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INTRODUGAO

O transplante hepatico é provavelmente o maior desafio clinico-cirdrgico das
ultimas décadas, sendo hoje mundialmente aceito como tratamento de escolha para
doencas hepaticas terminais. O avango no conhecimento e o dominio da cirurgia
hepatica aliado ao uso de solugbes para preservacdo de 6rgdos e de drogas
imunossupressoras mais potentes vém permitindo a obtengcdo de 6timos resultados
nesse procedimento. Atualmente, varias dificuldades que outrora impediam a evolugao
favoravel dos pacientes transplantados ja foram superadas.[1][2][3]

O desenvolvimento dos transplantes e sua aplicacdo no tratamento das
doencgas terminais de alguns 6rgaos converteram-se num dos capitulos de maior éxito
na histéria da medicina e, em aproximadamente trés décadas, o transplante de érgéos
evoluiu de um procedimento relativamente arriscado, realizado apenas em pacientes
com doenga renal crénica em estagio final, para uma intervencao terapéutica eficaz
em pacientes com doencgas terminais do coragao, figado e pulmao.[4] Estima-se que
anualmente, em todo o mundo, em torno de 500 mil pacientes desenvolvam
insuficiéncia renal crénica, 300 mil insuficiéncia cardiaca e 200 mil insuficiéncia
hepatica, provocando uma demanda, apenas destes o6rgdos, de um milhdo de
transplantes por ano.[5]

O crescente aumento do numero de transplantes desencadeado pelo avango
das técnicas e terapias utilizadas, aliado a conscientizacdo da populacdo quanto a
importancia da doacdo de 6rgaos, vem fazendo com que o Brasil, em especial o
Estado do Rio Grande do Sul, aparecam no cenario mundial como um dos mais
respeitados centros de transplante. Entretanto, o aumento do numero de transplantes
esta diretamente associado a elevagao dos custos de saude no Brasil. Dentre os itens
que promovem este aumento estdo as solugdes utilizadas para a preservacdo de
6rgaos, em especial a solugdo desenvolvida na Universidade de Wisconsin (UW), que

€ utilizada principalmente para a perfusdo e preservacao do figado. Sdo gastos em
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média cinco litros desta solugdo a cada transplante, sendo que cada litro custa
aproximadamente 350 dolares.

O elevado custo envolvendo a preservacao de figados para transplante e o seu
impacto sobre o sistema de saude sao fatores que destacam a importancia de
pesquisas em busca de substancias que possam vir a ser utilizadas para este fim.
Além disso, alguns autores relatam que a evolugdo do transplante hepatico depende
mais propriamente dos progressos nos métodos de preservacao de 6rgaos do que das
técnicas cirurgicas e de imunossupressao.[6][7]

A frutose-1,6-bisfosfato (FBP) € uma substancia com baixa toxicidade que vem
sendo estudada ha algum tempo e vem apresentando bons resultados como protetor
celular em diversas situagdes, incluindo nas lesdes induzidas em figados por agentes
quimicos como a galactosamina [8] e também nos danos envolvidos na isquemia e
reperfusao de figados.[9] Nosso grupo tem relatado recentemente que a FBP também
apresenta efeitos benéficos nos casos de septicemia, provocando uma diminuicao do
indice de mortalidade nos ratos com septicemia induzida tratados com FBP.[10][11]
Outro estudo desenvolvido por nosso grupo demonstrou que a FBP apresentou
eficacia na preservagao de rins, podendo ser um importante constituinte de novas
solugdes de preservagao que a utilizem em sua formulagao.[12]

No presente estudo, delineou-se um modelo experimental em que foi realizada
a perfusdo e a retirada dos figados de ratos utilizados para a avaliagdo do grau de
preservacdo dos 6rgdos. Os 6rgaos foram preservados por um periodo de até 24
horas em solugcbes que continham FBP em sua formulacdo, sendo que estes foram
comparados a um grupo de referéncia em que foi utilizada a solugdo de UW, que é
considerada o padrao para a preservacao de figados. Obijetivou-se avaliar o grau de
preservacdo dos figados através da mensuragcdo de parametros bioquimicos

indicadores de lesdo e posterior avaliagao histoldgica dos érgaos.
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REVISAO DA LITERATURA

