe ressaltar que a toxicidade do oxigénio ndo se deve apenas aos
radicais livres dele derivados, mas também a outros estados do oxigénio, como

H,O, e o oxigénio singlet (estado excitado do oxigénio molecular). Neste
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estado, ele pode se apresentar sob duas formas: sigma (mais reativo, pois
possui 2 elétrons desemparelhados) e delta (menos reativo, pois ndao apresenta
elétrons desemparelhados). A descoberta de enzimas (superoxido dismutase)
que atuam especificamente diminuindo este radical em células aerdbicas
sustenta a teoria de que o superoxido € o grande responsavel pela toxicidade
do oxigénio, ja que estas enzimas sao essenciais para a sobrevivéncia dos
seres vivos na presenga de O, (DEL MAESTRO, 1980; BULKEY, 1983;
McCORD,1983). Na realidade as EAO e os mecanismos de controle ou
remogao das mesmas podem ter sido elementos fundamentais que nortearam o
processo evolutivo das espécies quando da presenca inicial de oxigénio na

atmosfera (DEL MAESTRO,1980; BULKEY, 1983).

e +e- +2H* +e- +HY +e- +HF

02 —_— -Oz- Em— H:Oz —> -OH S N H20

T H.O

Figura 1- Mecanismo univalente para redugdo do oxigénio molecular em agua:
Por uma série de transferéncias de életrons isolados, o oxigénio molecular é
reduzido inicialmente em radical superéxido('O;) e deste, com a adi¢do de mais
dois elétrons, em peréxido de hidrogénio (H;0,). Finalmente, a adicdo de mais
um elétron e a reagao com um préton de hidrogénio do meio, leva a formagdo de
agua e o potente radical hidroxil('OH). A redugao final univalente e a adigdo de
outro préton converte o radical hidroxil em agua. Os radicais ‘O, e ‘OH séo
espécies ativas do oxigénio (EAO), cada uma contendo, por definigdo, um
elétron desemparelhado em sua camada mais externa, o que lhes proporciona
uma potente atividade reativa. (Adaptado de DEL MAESTRO, RF- An approach to
free radicals in medicine and biology. Free radicals in medicine and biology, vol.
492: 153-68, 1980).



1.2 FONTE DAS ESPECIES ATIVAS DO OXIGENIO(EAO)

As principais fontes das EAO nos seres vivos aerobicos, podem ser
divididas em enddégenas e exogenas (DEL MAESTRO, 1980; CROSS et al,
1987). Entre as primeiras, temos a atividade mitocondrial (cadeia de transporte
de elétrons), microssomal (cadeia de transporte de elétrons), dos cloroplastos
(cadeia de transporte de elétrons), das enzimas oxidantes (xantina oxidase,
ciclo-oxigenase, lipo-oxigenase, monoamino-oxidase, galactose-oxidase), das

células fagociticas( neutrofilos, mondcitos, macréfagos) e das reagdes auto-

oxidantes(Fe?*, adrenalina), entre outras (GRENE & PALLER, 1992). Entre as
fontes exégenas destacam-se as substancias com potencial redox (paraquat,
doxorrubicina entre outras) , drogas oxidantes ( paracetamol, tetracloreto de
carbono), fumo, radiagdo ionizante, luz solar e substancias oxidantes da

glutationa) (CROSS et al., 1987; POLI, 1993).

1.3 PRINCIPAIS ESPECIES ATIVAS DO OXIGENIO (EAO)

Sao basicamente trés as principais EAO decorrentes do metabolismo

aerdbico, ou seja: o radical superdxido ('O;) , o peroxido de hidrogénio (H.0;) e
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BBLIOTECA |
| PABIED /HCPA



o radical hidroxil (OH) (BULKEY, 1983; PALLER et al.,1984; MATIELI, 1994;

NUNES et al.,1995).

O radical superéxido (' O;) pode atuar como agente redutor, doando o
seu elétron excedente, ou como agente oxidante, situagdo na qual recebe
elétrons e é reduzido a agua (DEL MAESTRO, 1980; NUNES et al., 1995). A
sua principal atividade citotéxica resulta de um ataque direto ou indireto em
nivel molecular pelo préprio radical ou, secundariamente, através da geracao
de outros radicais (H.O, e "OH), como, por exemplo, a reagao catalisada por
metais que leva a formacdo do potente radical ‘OH através da reacdo de

Haber-Weiss (Figura 2) (McCORD, 1983).

‘0, +H,0, ——— ‘OH + 0, + OH’

Figura 2- Reagdao de Haber-Weiss: demonstra a interagdo entre o radical
superdxido e o peréxido de hidrogénio(H,0,) numa reagdo catalisada por metais
de transicao, como por exemplo o ferro da hemoglobina, originando o potente
radical hidroxil (OH), oxigénio molecular(O,) e a hidroxila(OH") (Adaptado de DEL
MAESTRO, RF- An approach to free radicals in medicine and biology. Free
radicals in medicine and biology, vol. 492 p.153-68,1980).

Por outro lado, também pode reagir com lipideos hidroperoxidos para

formar radicais alcoxil (RO") (BULKEY,1983). A mais importante reacdo que



envolve o O, é a sua dismutagdo a H, O, (DEL MAESTRO, 1980;
MENEGHINI, 1987). E importante salientar que células inflamatérias possuem
na sua superficie NADPH redutase, que catalisa a formacdo de * O,. Parte
desta producdo é liberada para o meio extra-celular, onde pode ocorrer uma
dismutacado espontanea, originando H,O, (NUNES et al.,1995). A habilidade
destas células de promover estas reagdes € um importante fator para a morte
de bactérias, uma vez que, em individuos nos quais estas ndo ocorrem como
por exemplo na doenga granulomatosa cronica, infecgdes recorrentes sao
frequentes (BULKEY, 1983; MENEGHINI, 1987). Entretanto, o mecanismo da
atividade bactericida ainda n&o esta completamente esclarecido, mas
relaciona-se, possivelmente, a formagdo de outras EAO (radical hidroxil e

oxigénio singlet) e hipoclorito (MENEGHINI, 1987) .

A formacgao do peroxido de hidrogénio (H.0O,, pode ocorrer por processo
direto ou indireto (DEL MAESTRO, 1980; NUNES et al.,1995). O primeiro
relaciona-se a agao de oxidases encontradas nos peroxissomas ( D-
aminoacido oxidase, xantina oxidase, uricase, alfa-hidroxiacido oxidase e
glicolato oxidase) envolvidas nas reacdes de oxidagdo de acidos graxos,
producdo de hormonios esterdides, producdo de lipidios em glandulas
sebaceas, fagocitose, termogénese, etc., correspondendo a uma redugéo

divalente do O, (DEL MAESTRO, 1980). O segundo processo relaciona-se a
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dismutacao do anion radical superoxido previamente, formado através da
reducao univalente do O, resultante da oxidagdo aerdbica de substratos com
subsequente acao da SOD. Entretanto, existem ainda controvérsias sobre a
real toxicidade do H,O, Sua toxicidade pode ser demonstrada em diferentes
sistemas celulares. Entretanto, no momento, enfatiza-se que esta EAO pura
nao é reativa (WILLET et al.,1995). Por outro lado, a sua toxicidade se tornaria
relevante quando ocorre o seu contato com formas reduzidas de metais de
transicdo (Fe'? ou Cu'"), originando o radical hidroxil, através da reacédo de

Fenton (Figura 3) (MENEGHINI 1987; NUNES et al.,1995).

3+

H,0, + Fe. . Fe + OH + OH

+

2 .
H,0, + Cu" —————» Cu + OH + OH

Figura 3- Reagdao de Fenton: mecanismo de geragdo do potente radical hidroxil
(OH) através da reagdo do radical H,O, com metais de transigdao como o ion
ferroso (derivado da ferritina, mioglobina e hemoglobina) e cuproso.(DEL
MAESTRO, RF: An approach to free radicals in medicine and biology. Free
radicals in medicine and biology, 492: 153-168, 1980)

O ferro presente na ferritina e transferrina ou aquele presente em
proteinas funcionais como hemoglobina, mioglobina contribuem para a reagao
acima citada (MENEGHINI, 1987; FRANSSEN et al,1995; FREDERIKS et
al.,1995). Entretanto, complexos de ferro de baixo peso molecular, como citrato
de ferro ou Fe-ATP sao provavelmente os maiores catalisadores desta reagao

“in vivo” e estdo presentes , em maior concentragdo, no meio intracelular e



pouco nos fluidos extracelulares, como o fluido sinovial e liquor em humanos
(KARWINSKI et al.,1993; LEFEBVRE et al.,1995). De forma semelhante, ions
de cobre ligados as proteinas nao catalisam a reacdo de formagéo do radical
hidroxil, somente os complexos de cobre com baixo peso molecular, presentes
inclusive no liquor, teriam esta propriedade (Figura 4) (CUNNINGHAM et
al.,1974; BULKEY, 1983; CROSS et al.,1987).

O radical hidroxil ((‘OH’) reage com uma grande quantidade de
componentes organicos, sendo o seu tempo de meia vida € extremamente
curto e sua toxicidade pode ser mediada através de componentes dependentes
de OH/, tais como, radical anion carbonato ou por produtos de OH’ induzidos,
com os lipideos ou outros componentes celulares (DEL MAESTRO, 1980;

BULKEY, 1983; BELLO-KLEIN,1994; NUNES et al.,1995).

v

Me" + O Me “"™ + O,

Me @ " + H,0, >» Me"* '+ OH + OH

Figura 4 - Redugiao mediada por metais (Me" ) do radical superéxido seguido de
uma reagdo tipo Fenton para geragdao do radical hidroxil (OH).(Adaptado:DEL
MAESTRO, RF: An approach to free radicals in medicine and biology. Free
radicals in medicine and biology, vol. 492 p. 153-68, 1980).
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A reatividade das EAOQ varia, sendo algumas altamente estaveis (H,0,),
e a maioria tendendo a ser extremamente reativas e instaveis
(MENEGHINI,1987). Apresentam uma vida média muito curta e, devido a sua
reatividade, a maioria dos radicais existe apenas em baixas concentragdes (10
* a 10°M). Além disso, ndo se distanciam de seu sitio de formagéo. Entretanto,
reacdes a distancia com efeitos biologicos podem ocorrer quando um radical
livre reage com um composto n&o-radical formando outro radical livre,
induzindo sucessivamente reagbées em cadeia, como € o0 caso da
lipoperoxidacao (LPO) (MENEGHINI,1987). Estas reacbes em cadeia
apresenta basicamente 3 estagios: iniciagdo, propagacdo e terminacao
(BELLO-KLEIN, 1994). No primeiro, a EAO promove um ataque a uma
molécula organica (ex.: acidos graxos da cadeia lateral de lipidios), retirando
um atomo de hidrogénio de um grupamento quimico. Isto leva a formacao de
um radical centrado no carbono (CH), que tende a se estabilizar, por
rearranjo molecular, formando um dieno conjugado que, por sua vez, ao se
combinar com o oxigénio produz lipidios perdxidos (radical peroxil). No estagio
seguinte, a propagacdo, os radicais peroxil podem retirar hidrogénio de outra
molécula lipidica, originando novos radicais reativos, ou se combinar com
atomos de hidrogénio, produzindo lipidios hidroperoxidos. Estes ultimos sofrem
a fase de terminagao, na qual, pela presenga de complexos com metais (Fe e

Cu), sofrem uma decomposi¢do, originando aldeidos (malondialdeido),



hidroperoxidos volateis (pentano, etano) e outros produtos passiveis de serem
identificados experimentalmente (OHKAWA et al,, 1979; ZAGER & GMUR,
1989; NAUTA et al.,1990; COHEN, 1992; STEIN et al.,1993; MATHEWS et
al.,1994; ORTOLANI et al.,1995). Nesta etapa de terminacdo , dois radicais
peroxil poderiam reagir entre si formando tetroxido instavel que se decompdéem,
originando oxigénio singlet e carbonilas excitadas. Estas espécies excitadas

retornam ao estado fundamental, emitindo quantas de luz visivel.

Este processo & conhecido como quimiluminescéncia e se constitui num
importante método de quantificacdo da LPO (Figura 5) (COHEN,1992; BELLO-

KLEIN, 1994; NUNES, 1995).



acido graxo

l abstragdo H*

radical lipidico
Iniciagdo

¢ rearranjo molecular
dieno conjugado
combinagao de O,

radical peroxii ——— = 4acidos graxos
Propagacao (combinagdo com H*)

hidroperéxido lipidico

FelCu reagao com outro radical

malondialdeido (TBARS) '0,
pentano
Terminagao

\/

carbonilas excitadas

emissdo de luz visivel (QL)

Figura 5: Etapas da lipoperoxidagao de membranas celulares em cadeia: a)
Iniciagdo: ataque a uma molécula organica(acido graxo da membrana celular)
por um radical hidroxil (OH); b) Propagacgao: radical peroxil ou peréxi, formado a
partir da combinagao de um dieno conjugado, formado por um rearranjo
molecular, com o oxigénio, possuindo propriedade de reiniciar o processo
através do ataque a um acido graxo adjacente, ou pode se combinar com o
hidrogénio abstraido formando um lipidio hidroperéxido; c¢) Terminagao: os
lipideos hidroperdxidos se decompode através de reagdes catalisadas por metais
(ferro e cobre) produzindo aldeidos como o malondialdeido (medido



laboratorialmente pelo método do TBARS) e outros hidrocarbonetos; além disso
dois radicais peroxil reagem entre si formando um tetréxido instavel que ao se
decompor fornam o oxigénio singlet e carbonilas excitadas que ao retornarem ao
seu estado fundamental emitem quantas de luz visivel (medido pelo método da
quimiluminescéncia- QL)(Adaptado de: DEL MAESTRO, RF: An approach to free
radicals in medicine and biology. Free radicals in medicine and biology, vol. 492
p.153-68, 1980).

1.4 SITIOS DE AGAO DAS ESPECIES ATIVAS DO OXIGENIO (EAO)

As EAO formadas' durante os processos metabdlicos agem nos
compartimentos extra e intracelular, assim como sobre as membranas das
células dos organismos (BULKEY, 1983; ORTOLANI et al., 1995; ABROSIO et
al.,1995). No espacgo extracelular, as alteragdes estruturais e bioquimicas que
estas espécies causam relacionam-se com o ataque aos glicosaminoglicanos,
incluindo o acido hialurénico, componente essencial do espaco intersticial e de
liquidos especializados, como o vitreo e sinovial (DEL MAESTRO, 1980;
BULKEY,1983). Este ataque pode se estabelecer através de um mecanismo de
despolarizacao oxidativo-redutiva ou ser induzido através da geracao de EAO
pela via da xantina oxidase (DEL MAESTRO, 1980). A degradacdo dos
componentes do meio intersticial, como o acido hialurdnico e colageno altera
significativamente a permeabilidade celular e as caracteristicas estruturais dos
tecidos vivos. Ja no meio intracelular ocorre o mecanismo de LPO, que & um
processo fisiolégico e continuo nas membranas celulares , sendo um fator de

remogao celular e um passo essencial na biossintese de prostaglandinas e
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leucotrienos, bem como na fagocitose, pinocitose e lise de membranas de
importantes organelas intracelulares como as lisossomiais e mitocondriais (DEL
MAESTRO, 1980; BULKEY, 1983; MENEGHINI,1987; CROSS et al., 1987). A
ruptura de organelas lisossomiais com a conseqguente liberacdo de enzimas
liticas pode potencializar o dano celular induzido pelo radical (BULKEY,1983).
As membranas celulares, por serem formadas, em grande parte, por lipidios
insaturados e proteinas, sao particularmente vulneraveis ao ataque oxidativo
(BULKEY,1983; PALLER et al., 1984, CROSS et al, 1987, ZAGER &
GMUR,1989; GREENE &PALLER ,1992). Este causa gradual perda de fluidez
da membrana, aumento do potencial de membrana e aumento da
permeabilidade idnica (por exemplo ao Ca') . Se prolongada, pode ocasionar
desintegragdo da membrana celular (HANSSON et al.,1982; PALLER et
al.,1984). As enzimas ligadas a membrana celular , assim como os receptores
de varias substancias podem ser inativadas. Por exemplo, a ligacdo da
serotonina aos seus receptores pode ser diminuida pela LPO (McCORD,
1983). Se a LPO atingir a membrana lisossomal, pode haver liberacdo de
enzimas lisossdmicas e fosfolipases Ca'™ dependentes, as quais podem
acelerar a degradagdo das membranas (PALLER et al., 1984; ZAGER &
GMUR, 1989; NAUTA et al.,1990; MARUBAYASHI et al.,1991; COHEN,1992;
MATHEWS et al., 1994 : CHAVEZ-CARTAYA et al.,1996). Também os aldeidos

produzidos na etapa de terminacéo podem ser citotoxicos (NAUTA et al.,1990).



1.5 SISTEMAS DE DEFESA CONTRA AS ESPECIES ATIVAS DO OXIGENIO

(EAO)

Na luta pela sobrevivéncia e adaptagao a meios ricos em oxigénio, 0s
seres aerdbicos desenvolveram uma série de mecanismos biologicos
destinados ao controle e inativagdo das EAO geradas durante o metabolismo
do oxigénio, podendo terem sido estes os fatores principais que nortearam a
evolucdo e sobrevivéncia das espécies nesses meios (GERSCHMAN, 1981;
HANSSON et al.,1982; BULKEY, 1983; McCORD,1983; MENEGHINI, 1987,

MATHEWS et al., 1994).

Se esta neutralizagdo ocorrer na fase de iniciacdo ou propagacao da
LPO, havendo a formagao de produtos menos toxicos, a substancia € chamada
scavenger (DEL MAESTRO, 1980; BULKEY,1983; BELLO-KLEIN,1994). A
substancia pode, também, absorver a energia de excitacdo dos radicais,
neutralizando-os. Neste caso € chamado de quencher.(DEL MAESTRO, 1980;
BELLO-KLEIN, 1994).

Os principais sistemas de defesa contra as EAO existentes nos seres
aerobicos podem ser divididos em enzimaticos e nao-enzimaticos (DEL
MAESTRO,1980; PALLER et al.,1984; MENEGHINI,1987; HANSSON et al,,

1990; BELLO-KLEIN,1994; FRANSSEN et al.,1995). Dentre os sistemas
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enzimaticos podemos destacar trés: a superoxido dismutase (SOD), a catalase
(CAT) e a glutationa peroxidase (Gpx). (DEL MAESTRO, 1980;
MENEGHINI,1987: HANSSON et al.,1990; KARWINSKI et al.,1993; BELLO-

KLEIN,1994; MATIELI, 1994).

A SOD é o maior sistema de defesa em células aerébicas, combatendo
os efeitos toxicos do oxigénio ( BULKEY, 1983; McCORD,1983; SOUTHARD et
al.,1987; MENEGHINI,1987; GALAT et al.,1990; MATHEWS et al., 1994,
DREWS et al.,1995; DI LISA et al.,1995; ORTOLANI et al.,1995; LEFEBVRE et
al.,1995). Esta amplamente distribuida, na forma que contém cobre e zinco em
seu sitio ativo (CuZn-SOD), presente no citosol das células eucaridticas ou na
forma contendo manganés (Mn-SOD), localizada na matriz mitocondrial
(McCORD & FRIDOVICH, 1969; DEL MAESTRO,1980; BULKEY,1983). Este
complexo enzimatico catalisa a dismutagao do radical superoxido para formar
peroxido de hidrogénio e oxigénio (McCORD & FRIDOVICH, 1969). Esta
reagao ocorre espontaneamente em pH fisiolégico, porém na presenca da SOD

sua velocidade é aumentada na ordem de 10 * (BELLO-KLEIN,1994).

207 I 0., HO: ¥O;

Figura 6 : Reagdao de dismutagdo: a superéxido dismutase é a enzima que
catalisa a dismutagao do radical superéxido (O,) formando peréxido de
hidrogénio (H20), como forma de detoxificagdo. (Adaptado de DEL MAESTRO,
RF- An approach to free radicals in medicine and biology. Free radicals in
medicine and biology, vol. 492 p.153-68, 1980).



A catalase € uma hemoproteina peroxidase especifica para o
H.O,. Encontra-se amplamente distribuida em orgdos como o figado, rins,
cérebro e nos eritrocitos (BULKEY,1983; MENEGHINI,1987; MATIELI, 1994;
TAKAYAMA et al.,1994). A sua atividade no controle do H.0, esta

representada abaixo:

Catalase

2H,0, . —_— 2H20 + 02

Figura 7: Reagdao da catalase: O perdxido de hidrogénio (H.O;), formado pela
dismutagdo do radical superéxido, é transformado em agua e oxigénio molecular
pela enzima catalase, detoxificando a EAO(Adaptado de DEL MAESTRO, RF- An
approach to free radicals in medicine and biology. Free radicals in medicine and
biology, vol. 492 p.153-68, 1980).

A glutationa peroxidase tem agéo peroxidase inespecifica para o H,0o,
podendo ou nao utilizar selénio como cofator(DEL MAESTRO,1980;
MENEGHINI,1987; BELLO-KLEIN, 1994; MATIELI,1994). Possui intensa
atividade no figado e eritrocitos, e moderada no coracao, rins e pulmoes, e
baixa nos musculos (NAMURA et al., 1995). Esta enzima é requerida para a
reacdo de hidroperoxidos (ROOH) com glutationa reduzida (GSH) originando

glutationa oxidada (GSSG) e o produto da redugdo do hidroperéxido, como

demonstrado a seguir:
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2GSH + H,0, —* GSSG + 2H,0

Figura 8 : Glutationa peroxidase: catalisa a reagao de hidroperéxidos (H.0;) com
a glutationa reduzida (GSH) para formar glutationa oxidada (GSSG) e o produto
da redugao do hidroperéxido.(Adaptado de DEL MAESTRO, RF- An approach to
free radicals in medicine and biology. Free radicals in medicine and biology, vol.
492 p.153-68, 1980).

A exposicdo de animais a concentragbes aumentadas de O
frequentemente aumenta a atividade da SOD, CAT e GPx em muitos tecidos, o
que significa que a quantidade presente normalmente € suficiente somente
para equilibrar taxas normais de producdo das EAO, e assim preservar a
integridade celular e por conseguinte dos 6rgdos (OREDSSON et al.,1995; DI
LISA et al.,1995)
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Figura 9 : Mecanismos enddgenos de defesas enzimaticas para detoxificagdao de
EAO geradas pela redugdo univalente do oxigénio molecular (O;). O complexo
citocroma oxidase & responsavel pela detoxificagdo da maior parte do oxigénio
reduzido tetravalentemente, previnindo assim a liberagao de radicais superéxido
(02), peroxido de hidrogénio (H,02) e hidroxil (OH) para o meio intracelular. A
redugdo univalente embora de menor propor¢do porém de importancia
significativa & detoxificada através da superdxido dismutase que catalisa a
dismutagao do radical ‘O, em H;O, e oxigénio molecular (O;) previnindo o
acumulo de espécies radicais reativas. A Catalase e peroxidases catalisam a
redugdo do peréxido de hidrogénio diretamente em agua, sem a produgdo de
intermediario téxicos (Adaptado: DEL MAESTRO, RF- An approach to free
radicals in medicine and biology. Free radicals in medicine and biology, vol.492
p.153-68, 1980).