Consideragoes sobre transplantes e preservacgao de érgaos

Os estudos sobre a preservacdo de 6rgdos para transplantes tiveram um
grande avango com os estudos do metabolismo sob condi¢gdes de hipotermia
realizados por Levy em 1959, aos quais provaram que estas condi¢gdes sdo de grande
valia na redugao do consumo de oxigénio. Estes estudos avaliaram as temperaturas
de 10 e 20° C e constataram haver uma redugéo entre 84 e 95 % na taxa de consumo
de oxigénio pelas células. O estudo possibilitou determinar que 30 minutos de
isquemia quente s&o mais prejudiciais ao metabolismo do 6rgéo do que 30 horas de
isquemia fria (4° C) na preservagdo de orgdos para transplante. Esta descoberta
provocou o inicio das perfusdes realizadas com solugdes frias a 4° C.[13]

A histéria da preservagao de figados para transplante iniciou nos anos 50 com
a introducdo do principio da hipotermia na preservacdo de o6rgaos. Nos anos 60,
Schalm et al. introduziram uma solugéo fria para preservacédo baseada na composi¢cao
do plasma e eles conseguiram preservar figados por um tempo superior a 4 horas.[14]
Em 1969, Collins et al. descreveram uma solugao fria para preservacao de rins e esta
solugcao deu origem a outros derivados, sendo que um deles, a solugédo de Eurocollins,
ainda é utilizada na preservagao de alguns 6rgaos.[15][16] Nos anos 70, Wall et al.
introduziram uma solugdo contendo fragcbes de proteinas plasmaticas e também
obtiveram um tempo de preservacao para figados de 4 horas.[17]

A introdugéo da solucao de preservacao da Universidade de Wisconsin (UW)
em 1988 provocou profundas mudangas nos procedimentos para transplante de
figado.[18][19] Com a sua descoberta, o tempo de isquemia fria foi prolongado para
até 24 horas, conferindo maior seguranga e ao mesmo tempo tranquilidade para o

transporte e implante do érgédo em operagdo sabidamente prolongada e laboriosa. A
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solucdo UW apresenta altas concentragdes de potassio, tampao fosfato, coldides,
inibidores metabdlicos, quelantes de radicais livres e hormdnios estabilizadores de
membrana.[2] [20]

A solucao de UW introduziu trés novas filosofias: (a) a concentragdo osmética é
mantida com substratos metabolicamente inertes como lactobionato; (b) a
administragcédo adicional do coldide transportador hidroxietilamido (HES); (c) a adicao
de substancias capazes de proteger as células da agao dos radicais livres, incluindo
glutation e alopurinol.[2] A solugdo de UW é considerada a solugdo padrao para
preservacgao de figados, rins e pancreas.[2] [21] Os motivos pelos quais essa solugao
apresenta excelente qualidade de preservagao ainda n&o sdo totalmente claros, porém
estes resultados podem ser atribuidos principalmente a presenga de precursores de
adenosina trifosfato (ATP) e antioxidantes.[21][22]

A chave para o sucesso da preservacédo de 6rgaos € a hipotermia, uma vez
que ela provoca uma diminuicdo no grau de degradagdo dos componentes celulares
essenciais para a viabilidade do 6rgao. A hipotermia nao paralisa o metabolismo; ela
simplesmente diminui a velocidade das reagbes enzimaticas e da morte celular. Uma
segunda consideragao importante para o sucesso de uma solugao fria de preservacao
€ a prevencgao da acidose intracelular. A acidose tecidual pode lesar células e induzir a
instabilidade lisossomal, ativando enzimas lisossémicas e alterando as propriedades
mitocondriais.[1]

Outra consideragao importante para a eficacia de uma solugdo fria de
preservacgao € a capacidade de proteger o 6rgéo de injurias provocadas por espécies
reativas do oxigénio (ROS) durante a isquemia e reperfusdo.[1] [23][24] A produgdo de
ROS e a resultante peroxidacao lipidica tem sido observada em preparagoes
microssomais hepaticas durante o metabolismo da ciclosporina A e tacrolimus.[25]
Uma consideragao final importante diz respeito ao metabolismo energético. O ATP é
rapidamente degradado durante o armazenamento em hipotermia e esta degradacao

resulta na formacao de produtos finais que sdo permeaveis a membrana plasmatica. A
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reperfusdo do 6rgao necessita de uma rapida regeneracao da atividade da bomba de
Na*, bem como outros processos que requerem ATP para o seu funcionamento. A
viabilidade dos precursores de ATP pode ser importante para o sucesso da
preservagao de 6rgaos.[1]

Um sério problema a ser enfrentado durante o transplante hepatico se refere as
injurias ocorridas durante o periodo da isquemia e reperfusdo.[26][27] Os mecanismos
envolvidos no desencadeamento desses danos sao multifatoriais e ainda ndo foram
completamente esclarecidos a nivel celular.[28][29] Diminui¢do dos niveis de ATP,
disturbios na homeostasia do calcio intracelular e da ativagdo da fosfolipase A, foram
descritos como os principais mecanismos fisiopatoldégicos envolvidos na perda da
viabilidade celular durante a isquemia.[9] [27] [29][30]

Durante a isquemia ocorre uma progressiva degradagao de adenosina trifosfato
(ATP), causando um grande acumulo de catabdlitos de purinas. Sabe-se que a
adenosina, um dos produtos intermediarios da cascata de degradagao, exerce varias
acdes bioldgicas, tais como: aumento do fluxo sangtineo, vasodilatacao, inibicdo da
producdo de radicais livres, supressdo na atividade dos neutréfilos e inibicdo da
agregacao plaquetaria. Com a reoxigenagao, a adenosina torna-se um importante
substrato para a nova sintese do ATP.[31]

O processo de isquemia a frio vem sendo usado com relativo sucesso ha varios
anos nos transplantes hepaticos, ja que o frio reduz os processos metabdlicos devido
a alteragbes nas reacbes enzimaticas, mantendo as membranas mais estaveis e a
integridade celular.[1] Atualmente varias técnicas de perfusdo estdo sendo usadas
para prevenir os danos causados pela isquemia, porém, o tempo total de isquemia, as
dificuldades inerentes as técnicas de resfriamento e as solugbes de preservacao
utilizadas ainda podem ser otimizadas.[32][33]

Um dos grandes desafios na area de pesquisa médica que envolve o
transplante hepatico diz respeito a identificagdo e mensuragao do grau de lesao celular

e vascular que ocorre no figado durante o periodo de isquemia. Os mecanismos de
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lesdo ainda ndo estdo bem esclarecidos, mas diversos fatores tém sido descritos na
literatura.[24] [29] Varios estudos realizados estado relacionando a extensao de lesao
hepatocitaria apos a isquemia fria, determinada pela dosagem de enzimas hepaticas
no liquido de preservacgao perfundido no érgao, com a evolugéo dos pacientes no pos-
operatério imediato, sugerindo a existéncia de relagdo entre o grau de lesdo de
preservacao e o desenvolvimento de disfungéo primaria do 6rgao.[34][35]

Lange et al. avaliaram 50 figados humanos retirados para transplante e
determinaram o grau de lesdo celular isquémica através das enzimas aspartato
aminotranferase (AST), alanina aminotransferase (ALT) e lactato desidrogenase
(LDH), medidas na solugao de preservacado de UW logo apés perfusdo do 6rgao. Os
resultados foram comparados com a evolugédo clinica dos pacientes e o grupo
observou uma associagao entre os niveis enzimaticos e a evolugado dos pacientes. A
determinagdo da atividade das enzimas hepaticas no liquido de preservacdo pode
evidenciar a lesao celular sofrida no periodo de isquemia fria e, com isto, determinar
fator prognodstico para funcionamento do 6rgdo e viabilidade do mesmo para
transplante.[34] A liberagdo das enzimas AST, ALT e LDH na solug¢ao de preservacao
€ um importante indice para avaliar a qualidade da preservagao do 6rgao [36], sendo
um sensivel marcador de danos pré-existentes ou adquiridos durante o periodo de
isquemia.[34]