Entre os sistemas nao-enzimaticos temos uma subdivisdo em
hidrofébicos, hidrofilicos e estruturais. Os acidos graxos poliinsaturados das
membranas lipidicas compdem a regido hidrofébica das células. O alfa-
tocoferol (vitamina E) e os beta-carotenos, presentes nas membranas celulares

fornecem atomos de hidrogénio e podem prevenir reagbes de peroxidagao



propagadas em cadeia nas mesmas, evitando a desestruturagdo da arquitetura
celular (DEL MAESTRO, 1980; MENEGHINI,1987; MATIELI,1994: FRANSSEN
et al., 1995, DEFRAIGNE et al.,1995). Podem também se acoplar quenchers
ao O, e, assim, prevenir a formagdo de hidroperoxidos lipidicos, mantendo a
permeabilidade e estabilidade das membranas celulares (DEL
MAESTRO, 1980; BELLO-KLEIN,1994). Os carotendides sao compostos
isoprenoides amplamente distribuidos na natureza, onde desempenham um
importante papel protetor das células e dos organismos (MENEGHINI,1987:
BELLO-KLEIN, 1994; NUNES et al., 1995).

Por outro lado, os sistemas hidrofilicos sao representados por
substancias quimicas que agem impedindo as reagdes dos radicais livres que
se processam em meios idnicos e aquosos dos compartimentos celulares. O
acido ascorbico, cisteina e glutationa reduzida, ceruplasmina , transferrina,
triptofano e histidina s@o os principais representantes, agindo principalmente
no controle do radical hidroxil (DEL MAESTRO,1980; MENEGHINI, 1987,
MATIELI,1994; BELLO-KLEIN,1994). O colesterol, intercalado no interior das
membranas, pelo seu tamanho e estrutura € o principal representante dos
sistemas estruturais, podendo proteger os acidos graxos da les@o peroxidativa.
A localizacao de certos peroxissomos e mitocondrias, com seus mecanismos
especializados de scavengers, parecem ter papel importante no controle de

reacdes causadas pelos radicais livres (DEL MAESTRO,1980).

Portanto, antioxidantes endégenos protetores operam continuamente

como mecanismo de defesa fisioldgico contra as EAO que sao gerados por
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processos metabdlicos que normalmente ocorrem para manter a integridade
celular e também quando solicitados em situagbes de estresse como, por
exemplo, na isquemia e reperfusdo (Figura 10) (HIRASAWA et al.,1978;
MENEGHINI,1987; CROSS et al., 1987, ZAGER & GMUR, 1989; NAUTA et
al.,1990; GREENE & PALLER, 1992; BELLO-KLEIN,1994; NUNES et al.,1995;
ORTOLANI et al.,1995).

Scavengers
RH
Ir L
. > 0, - Men < - OH - R + H,0
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-
3) Oxi-redugao
1e
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L
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Figura 10 : Producdo e reatividade de espécies ativas do oxigénio no meio
intracelular. Varias situagdoes como radiagao, fotdlise, metabolismo oxidativo,
isquemia e reperfusdo possuem potencial de producao de radicais superéxidos
(0,), ou seja, um oxigénio molecular com um elétron desemparelhado em sua
camada mais externa. Em uma continua reagdo em cadeia, que é tipico de
radicais livres intracelulares, metais (Me"" ) podem ser reduzidos pelo &nion
superéxido (Me'™") que reagem com o peréxido de hidrogénio para formar o
radical hidroxil (OH-). Este por sua vez pode entdao causar dano tecidual como
por exemplo através da degradagdo do acido hialurénico. Entretanto, em varios
pontos nesta seqiiéncia de reagdes, agem substancias detoxificadoras destas
espécies toxicas como mecanismo de defesa celular, destacando-se a
superéxido dismutase(SOD), catalase e outras substancias com potencial de
“scavengers”. (DEL MAESTRO RF- An approach to free radicals in medicine and
biology. Free radicals in medicine and biology, vol.492 p.153-68, 1980).



1.6 A isquemia reperfusdo como fonte de Espécies Ativas do

Oxigénio(EAO)

Na Medicina, onde o processo isquémico & claramente definido como
deletério , a idéia de que o oxigénio seja um elemento potencialmente tdxico
parece ser uma grande controveérsia, ja que diferentes mecanismos podem
tomar parte do dano celular durante a isquemia e reperfusdo sanguinea
(SOUTHARD et al.,1987; HASSELGREN,1987; CROSS et al.,1987; ZAGER &
GMUR, 1989; GREENE & PALLER, 1992; MATIELI, 1994; RHODEN et
al.,1997). Entretanto, este potencial passa a ser foco de discussdao quando os
papeéis das EAO foram definidos, principalmente na ultima década (MATHEWS
et al.,, 1994; NUNES,1995).

A isquemia e reperfusao de 6rgaos tem sido amplamente reconhecida
como fonte importante das EAO com consequéncias deletérias sobre estes
orgaos (HANSSON et al.,1982; BULKEY,1983; PALLER et al., 1984;
McCORD, 1985, SOUTHARD et al.,1987; PUNCH et al.,1992; NILSSON et
al.,1993). Na realidade, a isquemia e referida, em certas circunstancias, como
menos lesiva aos tecidos do que o grande aporte de oxigénio que ocorre apos
restabelecida a circulagéo arterial, o que leva a formagdo das EAO e suas
consequéncias (McCORD,1985; MENEGHINI, 1987, HASSELGREN,1987;
MATIELI,1994; NUNES,1995). Apds um periodo de isquemia , a formacgao das

EAO cresce dentro de minutos da reperfusédo quando atingem um pico e, a



seguir, declina lentamente para uma linha de base (NUNES,1995). As EAO
danificam as membranas celulares através da peroxidagdo de acidos graxos no
interior da estrutura dos fosfolipideos, elementos fundamentais da arquitetura
das membranas celulares (HANSSON et al.,1982; BULKEY,1983; PALLER et
al.,1984; NAUTA et al.,1990; COHEN,1992; MATHEWS et al.,1994). Durante
este processo radicais peroxido dos lipideos, hidroperoxido de lipideo e outros
produtos da fragmentacdo dos mesmos sdo agentes oxidativos ativos
(BULKEY,1983; PUNCH et al.,1992; MATHEWS et al., 1994). Assim, a
reatividade do radical livre tem uma tendéncia para gerar uma reagao em
cascata para produzir espeécies radicais ativas que termina com efeitos
destrutivos sobre a célula (DEL MAESTRO,1980; BULKEY,1983;

HASSELGREN, 1987; PUNCH et al.,1992).

Os mecanismos propostos como responsaveis pela geragao das EAO,
sob estas circunstancias, incluem a lesdo mitocondrial, a atividade da xantina
oxidase, a via do acido araquiddnico, oxido nitrico ou o acumulo de
polimorfonucleares teciduais e, especificamente, ao nivel do figado as células
de Kupffer tem sido referidas como fonte de grande atividade geradora destas
espécies radicais (PARKS et al.,1983; CROSS et al.,1987; SOUTHARD et
al.,1987; GALAT et al.,1990; BROWSE et al.,1994; MATHEWS et al., 1994;

MENGER,1995; KOBAYASHI et al.,1995; GRISHAM, 1995;; ALEXANDER,



1996, CHAVEZ-CARTAYA et al., 1996; LOPEZ-NEBLINA et al., 1996).
Diminuindo o aporte de oxigénio para niveis criticos ao ambiente aerdbico,
ocorre, por parte das células, uma tentativa de adaptacdo para uma situagao
de metabolismo anaerdbico em que as reservas de glicose, glicogénio e
energia sob forma de ATP tomam parte importante na habilidade celular para
superar esta situacdo de estresse e a atividade mitocondrial diminui
significativamente. No periodo de reperfusdo, as células expostas a grandes
tensdes de oxigénio precisam de um rapido reajuste de seu metabolismo para
uma situagao de metabolismo aerdbico. Estas concentracdes altas de oxigénio
em uma situagdo de funcionamento inadequado das mitocondrias (lesadas
durante o periodo isquémico) junto com a diminuicdo dos agentes de
detoxificagdo das EAO resultam na geragcao de quantidades muito altas das
mesmas, culminando com uma futura lesdo das membranas e morte celular
(CROSS et al.,1987; NAUTA et al.,1990; COHEN,1992; MATHEWS et al.,1994;

NUNES, 1995; CHAVEZ-CARTAYA et al.,1996; LOPEZ-NEBLINA et al.,1996).
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Provas inequivocas de que este fendmeno se processa em tais
situacoes sdo os diversos experimentos ja efetuados que demonstram uma
concentracdo extremamente reduzida de malondialdeido, produto da
peroxidacado dos acidos graxos, em homogeneizados de tecidos de o6rgaos
submetidos a isquemia e nao reperfundidos e uma concentragcao
progressivamente maior associada a reperfusdo e o reflexo desta oxidacao ao
nivel da fungdo do 6rgao em questdao , assim como o fato de substancias
sabidamente detoxificadoras de EAO possuirem a capacidade de reduzir este
processo (PALLER et al,1984; NORDSTROM et al,1985; ZAGER &
GMUR,1989; GREENE & PALLER, 1992; RINALDI et al.,1995).

1.6.1 Via da Xantina Oxidase

O mecanismo da xantina oxidase & o mais plenamente estabelecido
como gerador de EAO na assim chamada sindrome isquemico reperfusional
(PARKS et al.,1983; SOUTHARD et al.,1987; ZAGER & GMUR, 1989; NAUTA
et al., 1990; GREENE & PALLER, 1992; KARWINSKI et al.,1993; IMAMURA et
al.,1995; RHODEN et al, 1997). Inicialmente proposto e descrito por
GRANGER et al., 1981, tem recebido muitos adeptos. Entretanto, outros n&o
tem conseguido reproduzir os mesmos resultados, questionando os seus
mecanismos. De acordo com esta hipotese, a forma nativa da enzima xantina
oxidase (tipo O) é a enzima xantina deidrogenase (tipo D), enzima que utiliza a
nicotinamida adenina (NAD) como aceptor de elétrons, e portanto, n&o possui
capacidade de gerar EAO (McCORD,1985, McCORD, 1985, NAUTA et

al.,1990). Em tecidos normais, 90% da atividade desta enzima existe sob a
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forma do tipo D (McCORD,1985; CROSS et al.,1987). Nas situacdes de
iIsquemia , hipoxia ou qualquer estado de baixo nivel energético a forma tipo D
e convertida na forma tipo O, enzima que utiliza o oxigénio como aceptor de
elétrons e, portanto, capaz de gerar anions superoxidos, decorrente de uma
oxidagao sulfidrilica ou protedlise limitada (McCORD, 1985; SOUTHARD et al.,
1987; CROSS et al.,1987; NAUTA et al.,1990; PUNCH,1992; FREDERIKS et
al.,1995). Igualmente, nestas situacdes, ocorre um decréscimo do conteudo de
ATP, resultado do baixo nivel energético ou do consumo de seus substratos
em uma situagdo de anaerobiose (SOUTHARD et al.,1987; ZAGER &
GMUR,1989; GREENE & PALLER,1992; GURKE,1995; XIA et al.,1996). O
ATP, na tentativa de manter a atividade energética da célula, é catabolizado
em adenosina difosfatada (ADP) , adenosina monofosfatada (AMP), inosina e,
finalmente, em hipoxantina, que compde substrato para a acdo da xantina
deidrogenase-oxidase (CUNNINGHAM et al.,1974; PARKS et al, 1983;
PALLER et al., 1984, ZAGER & GMUR, 1989; MARUBAYASHI et al.,1991;
GREENE & PALLER,1992; COHEN, 1992; KARWINSKI et al.,1993; GURKE et
al.,1995; LEFEBVRE et al.,1995; DI LISA et al.,1995; WILLET et al.,1995;
BACH et al.,1996). Além disso, com niveis energéticos extremamente baixos a
celula é incapaz de manter os gradientes idbnicos, elevando, por conseguinte, o
calcio citosolico (McCORD, 1985HANSSON et al., 1990; DI LISA et al.,1995;
CHAVEZ-CARTAYA et al,1996; BACH et al, 1996). Concentracdes
citoplasmaticas elevadas de calcio podem ser um dos fatores que disparam
uma série de eventos bioquimicos, entre os quais destaca-se a ativagao de
proteases calcio-dependentes, que, atuando sobre a xantina deidrogenase,

convertem-na em sua forma oxidase (Tipo O) (McCORD,1985; CROSS et al.,
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1987, HANSSON et al,,1990; STEIN et al.,1993; ABROSIO et al., 1995;
FREDERIKS et al.,1995; LEE & KIM, 1995; KON et al.,1997). Entretanto, nesta
fase a xantina oxidase ainda nao €& capaz de produzir as EAQ. Durante o
periodo isquémico ja pode ter ocorrido dano tecidual em funcdo das alterages
idnicas do calcio e da protedlise (leséo isquémica) (ABROSIO et al.,1995).
Entretanto, apos restabelecida a reperfusdo sanguinea arterial e, por
conseguinte, ocorrendo um grande afluxo de oxigénio aos tecidos, a oxidagao
da hipoxantina e xantina € processada e altas propor¢ées de EAO sao
formadas paralelamente, ultrapassando a capacidade de detoxificagao pelos
mecanismos endogenos descritos anteriormente (CUNNINGHAM et al.,1974;
HANSSON et al.,1982; PARKS et al., 1983; PALLER et al.,1984; McCORD,
1985; HASSELGREN, 1987; SOUTHARD et al., 1987, HANSSON et al.,1990;
PUNCH et al.,1992; FRANSSEN et al.,1995; LEE & KIM, 1935). O mecanismo
de formacdo das EAO neste processo € explicado pelo fato da enzima xantina
oxidase utilizar o oxigénio molecular(O;) como um aceptor de elétrons,
formando assim o radical superoxido (‘O,) (PUNCH et al.,1992; KARWINSKI et
al.,1993). Além disso, no periodo reperfusional as células ndo podem reutilizar
a xantina e o acido urico para ressintese do ATP, uma vez que a catalise da
hipoxantina em xantina e uratos € irreversivel (CUNNINGHAN et al.,1974;

ZAGER & GMUR, 1989; NAUTA et al. 1990, GREENE & PALLER, 1992).

O radical superdxido (‘O;) assim formado segue rotas metabdlicas
destinadas a formagao de outros radicais. Na realidade, a maior toxicidade do
radical superoxido provém dos produtos de sua transformagao, ou seja, de sua

metabolizacdo em peroxido de hidrogénio (H,O) (BULKEY, 1983). O peroxido
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assim formado pode ser detoxificado pela catalase, formando agua. Entretanto,

quando em contato com o ferro (Fe'?) e ‘O, , pode reagir formando o radical

‘OH, extremamente reativo, que associado aos anteriores pode agir sobre os

acidos graxos dos fosfolipideos das membranas celulares determinando a
lipoperoxidagao (BULKEY,1983; CROSS et al.,1987; LEE & KIM,1995). Por
outro lado, o radical hidroxil pode também levar a ativacdo oxidativo
dependente das fosfolipases da membrana celular e, por conseguinte, a
liberacdo, a partir dos fosfolipideos, de intermediarios pré-inflamatérios, ou
seja, leucotrienos e fator de ativagao plaquetaria (PAF) mediado ou ndo pela
via do oxido nitrico (BULKEY, 1983; GRISHAM, 1995; LOPEZ-NEBLINA et

al.,(1996; SHITO et al., 1997).
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Figura 12 : Principais rotas metabdlicas envolvidas na geragao de Espécies
Ativas do Oxigénio pela isquemia e reperfusdo. Durante a isquemia produtos de
Adenosina Trifosfatada (ATP) sdo degradados até a hipoxantina, substrato para a
agdo da enzima xantina oxidase tipo O( formada a partir da dehidroxantina
oxidase tipo D por uma protedlise limitada em presenga de calcio) levando a
formagao de uratos e radicais superdxido (Oz) (Via da Xantina oxidase). O
radical superéxido sob a agao da superdéxido dismutase é convertido em
peréxido de hidrogénio(H.0O;) (reagdao de dismutagao) e, este por sua vez sob a
acdo da catalase é transformado em agua (H;O) e oxigénio molecular (O,).
Entretanto, o H,O, em presenga de metais de transi¢do (ferro, hemoproteinas)
pode dar origem ao potente radical hidroxil (Reagdao de Fenton) , com grande
atividade reativa , diretamente sobre moléculas de acidos graxos das membranas
celulares ou através da ativagao oxidativa da fosfolipase originando mediadores
inflamatoérios(leucotrienos e fatores de ativagao plaquetaria, entre outros) (Via do
Acido Araquidénico). O éxido nitrico, formado a partir da l-arginina pela 6xido
nitrico sintase, ao nivel do endotélio microvascular, age como detoxificador do
radical superéxido formando nitrato(NO;), a partir da decomposigdo de
peroxinitrito(ONOQ"), produto de formagao transitéria ou através da formagao de
6xido nitroso (N.O;), em presenga de oxigénio e agua do meio (Via do Oxido
Nitrico). 1- inibidores da tripsina ; 2- Inibidores de xantina oxidase; 3- Oxido
nitrico sintas e ou produtos que estimulassem a formagao de 6xido nitrico; 4-
Inibidores da lipo e ciclo-oxigenase consistem em formas racionais de interferir
nestas rotas.(GRISHAM, 1995; NUNES,1995; NAUTA et al.,1990; DEL MAESTRO,
1980;CROSS et al.,1987; GRUNFELD et al., 1995)

1.6.2 Via do 6xido nitrico e do acido araquiddnico.

A inter-relagédo das EAO com a via do 6xido nitrico levando a formagao
do potente radical hidroxil pode ser compreendida pela sequéncia de eventos
que se estabelecem em cadeia (GRISHAM, 1995)(Figura 12). O oxido nitrico
teria como agao uma atividade modulatéria (downregulation) da interagao entre
leucocitos e células endoteliais, causando vasodilatacdo, além diminuir a
migracdo e agregagao leucocitaria (neutréfilos) e plaquetaria (BULKEY,1983,;
PUNCH et al.,1992; BROWSE et al.,1994; GRUNFELD et al., 1995;
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KOBAYASHI et al.,1995; ALEXANDER, 1996; IMAMURA et al.,1995; LOPEZ-
NEBLINA et al, 1996; SHITO et al, 1997). Apresentando um elétron
desemparelhado, o oxido nitrico pode agir como aceptor do elétron do radical
superoxido e, assim, detoxificar este radical (KOBAYASHI et al., 1995). Sob
condigbes normais, quando a geragao organica de oxido nitrico (NO) excede a
producdo de ~ O, = , a reagdo do NO com o radical livre é extremamente
rapida, formando peroxinitrito (ONOO’). Uma conjugagao acida deste forma o
acido peroxinitroso (NOOH). Entretanto, este acido apresenta uma
estabilidade muito labil, sendo rapidamente decomposto para formar nitrato
(NO3) (GRISHAM,1995). O oxido nitrico junto com o oxigénio molecular do
meio forma o oxido nitroso (N,O3) o qual pode reagir com a agua para formar
peroxido nitrico (NOy). Este, por sua vez, sofre transformagdo em NO;. A
decomposicdo do NOs libera o radical NO,." e reage com o H" do meio para
formar o radical "OH (NAUTA et al.,1990; NUNES et al., 1995, GRUNFELD et
al., 1995; GRISHAM,1995).

Se, contudo, a relacdo ‘O,/NO aumenta, isto €, por superproducdo de
superoxido ou por diminuicdo da producdo de NO (inibidores da 6xido nitrico
sintase - L-NAME - N - nitro-L-arginina metil éster), o ‘O, é espontanea ou
enzimaticamente deslocado para a reagdao de dismutagdo, com consequente
formacgdo de H,0, (GRISHAM,1995). A produgéo excessiva de ‘O, e de H.0 ,
em presenca da atividade redox ativa, tal como ferro, promovera a formagéo de
‘OH" (Reagéo de Fenton), com consequente ativagdo oxidante-dependente da
via do acido araquidonico e a subsequente liberagdo de fosfolipase A; e

formagao de mediadores pro-inflamatérios, como leucotrienos (LBT4) e fatores
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de ativaca@o plaquetaria (PAF), aumentando a migragéo de polimorfonucleares
nas vénulas pods-capilares e o efluxo de proteinas na microvasculatura
(PUNCH et al., 1992; TAKAYAMA et al., 1994; GRISHAM,1995; GRUNFELD et
al.,1995; KOBAYASHI et al., 1995; CHAVEZ-CARTAYA et al.,1996; LOPEZ-
NEBLINA et al., 1996; SHITO et al., 1997).

O uso de substancias quelantes de ferro, como a desferoxamina, de
inibidores da oxido nitrico sintase de diversos antiinflamatoérios (corticoides,
diclofenaco de sddio) e de substancias detoxificadoras das espécies radicais,
interferindo em etapas especificas destas rotas inter-relacionadas, efetuadas
em diversos experimentos, comprovam 0s mecanismos envolvidos na geracao,
destino e agdes das EAO formadas (TAKAYAMA et al., 1994; GRISHAM,1995;
CONNOLLY et al., 1995, GRUNFELD et al,1995, KOBAYASHI et al,
1995)(Figura 12). Além disso, substancias como o nitroprussiato de saédio,
através da sua acdo modulatoria sobre o oxido nitrico, foram capazes de
reduzir significativamente o efluxo leucocitario a partir do endotélio capilar em
situacdes de isquemia e reperfusao renal em ratos, melhorando os parametros
funcionais do rim, reforgando o envolvimento destas rotas no fendmeno

isquémico reperfusional (LOPEZ-NEBLINA et al.,1996).

1.7 EFEITOS DE SUBSTANCIAS FARMACOLOGICAS NO CONTROLE E
EFEITOS DAS ESPECIES ATIVAS DO OXIGENIO (EAO)

Estudos experimentais diversos tém sido efetuados no sentido de

respaldar a teoria da xantina oxidase na geracao das EAQ. O primeiro destes,
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efetuado em intestino de ratos, mostrou que a administracdo de SOD
(scavenger de EAO) preveniu o aumento da permeabilidade capilar de ratos
submetidos a uma isquemia parcial da artéria mesentérica por um periodo de
30 minutos (CROSS et al.,1987). Outras drogas, como alopurinol, inibidor da
xantina oxidase, também testado em modelos de isquemia similares, mostraram
efeito protetor superior aos grupos nao-tratados (ZAGER & GMUR,1989;
GREENE & PALLER,1992; COHEN, 1992; KARWINSKI et al.,1993). Estudos
em diferentes 6rgdos como figado, coragdo, rins , musculo esquelético,
pancreas e pele de ratos tém evidenciado as mesmas caracteristicas gerais
envolvidas no mecanismo de geragao de EAO mediadas pela via da xantina
oxidase (HIRASAWA et al ,1978; PARKS et al.,1983; NORDSTROM et al.,
1985, MARUBAYASHI et al., 1986, NAUTA et al,1990; MARUBAYASHI et
al., 1991, COHEN, 1992; FOSCHI et al.,1993; KARWINSKI et al., 1993;
MATHEWS et al.,1994; RINALDI et al.,1995, OREDSSON et al.,1995; DREWS
et al., 1995, FREDERIKS et al., 1995). Estes aspectos podem ser claramente
observados no trabalho desenvolvido por CUNNINGHAM et al., 1974, no qual a
queda na concentragdo tissular de ATP , ADP e AMP estava diretamente
relacionado com o tempo de isquemia renal induzida em ratos, avaliado através
de reacgbes enzimaticas que dependem de energia para se processar, quando

homogeneizados de tecidos renais eram expostos a determinadas substancias.

Aspecto de grande relevancia observado neste experimento
(CUNNINGHAM et al.,1974) é o fato de que em animais pré-tratados com uma
substancia inibidora da xantina oxidase, o alopurinol, as concentragoes

teciduais das adeninas fosfatadas foram maiores e as reagbes, que



necessitavam de energia para ocorrer, se o fizeram de uma maneira mais

completa e rapida.

Estudos com érgaos isolados como o coragao, frequentemente envolvido
em processos de isquemia e reperfusao, mostraram a liberagcdo da enzima
creatinofosfoquinase, quando este era perfundido com substancias oxigenadas,
0 mesmo nao ocorrendo, ou ocorrendo em menores proporgoes, quando
substancias nao oxigenadas eram perfundidas ou quando eram utilizadas
substancias de detoxificagdo de EAO (SOD, CAT) ou inibidores da xantina
oxidase (CUNNINGHAM et al.,1974;, HANSSON et al., 1982; McCORD,1985;
CROSS et al.,1987).

Um grande numero de substancias farmacologicas, baseadas nos
mecanismos hipotéticos de formacgéo das EAO, tem sido utilizada com o intuito
de reduzir a formagao das mesmas EAO e, consequentemente, reduzir a injuria
celular decorrente da isquemia e reperfusdo (HIRASAWA et al.,1978;
MARUBAYASHI et al.,1986; HASSELGREN, 1987, MARUBAYASHI et al.,1991;
COHEN, 1992). Entre estas citam-se a coenzima Qo, alopurinol, alfa-tocoferol,
e glutationa que agiriam especificamente sobre a formagcdao das EAO
(CUNNINGHAM 1974; DEL MAESTRO, 1980; HANSSON et al, 1982
McCORD, 1985; MARUBAYASHI et al.,1986; COHEN, 1992; DEFRAIGNE et
al.,1995). Substancias como a N-Acetilcisteina agindo no sentido de promover
o aumento do glutationa intracelular, tém sido referidas também como
possuidoras de um potencial benéfico (ORTOLANI et al.,1995). Outras, como o

glucagon, dopamina, hidralazina, cloridrato magnesiano de adenosina
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trifosfatada (ATP-MgCI2), prostaglandinas E1, atuariam melhorando o fluxo
sanguineo ao 6rgao e evitando o fendmeno de vasoespasmo pos-isquémico
(HIRASAWA et al,1978;, HASSELGREN,1987). Substancias como
corticoesterdides e anti-inflamatoérios néo esteréides agiriam estabilizando a
membrana celular e de elementos subcelulares (HASSELGREN, 1987:
TAKAYAMA et at.,1994; ODEFRAIGNE et al.,1995; DESCOTES et al.,1995). O
nitroprussiato de sodio agindo pela mediagdo do 6xido nitrico, diminuiria a
interagao leucocitaria com-a superficie endotelial, reduzindo assim, o efluxo
celular inflamatério (KOBAYASHI et al.,1995; LOPEZ-NEBLINA et al.,1996). A
heparina, em fungéo de sua agéo anticoagulante, e assim evitando a deposigéao
de fibrina, e através de mecanismos ainda ndo bem definidos, também tem sido
proposta com possuindo acgéo protetora contra as EAO formadas na isquemia e
reperfusdo (NILSSON et al.,1993). Os bloqueadores dos canais de caicio
(lidoflazina, verapamil) e drogas como a clorpromazina que Iinterferem no
influxo de calcio durante o processo isquémico, também tém sido propostos
como elementos capazes de exercer algum grau de protecdo de oOrgaos e
tecidos contra as EAO (HANSSON et al.,1990; STEIN et al.,1993; LEFEBVRE
et al.,1995; DREWS et al.,1995; FREDERIKS et al., 1995; CHAVEZ-CARTAYA
et al.,1996). Mais recentemente, a ciclosporina, agindo especificamente ao
nivel dos poros mitocondriais, evitando o acumulo de célcio no interior destas
organelas e conseqglentemente mantendo a sua homeostase, foi postulada
como tendo efeito protetor em situagdes de isquemia e reperfus@o, haja visto
serem as mitocondrias o principal sitio energético das células (NICOLLI et

al.,1995; WILLET et al.,1995).



1.8 EFEITOS DA ISQUEMIA E REPERFUSAO NA INJURIA HEPATICA

A despeito de medidas intensivas normalmente utilizadas quando da
necessidade transitoria da isquemia hepatica, assim como de outros 6rgaos,
uma substancial porcentagem de casos apresentam uma imediata lesédo
decorrente desta. Em nivel hepatico a necrose hepatocitaria, entidade clinica
mais comum apos esta forma de injuria, embora reversivel, pode levar a séria

insuficiéncia deste 6rgéo (CHEUNG et al.,1986).

Nas ultimas décadas, muitos potenciais fatores de injuria celular, tais
como a deplegcao de ATP, degradacédo fosfolipidica da membrana plasmatica,
ativagcao de sistemas autoliticos, acidose celular, lesdo da membrana induzida
por superoéxidos, disfungao mitocondrial, tém sido referidos como tendo um
papel central na injuria isquémica e reperfusional (CHEUNG et al.,1986;
CROSS et al.,1987; ZAGER & GMUR, 1989, GREENE & PALLER, 1992;
WILLET et al.,1995; CHAVEZ-CARTAYA et al.,1996).

A sindrome isquémica e reperfusional &, certamente, multifatorial e o
envolvimento das EAO derivados do metabolismo anormal do oxigénio € um
dos provaveis fatores determinantes da patogénese da injuria dela decorrente
(PARKS et al., 1983; CROSS et al.,1987; DEFRAIGNE et al.,1995; DESCOTES
et al.,1995; MENGER et al.,1995; CHAVEZ-CARTAYA et al.,1996). Estudos
distintos respaldam o mecanismo das EAO evidenciando efeitos benéficos de

anti-oxidantes e, por outro lado, exacerbacd&o do dano na deficiéncia destes,
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assim como o fato da lipoperoxidagdo ser evento bem caracterizado nesta

sindrome (GREENE & PALLER, 1992; MATHEWS et al.,1994).

Um decréscimo do nivel de energia celular leva a um balango anormal
dos metabdlitos intracelulares e a uma disfuncdo da membrana celular
(CHAVEZ-CARTAYA et al.,1996). A bomba de calcio exibe uma consideravel
alteracdo em sua funcao, levando a um aumento do calcio citosdlico com
exacerbacao de todas as atividades metabdlicas calcio-dependentes, como a
ativacao de sistemas enzimaticas como, por exemplo, o das fosfolipases com o
consequente dano produzido pela degradagao fosfolipidica e alteragdao da
cadeia de transporte de elétrons da mitocéndria (WILLET et al., 1995, CHAVEZ-
CARTAYA et al.,,1996). Alem da perda da capacidade de sintese celular,
células endoteliais sdo ativadas induzindo a alteragées na microcirculagéo,
com o envolvimento de leucdcitos (células de Kupffer no figado) e ativagéo do
sistema de complemento no dano isquémico (PALLER et al.,1984; SOUTHARD
et al., 1987, MATHEWS et al., 1994, MENGER,1995; WILLET et al.,1995;
CHAVEZ-CARTAYA et al.,1996). Estes aspectos tém sido confirmados em
alguns trabalhos experimentais envolvendo o wuso de substancias
farmacolégicas cuja agao reside no bloqueio dos canais de calcio (CHAVEZ-

CARTAYA et al., 1996).

Estes aspectos podem, por exemplo, justificar o fato da resisténcia ao
fluxo sanguineo hepatico ter sido significativamente inferior em animais

submetidos a isquemia e reperfusdo, tratados previamente com a superoxido
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dismutase, substancia detoxificadora de EAO, quando comparados com grupos

de animais controle (PALLER et al.,1984).

Recentemente, CONNOLLY et al.,1995, demonstraram claramente o
envolvimento de fatores humorais (via do &cido araquidénico) na injuria
isquémico/reperfusional , onde a concentragdo de mediadores inflamatdrios
como Tromboxane B2, leucotrienos, citoquinas e fatores de ativacéao
plaquetaria sdo dependentes fundamentalmente da reperfusdo. Além disso,
este fendmeno pode estar relacionado com um incremento da injuria
decorrente da isquemia e reperfusao e, em 6rgéos transplantados, isto poderia
ser uma causa de incremento da imunogenicidade do enxerto (CONNOLLY et
al.,1995). Estudos de LOPEZ-NEBLINA et al., 1996, por sua vez demonstraram
importante participacao do oxido nitrico, modulador da resposta e migracéo
leucocitaria, no dano celular e com reflexos sobre a fungdo do 6rgao em
situacdes de isquemia e reperfusdo, bem como medidas capazes de reduzir

este dano através da manipulagéo exégena da agao do 6xido nitrico.

Entretanto, no que se .refere a acdo geradora de EAQO pela enzima
xantina oxidase, os resultados de diversos estudos experimentais tem sido
controversos: trabalhos mostram efeitos benéficos de substancias inibidoras
da xantina oxidase sobre a fungéo hepatica e lipoperoxidagdo enquanto outros
nao demonstraram resultados significativos (ZAGER & GMUR 1989; GALAT et
al ,1990; GREENE & PALLER, 1992).



O interesse neste é de vital importancia para compreensao do fendmeno
em tela, tendo em vista a origem das EAO e as rotas metabdlicas distintas que
levam a formacao de outras espécies radicais e ndo, simplesmente, o efeito
das mesmas, permitindo desta forma o uso de medidas exdgenas com a

intencdo de interferir neste processo.

1.9 O ALOPURINOL COMO AGENTE PROTETOR CONTRA A AGAO DAS
ESPECIES ATIVAS DO OXIGENIO (EAO)

O alopurinol , introduzido por Hitchings, Ellion e associados foi
sintetizado originalmente com o intuito de ser uma droga antineoplasica
(ELION,1978; INSEL, 1996). Entretanto, descobriu-se que esta substancia néo
possuia atividade antineoplasica, e testes in vifro, comprovaram que, na
realidade, era uma substrato e inibidor competitivo das enzima xantina oxidase
e dehidrogenase (ELION, 1978, KARWINSKI et al.,1993; INSEL,1996). A
inibicdo desta enzima “in vivo” foi inicialmente estabelecida em pacientes
leucémicos tratados com o antimetabdlito 6-mercaptopurina. O alopurinol
retardou a inativacao da 6-mercaptopurina pela xantina oxidase, reduzindo a
concentragdo plasmatica e excreg¢ao renal de acido urico. O ensaio clinico
posterior para tratamento da gota conduzido por RUNDLES (1970) obteve
éxito, sendo rapidamente confirmado e, a partir de entao, largamente utilizado
para o tratamento da hiperuricemia primaria da gota e da secundaria aos
disturbios hematologicos ou terapia antineoplasica. O alopurinol e seu

metabolito principal, a aloxantina, s&o inibidores competitivos e né&o-
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competitivos, respectivamente, da enzima xantina oxidase, sendo esta inibicdo
o seu principal efeito farmacolégico (ELION 1978, HANSSON et al.,1982;
ZAGER & GMUR, 1989). A aloxantina possui uma permanéncia longa nos
tecidos e €, indubitavelmente, responsavel pela maior parte da atividade
farmacologica da droga (ZAGER & GMUR, 1989; INSEL,1996). A absorcao
desta droga ocorre de modo relativamente rapido apés a administracao oral,
atingindo-se o pico de concentragao plasmatica em 30 a 60 minutos. Em torno
de 20% da droga nao sao absorvidos, sendo eliminados nas fezes em 48 a 72
horas. No plasma, a meia vida € de 2 a 3 horas, principalmente pela sua
conversao em aloxantina, sendo 10% de uma dose excretada de forma
inalterada na urina. A meia- vida de seu metabdlito & de 18 a 30 horas, quando
a funcédo renal € normal, sendo, portanto, vagarosamente eliminada na urina
(INSEL,1996). Tanto o alopurinol como a aloxantina ndo se ligam as
proteinas e distribuem-se pela agua tecidual de uma maneira relativamente
uniforme, com exceg¢do do cérebro, onde sua concentracdo €& cerca de 1/3
daquela alcancada em outros tecidos. As reagOes de hipersensibilidade

representam os efeitos adversos mais comuns (INSEL,1996).

A principal agao proposta para os efeitos benéficos do alopurinol, na
redugdo do dano e mortalidade pds isquemia e reperfusdao observada em
estudos experimentais, reside no fato desta substancia ter a capacidade de
inibir a enzima xantina oxidase, que catalisa de modo irreversivel a
transformagcdo da hipoxantina em xantina, proveniente do catabolismo de
compostos energéticos de purina tais como o ATP, ADP, AMP (CUNNINGHAM
et al.,1974; PARKS et al.,1983; PALLER et al.,1984; McCORD, 1985; COHEN,
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1992; DREWS et al., 1995). Portanto, interrompendo esta rota de degradacao
ocorre a preservacgao dos metabolitos purinérgicos, permitindo a ressintese do
ATP durante a fase de revascularizagdo, restabelecendo assim, pelo menos em
parte, o nivel energético para a manutencdo dos eventos metabdlitos que se
processam em nivel celular e subcelular (CUNNINGHAM et al.,1974: PALLER
et al.,1984; KARWINSKI et al.,1991; DI LISA et al.,1995). Entretanto, os seus
provaveis efeitos benéficos residiriam, principalmente, na sua capacidade de
inibir a geracdo de EAO .no periodo reperfusional do que propriamente na
manutencao dos niveis de adenosina, tendo em vista ser a enzima xantina
oxidase fundamental no processo de formag¢ao das espécies radicais reativas
(ZAGER & GMUR ,1989; KARWINSKI et al., 1991; GREENE & PALLER, 1992;
COHEN, 1992; KARWINSKI et al.,1993).

Os efeitos do alopurinol tém sido demonstrados em varias situagdes de
isquemia e hipoxia tecidual induzidas, experimentalmente, em animais de
laboratorio com resultados as vezes conflitantes (CUNNINGHAM et al.,1974;
PARKS et al.,1983; ZAGER & GMUR,1989; KARWINSKI et al.,1991;
MARUBAYASHI et al.,1991; COHEN, 1992; GREENE & PALLER, 1992
KARWINSKI et al.,1993; RINALDI et al.,1995; GURKE et al.,1995).

Portanto, a isquemia e reperfusdao sao amplamente reconhecidas como
situacbes caracterizados por eventos extremamente complexos que envolvem
praticamente todos os componentes celulares por distintos mecanismos, todos

potencialmente lesivos. Entretanto, aquele que ultima ou que torna irreversivel
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o dano celular e que a leva a morte e extremamente controverso (CHAVEZ-

CARTAYA et al.,1996).
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2. OBJETIVOS

2.1 PRINCIPAL

Determinar o dano causado pela isquemia e reperfusdo sobre o figado,

em normotermia, e os possiveis efeitos do alopurinol neste fenomeno.

2.2 SECUNDARIOS

-Desenvolver e validar a técnica da determinacdo da lipoperoxidagéo
das membranas celulares dos hepatocitos, pelos métodos do TBARS(
Substancias reativas ao acido tiobarbiturico) e da Quimiluminescéncia, em
animais submetidos a isquemia e reperfusdo hepatica, como forma de

avaliacao de dano hepatico.

-Avaliar os efeitos da isquemia normotérmica transitoria sobre a
lipoperoxidag@o das membranas celulares dos hepatdcitos e os efeitos do pré-

tratamento dos animais com alopurinol.

-Avaliacdo histopatologica dos efeitos da isquemia normotérmica

transitoria hepatica em animais controles e pré-tratados com alopurinol.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. ANIMAIS

Para este estudo experimental randomizado duplo cego foram utilizados
ratos Wistar machos, adultos, pesando entre 250 e 350 gramas, criados no
Biotério da Disciplina de Farmacologia e Toxicologia da Fundacao Faculdade
Federal de Ciéncias Médicas de Porto Alegre (FFFCMPA). Os animais foram
mantidos em numero de 6 em gaiolas plasticas com dimensdes de 47 X 34 X
18 cm, em sala com temperatura controlada de 22+2 oc e, ciclo claro de luz
das 7 as 19h , recebendo racao padronizada (Purina, Nutripal, Porto Alegre,

RS, Brasil) e agua "ad libitum".

3.2 FARMACOS

Suspensdao de alopurinol (Zyloric, 100mg por comprimido, Glaxo

Welcome, Brasil) 25 mg/ ml, preparada em solugéo fisiolégica e administrada
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em duas doses de 50mg/Kg de peso do animal 5 e 1 horas antes do
procedimento cirurgico. Como  solugdo controle foi utilizada a solugao
fisiologica em volumes semelhantes. As drogas foram administradas em um

volume fixo de 1 ml / Kg intraperitonealmente (i.p)

Como anestésico utilizou-se uma solugdo composta por partes iguais
(1:1) de Cloridrato de Xilasina 20 mg/ ml (Kensol, Kéning, Industria Argentina) e
Cloridrato de Quetamina 50 mg/ ml(Vetanarcol, Kéning, Industria Argentina),

administrada por via intraperitoneal (i.p.) na dose de 1ml/ Kg.

3.3 ANATOMIA CIRURGICA DO FIGADO DE RATOS

O figado de ratos € composto, basicamente, por 4 lobos principais, ou seja,
lobo hepatico lateral direito, lateral esquerdo e o mediano, sendo este ultimo
dividido em dois por uma cissura longitudinal, em lobo hepatico central direito
e central esquerdo. Anatomicamente o lobo lateral esquerdo e o mediano forma
uma unidade, que corresponde a aproximadamente 75% do 6rgéo, podendo
ser extirpado como um todo. O pediculo hepatico € composto pela veia porta ,
artéria hepatica e ducto biliar e vasos linfaticos, todos estes elementos quando

se dirigem cranealmente sofrem ramificagbes de modo que cada lobo hepatico
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apresenta um sistema pedicular individualizado. A drenagem sanguinea
venosa € composta pelas veias supra-hepaticas de cada lobo, que
desembocam na veia cava inferior. Inferiormente o pediculo hepatico principal
encontra-se no interior do ligamento hepatoduodenal e, superiormente temos o

ligamento falciforme e triangular.

3.4 TECNICA CIRURGICA DE ISQUEMIA HEPATICA

Para realizagcdo dos procedimentos cirdrgicos, os animais foram
anestesiados com a solucdo anestésica descrita na dose de 1ml/ kg. Apds o
estabelecimento de um nivel anestésico apropriado, perda de reflexos das
vibrissas nasais, os animais foram colocados em decubito dorsal, sobre mesas
cirurgicas especialmente confeccionadas para animais de pequeno porte,
sendo suas 4 patas fixadas com material elastico. Imediatamente apos,
efetuou-se uma laparotomia mediana com aproximadamente 4 cm de extenséo
e stendendo-se do apéndice xifdide em sentido caudal. Apds adequada
exposicao da cavidade abdominal, seccionou-se o ligamento falciforme e com o
uso de afastadores do tipo Farabeuf, o figado do animal foi apropriadamente
individualizado. Com manobras digitais delicadas o lobo hepatico mediano foi
rebatido em sentido craneal permitindo, uma perfeita exposicao do sistema

pedicular do figado composto pela veia porta, artéria e ducto biliar com suas
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respectivas ramificagbes para cada um dos lobos hepaticos. Para efetuar o
pingamento pedicular foram utilizadas pingas vasculares traumaticas (EDLO- 7-

794).

Isquemia hepatica intermitente total : nestes animais todo o figado foi
submetido a uma isquemia, através do pincamento de todo pediculo
imediatamente abaixo de sua primeira ramificacéo hepética e logo acima de
sua emergéncia hepatoduodenal, por um tempo total de 45 minutos, divididos
em intervalos de 15 minutos , sendo nos dois primeiros permitida a reperfusao

durante 5 minutos.

Isquemia hepatica intermitente seletiva: nestes animais o figado foi
submetido a isquemia seletiva do lobo mediano e lateral esquerdo, por um
periodo de tempo total de 45 minutos. Para tanto, o pingamento foi efetuado
imediatamente abaixo das ramificagbes dos vasos para estes lobos, permitindo
entretanto um livre fluxo sanguineo para o lobo hepatico direito. Os

canaliculos biliares foram incluidos neste pingamento.

[ElBLIOTECA
FABRED/ ACPA
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3.5 TECNICA CIRURGICA DE HEPATECTOMIAS EM RATOS

As hepatectomias foram realizadas conforme técnica descrita por
HIGGINS E ANDERSON (1931), que compreende nos seguintes passos:
inicialmente com manobra digital o(s) lobo(s) hepatico(s) de interesse é/sao
suspenso(s) através de uma delicada tragao em sentido vertical enquanto um
fio de Seda 4.0 (Ethicon SSP 14) envolve a base dos mesmos com a
realizacdo de nds, o que permite a ligadura da(s) artéria(s), veia(s) e
canaliculo(s) biliar(es), permitindo a seguir secgao com tesoura do tecido

hepatico acima da ligadura, sem sangramento.

Apés terem sido efetuados os procedimentos cirdrgicos de interesse, a
incisdo cirurgica foi fechada com sutura, em camada unica e de forma continua,

utilizando-se para tal fio monofilamentar (Mononylon 3.0- Ethicon 14503 T).

Imediatamente ao final do procedimento, apos fechada a incisao
cirdrgica, eram administrados 2 ml de soro fisioloégico por via intraperitoneal

para re-hidratagao.



3.6 EXPERIMENTOS REALIZADOS

3.6.1 EXPERIMENTO 1: Estudo da determinagdo da atividade das enzimas
séricas hepaticas, transaminase glutamico oxalo-piravica (TGP),
transaminase glutamico oxalo-acética (TGO) e fosfatase alcalina (FA), em

ratos submetidos a isquemia com ou sem hepatectomia.

Objetivo: avaliar os efeitos da isquemia individualmente, assim como, da
hepatectomia e da isquemia e hepatectomia sobre a atividade das enzimas
hepaticas, utilizadas como marcadoras do grau de lesdo do figado, com o

intuito de se determinar a contribuicdo de cada procedimento na intensidade

do dano causado a economia hepatica.