As enzimas AST e ALT sdo encontradas predominantemente no figado e o
aumento de suas atividades esta diretamente associado a lesdes hepato-celulares. A
atividade da enzima ALT é mais elevada do que a da AST na maior parte das doencas
hepaticas, exceto nos casos de hepatite alcodlica e sindrome de Reye.[37] A enzima
LDH é encontrada no coragdo, musculo esquelético, eritrocitos, pulmdes, tecido
linféide, rim e figado. A elevacdo de seus niveis esta associada a danos celulares,
embora ela ndo possua a mesma especificidade que as enzimas AST e ALT possuem
para indicar danos hepato-celulares.[38][39] As espécies reativas do acido

tiobarbiturico (TBARS) sao responsaveis por parte dos danos ocorridos ao 6rgéo
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durante a preservacao e a reperfusao. A elevacao de seus niveis esta associada a um
aumento da peroxidacgao lipidica e conseqliente dano celular.[40]

Os recentes avangos no manejo imunoldgico, nas técnicas cirlrgicas, nos
cuidados intensivos, além da introdugéao de drogas imunossupressoras mais modernas
e de solugbes de preservagcdo mais eficientes, vieram a contribuir para melhorar os
resultados dos transplantes.[4] As indicagdes para transplante de érgaos sdlidos estao
se tornando cada vez mais liberais, aceitando-se pacientes idosos ou com doencas
sistémicas associadas, levando a uma expansdo no numero de potenciais
receptores.[5] Atualmente, o transplante hepatico, além de ser o procedimento
recomendado para o tratamento de doengas hepaticas terminais, também tem
apresentado excelentes resultados em disturbios como alguns erros inatos do
metabolismo.[3] Entretanto, a evolugdo do transplante hepatico depende mais
propriamente dos progressos nos meétodos de preservagado de 6rgdos do que das

técnicas cirurgicas e de imunossupressao.[6][7]

Frutose-1,6-bisfosfato como protetor celular

A frutose-1,6-bisfosfato (FBP), um intermediario altamente energético da
glicdlise, tem sido objeto de varios estudos, sendo que alguns destes atribuem a ela
uma atividade protetora das células hepaticas contra a agdo de hepatotoxinas como a
galactosamina.[8] [41][42] A FBP também apresenta efeito protetor contra danos
induzidos por algumas drogas, incluindo as injurias provocadas pelo paracetamol [43]
e a peroxidacéo lipidica induzida pela anfotericina B.[44] Alguns autores relataram que
a FBP apresenta efeito protetor sobre o cérebro [45] e também sobre o coragao.[46]

Alguns estudos tém demonstrado que a FBP apresenta um efeito protetor do
figado contra danos ocorridos durante a isquemia e reperfusado.[9] [23] Além disso,
nosso grupo de pesquisa verificou que a FBP ¢ eficaz também na preservagao de rins

de ratos.[12] Outros estudos recentemente desenvolvidos pelo nosso grupo
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demonstraram que a FBP reduz o indice de mortalidade em sepse induzida
experimentalmente em ratos [10][11] e também reduz os indices de necrose,
provocando um aumento nos indices de apoptose em figados de ratos [47], além de
apresentar efeito imunomodulatério na proliferagao de linfécitos T.[48]

Os efeitos da FBP tém sido atribuidos principalmente a: (a) sua capacidade de
aumentar o metabolismo dos carboidratos por intervencdo na rota glicolitica, ndo
somente como um regulador metabdlico mas também como um substrato; (b) reducao
da demanda energética e um conseqliente aumento da eficiéncia metabdlica; (c)
estabilizagdo das membranas celulares.[42]

Os estudos com a frutose 1,6-bisfosfato demonstram que, por se tratar de uma
substancia oriunda da degradacao fisiologica da glicose, ela apresenta baixa
toxicidade e pode ser um importante constituinte de novas formulacées de solugdes de

preservacao de 6rgaos para transplante.
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OBJETIVOS

Geral

Avaliar o efeito da frutose-1,6-bisfosfato na preservagéo de figados para transplante.

Especificos

Determinar o aparecimento de enzimas indicadoras de lesdo hepatica nas diferentes

solucdes de preservacéao utilizadas nos grupos experimentais;

Investigar o papel das espécies reativas do acido tiobarbiturico (TBARS) na
preservacgao de figados e o potencial da FBP em suprimir os danos causados pelos

radicais livres;

Avaliar as alteragdes histolégicas ocorridas nos figados preservados para transplante

por 24 horas.
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USE OF FRUCTOSE-1,6-BISPHOSPHATE IN COLD STORAGE SOLUTION FOR

LIVER PRESERVATION

ABSTRACT: University of Wisconsin (UW) solution is considered the standard
preservation solution for livers, kidneys and pancreas. Fructose-1,6-bisphosphate
(FBP) has been reported to have a protective effect in liver injury caused by chemical
agents and ischemic-reperfusion damages. The aim of this study was to evaluate the
effects of FBP in storage solution for cold liver preservation. In this experimental study,
we divided the rats in three experimental groups. The perfusion and preservation of the
liver were performed on each group with UW, UW containing 10 mmol/L of FBP (UWM)
and FBP 10mmol/L (FBPS) solutions, respectively. The livers were stored in a plastic
bag containing storage solution at 4°C for 24 hours. Biochemical measurements of
AST, ALT, LDH e TBARS were realized in cold storage solution samples at 0, 12, 18
and 24 hours of preservation. Histological evaluation was performed in tissue samples
obtained after 24 hors of cold storage. The preservation grade was similar in FBPS and
UW solutions during 18 hours. Addition of 10 mmol/L of FBP in UW solution induced
liver injury and a poor preservation when compared to group of livers preserved in UW
solution. FBP protects the liver from injury caused by free radicals for preservation
times bellow 18 hours. There were no significant histological differences between
groups after 24 hours of preservation. FBP could be an important component of cold

storage solutions for liver preservation

KEYWORDS: fructose-1,6-bisphosphate, liver, cold preservation.
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INTRODUCTION

History of liver preservation starts in the 1950s when the principle of
hypothermia for organ preservation was detected. Schalm et al. introduced a plasma-
based cold storage solution in the 1960s and they reached preservation times for liver
up to 4 hours.[1] In 1969, Collins et al. described a cold storage solution for kidney
preservation and this solution, or one of its derivates such as Eurocollins, is still used
for preservation of solid organs.[2][3] In 1970s, Wall et al. introduced a plasma protein
fraction solution and they obtained a human liver preservation for 4 hours.[4]

The introduction of the University of Wisconsin (UW) solution in 1988 influenced
profound changes in the procedures for liver transplantation.[5][6] The UW solution is
considered the standard preservation solution for livers, kidneys and pancreas.[7][8]
The reasons why this solution gives excellent quality and relatively long-term
preservation are not entirely clear but these results could be attributed to the presence
of ATP precursors and antioxidants.[8][9]

With the introduction of improved immunosuppressive and surgical techniques,
liver transplantation has become an increasingly common and successful modality for
the treatment of end-stage liver disease.[10][11][12] However, the evolution of liver
transplantation depends on progress in methods of organ preservation rather than in
immunosuppression or surgical techniques.[12][13]