Neste estudo foram utilizados 32 ratos, divididos em 4 grupos de 8

animais cada;

GRUPO | (Controle): Neste grupo os animais foram anestesiados e
preparados conforme descrigao prévia e, a seguir submetidos a laparotomia
mediana de aproximadamente 4 cm. Apos um periodo de tempo de 45 minutos

fechou-se a cavidade abdominal com sutura continua utilizando-se fio de



monofilamentar 2.0, ao final da qual administrou-se 2 ml de soro fisioldgico por

via intraperitoneal (i.p.).

GRUPO Il (Isquemia): Neste grupo os animais foram submetidos ao
mesmos procedimentos descritos no Grupo |, porém imediatamente apoés a
laparotomia, efetuou-se isquemia intermitente troncular total através do
pingcamento do pediculo hepatoduodenal, como descrito anteriormente, por um
periodo de tempo de 45 minutos, sendo permitida a reperfusdao por 5 minutos
ap6s os dois primeiros intervalos de 15 minutos. Apés o fechamento da

cavidade administrou-se 2ml de soro fisiolégico por via i.p.

GRUPO Il (Hepatectomia): Neste grupo de animais efetuou-se os
mesmos procedimentos descritos no Grupo |, porém imediatamente apds o
periodo de tempo de 45 minutos, efetuou-se a ressecgao dos lobos hepaticos
meédios. Apos o fechamento da cavidade administrou-se 2 ml de soro fisiologico

por via i.p.

GRUPO IV (Isquemia e hepatectomia): Neste grupo de animais, aléem
dos procedimentos descritos no Grupo Il , adicionou-se a ressecg¢ao dos lobos
hepaticos médios, imediatamente apds o periodo de clampeamento. Apos o

fechamento da cavidade administrou-se 2 mil de soro fisiolégico por via i.p.
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As coletas de sangue foram efetuadas 12, 24, 48, 72, 96, 120 horas

apos a cirurgia e, no 14, 21 e 28 dias ap6s o procedimento cirlirgico.

Para obtengdo das amostras de sangue, necesséarias as dosagens
bioquimicas, os animais foram submetidos a anestesia inalatéria com éter
etilico, em campanula de vidro fechada , até um nivel anestésico apropriado
(perda do reflexo dos pélos das narinas) e submetidas a puncédo do plexo
arteriovenoso retro-ocular com um capilar de vidro através do qual o sangue
flui para o interior de um tubo de ensaio. Cada coleta era composta de
aproximadamente 0,5 ml de sangue. Imediatamente apds a coleta era
administrado o mesmo volume de soro fisioldégico por via intraperitoneal. As
amostras de sangue foram, imediatamente apos a coleta, centrifugadas a 1000
rotagcdes por minuto durante 20 minutos , permitindo assim a separagao do

plasma, no qual determinou-se a atividade da creatinina sérica.

As determinagées das atividades das enzimas séricas hepaticas
(transaminase oxalo-acética, transaminase oxalo-piruvica e fosfatasemia
alcalina) foram realizadas por técnicas colorimétricas em espectrofotometro
(CELM, E 210 D), utilizando-se Kits Labtest Sistemas para Diagnéstico Ltda

(Brasil) no laboratério de bioquimica da Disciplina de Farmacologia e
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Toxicologia da Fundagao Faculdade Federal de Ciéncias Médicas de Porto

Alegre (FFFCMPA).

3.6.2 EXPERIMENTO 2: Determinagao da lipoperoxidagao das membranas
celulares do hepatdcitos, pelos Métodos de Substancias Reativas ao
Acido Tiobarbiturico (TBA-RS) e da Quimiluminescéncia (QL), de ratos
submetidos a isquemia hepatica em diferentes tempos de reperfusao

sangiiinea.

Objetivo: Avaliar se a reperfusé@o, assim como a influéncia de diferentes
intervalos de tempo da mesma sobre a intensidade de lipoperoxidagao das

membranas celulares dos hepatdcitos.

Para este estudo foram utilizados 24 animais divididos em 4 grupos

com 6 ratos cada:

GRUPO | (Controle): Neste grupo os animais foram anestesiados e
submetidos a laparotomia mediana conforme descricdo prévia e, apos 1 hora,
efetuou-se a resseccdo do lobo médio do figado para realizagao das medidas
de LPO. Apdés o fechamento da cavidade administrou-se 2 ml de soro

fisiolégico por via i.p.
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GRUPO Il (Isquemia): Neste grupo os animais, apos anestesiados e
laparotomizados, de modo semelhante ao anterior, foram submetidos a
interrupg@o seletiva continua do fluxo sanguineo hepatico dos lobos mediano e
esquerdo, abrangendo 70% do tecido hepatico, durante 1 hora. Imediatamente
apos este periodo de tempo, efetuou-se a ressecgdo dos lobos hepaticos
isquémicos, nao tendo sido permitida a reperfusdo sanguinea dos mesmos.

Ap6s o fechamento da cavidade administrou-se 2 ml de soro fisiologico.

GRUPO Il (Isquemia e reperfusao de 30 minutos): Neste grupo de
animais, além dos procedimentos j& descritos anteriormente, permitiu-se a
reperfusao sanguinea dos lobos hepaticos, previamente isquémicos, por um
periodo de tempo de 30 minutos, no final dos, quais realizou-se a remog¢ao dos
mesmos. Apds o fechamento da cavidade administrou-se 2 ml de soro

fisiolégico por via i.p.

GRUPO IV (Isquemia e reperfusdao de 1 hora): Nestes animais os
procedimentos semelhantes aos ja descritos foram efetuados permitindo-se
porém a reperfusdo por um intervalo de tempo de 1 hora, e no final deste,
removeu-se os lobos hepaticos previamente isquémicos. Apos o fechamento da

cavidade administrou-se 2 ml de soro fisiolégico, por via i.p.. Imediatamente
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apos a hepatectomia o tecido hepatico foi seccionado varias vezes e lavado 10
vezes em tampao fosfato, identificado e acondicionado em tubos de plastico e
mergulhado em nitrogénio liquido para congelamento, evitando ao maximo o

tempo de contato com o ar atmosférico.

Apobs descongelamento em temperatura ambiental o tecido hepatico foi
homogeneizado na proporgao de 9 ml de KCL 1,15% para cada grama de
tecido em um homogeneizador Ultra Turrax , durante 1 minuto a temperatura
de 0-2 °C. Os homogeneizados foram centrifugados em centrifuga refrigerada
(Sorvall RC 5B- Rotor SM 24) por 10 minutos & 1000g (OHKAWA et al.,1979;
LLESUY et al.,1985). O precipitado foi desprezado e o sobrenadante utilizado

para a medida de lipoperoxidacéo (LPO) pelos métodos do TBA-RS e QL.

Método do TBARS

Este método consiste em incubar o material biolégico com acido
tiobarbitdrico, em meio acido, e medir espectrofotometricamente, a formagao de
malondialdeido derivado da lipoperoxidagdo que se constitui em um pigmento
rosa (BUEGE & AUST, 1978, OHKAWA et al.,1979). Os valores obtidos s&o

expressos em nmol/ mg de proteina, utilizando um coeficiente de extingao= 156

mM-1 cm-1.
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- TBA-RS no homogeneizado de tecido hepatico

Para o método do TBA-RS no homogeneizado do tecido hepatico
colocou-se 0,5 ml deste material biolégico em 15 ml de 4&acido
tricloroacético(TCA) a 10%, 1,0 ml de acido tiobarbiturico (Sigma, St. Louis,
MO, USA) a 0,67% e 0,5 ml de agua destilada para completar o volume
adequado a cubeta do espectrofotdbmetro. Agitou-se cada tubo por 10
segundos e incubou-se a 100 °C por 15 minutos. Apés a fervura, verificou-se a
formac&o de um produto rosado. Os tubos foram, em seguida, resfriados e Ihes
foi acrescentado 3,0 ml de butanol e, novamente, procedeu-se a agitagcado por
40 segundos. Apds, foram centrifugados por 10 minutos a 2500 rpm. O
precipitado foi desprezado e o sobrenadante foi utilizado para leitura no

espectrofotometro(535 nm) (BUEGE & AUST,1978; OHKAWA et al.,1979)

Calculo:

C= AX diluicdo/E
P

onde:

C= concentragao de TBA-RS em nmol/mg de proteina
A= absorbancia da amostra

E=1,5X10°M"'cm’”

diluicao/E= 38,46

P = Concentragéo tecidual de proteinas.
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Método da Quimiluminescéncia (QL)

Quimiluminescéncia iniciada por hidroperéxido de terbutil consiste na
adicdo de um hidroperéxido organico sintético (hidroperoxido de terbutil) ao
homogeneizado do material biolégico em estudo (tecido hepatico)
(GONZALES-FLECHA, LLESUY & BOVERIS,1991). Os resultados relacionam-
se a valores baseados em contas por segundo por miligrama(cps/mg de
proteina) de energia luminosa emitida pelo retorno ao estado fundamental de
carbonilas excitadas e oxigénio singlet durante a LPO. Em tecidos submetidos
a stress oxidativo, o valor da QL iniciada por hidroperoxido de ter-butil (t-
BOOH) & maior que o valor correspondente a este tecido em condigées
fisiologicas (pré-stress), de modo que a relacdo QL pos-stress/QL pré-stress,
resulta maior do que 1.040.1(GONZALES-FLECHA, LLESUY &

BOVERIS, 1991).

Os homogeneizados dos tecidos hepaticos, obtidos conforme descrito,
foram colocados em viais de vidro de 25mm de diametro por 50mm de altura,
com tampao fosfato (K Cl 140 nM, 20 nM de fosfatos- pH 7,4), concentragéo de
proteinas do homogeneizado de aproximadamente 1 mg/ml, na presenca de
hidroperodxido de terbutil (3mM). Para evitar a fosforescéncia dos viais ativadas
pela luz fluorescente, estes foram conservados ao abrigo da luz e a técnica era

desenvolvida em ambiente escuro. A emissdo da luz(QL) obtida na reacgao foi
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medida em um contador de cintilagdo( LKB - Rack Beta- Liquid Scintillation
Spectrometer- 1215, LKB Produkter, AB, Bromma, Sweden), com circuito de
coincidéncia desconectado e utilizando o canal de tritio (GONZALES-FLECHA,

LLESUY & BOVERIS,1991)

Calculo:

QL = (QImax. - Qlbasal) x 4x 2
(P)x 0,5 x 60

Onde:

QL=Qumiluminescéncia em cps/ mg de proteina (contas por segundo por
miligrama de proteinas).

QI basal=Quimiluminescéncia basal.

Qlmax.= Quimiluminescéncia maxina.
P=Concentragéo tecidual de proteinas.

DOSAGEM DAS PROTEINAS NO TECIDO HEPATICO

A concentragd@o de proteina no tecido hepatico foi medida pelo método
de Lowry (LOWRY et al., 1951). Este método utiliza como padrao uma solugdo
de albumina bovina na concentracdo de 1mg/ml. Colocou-se 20 ul do
homogeneizado em 0.8ml de agua destilada e 2.0ml do reativo C. Este ultimo

era preparado no momento e consistia na mistura de 50ml do reativo A
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(NaHCO3 2% em NaOH 0.10N), 0.5ml do reativo B1 (CuSQO, .5H,0 1%) e 0.5ml
do reativo B2 (tartarato de sodio e potassio 2%). Aguardava-se 10 minutos e,
apos este periodo, colocava-se 0.2ml de reagente de Folin (na concentracao
de 1/3 em agua destilada). Apdés 30 minutos, desenvolvia-se cor azul que pode

ser medida espectrofotometricamente a 625nm.

Formula:

CP=LxFxD

Onde:

CP= Concentragao de proteina em mg/ ml
L= Leitura obtida no espectrofotdmetro

F= Fator de Corregdo = (Volume + Absorbancia) +3
D= Diluigcéo (50 vezes)

3.6.3 EXPERIMENTO 3: Estudo das variagoes das atividades das enzimas
transaminase glutamico oxalo-piruvica (TGP), transaminase glutamico
oxalo-acética (TGO) e fosfatase alcalina(FA), [9S@i}nhgpt‘ﬁa.da_m6hglidatie
?,__.‘-kl\qg ratos submetidos a isquemia hepatica seletiva, tratados e ndao com

alopurinol.

Objetivo: Determinar os efeitos da isquemia seletiva em animais pre-

tratados e nao com alopurinol, inibidor da enzima xantina oxidase (geradora de
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espécies ativas do oxigénio) sobre a atividade das enzimas hepaticas,

utilizadas como marcadoras do grau de dano ao figado.

Neste estudo utilizou-se 30 ratos divididos em 3 grupos de 10 animais:

GRUPO | (Controle): Neste grupo os animais receberam 50 mg e 25mg/
Kg de alopurinol, preparado em solucdo conforme descricdo prévia,
administrado por via intraperitoneal 5 e 1 hora antes da cirurgia,
respectivamente. Apos a anestesia e laparotomia, os animais permaneceram
com o ventre aberto por um periodo de 45 minutos ao final do qual efetuou-se
o fechamento da cavidade abdominal conforme descrito anteriormente. Além
disso, os animais receberam 2 ml de soro fisiolégico, para rehidratagao, por via

I.p., no final do procedimento.

GRUPO Il (Isquemia e alopurinol): Neste grupo de animais, além dos
procedimentos descritos anteriormente (grupo 1), efetuou-se a interrupcao
sanguinea seletiva dos lobos hepaticos médio e esquerdo por um periodo de
tempo total de 45 minutos. Ao final deste intervalo de tempo a pinga foi
removida e a cavidade abdominal fechada, como ja descrito e, administrados 2

ml de soro fisioldgico por via i.p.



GRUPO Il (Isquemia): Nestes animais foram efetuados os mesmos
procedimentos descritos anteriormente no Grupo |l , porém ndo receberam a

solugao de alopurinol.

As coletas de sangue foram efetuadas 12, 24, 48, 72 horas apos a
cirurgia e a determinagao de sud atividade foram realizadas conforme descrito

anteriormente.

3.6.4 EXPERIMENTO 4: Determinagao da lipoperoxidagao das membranas
celulares dos hepatocitos em ratos submetidos a isquemia e reperfusao

hepatica, pré-tratados e nao com alopurinol.

Objetivo: Avaliar o efeito do alopurinol sobre a formagéao das espécies
ativas do oxigénio e o consequente grau de lipoperoxidagdo das membranas

celulares dos hepatocitos.

Neste estudo utilizou-se 30 animais, divididos em 3 grupos de 10 ratos

cada:
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GRUPO | (Controle): Estes animais receberam alopurinol conforme ja
descrito no Experimento 3 e, apos a anestesia e a laparotomia seus ventres
permaneceram abertos por um periodo de tempo de 1 hora e 50 minutos, ao
final dos quais removeu-se o lobo mediano. Os animais foram a seguir

sacrificados.

GRUPO Il (Isquemia e reperfusao hepatica + alopurinol): Neste
grupo de animais além dos procedimentos efetuados no grupo |, foi efetuada a
interrupg@o sanguinea seletiva para os lobos hepaticos medio e esquerdo, por
um periodo de tempo total de 45 minutos. Apos este intervalo de tempo, e
reperfusdo sangdinea por 1 hora realizou-se a ressecgao do lobo hepatico

mediano .Os animais foram, a seguir, sacrificados.

GRUPO Ill (Isquemia e reperfusdo): Neste grupo de animais foram
efetuados os mesmos procedimentos descritos nos Grupo |l , porém n&o

receberam solugdo de alopurinol antes do procedimento cirurgico.

Os espécimes dos figados removidos foram submetidos aos

procedimentos descritos no Experimento 2.
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3.6.5 EXPERIMENTO 5: Avaliar a taxa de mortalidade de ratos submetidos

a isquemia e reperfusao hepatica, tratados e ndo com alopurinol.

Objetivo: Determinar os efeitos da isquemia seletiva em animais pré-
tratados e ndo com alopurinol, inibidor da enzima xantina oxidase (geradora de

espécies ativas do oxigénio) sobre a mortalidade dos animais.

Neste estudo utilizou-se 30 ratos divididos em 3 grupos de 10 animais:

GRUPO | (Controle): Neste grupo os animais receberam 50 mg e 25mg/
Kg de alopurinol, preparado em solugdo conforme descricdo prévia,
administrado por via intraperitoneal 5 e 1 hora antes da cirurgia,
respectivamente. Apos a anestesia e laparotomia, 0s animais permaneceram
com o ventre aberto por um periodo de 45 minutos ao final do qual efetuou-se
o fechamento da cavidade abdominal conforme descrito anteriormente. Além
disso, os animais receberam 2 ml de soro fisiolégico, para rehidratacao, por via

i.p., no final do procedimento.

GRUPO Il (Isquemia e alopurinol): Neste grupo de animais, além dos

procedimentos descritos anteriormente (grupo 1), efetuou-se a interrupgao

sangulinea seletiva dos lobos hepaticos médio e esquerdo por um periodo de
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tempo total de 45 minutos . Ao final deste intervalo de tempo, a pinga foi
removida e a cavidade abdominal fechada, como j& descrito e, administrados

2ml de soro fisiologico por via i.p.

GRUPO Il (Isquemia): Nestes animais foram efetuados os mesmos
procedimentos descritos anteriormente no Grupo Il , porém nd3o receberam a

solucao de alopurinol.

Estes animais foram acondicionados em gaiolas e observados durante
um periodo de 10 dias, sendo a mortalidade pos-operatoria avaliada a cada 24

horas.

3.6.6 EXPERIMENTO 6: Estudo das alteragdoes histopatoloégicas dos
figados de ratos submetidos a isquemia e reperfusao hepatica, tratados e

nao com alopurinol , em diferentes periodos do pés-operatorio.

Objetivo: Avaliar as alteracdes histoldgicas decorrentes dos efeitos da
isquemia e reperfusdo em animais tratados ou n&o com alopurinol,
principalmente no que se refere a presenga de necrose hepatocelular e sua

evolugdo em diferentes periodos do pos-operatorio.
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Neste estudo utilizou-se 60 ratos divididos em 3 grupos com 20 animais

cada:

GRUPO | (Controle): Composto por 20 animais que foram submetidos
ao mesmo procedimento realizados nos ratos do GRUPO | do EXPERIMENTO
4. As 24, 48, 72 e 96 horas submeteu-se, em cada um dos intervalos de tempo,

5 ratos a ressecgao do lobo hepatico mediano.

GRUPO 1l (Ilsquemia e alopurinol): Também submetidos aos mesmos
procedimentos realizados nos ratos do GRUPO Il do EXPERIMENTO 4 e, como
no grupo anterior hepatectomia do lobo mediano em diferentes periodos de

tempo do pés-operatorio.

GRUPO Il (Isquemia): Estes animais foram submetidos aos mesmos
procedimentos realizados nos ratos do GRUPO Il do EXPERIMENTO 4 e,
hepatectomia do lobo mediano em diferentes periodos de tempo do pos-

operatorio, conforme descrito no grupo .

As alteragcbes histologicas foram avaliadas por estudo anatomo-
patolégico dos figados dos animais submetidos a isquemia e posteriormente a

reperfusdo. Imediatamente apds ressecado o figado foi incisado varias vezes
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para permitir a penetracéo adequada do fixador, identificado e acondicionado
em recipientes contendo formol a 10% (fixador), apods, esse material foi
colocado em alcool etilico a 100% por 12 horas, em seguida no Xilol e depois
preparado para inclusdo em parafina. Posteriormente, os blocos de parafina
foram cortados em micrétomo e este material foi disposto sobre laminas de
vidros e corados pelo corante de Hematoxilina-Eosina, sendo a seguir
analisadas em microscopia Optica com auxilio de um Meédico-Patologista, que
nao era conhecedor dos grupamentos aos quais pertenciam os tecidos

analisados.

Para fins de avaliagao e quantificagao das alteracbes decorrentes da
isquemia sobre as seguintes caracteristicas histolégicas: congestao vascular

(sinusoidal, centro-lobular e espago porta), necrose e esteatose hepatica.

A quantificacdo da intensidade das caracteristicas analisadas foi
expressa em cruzes (0 a 3+), obtida através da média de trés campos
microscopicos, aleatérios, avaliados em um aumento de 200 vezes,
considerando-se:

0 : auséncia de alteragodes
1+: alteragoes de intensidade leve (menos de 25% do campo analisado).
2+: alteragoes de intensidade moderada (25 a 50% do campo analisado).

3+: alteragdes de intensidade severa (mais de 50% do campo analisado).
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3.7 ANALISE ESTATISTICA:

Os resultados referentes a atividade funcional ALT, AST e FA e
lipoperoxidagdo das membranas celulares das células do parénquima renal,
através dos métodos do TBA-RS e da QL, em animais tratados, e ndo, com
alopurinol foram analisados através da Analise de Variancia (ANOVA), seguida
pelo teste de Bonferroni, considerando para efeitos de significancia estatistica

um alfa= 5% (Siegel, 1979).

A variabilidade da mortalidade entre os distintos grupos foi analisada
pelo Teste do Qui-quadrado, considerando-se para fins de significancia

estatistica um alfa= 5% (Siegel, 1979).

Os dados obtidos referentes aos estudos histopatologicos dos tecidos
hepaticos dos ratos foram expressos através de mediana e analisados
estatisticamente pelo Teste de Kruskal-Wallis seguido pelo Método de Dunn,
considerando para efeitos de significancia estatistica um alfa=5%(Siegel,

1979).
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3.8 NORMAS BIOETICAS ADOTADAS NO TRABALHO COM ANIMAIS DE

EXPERIMENTAGAO

Todos os experimentos efetuados com os animais (ratos) foram
realizados em laboratorio especialmente adaptado para o trabalho com
animais e, por pessoas com experiéncia no manuseio cirurgico de animais de
experimentagao. Além disso os animais foram mantidos em um Biotério
especialmente projetado para o fim proposto. As normas gerais, brasileiras e
internacionais, que regem a experimentacdo com animais foram seguidas

(GOLDIN, 1995 ; LANZIOTTI et al., 1994).
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4. RESULTADOS

4.1 EXPERIMENTO 1: Estudo da determinagao da atividade das enzimas
séricas hepaticas, transaminase glutamico oxalo-piravica (ALT, TGP),
transaminase glutamico oxalo-acética (AST, TGO) e fosfatase alcalina

(FA), em ratos submetidos a isquemia com ou sem hepatectomia.