Important features for successful cold storage solution include: hypothermia;
prevention of intracellular acidosis because tissue acidosis can damage cells and
activate lysosomal enzymes; the capacity to protect the organ from injury caused by
reactive oxygen species (ROS) during ischemia/reperfusion and the capacity to
maintain cell energy metabolism. [14][15][16] Depletion of ATP, disturbance of
intracellular calcium homeostasis and phospholipase A, activation were suggested as
major patholophysiological mechanisms during ischemia leading to the loss of cell

viability.[17][18][19][20] Measurement of enzyme activities in the effluent of the
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preserved organ at the end of cold ischemia might provide data that are valuable in the
assessment of graft quality prior to transplantation.[21] Enzyme release of aspartate
amonitransferase (AST), alanine aminotransferase (ALT) and lactate dehydrogenase
(LDH) is a important index of quality of preservation.[22]

Fructose is a well-known glycolytic substrate that protects the cells when ATP
synthesis is compromised.[23] Fructose-1,6-bisphosphate (FBP), a high energy
intermediate of glycolysis, has been reported to have a protective effect in liver injury
caused by chemical agents, as galactosamine [24], and ischemic-reperfusion
damages.[15] [19] The effects of FBP have been mainly attributed to: (a) its ability to
enhance carbohydrate metabolism by intervening in the glycolytic pathway, not only as
a metabolic regulator but also as a substrate; (b) a reduction in the energy demand and
therefore an increase in metabolic efficiency; (c) a stabilization of cell membranes,
nonspecifically influencing different ionic channels and enhancing membrane
fluidity.[25] Recently our group reported that FBP reduces the mortality rate in
experimental sepsis induced in rats [26][27] and reduces necrosis and increases
apoptosis rate in the liver of rats.[28] The aim of this study was to evaluate the effects

of FBP in the composition of storage solutions for cold liver preservation.

MATERIAL AND METHODS

Animals

Adult male Wistar rats weighing 200-300 g were used in this experimental
study. Rats were fed ad libitum and deprived of food for 12 hours before the
experiments. Each rat was anesthetized by the intraperitoneal administration of sodium
thiopental (50 mg/kg body weight). Rats were divided in three experimental groups.
The experimental protocol was approved by the Ethics Research Committee of the

Pontifical Catholical University of Rio Grande do Sul (PUCRS).
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Experimental protocol

Perfusion and preservation of the liver were realized with different solutions in
each group. The solutions used in the present study were UW solution (n=10)(DuPont
Pharmaceuticals, Wilmington, DE), UW solution containing 10 mmol/L of FBP (UWM,
n=7) (Sigma Chemical, St. Louis, MO) and FBP solution (FBPS, n=7) containing 10
mmol/L of FBP dissolved in 0.9% NaCl. The osmolarity of solutions was 320, 350 and
330 mOsm/L, respectively.

Surgical method was perfomed according Schalm et al.[1] The portal vein was
cannulated and the livers were flushed in situ with cold preservation solution (4°C) at a
constant perfusion pressure of 60 cm of H,O and then stored in a plastic bag
containing 60 mL of the same solution on ice (4°C) for 24 hours. Samples from these
cold storage solutions were taken at 0, 12, 18 and 24 hours to biochemical
measurements of AST, ALT, LDH and thiobarbituric acid reactive species (TBARS).

Enzymes activity measurement of AST, ALT and LDH was performed in Cobas
Integra 700 analyzer (Roche Diagnostics, Basel, Switzerland) using reagents from
Roche Diagnostics (Mannheim, Germany) according standard methods.[29][30][31]
Measurement of TBARS is a important parameter to evaluate the lipid peroxidation
induced by oxygen free radicals.[32][33][34] TBARS concentration was determined in
the cold storage samples from experimental groups using a colorimetric reaction with
thiobarbituric acid.[33] Tissue samples from livers were used before 24 hours ice cold
for histological evaluation. Liver specimens were stained with hematoxylin-eosin (HE).
Histological scores were created for evaluation according citolysis grade (1: absence of

citolysis; 2: discrete citolysis; 3: moderate citolysis and 4: severe citolysis).