Observou-se um aumento estatisticamente significativo da concentragéo
sérica da AST (TGO) e ALT (TGP) nas medidas realizadas as 12 e 24 horas,
apés a cirurgia, dos Grupos |l (isquemia), Ill (hepatectomia) quando
comparados com o Grupo | (controle), sendo também significativa a diferenca
quando comparadas as medidas das 12, 24 e 48 horas do Grupo
IV(hepatectomia+isquemia) em relagdo aquelas dos demais grupos (p<0.05).
Apos este periodo de tempo as concentragées séricas das enzimas dos
Grupos |, lll e IV atingiram valores semelhantes aos do grupo controle (Grupo

I) (p>0.05). Quando se considerou a soma dos valores da AST e ALT dos



Grupos Il e Ill e comparados aos do Grupo IV, no periodo das primeiras 48
horas, ndo houve diferenga estatisticamente significativa(p>0.05), o que reflete
um efeito aditivo da injuria advinda da hepatectomia com o da isquemia

individualmente.

Diferenca estatisticamente significativa nos valores da concentracao
sérica da FA dos Grupos Ill e IV em relagdo aos Grupos | e Il, foram
observadas em todas as medidas efetuadas, sendo mais pronunciado no
periodo compreendido entre as medidas efetuadas 120 horas e 21 dia apés a
cirurgia (p<0.05).0s resultados estdo expressos nas Tabelas 1,2 e 3 e nos

Gréficos 1, 2 e 3.



CONCENTRAGAO SERICA TGP

U/mi

—g——( Qo
- i

T+ ©

O
-l
]

1

0 12h 24h 48h 72h 96h 120h  14d 21d 28d
Tempo apds o procedimento

—4—RATOS CONTROLE ——RATOS ISQUEMIA
—m— RATOS HEPATECTOMIA —O0—RATOS ISQUEMIA+HEPATECTOMIA

Grafico 1- Representagdao grafica das variagdées nas concentragdes
séricas da transaminase glutamico oxalo-acética(ALT, TGP), em
diferentes periodos de tempo, apés os diferentes procedimentos
cirargicos hepaticos efetuados em ratos.

* Diferencga estatisticamente significativa quando comparado o Grupo IV com os
demais grupos . ** Diferencga estatisticamente significativa quando comparados
os Grupos Il e Il com o grupo |. Analise de Variéncia,_gléguida pelo Teste de
Bonferroni para um nivel de significancia de 95%. Grupo | - Controle, Grupo II-

Isquemia hepatica, Grupo lll- Hepatectomia, Grupo IV- Isquemia hepatica e
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Hepatectomia.
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Gréafico 2- Representagdo grafica das variagdes nas concentragdes
séricas da transaminase glutamico oxalo-acética(AST, TGO), em
diferentes periodos de tempo, ap6s os diferentes procedimentos
cirargicos hepaticos efetuados em ratos.

* Diferenca estatisticamente significativa quando comparados com o grupos
controle, isquemia e hepatectomia. ** diferenca estatisticamente significativa

quando comparados com o grupos controle. Analise de Variancia, seguida pelo

Teste de Bonferroni para um nivel de significancia de 95%. Grupo |- Controle,
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Grupo II- Isquemia hepatica, Grupo Ill- Hepatectomia, Grupo IV- Isquemia
hepatica e hepatectomia.
CONCENTRAGAO SERICA FA
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Grafico 3- Representagdao grafica das variagbes nas concentragdes
séricas da fosfatasemia alcalina (FA), em diferentes periodos de tempo,
apo6s os diferentes procedimentos cirurgicos hepaticos efetuados em
ratos.

*Diferenca estatisticamente significativa quando comparados os lll e IV com os
grupos | e Il. Analise de Variancia( ANOVA), seguida pelo Teste de Bonferroni
para um nivel de significancia de 95%. Grupo |- Controle, Grupo II- Isquemia

hepatica, Grupo Ill- Hepatectomia, Grupo IV- Isquemia hepatica e

hepatectomia.
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4.2 EXPERIMENTO 2: Determinagao da lipoperoxidagao das membranas
celulares do hepatécitos, pelos Métodos de Substancias Reativas ao
Acido Tiobarbiturico (TBA-RS) e da Quimiluminescéncia (QL), de ratos
submetidos a isquemia hepatica em diferentes tempos de reperfusao

sangiiinea.

Os resultados obtidos através do método do TBA-RS, que mede a
formacdo de malondialdeido, mostraram uma maior concentragao tecidual
hepatica deste nos Grupos lll e IV em relagao aos Grupos | e Il (p<0.05). Entre
os Grupos | e Il e, entre os Grupos Ill e IV ndo houve diferenga
estatisticamente significativa(p>0.05). Os dados estdo expressos nas Tabelas

4 e 5 e Gréafico 4.
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Tabela 4 - Efeitos da isquemia e da reperfusdo, em diferentes periodos de
tempo, sobre a formagao de malondialdeido no tecido hepatico.

Malondialdeido (nmol/mg de proteina)
GRUPO | 0,156 + 0,04
GRUPO 1l 0,190 + 0,016
GRUPO 1l 0,245 + 0,017*
GRUPO IV 0,273 + 0,022*
Fs%. 23) 25,46

*Diferencga estatisticamente significativa dos Grupos Ill e IV em relagao aos

Grupos | e |l (p<0.05).

Analise de Variancia (ANOVA), seguida pelo Teste de Bonferroni para um nivel
de significancia de 95%.

Grupo |: Controle, Grupo II: Uma hora de isquemia hepatica, Grupo Ill: Uma
hora de isquemia hepatica

e 30 minutos de reperfusdo, Grupo IV: Uma hora de isquemia hepatica e 1 hora
de reperfusao.
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Tabela 5 - Efeitos da isquemia e da reperfusao, em diferentes periodos de
tempo, sobre a energia luminosa emitida pelas carbonilas excitadas no
tecido hepatico medido pelo método da quimiluminescéncia (QL) .

Quimiluminescéncia (cps/mg de proteina)
GRUPO | 3695 + 547
GRUPO I 4105 + 486
GRUPO Il 6102 + 346"
GRUPO IV + 6285 +298*
F(s%.23) 57,65

*Diferencga estatisticamente significativa dos Grupos Ill e IV em relagdo aos
Grupos | e 1l (p<0.05). Analise de Variancia (ANOVA) seguida pelo Teste de
Bonferroni para um nivel de significancia de 95%. Grupo I: controle, Grupo II: 1
hora de isquemia hepatica, Grupo Ill: Uma hora de isquemia hepatica e 30
minutos de reperfusdo, Grupo IV: Uma hora de isquemia hepatica e 1 hora de
reperfusao.
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Grafico 4- Representagao grafica do perfil cinético da quimiluminescéncia,
iniciada por hidroperéxido de tert-butil, demonstrando a média dos
valores maximos de energia luminosa emitida pelos tecidos hepaticos, em
cada periodo de tempo, pelos diferentes grupos.

*Diferenca estatisticamente significativa quando comparados os Grupo Ill e IV
com os Grupos | e Il (p<0.05). ** Diferenga estatisticamente significativa
quando comparado o Grupo IV com os Grupos |l e lll (p<0.05). Analise de
Variancia (ANOVA) seguida pelo Teste de Bonferroni para um nivel de
significancia de 95%. Grupo I: controle, Grupo II: 1 hora de isquemia hepatica,

Grupo lll: Uma hora de isquemia hepatica e 30 minutos de reperfusao, Grupo

IV: Uma hora de isquemia hepatica e 1 hora de reperfuso.
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4.3 EXPERIMENTO 3: Estudo das variagdes das atividades das enzimas
transaminase glutamico oxalo-piruvica (ALT,TGP), transaminase
glutamico oxalo-acética (AST,TGO) e fosfatase alcalina (FA), em ratos

submetidos aisquemia hepatica seletiva, tratados, e nao, com alopurinol.

Neste experimento observou-se uma concentragdo sérica da enzima
transaminase oxalo-piruvica (ALT,TGP) e oxaloacética (AST, TGO)
significativamente superior nos Grupos Il e Ill em relag&o ao Grupo | (controle)
nas determinacbes efetuadas as 12 e 24 horas apdés a isquemia
hepatica(p<0.05). Na medida das 48 horas a concentragdo sérica da ALT e
AST foram significativamente superiores no Grupo |ll quando comparada com
as concentragées dos Grupos | e Il (p<0.05). Em relagdo a fosfatasemia
alcalina (FA), observou-se apenas uma concentracdo maior da mesma no

Grupo | em relagdo aos Grupos Il e lll na determinagé@o das 72 horas(* p<0.05).

Os dados estao expressos nas Tabelas 6,7 e 8 e Graficos 5,6 e 7.
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Grafico 5- Representagao grafica das variagbes nas concentragoes
séricas da transaminase glutamico oxalo-pirtivica(ALT, TGP) apés
procedimento cirdrgico de isquemia e reperfusdao hepatica em ratos
tratados, e nao, com alopurinol.

* Diferenga estatisticamente significativa quando comparados os Grupos Il e Ill
com o Grupo |(p<0.05). ** Diferenca estatisticamente significativa quando
comparados o Grupo Il com os Grupos | e Il (p<0.05). Anédlise de Variancia
(ANOVA), seguida pelo Teste de Bonferroni para um nivel de significancia de

95%. Grupo |- Controle e alopurinol, Grupo lI- Isquemia hepatica e alopurinol,

Grupo lll-Isquemia hepatica.
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Grafico 6- Representagao grafica das variagdbes nas concentragdes
séricas da transaminase glutamico oxalo-acética (AST, TGO) apés
procedimento cirargico de isquemia e reperfusao hepatica em ratos
tratados, e ndo, com alopurinol.

* Diferencga estatisticamente significativa quando comparados os grupos Il e lll
com o Grupo I(p<0.05). ** Diferenga estatisticamente significativa quando
comparado o Grupo Il'com os Grupos | e |l (p<0.05). Analise de Variancia
(ANOVA), seguida pelo Teste de Bonferroni para um nivel de significancia de
95%. Grupo |- Controle e alopurinol, Grupo lI- Isquemia hepatica de 45 minutos

e alopurinol, Grupo lllI-lsquemia hepatica de 45 minutos.
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Grafico 7- Representagdao grafica das variagbes nas concentragoes
séricas da fosfatasemia alcalina (FA) apés procedimento cirargico de
isquemia e reperfusao hepatica em ratos tratados, e ndao, com alopurinol.

* Analise de Variancia ( ANOVA), seguida do Teste de Bonferroni para um nivel

de significancia de 95%. Grupo |- Controle e alopurinol, Grupo ll-Isquemia

hepatica de 45 minutos e alopurinol, Grupo llI- Isquemia de 45 minutos.
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4.4 EXPERIMENTO 4: Determinagao da lipoperoxidagao das membranas
celulares dos hepatécitos em ratos submetidos a isquemia e reperfusao

hepatica, pré-tratados e nao com alopurinol.

Observou-se pelo método do TBARS que 0s niveis teciduais de
malondialdeido estavam significativamente superiores no Grupo ll(Isquemia)
em relacdo aos Grupos | e Il (controle e isquemia e alopurinol)(p<0.05). A
diferenca entre os Grupos | e Il ndo foi estatisticamente significativa(p>0.05).
Pelo método da QL, observou-se que a energia luminosa emitida por carbonilas
excitadas foi significativamente(p<0.05) superior no Grupo Il quando
comparada com aquela observada nos Grupos | e Il e além disso, a diferenga

nao foi significativa entre aquela observada entes dois grupos (p>0.05).

Os dados estao expressos nas tabelas 9 e 10 e no Grafico 8.



TABELA 9. Efeitos da isquemia e reperfusédo hepatica sobre a formagao de malondialdeido
tecidual em ratos tratados ou ndo com alopurinol.

TBARS (nmol/mg proteina)+SD

0,168 £0,019
Grupo |

0,165+ 0,021
Grupo |l

0,285 + 0,022*
Grupo lll

118,89

F(S%,ZS)

*Diferenga estatisticamente significativa quando comparado o Grupo Ill com os grupos | e 1I(p<0.05).
Analise de Variancia (ANOVA) seguida pelo Teste de Bonferroni para um nivel de significancia de 95%.
Grupo |- Controle e alopurinol, Grupo ll-Isquemia de 45 minutos e reperfuséo de 1 hora e alopurinol,
Grupo lll- Isquemia de 45 minutos e reperfusdo de 1 hora.
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TABELA 10. Efeitos da isquemia e reperfusao hepatica sobre a energia luminosa emitida por
carbonilas excitadas, avaliado pela QL, em ratos tratados ou ndo com alopurinol.

QLmax. (cps/mg proteina)+SD

Grupo | 3708 + 586
Grupo Il 4097 + 678
Grupo Il 6057 + 376*
F (s%,29) 50.35

*Diferenca estatisticamente significativa quando comparado o grupo Il com os grupos | e Il. Andlise de
Variancia (ANOVA) seguida pelo Teste de Bonferroni para um nivel de significancia de 95%. Grupo | -
Controle, Grupo ll-Isquemia hepatica de 45 minutos e reperfuséo de 1 hora e alopurinol, Grupo IlI -
Isquemia hepatica de 45 minutos e reperfuséo de 1 hora.
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Grafico 8- Representagao grafica do perfil cinético da quimiluminescéncia
(QL), iniciada por hidroperéxido de tert-butil, em tecidos hepaticos de
ratos, tratados e nao com alopurinol e, submetidos a isquemia e
reperfusao do figado.

*Diferenca estatisticamente significativa quando comparado o grupo lll com os
grupos | e ll(p<0.05). Analise de Variancia (ANOVA) seguida pelo Teste de
Bonferroni (p<0.05). Grupo |- Controle, Grupo II- Isquemia hepatica de 45

minutos, reperfus@o de 1 hora tratados com alopurinol, Grupo lll-Isquemia

hepatica de 45 minutos e reperfusao de 1 hora,
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4.5 EXPERIMENTO 5: Avaliar a taxa de mortalidade de ratos submetidos a

isquemia e reperfuséo hepéatica, tratados e nao com alopurinol.

Nos animais deste experimento avaliou-se a mortalidade pos-operatoria
decorrentes do procedimento cirurgico. Entre os animais do Grupo | (Controle)
ndo foram observados obitos, entretanto, naqueles do Grupo Il e Il as
mortalidades globais foram respectivamente 20 e 46.7%, respectivamente.
Diferenca estatisticamente significativa, apenas, entre a mortalidade
observada no Grupo 3 em relagdo ao controle (p<0.05). A maioria dos Obitos
ocorrem nas primeiras 24 horas apés o procedimento 13.3 e 40% entre os

grupos 2 e 3, respectivamente.
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Tabela 11 - Mortalidade p6s-operatéria de ratos controle e ratos submetidos isquemia hepatica tratados ou ndo com
alopurinol.

24h 48h 72h 96h
n % n % n % n %
Grupo 1:Controle(n=10) - (0) - (0) - (0) - (0)
Grupo 2: [+A (n=15) 2(13.3) 1(6.67) - (0) - (0)
Grupo 3: | (n=15) 6 (40) 1(6.67) - (0) - (0)
X i 6,667 0,702 n3o faz nio faz
p=0,036 p=0,704

*Diferenca estatisticamente significativa do Grupo |ll quando comprado com o Grupo | (p<0.05). Grupo |- Controle, Grupo |-
Isquemia hepatica de 45 minutos e alopurinol no pré-operatério, Grupo lll-lsquemia hepatica de 45 minutos.
Teste do Qui-quadrado para um nivel de significancia de 95%.
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4.6 EXPERIMENTO 6: Estudo das alteragdes histopatolégicas dos
figados de ratos submetidos a isquemia e reperfusdo hepatica,
tratados e nao com alopurinol , em diferentes periodos do pés-

operatorio

O estudo histopatolégico em diferentes periodos de pdés-operatorio
demonstrou uma maior congestao vascular (Cv) (sinusoidal, centrolobular e
espaco porta), na avaliagdo das 24 horas apos o procedimento, naqueles
animais dos grupos 2 e 3 quando comparados aos animais do grupo
controle (p<0.05). Além disso, a necrose hepatocitaria, neste mesmo
periodo, foi igualmente mais pronunciada nos animais dos grupos
submetidos a isquemia (grupos 2 e 3) quando comparados aos animais nos
quais este procedimento nao foi efetuado(grupo 1) (p<0.05). Observou-se
também que aqueles animais que receberam pré-tratamento com alopurinol
(grupo 2) apresentavam um grau de necrose menor do que aqueles nos
quais esta droga nao foi utilizada (grupo 3) (p<0.05). A avaliagdo
histopatologica efetuada 48 horas ap6s o procedimento demonstrava ainda
uma maior congestdo vascular nos animais do grupo 2 em relagdo ao
controle (p<0.05) e, também, a necrose hepatocitaria nos animais dos
grupos 2 e 3 permaneceu mais pronunciada do que a observada no grupo
controle (grupo 1)(p<0.05), entretanto, ndo foi significativamente distinta a
avaliacao entre os grupos 2 e 3 (p>0.05). As avaliagbes posteriores nao

demonstraram uma variagdo significativa entre os distintos grupos de



91

animais (p>0.05). Além disso, a esteatose nao foi caracteristica observada

durante a avaliagao.
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Tabela 12: Estudo histopatol6gico em diferentes periodos de tempo pés-operatério de ratos controle
e ratos submetidos isquemia hepatica tratados ou ndo com alopurinol.

24h 48h 72h 96h
Cv N E Cv N E Cv N E Cv N E
Grupo 1: Controle 1 0 0 1 0 0 1 0 0 1 0 0
Grupo 2: I+A g 2* 0 2 2 0 1 0 0 1 0 0
Grupo 3: | 3* L B 1 3* 0o 1 0 0 1 0 0
F % 13) 77 100 00 102 73 0.0 0.0 23 00 0.0 69 0.0

n=20 Cv: Congestédo vascular (sinusoidal, centrolobular, espaco porta); N: Necrose; E:Esteatose
Diferenca estatisticamente significativa quando comparados os Grupos:

*2 e 3 emrelagao ao 1. .

© 3 em relagéo ao 2

' 2 emrelagdo ao 1.
Analise de Variancia (ANOVA) seguida pelo teste de Bonferroni para um nivel de significancia de 95%. Grupo |- Controle e

alopurinol, Grupo Il-Isquemia hepatica de 45 minutos e alopurinol, Grupo Il- Isquemia hepatica de 45 minutos.
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Figura 15-Aspecto histopatolégico de um figado de rato 24 horas apés
isquemia onde pode-se observar a presenga de congestdo ao nivel da
vela centrolobular (P:crocnllus) (100 aumentos).
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Flgura 1 S-Aspecto histopatologico de um fi gado de rato 24 horas apés
a isquemia onde pode-se observar a presenca de congestdao ao nivel
do espaco porta (Picrocilius) (200 aumentos).



Figura 17-Aspecto histopatolégico de figado de rato 24 h apos
isquemia e pré-tratamento com alopurinol onde se pode observar a
presenca de congestdo da veia centrolobular (Hematoxicilina-eosina)
(200 aumentos).

Flgura 18-Aspecto hlstopatoléglco de um fi gado de rato 24h apos
isquemia e pré-tratamento com alopurinol onde se pode observar
congestao ao nivel do espago porta (Picrocilius) (200 aumentos).
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Figura 19-Aspecto histopatolégico de um figado de rato 48 horas apos
isquemia e pré-tratamento com alopurinol onde se pode observar a
presenca de necrose hepatica (Hematoxilina Eosina) (100 aumentos).

Figura 20-Aspecto histopatologico de um figado de rato 48 horas apés
isquemia e pré-tratamento com alopurinol onde se pode observar a
presenca de necrose hepatica (Hematoxilina Eosina) (200 aumentos).
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Figura 21-Aspecto histopatolégico de um figado de rato 48 horas apds
isquemia onde pode-se observar a presenca de necrose hepatica
(Hematoxilina Eosina) (100 aumentos).

Figura 22-Aspecto histopatologico de figado de rato 48 horas apods

isquemia onde pode-se observar a presen¢a de necrose hepatica
(Hematoxilina Eosina) (200 aumentos).
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5. DISCUSSAO

A isquemia transitéria hepatica, muitas vezes requerida em
procedimentos cirurgicos sobre o figado, seja para limitar as perdas
sanguineas ou quando a mesma se torna obrigatéria (transplantes), tem
sido cada vez mais amplamente utilizada (IMAMURA et al.,, 1995;
KOBAYASHI et al., 1995; IMAMURA et al., 1995, KOBAYASHI et al., 1995;
XIA et al., 1996). Contudo, esta atitude, embora muitas vezes benéfica, é
contrabalancada pelos efeitos adversos advindos da isquemia hepatica e da
congestdo esplacnica, assim como, das consequéncias da reperfusao,
recentemente considerada significativamente deletéria e, muitas vezes, com
sérias repercussdes funcionais (HUGET et al., 1978; SUC et al.,, 1992;

ISOZAKI et al., 1992).

A interrupgao intermitente do fluxo sanguineo arterial ao figado e os
recentes conhecimentos advindos, principaimente, de estudos
experimentais com animais, elucidando algumas rotas metabdlicas

envolvidas no dano hepatico e, a possibilidade de interferir
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farmacologicamente nas mesmas com o intuito de reduzi-lo e, portanto,
melhorar a tolerancia a periodos de isquemia tem sido propostos ((ISOZAKI

et al., 1992).

Entre estas, o clampeamento seletivo, em hepatectomias, impede
alteragbes hemodinamicas sistémicas severas, decorrentes principalmente
da estase sanguinea porto-esplacnica, assim como, evita a isquemia da

porcao remanescente do érgéo.

A reperfusdo sanglinea que se segue ao periodo isquémico tem
recebido cada vez mais atengdo como fator potencial de dano ao 6érgéao,
pela possibilidade de gerar a formagdo de EAO, elementos radicais
extremamente reativos com capacidade oxidativa e destruicdo das
membranas fosfolipidicas celulares. Na realidade, tem sido proposto que o
periodo reperfusional é tdo ou mais deletério ao(s) 6rgao(s) submetidos a

isquemia, do que esta propriamente (ISOZAKI et al., 1992).

As EAO agem em nivel celular consumindo os elementos anti-
oxidantes lipossoliveis (homoélogos da Coenzima Q10, alfa-tocoferol) e
hidrossollveis (glutationa, catalase), endoégenos, durante o periodo
reperfusional, sobrecarregando a atividade de enzimas detoxificadoras
endbégenas, como a superoxido dismutase e catalase, podendo, portanto,

levar a oxidagdo dos componentes lipidicos das membranas celulares,
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quando estas excedem a sua capacidade de neutralizacao (MARUBAYASHI

etal., 1991).

Nas situagcbes de isquemia e reperfusdo 0 mecanismo mais
destacado como responsavel pela geragdo de EAO tem sido relacionado a
enzima xantina oxidase (PALLER et al.,1984; CHEUNG et al.,1986; CROSS
et al.,1987; COHEN, 1992; TAKEMOTO et al.,1994; NICOLLI et al., 1995;

WILLET et al.,1995; CHAVEZ-CARTAYA et al.,1996; BACH et al., 1996).

Os mecanismos envolvidos na produgcao das EAO s&o decorrentes de
uma série de alteragbes que se processam em nivel celular. Assim, na
auséncia de oxigénio e consequente reducao do nivel energético, as células
perdem a capacidade de manter os gradientes idnicos e acumulos
substanciais de calcio intracelular podem ocorrem (PALLER et al.,1984;
CHEUNG et al.,1986; CROSS et al.,1987; COHEN, 1992; TAKEMOTO et
al.,1994; NICOLLI et al., 1995; WILLET et al.,1995; CHAVEZ-CARTAYA et
al.,1996; BACH et al., 1996). Os niveis de calcio citosolico sdo mantidos
dentro de concentragbes bastante estreitas, em fungdo da atividade da
bomba de célcio, ao nivel da membrana plasmatica, deslocar para o exterior
da célula este ion (CHAVEZ-CARTAYA et al., 1996). A perda funcional da
bomba de calcio, durante o periodo isquémico, permite que concentragcbes
significativas deste ion aumentem no meio intracelular, com a consequente

ativagdo de deletérios sistemas metabdlicos (CHAVEZ-CARTAYA et al,
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1996). Assim, por exemplo, altas concentragbées de calcio citosolico podem
ativar fosfolipases calcio dependentes, resultando em quebras na
membrana celular, produ¢do de acidos graxos e lisofosfolipases toxicas as
células (McCORD,1985; CHEUNG et al.,1986; COHEN, 1992; STEIN et
al.,1993; ABROSIO et al, 1995, CHAVEZ-CARTAYA et al.,1996).
Proteases, nucleases, glicogénio fosforilase, adenilato ciclase, sodio-
potéssio ATPase s&o reguladas pelo calcio e, aumentos intracelulares de
sua concentragdo aumentara a atividade da ATPase, desacoplando a
fosforilazagao oxidativa com consequente deplecdo e menor produgéo de
energia (McCORD,1985; CHEUNG et al.,1986; CROSS et al. 1987,

COHEN,1992; WILLET et al.,1995; BACH et al.,1996).

NICOLLI et al., 1995, em recente estudo com mitocondrias isoladas
demonstraram a existéncia de canais nestas organelas, importantes na
manutencdo do potencial transmembrana, fundamental na geracao
energética da organela. Além disso, referem que a despolarizacao
mitocondrial pela isquemia causa aumento do calcio intramitocondrial e, a
geracao de peroxidos e radicais livres (reperfusdo) mantém estes canais
permanentemente abertos com danos irreversiveis para a atividade

funcional desta organela.

Portanto, poderia se supor que a elevacdo incontrolada do calcio

citosodlico em tecidos isquémicos, desencadearia uma cascata de eventos
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lesivos a célula, constituindo causa principal de morte celular (TAKEMOTO
et al.,1994). Entretanto, esta hipétese nao é totalmente verdadeira, pelo fato
de nd&o haver uma correlagédo consistente entre o calcio livre e o contetudo
total do mesmo, uma vez que muitos sitios e anions sao capazes de se ligar
e sequestrar este eletrolito, além do que, as mitocondrias, mesmo lesadas,
sao capazes de acumular este ion enquanto houver oxigénio e substratos.
Além disso, ndo existe um consenso sobre 0 momento no qual uma célula
isquémica esta irreversivelmente danificada, assim como, a concentragdo de
calcio em células mortas ou lesadas, apresenta-se desuniforme em

estudos histopatologicos (CHEUNG et al.,1986).

Entretanto, aspecto concreto é a ocorréncia do incremento de calcio
citosoélico em células isquémicas, mas nado € prova suficiente ou inequivoca
do seu envolvimento como mediador irreversivel do dano celular. Talvez a
sua relagcdo como potencializador e participante de outros mecanismos
lesivos seja o seu papel principal (CHEUNG et al., 1986;

HASSELGREN,1987; TAKEMOTO et al.,1994).

Portanto, a atengao para o envolvimento de outros fatores como
potenciais causadores de dano celular, em situagbes de isquemia e
reperfusdo, tem sido pesquisados e, entre estes, as EAO sao os mais
destacadas por distintos autores (GRANGER et al.,1981; HANSSON et

al.,1982; BULKEY, 1983; McCORD, 1985; HASSELGREN, 1987, CROSS et
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al., 1987, GALAT et al.,1990; COHEN,1992; TAKEMOTO et al.,1994:
ORTOLANI et al.,1995; ORTOLANI et al,1995; LOPEZ-NEBLINA et

al.,1996).

A partir do entendimento da estrutura celular do ponto de vista
morfolégico e funcional, torna mais facil a compreensao de eventos que se
sucedem no dano imposto pela isquemia e, subsequentemente, o da
reperfusdo, pela formagdo das EAO. E sabido que delgadas membranas
lipoproteicas envolvem a célula (membrana celular) o citoplasma
(membrana citoplasmatica) o nucleo (membrana nuclear) e as diferentes
organelas intracitoplasmaticas, com o objetivo de manter a arquitetura
celular e os processos metabodlicos que dependem da integridade das
mesmas (MAYES,1980; GUYTON,1991; LEHNINGER et al., 1995). Sao
denominadas membranas lipoproteicas porque apresentam na sua
constituicdo uma dupla camada formada por lipideos e, mergulhadas no seu
interior, encontram-se moléculas protéicas (GUYTON,1991; LEHNINGER,

1995).

Desta maneira os lipideos constituem uma barreira que impede o livre
movimento da agua de um compartimento celular para outro, enquanto as
moléculas protéicas, interrompem esta barreira proporcionando assim vias

de passagem para varias substancias, além de exercer fungées enzimaticas
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essenciais a vida celular (MAYES, 1980 ; GUYTON, 1991;

LEHNINGER,1995).

Além da estrutura individualizada e bem definida de cada unidade
celular, varios processos metabolicos ocorrem tanto para manter a
arquitetura celular, assim como, a atividade funcional especifica da célula

em determinado 6rgao (MAYES, 1980; LEHNINGER,1995).

Além disso, a célula para executar as suas fungbes depende de
energia , fundamentalmente sob forma de adenosina trifosfatada (ATP) e,
diversos mecanismos metabdlicos estdo envolvidos no processo de geracao
desta (GUYTON,1991; LEHNINGER,1995). O ATP & uma combinagdo de
adenina, ribose e trés radicais fosfato sendo os dois Ultimos radicais
ligados ao restante da molécula através de conexdes altamente energéticas.
Apos a perda de um radical fosfato do ATP, o composto torna-se adenosina
difosfatada (ADP) e, apos a perda do segundo radical fosfato o mesmo
passa a ser adenosina monofosfatada (AMP), situagbes que ocorrem
continuamente durante a atividade metabdlica da célula, envolvido na
execugdo de suas fungbes especificas (GRANGER et al.,1981;

LEHNINGER,1995).

Além disso, diferentes processos metabolicos como o ciclo do acido

citrico (Ciclo de Krebs), ciclo das pentoses, fosforilagao oxidativa, cadeia de
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transporte de elétrons, entre outros, sdo importantes fontes geradoras de

energia celular (LEHNINGER,1995).

A complexidade destes eventos em nivel celular € extrema,
envolvendo uma série bastante ampla de rotas metabdlicas apenas para a
geracao de energia. O oxigénio permeia praticamente todos os eventos
funcionais que se processam em nivel celular. (MAYES,1980;
GUYTON,1991). Portanto, a formagao continua de EAO, pela combinagao
de atomos de oxigénio e hidrogénio, como o peroxido de hidrogénio, radical
superoxido e radical hidroxil ocorrem paralelamente. Entretanto,
mecanismos de detoxificacdo destes elementos foram desenvolvidos pela
célula, com o intuito de manter sua integridade e, consequentemente, a do
orgao (BULKEY,1983; McCORD,1983; McCORD,1985). Esta relagao e
sucessao de eventos bioguimicos somente € mantida quando as condigées
fundamentais sdo preservadas, ou seja, a arquitetura celular e das
membranas que envolvem as celulas e suas organelas, bem como, o
continuo suprimento de sangue e, por conseguinte, de nutrientes para o

metabolismo celular (BULKEY 1983; McCORD, 1983; McCORD 1985).

O insuficiente suprimento sanguineo ao figado e por conseguinte as
suas células, reduz rapidamente o nivel de energia das mesmas levando
consequentemente a falha em determinadas etapas do metabolismo com

acumulo de metabdlitos nocivos as células (HANSSON et al.,, 1982;
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BULKEY 1983; McCORD, 1983; HASSELGREN, 1987; CROSS et al.,1987;
NICOLLI et al., 1995, ALEXANDER, 1996; LOPEZ-NEBLINA et al.,1996;
BACH et al.,, 1996). Assim, a interferéncia nos mecanismos responsaveis
pela produc&o energética da célula, tém influéncias deletérias sobre a
atividade funcional das mesmas, e a isquemia € o exemplo mais
carateristico, causando disturbios de graus variados em nivel de funcdo
celular e subcelular, como a disfungdo mitocdndrial, alteragbes funcionais
da membrana celular, assim como, na sintese de proteinas (HASSELGREN,
1987; CROSS et al., 1987, TAKEMOTO et al., 1994; NICOLLI et al., 1995,

CHAVEZ-CARTAYA et al., 1996).

Os principais marcadores utilizados na quantificagcao do dano imposto
pela isquemia e reperfusdo hepatica tem sido as transaminases oxalo-
piravicas (ALT) e oxalo-acéticas (AST) e caracterizam-se por uma elevagao
substancial apdés qualquer injuria imposta ao figado apresentando uma
relativa proporcionalidade com o grau de agressdo. Ocorre, nestas
situacdes, o extravasamento destas enzimas para a circulacdo sanguinea

(ISOZAKI et al., 1992).

No presente trabalho, onde avaliamos no EXPERIMENTO 1 as
variagbes das transaminases e fosfatasemia alcalina em diferentes
situacoes de dano hepatico tendo em vista a observacdo da repercussao

deste fenomeno em nivel funcional do 6rgéo. A andlise do comportamento
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das transaminases (AST e ALT) na isquemia intermitente, hepatectomia
parcial ou associacdo de ambos o0s procedimentos demonstrou uma
elevag@o subita destas enzimas nas primeiras 48 horas apds o evento,

retornando gradativamente aos seus valores basais.

Alem disso, € interessante observar que a soma dos valores das
transaminases de cada uma das injurias individualmente, seja pela isquemia
ou hepatectomia isoladamente, equivalem-se estatisticamente a aquela
advinda pelos dois procedimentos adotados no mesmo ato operatorio
(isquemia + hepatectomia), o que demonstra claramente o efeito aditivo
advindo de cada um dos procedimentos isoladamente e, portanto, a
observacdo de que a isquemia, muitas vezes requeridas em cirurgias

hepaticas, nao é isenta de efeitos adversos.

Além disso, uma maior elevagao, proporcionalmente dos valores
normais, das ALT em relacéo a AST € explicada pelo efeito agudo do dano
imposto ao érgdo. Por outro lado, a FA, demonstrou um comportamento algo
distinto pela sua proépria caracteristica funcional, mantendo-se mais elevada
(p<0,05) durante todo periodo de observagdo com uma tendéncia a
normalizag&o no periodo final de observacao. Estes aspectos foram também
demonstrados por HIRASAWA et al., 1978, apds 60 minutos de isquemia

troncular total com derivagao porto-femoral.
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ISOZAKI et al., 1992, demonstrou achados semelhantes em relacéo a
FA em seu experimento, no qual a isquemia foi o Unico dano imposto e,
esta nao se distinguiu significativamente dos grupos controles. Resultados
semelhantes no que se refere a esta enzima foram encontrados por
HIRASAWA et al., 1978, onde a FA ndo demonstrou variacdo significativa
naqueles animais submetidos a isquemia isoladamente quando comparados
aos animais do grupo controle o que sugere que nado houve dano

significativo ao sistema biliar em decorréncia do procedimento.

A sua elevagao relacionada a hepatectomia também é relacionavel a
atividade regenerativa, que se processou de modo mais significativa nos

animais nos quais a ressecc¢ao hepatica foi efetuada.

Como demonstrado, a isquemia esta intimamente associada a leséo
celular, entretanto, a quantificagao, isoladamente, do efeito advindo da
Isquemia e aquele decorrente da reperfusdo nao € possivel a partir do

experimento em questao.

Com o objetivo de avaliar este efeito outros métodos laboratoriais séo
necessarios entre estes destacam-se aqueles que demonstram a atividade
oxidativa sobre os componentes lipidicos da membrana celular mediados,
entre outros, pelas EAO. A interrup¢do do fornecimento de substratos para

a progucao de energia, que se segue a isquemia, necessaria em varias
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rotas metabdlicas, faz com que as reservas celulares da mesma sejam
mobilizadas através da degradagdo do ATP em ADP e a seguir em AMP,
adenosina, inosina e entdo a hipoxantina, pela acdo da adenase
(CUNNINGHAM et al., 1974; GRANGER et al,1981; McCORD,1983;
PARKS et al.,1983; PALLER et al,1984; McCORD,1985;
HASSELGREN, 1987, MENEGHINI,1987; ABROSIO et al, 1995;
PRILLAMAN & TURNER,1997). Esta hipotese foi confirmada através de
estudos em pacientes com miocardios isquémicos e em pacientes com
choque hemorragico nos quais concentragdes elevadas de hipoxantina
foram detectados (HANSSON et al.,1982; McCORD, 1985; ABROSIO et

al.,1995).

MARUBAYASHI et al., 1991, observaram que em ratos, submetidos a
isquemia hepatica, a concentracdo tecidual de nucleotideos adeninicos
decresciam gradativamente enquanto a  hipoxantina e xantina
demonstravam uma elevacdo proporcional o que denota, claramente, a

degradacgao da adenosina trifosfatada.

Associado a este fendmeno ocorre a elevagdo do caicio citosolico,
por mecanismos ja expostos, que possuem a propriedade de ativar
proteases capazes de converter a xantina deidrogenase tipo D em xantina
oxidase tipo O, enzima ricamente distribuida nos tecidos como o intestinal,

pulmonar, hepatico e renal (GERSHMAN,1981; McCORD,1983;
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SOUTHARD et al.,1987; NAUTA et al.,1990; MATIELI,1994; TAKEMOTO et

al., 1994; NICOLLI et al.,1995; PRILLAMAN & TURNER ,1997).

A reperfusdo sanguinea fornecendo o oxigénio aos tecidos
previamente isquémicos, seria 0 substrato final para a ativagcdo da xantina
oxidase, através de uma oxidagao sulfidrilica ou protedlise (GERSCHMAN,
1981; BULKEY,1983; McCORD,1985; GALAT et al.,1990). A ativagédo desta
enzima teria como consequéncia a transformagao da hipoxantina em xantina
e agindo sobre esta formaria os uratos e as EAO ( radical superoxido)
(GERSCHMAN, 1981, PARKS et al.,1983; PALLER et al. 1984
McCORD,1985; CROSS et al., 1987, KARWINSKI et al.,1993; PRILLAMAN &

TURNER,1997).

As EAO, moléculas altamente reativas, em funcdo de suas
propriedades oxidativas podem agir diretamente sobre os componentes
lipidicos das membranas celulares (GERSCHMAN, 1981; BULKEY,1983;
PALLER et al.,1984). Este fendomeno também pode se processar
indiretamente através de radicais lipidicos peroxidados, além de outros
produtos da fragmentagao lipidica que por si sO s&o agentes oxidantes

(BULKEY,1983; BELLO-KLEIN, 1994).

Além disso, uma caracteristica das EAO é a tendéncia de gerar

reagbes em cadeia para produzir espécies radicais resultando em uma
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amplificagdo do processo que culmina com um efeito destrutivo sobre a

célula (BULKEY, 1983; MENEGHINI, 1987 ).

O dano celular pode se restringir a membrana celular propriamente
dita, mas pode tambémm, se extender as membranas das organelas,
mitocondriais e lisossdmicas, cuja estrutura € bastante semelhante a da
celular (MENEGHINI,1987; WILLET et al.,1995; NICOLLI et al.,1995). A
ruptura lisossbmica, com a consequente liberacao de enzimas citotoxicas
pode potencializar o dano celular induzido pelo radical livre (BULKEY,1983).
As mitocondrias sdo organelas envoltas por membranas que nao sao
somente vulneraveis a tal agcdo mas, também, sdo uma continua fonte de

geracgao de EAO (BULKEY,1983; McCORD, 1985).

A repercussao dos fendmenos descritos podem ser avaliados através
da sua interferéncia sobre a fungcdo do 6rgédo, como demonstrado, assim
como, pela determinacdo indireta de seus efeitos em nivel de membranas
celulares avaliados através da lipoperoxidacdo (oxidagao lipidica)

(MAYES,1980; LEHNINGER,1995).

O malondialdeido, produto da peroxidagdo dos acidos graxos € a
substancia mais comumente adotada como marcador para avaliar a agao
radical livre através do método do TBARS. Outras abordagens

frequentemente utilizadas sao as medidas dos produtos da degradacdo da



adenosina trifosfatada, determinacgao tecidual dos anti-oxidantes, medida
da atividade da enzima xantina oxidase, propriamente dito, bem como da
sua precursora a xantina deidrogenase. Além disso, a concentracgao tecidual
de nucleotideos adeninicos e hipoxantina sdo frequentemente adotadas

(MARUBAYASHI et al., 1991; NUNES et al., 1995).

A instabilidade elétrica das EAO é o principio fundamental sobre a
qual reside a agao das mesmas. Tendo em vista que o potencial oxidativo &
fundamentalmente decorrente da reatividade (desemparelhamento de
elétrons da camada mais externa) das EAO quando estas interagem com os
componentes da membrana celular. Esta reagdao tem como objetivo o
repouso elétrico das EAO, que se associa com a emissdo de energia
luminosa detectavel por distintos métodos entre os quais a

qguimiluminescéncia (QL).

A QL tem sido utilizada como um método direto ndo-invasivo de
mensuragdo da formagdo de EAO (NUNES et al., 1995). Durante a
dismutacao das EAO um grande numero de produtos sao excitados. As EAO
emitem luz, quantificavel, quando retornam ao seu estado fundamental de
repouso. A medida direta, portanto, da intensidade de energia luminosa
emitida permite inferir a intensidade de EAO formadas. Além disso, técnicas
extremamente aperfeicoadas como a ressonancia spin eletronica tem

demonstrado a capacidade de mensuracao da atividade radical livre.



Fica evidente no Experimento Il, onde se pode observar que a
isquemia (Grupo 2), por si sO, ndo produz malondialdeido em quantidade
substancial quando comparado com a concentragdo tecidual no tecido

hepatico normal (Grupo1).

“Entretanto, a reperfusao e, por conseguinte a geragao de EAO com
potencial oxidativo sobre as membranas celulares, torna-se bastante
evidente nos Grupos lll e IV onde se permitiu a reoxigenacao tecidual. Fica
também claro que o processo reflete-se imediatamente apos restabelecida a
oxigenacao e incrementos menores tendem a ocorrer, porém, em graus de
intensidade bem menos substanciais, tendo em vista a auséncia de uma
diferenca significativa nas concentragdes teciduais do malondialdeido entre

os periodos de 30 e 60 minutos de reperfusao.

No experimento 2, a QL confirma, ou melhor ratifica os resultados
obtidos pelo método do TBARS, ou seja, a auséncia de instabilidade reativa
significativa das EAO presentes no Grupo Il , ou seja, onde somente a
isquemia foi praticada (n&o permitindo-se a reperfus@o) quando comparada
aos tecidos hepaticos de ratos normais. Estes aspectos tornam-se ainda
mais evidentes quando se estudou os tecidos hepaticos nos quais a
reperfusdo foi permitida, mostrando uma elevacéo significativa da atividade

energética apd6s a reoxigenagdo. Também fica claro, e corrobora os



114

achados na avaliacdo pelo método do TBARS, que uma elevacéo
substancial da atividade ocorre dentro dos 30 minutos iniciais, apds o
restabelecimento da reperfusdo, e elevagdes menos substanciais ocorrem
apos, haja visto a auséncia de uma distingdo (p>0,05) da atividade
energética (QL), bem como, do produto de sua reagédo, o mallnndialdeido
(TBARS), apods 30 ou 60 minutos do restabelecimento da circulagao

sanguinea.

Estudos realizados por diversos autores (PRILLAMAN & TURNER,
1977; OHKAWA et al., 1979; GRANGER et al., 1981; PARKS et al., 1983,
GONZALEZ-FLECHA et al.,1991; TAKAYAMA et al., 1994, KLAIN-BELLO,
1994; OREDSSON et al., 1995; ALEXANDER et al.,, 1995; ORTOLANI et
al.,1995; IMAMURA et al.,1995; RHODEN et al.,1997; RHODEN et al.,
1997), envolvendo a Sindrome isquia e reperfusdo em outros 6rgédos como
figado, cérebro, musculo esquelético, pulmé&o, intestino e rins, tem
demonstrado resultados concordantes no que se refere a lipoperoxidagao
das membranas celulares das células dos respectivos 6rgaos, avaliados
através dos meétodos empregados no presente experimento, e a sua
repercussao em nivel de funcdo do 6rgao em estudo, validando desta forma
0s mesmos como testes para quantificagdo da injuria decorrente nesta

situacgao.



Portanto, envolvimento das EAO, entre outros mecanismos de injuria,
tem sido amplamente reconhecido como deletérios na isquemia seguida de
reperfusdo. A abordagem deste fendbmeno com o intuito de se interferir com
0 objetivo de reduzir os efeitos das mesmas consiste, basicamente, na
prevencdo da formagéo de EAO ou eliminagcdo das mesmas imediatamente
apés a sua formagdo (PRILLAMAN & TURNER, 1997). Na primeira
alterhativa o uso de subs}éncias farmacologicas que interfiram em rotas
metabdlicas fundamentais de formagao das EAO como o alopurinol (inibidor
da xantina oxidase, enzima amplamente reconhecida como geradora da
formacéo de espécies radicais) e os bloqueadores dos canais de calcio
(diminuindo a conversdo da xantina deidrogenase em xantina oxidase)

(PRILLAMAN & TURNER, 1997).

Uma outra estratégia consistiria em eliminar as EAO imediatamente
apos a sua formagdo, através de substancias, normalmente existentes
endogenamente, conhecidas como “scavengers” e entre as quais a catalase
(converte as EAO em agua), superoxido dismutase (SOD), vitamina E e
glutationa sao as mais destacadas (KARWINSKI et al., 1993; PRILLAMAN &
TURNER, 1997). Na realidade, estas ultimas, por existirem naturalmente,
operam continuamente e em situagbes de estresse (reperfusdo) sao
consumidas na tentativa de bloquear a acdo radical livre e desta forma
proteger as células e, sua suplementagdo poderia, portanto, ser benéfica

(KARWINSKI et al., 1993).
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Como demonstrado nos experimentos anteriores e também por outros
autores a isquemia hepatica causa severo dano celular sem levar a morte
se ndo prolongada e, por outro lado, a reperfusdo pode induzir a um
estresse oxidativo com liberacdo de EAO (BENDINELLI et '.al., 1996;

IMANISHI et al., 1996).