Statistics
Enzymes and TBARS values were expressed as mean + standard error.

Statistical analysis from enzymes and TBARS was performed according to Mann-
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Whitney test. Chi-square test was used for statistical analysis in the histological

evaluation. A p value lower than 0.05 was considered significant.

RESULTS

After 12, 18 and 24 hours of preservation, AST release in the UWM group was
significantly higher than AST release in the UW group (p<0.001, Fig. 1). However, AST
release in the FBPS was lower than AST release in the UW group after 12 hours of
preservation (p<0.05, Fig. 1). There were not significantly differences after 18 and 24
hours of preservation. After 12, 18 and 24 hours of preservation, ALT release in the
UWM group was significantly higher than ALT release in the UW group (p<0.001, Fig.
2). After 24 hours, ALT release in the FBPS were higher than ALT release in the UW
group (p<0.01, Fig. 2), but there were not significantly differences after 12 and 18
hours of preservation.

LDH release in the UWM group was significantly higher than LDH release in the
UW group after 12, 18 and 24 hours of preservation (p<0.05, Fig. 3). However, LDH
release in the FBPS was lower than LDH release in the UW group after 12, 18 and 24
hours of preservation (p<0.01, Fig. 3). TBARS values were lower in the FBPS and
UWM groups after 12 and 18 hours of preservation compared to UW group (p<0.01,
Fig. 4), but there were not significantly differences between groups after 24 hours.

The histological evaluation of livers preserved for 24 hours demonstrated
discrete and moderate citolysis preponderating scores 2 and 3 in the livers preserved
in UW, UWM and FBPS cold storage solutions. However, there were no significant
histological differences between UW, UWM and FBPS groups after 24 hours of
preservation. Figures 5 and 6 show histological aspect of the livers at 0 and 24 hours

after cold preservation.
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DISCUSSION

Liver transplantation has been accepted as the treatment for end-stage liver
disease because of improving success rates with the development and refinement of
operative techniques, immunosuppressive treatment and preservation.[13] FBP, a
high-energy intermediate of glycolysis, has been demonstrated a protective effect in
toxic liver injury [24][28][35], in injury induced by drugs as paracetamol [36] and
anphotericin B [37], in experimental sepsis [26][27] and others organs as heart [38] and
brain.[39] FBP is therapeutically effective against ischemia-reperfusion injury on the
liver. [15][19][40] The mechanism responsible for the effects of FBP is still uncertain,
but some authors [19][24][40][41] have suggested that this bisphosphorylated sugar
crosses the cell membranes and restores the depressed glycolytic activity, intervening
in the glycolytic pathway not only as a metabolic regulator but also as a substrate.
Other possible explanation could be that FBP interacted with cell membranes,
modifying the ion permeability.[24]

FBP concentration used in this study (10 mmol/L) was the same suggested for
Hirokawa et al.[13] e Sano et al[19]. The AST and LDH enzymes release in FBP
solution were lower than AST and LDH release observed in UW solution at 24 hours of
preservation, while ALT release was higher than only at 24 hours of preservation.
These results indicated that the preservation grade was similar in FBP and UW
solutions during 18 hours. The AST, ALT and LDH enzymes release in UWM solution
was higher than enzymes release observed in UW solution during 24 hours of
preservation. The addition of 10 mmol/L of FBP in UW solution induced liver injury and
a poor preservation when compared to group of livers preserved in UW solution.

The similar preservation results obtained with FBPS and UW solutions could be
attributed to protective effects of FBP against liver injury. There is a decrease of
intracellular ATP levels during cell death. Moreover, there are alterations in the

membrane permeability and ion flux, occurring an increase of intracellular Ca®* levels.