A xantina oxidase, enzima sobre a qual recaem as maiores
evidéncias, como fonte principal de geragao das EAO no tecido hepatico,
assim como em outros tecidos, foi o alvo sobre o qual dirigimos a atencéo,
tendo em vista a redugao da agao das mesmas sobre o figado através da
analise da variacdo enzimatica, lipoperoxidacdo e mortalidade pos-
operatéria. No que se refere a este ultimo aspecto, o periodo de isquemia
foi estendido, uma vez que nos experimentos anteriores, com isquemias
intermitentes de curtos intervalos ndo causaram mortalidade, e esta parece
estar intimamente relacionada com o tempo de isquemia e da congestao
esplacnica. Além disso, a congestdao esplancnica foi evitada pelo
clampeamento seletivo, removendo-se um potencial fator de confusdo. Esta
atitude é simples e segura tendo em vista o arranjo do figado de ratos em
lobos separados com pediculos facilmente individualizaveis, permitindo uma
satisfatéria interrupgdo do fluxo sanguineo para os lobos hepaticos
desejados (CHAVEZ-CARTAYA et al, 1996). Este aspecto é de

fundamental importancia e claramente demonstrado nos estudos de
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MACKENZIE et al., 1975 e 1977, no qual caes foram utilizados, sendo a
isquemia maxima toleravel, de forma continua e total, de 30 minutos. A
mortalidade quase universal era observada quando periodos maiores de
isquemia eram adotados, seja decorrente da isquemia propriamente dita ou

da congestéo esplacnica.

" Entretanto, é importante observar como demonstrado por LINAS et
al., 1990, que o periodo de tempo necessario para a detecgcdo de
quantidades significativas de xantina oxidase apos isquemia renal € de 30
minutos, o que justifica os periodos de tempo adotados. Estudos similares
em outros 6rgaos como figado, coragao, intestino, musculo esquelético tém
demonstrado resultados similares (PARKS et al.,1983; ZAGER & GMUR,
1989; GALAT et al.,1990; NAUTA et al.,1990; MARUBAYASHI et al.,1991;
COHEN,1992; GREENE & PALLER1992; BELLO-KLEIN, 1994; GURKE et

al., 1995; NUNES et al.,1995; DI LISA et al.,1995; FREDERIKS et al., 1995)

A avaliagao restrita a um curto intervalo de tempo, primeiras 72
horas, € justificado pelos resultados dos experimentos anteriores, que
demonstram o intervalo das 48 horas iniciais como sendo 0 mais

significativo e no qual se processam as principais alteragdes.

O alopurinol, droga estudada no presente estudo, além da

propriedade de inibir a enzima xantina oxidase, enzima considerada
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fundamental na geragéo do radical superoxido, apresenta a propriedade de
agir como “scavenger’ de EAO, assim como em permitir a ressintese do
ATP pela maior preservacdo da hipoxantina (KARWINSKI et al., 1991).
Entretanto, segundo NUNES et al., (1995), a inibigdo da enzima € o aspecto
mais importante em sua agdo protetora contra as EAQO. Este PaSpecto &
também reforcado no trabalho de CUNINGHAM et al., (1974), onde a
concentragao tecidual hepatica de ATP, ADP e AMP foi inversamente
relacionada com o tempo de isquemia e esta queda foi significativamente
menor nos animais (ratos) que receberam alopurinol no periodo pré-
isquémico. Além disso, a ressintese do ATP também foi maior entre estes
ultimos animais o que demonstra que a inibicdo da enzima xantina oxidase

pode impedir a degradacdo dos metabdlitos do ATP até situagbes de

irreversibilidade.

Em relagdo a dose, no presente trabalho optamos por administrar 50
mg/kg por via intraperitoneal 5 horas antes da cirurgia pelo fato do
alopurinol sofrer conversdo em aloxantina aproximadamente 2 a 3 horas
apo6s a sua administragdo de acordo com estudos de farmacocinética com
esta substancia (INSEL,1996).. Este ultimo, € um metabdlito extremamente
ativo e de longa permanéncia tecidual, apresentando uma agao significativa
sobre a enzima xantina oxidase, Além disso, administrou-se 50 mg/kg por
via intraperitoneal da mesma substancia 1 hora antes da indugao da

isquemia, com o intuito de aproveitar os efeitos do alopurinol, propriamente
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dito e, ndo de seu metabdlito apenas, no processo de inibicdo da xantina

oxidase.

Substancial elevagdo nas transaminases (AST e ALT) foram
observadas nas primeiras 48 horas apés isquemia tanto no grupo que
recebeu pré-tratamento com alopurinol como naqueles animais que nao
receberam esta substancia, embora tendendo para uma elevagéo maior e
mais prolongada no animais nao pré-tratados com esta substancia, porém
sem uma distin¢cdo estatisticamente significativa, exceto na avaliacao das 48
horas. A fosfatasemia alcalina ndo apresentou alteragcoes entre os distintos

grupos, reforcando os dados ja obtidos anteriormente.

Resultados semelhantes aos do presente estudo também foram
demonstrados por LEE e KIM ,1995, no qual um periodo de isquemia
hepatica de 60 minutosfoi instituido em ratos, sendo os mesmos pré-
tratados com alopurinol. Esta substancia ndo apresentou um efeito
significativo sobre as concentracbes séricas da enzima ALT quando

comparada com o grupo de animais que néo receberam a referida droga.

O envolvimento de outros mecanismos como por exemplo as vias do
oxido nitrico e do acido araquiddnico e provavelmente outros ainda nao

definidos devem exercer efeitos substanciais no fendbmeno da isquemia e
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reperfusdo e que podem justificar os resultados obtidos no presente estudo

assim como 0s de outros autores.

Além disso, é necessario considerarmos que as transaminases e a
fosfatesemia nao sao propriamente provas de funcdo hepatica e talvez néo
sejam os parametros mais fidedignos para refletir o grau lesdo hepatica,

como ja observados por outros pesquisadores (LEE & KIM, 1995).

Estudos, em outros érgéos, como por exemplo os rins, desenvolvidos,
elegantemente, por HANSSON et al.,1982, no qual coelhos tratados ou ndo
com alopurinol e, submetidos a isquemia e reperfusdo renal, demonstraram
que as concentragoes teciduais de hipoxantina cresceram progressivamente
no tecido renal durante a fase isquémica e, durante a reperfusdo, as
concentragdes séricas da xantina se elevaram progressivamente, indicando
a oxidagdo da hipoxantina, acumulada durante o periodo isquémico, pela
enzima xantinaoxidase como uma forma de comprovar o envolvimento desta

enzima em etapas fundamentais que levam a formacgé&o das EAO.

Também, neste mesmo estudo, nos animais pré-tratados com
alopurinol as concentragbes séricas da xantina eram imensuraveis, mesmo
apos a reperfusao, indicando um total bloqueio da oxidagao da hipoxantina
e, por conseguinte, uma redugdo da produgdao das EAO (HANSSON et

al.,1982). Além disso, neste mesmo estudo o alopurinol foi capaz de reduzir



a resisténcia ao fluxo sanguineo intra-renal, medido através de um
fluxdmetro eletromagnético acoplado a artéria renal. Esta caracteristica tem
sido atribuida a menor geracdo de EAO e, consequentemente, uma menor
lesdo celular e, por conseguinte, um menor efluxo de plasma, mantendo
desta forma o hematocrito mais reduzido do que naqueles nos quais uma
maior lesao celular € determinada pelas EAO( PALLER et al., 1984).

Estudo interessante desenvolvido por RINALDI et al. (19995),
demonstrou que a solugdo de preservagao de orgaos Wisconsin foi
superior, em termos de resultados( rejeicao, infecgao e mortalidade), em
transplantes de pulmao, a solugao de Euro Collins, diferenca esta atribuida
principalmente a presenca de alopurinol e glutationa na primeira,
substancias com agdes anti-radical livre. Além disso, o uso do alopurinol
previamente ao transplante renal em caes revelou efeitos significativamente
benéficos em termos de sobrevida e fungdo do érgao (TAKEMOTO et

al., 1994).

MARZI al.,(1992), estudando o envolvimento das EAO na via do
acido araquidonico em transplantes hepaticos e o uso de solugdes sem a
presenca de detoxificadores de radicais livres do oxigénio (Euro-Collins) e
solugbes que contém estes elementos (University Wisconsin),
principalmente o alopurinol e glutationa, indicou que a perfuséo sinusoidal

de leucdcitos assim como a aderéncia permanente dos mesmos estava



significativamente mais reduzida naqueles nos quais a Solucdo de
Wisconsin foi empregada. Estes dados suportam a hipétese do
envolvimento das EAO na ativacdo leucocitaria endotelial como potencial

causadora de injuria celular.

Também em musculos esqueléticos submetidos a isquemia, em
individuos pré-tratados com alopurinol, a preservagdo da forga muscular e
reducao do indice de fadiga foi mais marcante do que naqueles nos quais

esta substancia ndo foi administrada (GURKE et al., 1995).

O efeito da reperfusdo sobre as células caracteriza-se pela
peroxidacao dos componentes lipidicos das membranas celulares causada
pela geragdo de EAO, quando o afluxo de oxigénio aos tecidos previamente
isquémicos é restaurada. A desestruturagdo da arquitetura celular neste
processo leva por conseguinte a distarbios funcionais do metabolismo

celular seguido de morte celular e eventos decorrentes.

No presente estudo, interesse especial & direcionado ao fendmeno
acima descrito e, a possibilidade de interferir neste, de modo a reduzir a
injuria decorrente. Para tanto, o modelo de isquemia hepatica seletiva foi
utilizado por um periodo de 45 minutos seguido de um periodo de

reperfusdo de 60 minutos. Este ultimo advindo dos resultados obtidos a



partir do EXPERIMENTO 2, que demonstrou ser este o intervalo de tempo

onde um maior efeito do periodo reperfusional foi observado.

A peroxidacdo dos componentes lipidicos das membranas celulares
dos hepatocitos, evidenciada no presente estudo, assim como nos de outros
autores, incentiva a busca de atitudes que possam interferir neste processo

e, por conseguinte, reduzir o dano decorrente.

Pelo método do TBARS, que quantifica o malondialdeido (OHKAWA
et al.,1979; GONZALES-FLECHA et al.,1991), produto final da oxidacdo
dos acidos graxos (Tabela 9), como uma medida indireta da formagéo e
acdo de substancias altamente reativas e oxidantes, pudemos observar, a
semelhanca do estudo desenvolvido por HANSSON et al.,, (1982) uma
elevagdo significativa de malondialdeido, nos animais nao tratados com
alopurinol quando comparados com aqueles que receberam esta
substancia. OQutro dado a ressaltar, e que confirma que o periodo
reperfusional se associa e, € essencial na geracdo das espécies ativas
oxidantes, € o fato de que naqueles animais nos quais nao foi permitida a
reperfusdo, isto & , a concentragdo de malondialdeido foi equiparavel ao do
grupo controle e também nao significativamente distinta da daqueles

animais que receberam pré-tratamento com o alopurinol.



Dados que respaldam os resultados encontrados pelo método do
TBARS sao aqueles obtidos pelo método da QL. E fundamental a
concordancia de ambos os métodos na validagdo dos resultados, tendo em
vista a avaliagdo do mesmo fendmeno porém visto sob aspectos distintos.

Na avaliagao direta da atividade energética das EAO pelo método da
QL, que quantifica a energia luminosa emitida pelas carbonilas excitadas
quando as mesmas, formadas no periodo reperfusional, retornam ao seu
estado fundamental, ou seja, de repouso, ap6s um periodo de intensa
reatividade, mostrou uma maior intensidade da mesma naqueles animais
que nao receberam previamente o alopurinol quando comparados com 0S
ratos que receberam esta substancia e, também, em relagdo aos grupos
controles (Tabela 10). Estes dados denotam uma concordéancia fundamental
entre ambos os métodos utilizados no presente experimento, ou seja, a
ocorréncia maior de oxidagao de acidos graxos, detectados pela formacao
de malondialdeido, pelo método do TBARS e, por outro lado, uma maior
emissao de energia luminosa, por espécies ativas altamente reativas, pela
quimiluminescéncia, em animais nos quais a inibicdo da enzima xantina
oxidase nao foi efetuada, permitindo a livre formagao destas espécies
reativas e, por conseguinte os seus efeitos, quando comparados com 0s
ratos nos quais efetivamente se interferiu na formagcdo desta espécies

radicais inibindo a sua principal fonte geradora, a enzima xantina oxidase.



COHEN et al.,, 1992, demonstrou resultados semelhantes ao do
presente estudo, ou seja, a quimiluminescéncia (QL), medida durante o
periodo de isquemia hepética em ratos, permaneceu inalterada. Entretanto,
20 minutos apds a reperfusdo os seus valores ascenderam
significativamente. Naqueles animais que receberam, previamente ao
procedimento, alopurinol, os valores desta medida ndo foram distintos

-

daqueles encontrados no periodo isquémico.

Recentemente, estudos utilizando a ressonancia “spin” eletronica
como uma forma de mensuracdo direta das EAO formadas, no efluente
venoso de diferentes orgaos de animais submetidos a isquemia e apos a
reperfusao arterial de orgaos, demonstrou uma redugdo de 85% na
formagao de EAO naqueles animais que receberam superodxido dismutase
extra e intracelular com heparina e de 65% naqueles que receberam apenas
heparina quando comparados com o0s animais do grupo controle que
receberam apenas substancias sem principio ativo (NILSSON et al.,1993;
FRANSSEN et al.,1995). Estudos como estes demonstram de uma maneira

definitiva a formacéo de espécies radicais em tais situagoes.

Estes dados analisados isoladamente definem caracteristicas
fundamentais na sindrome isquemia e reperfusao de 6rgaos, ou seja, a
geragdo de espécies reativas oxidantes associadas a reperfusao e que a

enzima xantinaoxidase parece ser a fonte principal na geragao das mesmas,
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tendo em vista que a inibicdo de sua atividade torna a formacdo de
malondialdeido e a emiss&o de energia luminosa semelhante aquela dos
animais controles. Os efeitos da oxidacdo de membranas bioldgicas,
estruturas essenciais para a integridade estrutural e funcional das células,
certamente afetam de forma significativa as caracteristicas das rﬁesmas o

que pode refletir as observagdes ja vistas em nivel de funcdo hepatica e

taxa de mortalidade.

A isquemia e reperfusdo hepatica esta, portanto, (PALLER et
al.,1984; FRANSSEN et al.,1995; CONNOLLY et al.,1995; DESCOTES et
al.,1995) associada a producdo de EAO e o figado apresenta no momento
da reperfusdo uma deficiente protegdo anti-oxidante decorrente do
consumo destes elementos, assim como, da maior produgdo de substratos
geradores de radicais livres, advindo destes fendbmenos um desequilibrio
entre anti-oxidantes e pro-oxidantes, resultando na inducdo da
lipoperoxidagao dos acidos graxos presentes nas membranas celulares. Os
resultados obtidos no presente trabalho utilizando o alopurinol, pela menor
formagao de malondialdeido no grupo de animais que recebeu esta droga,
torna bastante evidente o fato do envolvimento das EAO no fendmeno de
isquemia e reperfusdo, tendo em vista a potencial capacidade de inibigao
por este farmaco de rota metabdlica importante de geragcé@o desta espécies

radicais.



Além disso, a menor produgdo de energia luminosa emitida por
carbonilas excitadas, avaliado pelo método da quimiluminescéncia, indica
uma menor geragao de EAQ, elementos instaveis quimicamente e, portanto,
extremamente reativos, no grupo de animais que recebeu pré-tratamento
com o alopurinol quando comparado com O grupo que ndo recebeu esta
substancia, € prova confirmatéria indireta do envolvimento da via da
xantinaoxidase na geragao destas espécies radicais e, que a mesma pode,

pelo menos em parte, ser controlada pela droga testada neste experimento.

Trabalhos de outros autores como COHEN ,1992, em trabalho
experimental com ratos submetidos a isquemia e reperfusdo hepatica,
demonstrou que o pré-tratamento dos animais com alopurinol preveniu a
emissdo de energia luminosa, avaliada pela quimiluminescéncia,
tev"ideﬁc_iacéo potencial desta substancia em modificar a formagéo de EAO e
possivelmente reduzir o dano aos 6rgéos nos quais uma isquemia transitoria
€ necessaria. Estes dados sugerem, assim como os obtidos no presente
estudo, no qual dados semelhantes foram obtidos, que a inibicdo da enzima
xantinaoxidase pelo alopurinol pode exercer um papel central na prevencao

da formagdo de EAO, induzidas pela isquemia e reperfusao.

Outros mecanismos para o efeito protetor do alopurinol tem sido
arrolados, dentre os quais, destacam-se o seu potencial de agcdo como

scavenger de radicais superoxido, estabilizador da membrana mitocondrial,
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facilitando a transferéncia de elétrons e, finalmente, uma possivel agdo
desta droga sobre a infiltragcdo neutrofilica, que teriam o potencial de liberar
EAO apods sua mobilizagdo para o local da injuria (COHEN, 1992). Esta
ultima tem recebido cada vez mais atencgdo pelo fato de substancias anti-
inflamatérias terem demonstrado efeito benéfico na redugé&o do ;:iano apos
eventos de isquemia e reperfusdo. Além disso, outros estudos demonstram
o potencial envolvimento da rota do Oxido nitrico como mediador.
Recentemente lesdao em nivel do endotélio vascular sinusoidal tem recebido
atencdo como um potencial evento relacionado injuria observada em

orgaos submetidos a isquemia transitoria (MENGER, 1995; IMAMURA et al.,

1995; KOBAYASHI et al., 1995).

A mortalidade pos-operatoria, como reflexo da injuria isquémico-
reperfusional, com os intervalos de tempo adotados, no grupo de animais
submetidos a isquemia sem pré-tratamento com alopurinol ascende a cifras
de 46,67% dos animais, enquanto naqueles pré-tratados com alopurinol
houve um importante decréscimo para 20%, o que vai ao encontro dos
resultados obtidos pela maioria dos autores. Também, a maior taxa de
mortalidade observada nas primeiras 24 horas apos o procedimento reflete,
o efeito de um fendmeno agudo, ndo exclusivamente relacionado a necrose
hepatocitaria mas, a presenga de fendbmenos extremamente deleterios para

o animal apos restabelecida a reperfusao sanguinea.
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HIRASAWA et al., 1978, demonstraram em seu estudo, no qual ratos
foram submetidos a clampeamento troncular durante 60 minutos, com
derivacdo esplacnica porto-femoral através de um cateter de polietileno,
para excluir a congestdo esplacnica da interferéncia no parametro de
mortalidade, que a sobrevida dos animais foi de apenas 43,8%, enquanto
isquemias de 90 minutos se associaram a uma mortalidade de 76,9% e,
apoés 120 minutos todos os animais foram ao Obito. Embora sem uma
distingao estatisticamente significativa, reflete uma tendéncia de um efeito
protetor do alopurinol na isquemia e reperfusédo hepatica. Provavelmente, o
uso de um maior numero de animais estabeleceria uma relagao significativa

neste parametro.

MARUBAYASHI et al., 1991, demonstrou resultados semelhantes,
com 60% de sobrevida pds-operatéria em animais submetidos derivacdo
esplacnica e isquemia hepatica de 60 minutos. Entretanto, isquemia por
periodos de 90 e 120 minutos estavam, invariavelmente, associados a uma
mortalidade de 100%. Acreditam estes autores que o dano mitocondrial

associado a estes periodos de isquemia sao considerados irreversiveis.

SHITO e cols., 1997, observaram uma mortalidade de 55% nas
primeiras 24 horas ap0s isquemia seletiva de 90 minutos e, além disso,
apenas 30% dos animais sobreviveram durante 7 dias apos o procedimento

cirargico, diferentemente dos resultados obtidos no presente estudo onde
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todos os animais sobreviveram apds as primeiras 48 horas, que parece ser

o periodo critico onde a evolugdo se define.

Alteragbes histopatologicas tem sido evidentes em animais
submetidos a isquemia hepatica seguida da reperfusao. O ;DiCO destas
alteracbes tem sido referidas nos primeiros 2 dias regredindo
gradativamente apos 21 dias. Congestdo vascular, edema, necrose
multifocal com infiltracdo neutrofilica s&o os achados histopatolégicos mais

frequentes 24 horas apos o procedimento e corroborador no presente

estudo (CHAVEZ-CARTAYA et al., 1996).

Além disso, resultados semelhantes aos de outros autores (NAUTA
et al., 1990) puderam ser observados, no que se refere a necrose celular,
no presente estudo, onde nas primeiras 24 horas apos a isquemia
normotérmica, a presenca da mesma foi de intensidade mais pronunciada
naqueles animais que nao receberam o alopurinol em quando comparados
aos animais nos quais esta substancia foi administrada no pré-operatorio.
Entretanto, a necrose hepatocitaria observada nestes dltimos foi
significativa, o que demonstra que a isquemia ndo é isenta de efeitos
adversos e apresenta efeitos deletérios sobre a economia hepatica, e
justifica os resultados obtidos no que se refere, por exemplo, na mortalidade
dos animais. Entretanto, nesta uUltima é necessario considerar o fendbmeno

da congestdo vascular com efeitos deletérios significativos sobre as



caracteristicas hemodinamicas dos animais. Além disso cabe ressaltar a
dificuldade na avaliacado quantitativamente exata dos dados assim como os
limites de variabilidade da escala utilizada como referencial, de modo que,
estudos mais detalhados bem como o auxilio da microscopia eletronica
possam definir com mais exatiddo os aspectos relacionados a
histopatologia.

As alteracées morfologicas apoés reperfusdo ndo podem se atribuidas
diretamente ao periodo isquémico propriamente dito, portanto, outras

causas tém sido questionadas (HANSSON et al.,1982).

Hipoperfusao de areas centrolobulares e sinusoidais por unidade de
area em 50 e 40%, respectivamente, foi atribuida em parte ao aumento do
conteudo de calcio e seus efeitos vasoconstritores, efeito este atribuido,
mais recentemente a sindrome poés-isquémica paradoxal ou nao-
reperfusional, com alteragées no fluxo sanguineo no momento da
reperfusdo, levando a um periodo de isquemia normotérmica mais
prolongada e, outra possibilidade, seria a formagao de agentes nocivos em
conexdo com a recirculagao como as EAO (HANSSON et al., 1982; NAUTA
et al., 1990). Evidéncias de tal fendbmeno podem justificar a pronunciada
congestao vascular observada no presente estudo nas analises feitas 24 e

48 horas apoés o procedimento isquémico.



Os mecanismos envolvidos nesta sindrome tem sido atribuidos ao
envolvimento da via do o6xido nitrico, modulador vascular, e intimamente
associado as EAO e a via do acido araquiddnico, além disso outros a

serem definidos (BACH et al., 1996; SHITO et. al., 1997).

As células endoteliais apresentam um papel central no dano celular
decorrente da isquemia e reperfusdo. Durante a isquemia, o endotélio €
submetido a alteragdes bioguimicas que eventualmente levam ao estimulo
de suas células, induzindo a ativagdo de varios mecanismos pos-isquémicos
como a ativacao do complemento, quimiotaxia de granuldcitos, produgao de
edema com a consequente interferéncia na microcirculagdo sanguinea e
perda da integridade endotelial (KOBAYASHI et al., 1995; MENGER, 1995;
CHAVEZ-CARTAYA et al, 1996). Estes eventos poOs-isquémicos Sao
responsaveis, pelo menos em parte, pela injuria associada a reperfuséo e
levam a uma alteragdo na microcirculagdo sanguinea (“nao reperfusao” e
‘reperfusao paradoxal”) que pode prolongar ou agravar os efeitos da
isquemia (HERTLE & GARTHOFF, 1985; MENGER, 1994;
PAPADIMITRIOU et al.,1995; KOBAYASHI et al., 1995; MENGER, 1995;

CHAVEZ-CARTAYA et al., 1996).

Estudos recentes como o de KOBAYASHI et al, (1995), tem
ressaltado a importancia do Oxido nitrico no fendmeno isquémico-

reperfusional como modulador da atividade leucocitaria. O Oxido nitrico



diminui a adesdo leucocitaria e migragdo transendotelial, reduzindo a
ativagéo de fosfolipases e consequentemente a geragdo de reagbes em
cascata que levariam a formagdo e aderéncia destes mediadores

inflamatorios em nivel celular.

O oxido nitrico provavelmente exerce uma agao critica na protecao
tecidual contra a infiltragdo neutrofilica, evento associado a uma resposta
de natureza inflamatoria associado a alteragbes hemodinamicas complexas,

principalmente pos-isquémicas (KINGSLEY et al., 1996).

A lesao endotelial pode interferir na liberagao do fator de relaxamento
vascular derivado deste endotélio que tem sido identificado como sendo o
oxido nitrico (KOBAYASHI et al.,1995). No sistema vascular o 6xido nitrico
age como relaxante vascular, assim como, inibidor da agregacdo
plaquetaria e neutrofilica. A interferéncia neste fendmeno pode resultar em
um incompleto retorno do fluxo sanguineo para a microcirculagdo, assim
como a agregacao plaquetaria e migragao leucocitaria pronunciada apos a
reperfusao (KOBAYASHI et al., 1995). O oOxido nitrico apresentando um
elétron desemparelhado pode agir como aceptor de elétrons de EAO e,
portanto, agir como detoxificador destas espécies radicais (KOBAYASHI et
al.,1995). Este aspecto torna-se bastante evidente quando N-nitro-L-
arginina (LNAME), inibidor da sintese de 6xido nitrico, administrado a ratos

submetidos a isquemia seletiva hepatica de 60 minutos, causou uma
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significativa redugédo do fluxo sanguineo a este 6rgao, apos ter sido liberado
0 pincamento vascular, assim como uma elevagao mais pronunciada das
enzimas (AST, ALT, LDH) quando estes achados foram comparados aos
obtidos de animais controles. Além disso, uma significativa maior
lipoperoxidacdo € observada nos animais que receberam esta s‘ubsténcia.
Estes aspectos reforcam a hipotese do envolvimento do oxido nitrico como
detoxificador de EAO e sua importancia na restauracao do fluxo sanguineo
em nivel de sinusoides hepaticos, aspecto fundamental para restituicdo da

funcéo mitocondrial (KOBAYASHI et al., 1995).

Estes aspectos sao reforcados por estudos como o de LOPEZ-
NEBLINA et al.,(1996), no qual comprovam a participacao significativa da
via do Oxido nitrico e do acido araquidonico na sindrome isquémica
reperfusional. Ou seja, observaram, estes autores, que a administragéo de
nitroprussiato de sodio, substancia com agdao modulatéria sobre o 6xido
nitrico, previamente a reperfus@o, conferia protecédo a fungdo renal destes
animais de maneira significativa quando comparados com grupos de ratos
que nao receberam esta substancia. Além disso, a mortalidade foi
significativamente menor entre os animais que receberam nitroprussiato de
sodio 75, 30 e 15 minutos antes da reperfusdo quando comparados com 0s
controles. Por outro lado, KOBAYASHI et al.,(1995), utilizando o inibidores
da o6xido nitrico sintase (L-NAME) e drogas precursoras do 6xido nitrico (I-

arginina) em ratos submetidos a isquemia hepatica, concluiram que a agao



do oxido nitrico apresenta efeitos benéficos na viabilidade das células
endoteliais e dos hepatocitos, assim como, uma melhor manutengdo do
fluxo sanguineo apés a reperfusdo sanguinea. As principais acodes
atribuidas e mediadas pelo oxido nitrico seriam a sua agao protetora na
viabilidade endotelial, bloqueio de efeitos vasoconstritivos de substancias
liberadas em situagdes de estresse, evitando, por conseguinte, o acumulo e
agregacao leucocitéria e plgquetéria, efeitos todos que confluem para uma
maior viabilidade celular do 6érgédo envolvido (BROWSE et al.,1994;
KOBAYASHI et al.,1995; GRUNFELD et al.,1995, ALEXANDER,1996;
LOPEZ-NEBLINA et al., 1996). Também por apresentar um elétron
desemparelhado o 6xido nitrico agindo como aceptor de elétrons de outras
espécies radicais (superoxido) poderia agir como detoxificador desta
espécie radical reduzindo a lipoperoxidacao lipidica celular (KOBAYASHI et
al.,,1995). A interagdo celular endotélio leucocitaria esta fortemente
associada com manifestacbes de injuria parenquimal com consequente
perda da integridade endotelial e as manifestacées decorrentes desta, ou
seja, edema intersticial, dano celular parenquimal e disfungdo do 6rgao.
Estudos experimentais tém claramente demonstrado que a cascata de
ativacdo leucocitaria e interacdo leucocitaria endotelial, assim como, a
liberacdo de componentes citotdxicos pelos granulécitos, isto €, espécie
ativas do oxigénio, mediadores lipidicos, enzimas lisossomiais promovem as
manifestacées da injuria reperfusional. Estes aspectos sdo evidenciados

pelo fato de que a inibigdo, com anticorpos monoclonais, das interacoes
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leucocitarias e da liberagdo de seus mediadores citotoxicos efetivamente
atenua a injuria microvascular e disfungcdo organica (MARZI et al.,1992;
MENGER,1995).

O envolvimento de mediadores inflamatérios tem sido re:.ssa!tados e
demonstrados em diversos estudos como estando associado ao fendmeno
isquémico-reperfusional, associados ou ndo as EAO e ou dependentes da
formacado das mesmas. As células de Kupffer, macrofagos especificos do
figado, s@o reconhecidamente células com potencialidade de produzir uma
variedade de mediadores biologicamente ativos e toxicos, tais como,
proteases, espécies reativas do oxigénio, leucotrienos e fatores de necrose
tumoral e, portanto, fortemente relacionadas na injuria hepatica em varios
modelos de estudo experimental com este 6rgdo, entre os quais o da
isquemia e reperfusao (CHIEN et al.,1977; IMAMURA et al., 1995; SAKR &

ABDEL-AAL, 1996; KON et al.,1997).

Prostaglandinas vasodilatadoras aumentam o fluxo sanguineo para o
figado. Assim a prostaciclina (PGI2) aumentada em relagdo aos seus
congéneres vasoconstritoras (troboxane) pode exercer efeito citoprotetor. O
uso de inibidores da sintese de tromboxane no modelo de isquemia e
reperfusdao de KOBAYASHI et al.,1995, demonstrou ser benéfico a funcdo

hepatica, acdo principalmente atribuido aos efeitos sobre a microcirculagéo



hepatica, interferindo no fendbmeno de  hipoperfusdo  poOs-

isquémico(IMANISHI et al., 1997).

Além disso, TAKAYAMA et al., 1994 e CONNOLLY et al. 1995,
utilizando substancias antiinflamatorias esteroidais € n&o esteroidais em
distintos orgdos submetidos a estresses produtores de EAO, obtiveram
resultados que demonstra‘m a importancia da via do acido araquiddnico
neste processo, onde o diclofenaco de soédio mostrou capacidade de
prevenir a lipoperoxidacdo de hepatocitos de ratos submetidos a isquemia e

reperfusao deste 6rgao.

Estudos histopatolégicos demonstram uma significativa redugcéo da
necrose centrolobular nos animais que receberam catalase, superoxido
dismutase e alopurinol, isoladamente (NAUTA et al., 1990). Estudos
experimentais demonstram que apds isquemia e reperfusdo hepatica as
EAO estao implicadas como causa de aumento tecidual da agua e
decréscimo no consumo de oxigénio, niveis de ATP e sintese protéica. A
isquemia prolongada e, a subsequente reperfusdo, pode produzir alteragdes
morfoldgicas em 6rgédos que se caracterizam especificamente por: edema
de células endoteliais e intersticiais e subsequente necrose tecidual

(NAUTA et al., 1990)
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Sessenta a 90 minutos de isquemia produz necrose de
aproximadamente 50% das células avaliadas através de estudos
histopatologicos e uma mortalidade de 50% (XIA et al, 1996). Ha
significativa recuperacdo energética apos reperfusdo em periodos de
Isquemia intermitente quando comparados com periodos mais prc?longados
desta (XIA et al., 1996).Além disso, os periodos de isquemia continua sao
significativamente mais deletérios do que aquela intercalada por periodos
de reperfuséo. Este ultimo aspecto é evidente no estudo em tela quando se
compara os graficos dos Experimentos 1 e 3, no qual alteragées
metodologicas foram utilizadas de modo que fatores outros como a
congestdo esplancnica ndo possa ser referido como fator de confusdo na

analise dos resultados obtidos.

Embora deva se considerar que a isquemia por si s6 ndo é isenta de
efeitos deletérios, de modo que o diferencial observado em nivel de fungao
e lipoperoxidacdo assim como na mortalidade entre os animais tratados e
nao com alopurinol previamente a isquemia pode, talvez, representar o dano
adicional causado pela reperfusdo e consequente geragdo de EAO. Este
aspecto é reforgado, principalmente, quando se observa os resultados da
lipoperoxidacao, onde a isquemia sem reperfusao apresentou uma menor
formacdo de malondialdeido e também uma menor emissdo de energia
luminosa, pelas carbonilas excitadas, quando comparado com o grupo de

animais no qual a reperfusdo se seguiu a isquemia. E, mais



especificamente, este aspecto € bastante evidente na analise de diferentes
periodos de reperfusao e os niveis de lipoperoxidagao. Além disso, quando
a administragcdo do alopurinol foi acrescentada, neste experimento, o0s
valores dos parametros avaliados foram semelhantes aos daqueles animais
nos quais nao havia sido permitida a reperfusao, o que denota uma clara
influéncia desta droga em mecanismos metabdlicos em nivelcelular e
subcelular (organelas). E, também evidente, que o uso ou associagdo de
outras substancias, assim como, outros métodos de avaliacdo podem
fornecer elementos que elucidem outras rotas metabdlicas além de permitir
outras maneiras quantificaveis de avaliagdo do dano celular e por

conseguinte dos 6rgéos estudados.

Embora alguns autores questionem a atividade da xantinaoxidase no
tecido hepatico, os resultados do nosso experimento, assim como, o de
outros autores sugerem fortemente a existéncia de importante e significativa
participacéo da atividade desta enzima e o seu envolvimento no mecanismo
de injuria hepatica associada a isquemia e reperfusdo deste o6rgao.
Portanto, a isquemia e reperfus@o de 6rgaos esta associado a uma série de
eventos complexos que envolvem a quase totalidade dos componentes
celulares, contudo, a evidéncia de qual(is) o(s) mecanismo(s) que
finalmente tornam irreversivel a morte celular ndo é clara e permanecem

como fonte inexoravel de pesquisa e estudos cientificos tendo em vista a
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importancia que isso representa para a biologia organica e consequente

aplicacao clinica(KARWINSKI et al., 1991; KARWINSKI et al.,1993).

Estes aspectos sao fundamentais, pois abrem um amplo campo para
a pesquisa e, desta maneira, uma melhor compreensao dos fenﬁ;nenos que
se processam em nivel celular associado a assim chamada sindrome da
isquemia e reperfusdo, permitindo interferir nesta, através de uma maneira

racional, tendo em vista as diferentes situacbes clinicas associadas a

mesma com que nos deparamos frequentemente.

Além disso, como este parece ser um fendmeno universal, associado
a isquemia e reperfusdo de qualquer o6rgado, os resultados deste
experimento podem pelo menos em parte ser estendidos a situacées que

possam estar associadas a este tipo de injuria.

Estes dados analisados no seu conjunto fornecem evidéncias
praticamente inequivocas do envolvimento das EAO no dano funcional

hepatico associado a isquemia e reperfusao.



141

6. CONCLUSOES

-

A partir do presente estudo pudemos concluir que:

1) A isquemia do figado de ratos causa dano hepatico de intensidade
significativa apresentando uma relagao diretamente relacionada com o

tempo do periodo isquémico.

2) A reperfus@o hepatica, que se segue a um periodo de isquemia,
esta associada a lipoperoxidagao das membranas celulares dos hepatécitos
e, a formacgao de EAO pareeeﬁ"ser 0s elementos subjacentes causadoras

de tal oxidacao.

3) As técnicas de determinacao da lipoperoxidagdo das membranas
celulares dos hepatdcitos, pelos métodos do TBARS (substancias reativas
ao acido tiobarbiturico) e da QL(Quimiluminescéncia), foram desenvolvidos
e com resultados concordantes entre si caracterizando a atividade das EAO,

validando os mesmos como métodos de quantificacdo do grau de oxidagdo



dos componentes lipidicos das membranas celulares, como inferéncia do

dano celular.

4) A formagdo de malondialdeido, produto da lipoperoxidacdo dos
componentes lipidicos das membranas celulares causado pela ativi::lade das
EAO, foi significativamente maior naqueles animais nos quais a reperfusao
hepatica foi permitida, e também naqueles animais que ndo receberam pré-
tratamento com alopurinol, droga com potencial de interferir em uma das
rotas ( enzima xantinaoxidase) de geragao das EA queles animais que
receberam a referida droga no pré-operatorio, mostraram valores
semelhantes aos dos animais nos quais ndo se permitiu a reperfusdo. A
quimiluminescéncia, que mede a energia luminosa emitida pelas carbonilas
excitadas quando as mesmas retornam ao seu estado fundamental de
repouso, demonstrou resultados semelhantes aos encontrados pelo método
do TBARS, concordancia fundamental para validagédo do método, ou seja,
atividade reduzida naqueles animais nos quais a reperfusdo nao foi
permitida e ndo distinta da daqueles animais que receberam pré-tratamento
com alopurinol, porém significativamente menor do que a observada nos
animais que nao receberam esta substancia. Estes dados sdo evidéncias
objetivas e quantificaveis do envolvimento da reperfusdo assim como da
rota metabdlica da xantinaoxidase na geragcdo de EAO com significativo
potencial lesivo. Além disso, refor¢a a teoria da presenca significativa desta

enzima em nivel de tecido hepatico.



5) A mortalidade pos-operatoéria de ratos submetidos a isquemia pré-
tratados ou n&o com alopurinol n&o demonstraram uma diferenca
estatisticamente significativa. Entretanto, os resultados obtidos definem uma
tendéncia de menor mortalidade naqueles animais pré-tratados com a

referida substancia.

-

6) a avaliacdo histopatologica do tecido hepatico, a microscopia
Optica, demonstrou que o dano decorrente da isquemia-reperfusdo ocorre
em nivel vascular e tecidual. Congestao vascular (sinusoidal, centrolobular
e espaco porta) foi a caracteristica mais evidente entre aqueles animais
submetidos a isquemia, porém sem uma clara distincdo entre os grupos de
animais tratados e nao com alopurinol. A necrose hepatocitaria foi
significativamente maior naqueles animais que nao receberam alopurinol no
pré-operatério quando comparados aos animais nos quais esta droga foi

administrada.
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Tabela 1: Resultados da concentragdo sérica da enzima transaminase oxalo-piravica (ALT,TGP)
em cada periodo de tempo apés os diferentes cirturgicos efetuados sobre o figado.

Oh 12h 24h 48h 72h 96h 120h  14d 21d 28d

Grupo | 45+58 46435 44171 46151 47149 44136 49181 45179 47191 44145
Grupo Il 45+58 105+15* 120£17* 45129 4536 47+53 42439 45168 4616,1 45157
Grupo lll 45+58 315+24* 150+£10* 50156 46176 45459 47191 41163 42153 43169

Grupo IV 45458 621+53* 290+21** 110+12** 5346,7 491454 51438 49+7,5 51184 50439

F 6%, 31) 596,65 384,45 152,07 295 1,50 2,68 1,67 2,0 2,68

* Diferenga estatisticamente significativa nas medidas dos Grupos Il e Ill em relagéo ao controle (Grupo i) (p<0.05).
**Diferenca estatisticamente significativa do Grupo IV em relagéo aos Grupos |, Il e Il (p<0.05). Analise de
Variancia (ANOVA) seguida pelo teste de Bonferroni, para um nivel de significancia de 95%. Grupo |:

Controle, Grupo Il: Isquemia, Grupo lll: Hepatectomia, Grupo IV: Isquemia e Hepatectomia. Valores expressos

em U/ml.
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Tabela 2: Resultados da concentragdo sérica da enzima transaminase glutdmico oxalo-acética (AST, TGO)
em cada periodo de tempo apés os diferentes procedimentos cirurgicos efetuados.

0h 12h  24h  48h 72h  96h  120h 14d 21d  28d
Grupo| 70:9 7246  72+5  74+31 7176 70:2,9 73:4,5 71+4,5 7459 70+35
Grupo Il 70+9 1764+21* 145+36* 72+45 70+4,6 73134 71+6,7 74+1,9 7258 7148
Grupolll  70+9 169+37* 155+24* 72410 71431 73+7,8 70+8,9 72468 71487 7268
Grupo IV 709 450:82* 260+53* 130+14** 85159 73:35 71:51 75:8,3 72436 72153

F(5%,31)

9870 4075 8079 077 030 057 032 019 021

* Diferenca estatisticamente significativa nas mediadas realizadas dos Grupos Il e lll em relagéo ao Grupo | (p<0.05).
**Diferenga estatisticamente significativa do Grupo IV em relagéo aos Grupos |, Il e Il (p<0.05. Analise de Variancia
(ANOVA), seguida pelo Teste de Bonferroni para um nivel de significancia de 95%. Grupo |: Controle,

Grupo Il: Isquemia hepatica, Grupo |ll: Hepatectomia, Grupo IV: Isquemia hepéatica e hepatectomia. Valores expressos
em U/ ml.
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Tabela 3: Resultados da concentragdo sérica da Fosfatasemia Alcalina (FA) em cada periodo de tempo
apos os diferentes procedimentos cirdrgicos efetuados sobre o figado.

Oh 12h 24h 48h 72h 96h 120h 14d 21d 28d

Grupo| 40+35 43:56 42162 41+24 38+35 41+76 40+48 42+32 40+68 42:47
Grupo Il 4035 50+3,5 48165 45+7,1 40+28 42+19 41+23 42435 4141 42+24
Grupo lll  40+3,5 8014,6* 79+57* 75+84* 98+7,8* 80+4,5* 92+7,2* 130+9* 110+10* 100+11*

Grupo IV 40435 98+45" 96+43* 86442 84+7,0* 784+43" 9046,5* 119+8* 100+9* 98+7*

F (s0%.31) 121,54 11142 29639 111,01 24862 363,73 17529 14139 1500

*Diferenga estatisticamente significativa quando comparados os lll e IV com os grupos | e Il. Analise de
Variancia ( ANOVA), seguida pelo Teste de Bonferroni para um nivel de significancia de 95%. Grupo | -
Controle, Grupo llI- Isquemia hepatica, Grupo IlI- Hepatectomia, Grupo IV- Isquemia hepatica e
hepatectomia. Valores expressos em U/ ml.



Tabela 6. Concentragao sérica da enzima transaminase glutadmico oxalo-piravica (ALT,TGP),
em ratos submetidos a isquemia e reperfusdo hepatica, tratados ou ndo com alopurinol.

Oh 12h 24h 48h 72h
Grupo | 45:58 48,6+2,5 40,844,9 47+5,4 46+4
Grupo Il 45+5,8 404184 255+74* 30,6+4,6 34,5193
Grupo Il 45158 450+99* 271+84* 62,7+16™ 35,618,5
F (5%.29) 85,85 39,47 25,23 6,91

*Diferenca estatisticamente significativa quando comparados os Grupos Il e lll com o Grupo | (p<0.05).
**Diferencga estatisticamente significativa quando comparado o Grupo Il com os Grupos | e |l (p<0.05).
Analise de Variancia (ANOVA) seguido pelo Teste de Bonferroni para um nivel de significancia de 95%.
Grupo |- Controle e alopurinol, Grupo |I- Isquemia hepatica de 45 minutos e alopurinol, Grupo llI- Isquemia
hepatica de 45 minutos.
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Tabela 7. Concentragao sérica da enzima transaminase glutamico oxalo-acética (AST, TGO) em
ratos submetidos a isquemia e reperfusdo hepatica tratados e ndo com alopurinol.

Oh 12h 72h
Grupo | 70+8,9 76,61£14,3 67,8114,5 70,8+£12,38 70,8£11,56
Grupo Il 70+8,9 471+£194* 82+13,98 82,38+17,7
Grupo Il 70+8,9 446111 120+41,9* 59,88+16
F (5%, 29) 29,17 5.40

*Diferenca estatisticamente significativa quando comparados os Grupos Il e Ill com o Grupo | (p<0.05).
**Diferenca estatisticamente significativa quando comparado o Grupo Ill com os Grupos | e Il (p<0.05). Analise
de Variancia (ANOVA) seguida pelo teste de Bonferroni para um nivel de significancia de 95%. Grupo |- Controle
e alopurinol, Grupo ll-Isquemia hepatica de 45 minutos e alopurinol, Grupo |l- Isquemia hepatica de 45 minutos.
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Tabela 8. Concentragao sérica da fosfatasemia alcalina (FA) em ratos submetidos a isquemia e
reperfusdo hepatica tratados e ndao com alopurinol.

Grupo | 40+3,5 48,9175 4916,7 42,4+12 45,446 4
Grupo Il 40+3,5 72,3113 69,2421 53,819 53,5+14
Grupo Il 40+3,5 73,5£8,5 71,3112 63+16 53,5+21

F5%.29) 19,4 122 6,64 0,97

*Diferenga estatisticamente significativa do Grupo | em relagéo aos Grupos Il e Ill (p<0.05). Analise

de Variancia(ANOVA) seguida pelo teste de Bonferroni para um nivel de significancia de 95%. Grupo | -
Controle e alopurinol, Grupo II- Isquemia hepatica de 45 minutos e alopurinol., Grupo Ill-lsquemia hepatica
de 45 minutos.