31

FBP solution was effective to preserve livers in this study. FBP interacts with the
biomembrane and maintains cell viability via membrane stabilization. FBP maintains
the intracellular ATP level by activating the glycolytic pathway.[19][24][25][36] These
functions are important to maintain cellular viability during liver storage.[13] FBP has a
chelate action on Ca** and modulates intracellular Ca** homeostasis. Hirokawa et al.
demonstrated that FBP inhibited the rise of intracellular Ca®* concentration in isolated
rat Kupffer cells.[13]

Lipid peroxidation analysis demonstrated that TBARS concentrations in the
livers preserved with FBP and UWM solutions were lower than TBARS concentration in
UW group for 18 hours of cold preservation. There were no differences between
groups in TBARS concentrations when the livers were preserved for 24 hours. FBP
protects the liver from injury caused by free radicals for preservation times bellow 18
hours. These results indicate that FBP can suppress the lipid peroxidation chain
reaction induced by free radicals.

Some authors demonstrated that FBP is able to suppress the oxygen free
radical generation [13] and the lipid peroxidation.[19][38] Tavazzi et al. [38] reported
that the lipid peroxidation level in rat hearts increased significantly during
reoxygenation and that this increase was completely suppressed by FBP
administration. They also observed the conversion of xanthine dehydrogenase to
xanthine oxidase, a process that is accept to be as a major source of superoxide anion,
in the heart during ischemia and found that this conversion was inhibited by FBP.[38]

Peralta et al. described the absence of correlation between oxidative stress and
the degree of hepatic injury observed in their study does not support the hypothesis
that oxidative stress is a major factor directly responsible of the damage induced by
experimental hepatic ischemia-reperfusion.[42] This suggestion has also been raised
by Brass et al.[43] Our findings also demonstrated absence of association between

enzymes release and TBARS concentration.
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The liver preservation grade in UWM solution was poor than the preservation
observed in the UW and FBP solutions. UW solution presents a complex formulation.
FBP could be interact with any formulation component and caused an inactivation.
Hirokawa et al. added 10 mmol/L of FBP in UW solution and they controlled the
secretion of cytokines and NO from Kupffer cells, however, they removed glutathione,
adenosine, allopurinol and hydroxyethylstarch from UW solution and added 10 mmol/L
of FBP in this solution.[13] In the UWM solution, we added 10 mmol/L of FBP and did
not remove the glutathione, adenosine, allopurinol and hydroxyethylstarch from original
UW solution. Histological findings of preserved livers with UW, UWM and FBPS were
not significantly different at 24 hours of cold preservation. The sensitivity of the
measurement of enzymes activity levels in cold storage solution is higher than the
prediction based on morphology.[21]

The cold storage solution containing 10 mmol/L of FBP (FBPS) protects the
liver during cold preservation. The preservation grade observed in FBPS was similar or
better than preservation grade performed in UW solution. However, the preservation in
UWM solution containing 10 mmol/L of FBP was poor than the preservation observed
in UW and FBP solutions. Considering the elevated coast of UW solution, FBP could
be an important component of others solutions for liver preservation in the future.

However, our findings require confirmation in human hepatic transplant model.
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Figure 1. AST release obtained from experimental groups where the livers were
preserved in UW, UWM and FBPS cold storage solutions during 24 hours. Significant
differences between UW and UWM groups were indicated by ***p<0.001 and
between UW and FBPS groups by #p<0.05.
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Figure 2. ALT release obtained from experimental groups where the livers were
preserved in UW, UWM and FBPS cold storage solutions during 24 hours. Significant
differences between UW and UWM groups were indicated by ***p<0.001 and
between UW and FBPS groups by #p<0.01.
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Figure 3. LDH release obtained from experimental groups where the livers were
preserved in UW, UWM and FBPS cold storage solutions during 24 hours. Significant
differences between UW and UWM groups were indicated by *p<0.05, **p<0.01 and
between UW and FBPS groups by #p<0.01.
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Figure 4. TBARS concentrations obtained from experimental groups where the
livers were preserved in UW, UWM and FBPS cold storage solutions during 24
hours. Significant differences between UW and UWM groups were indicated by
**p<0.01 and between UW and FBPS groups by #p<0.01.



Figure 5. Microphotograph (HE 200 x) of liver perfused with UW cold storage
solution at 0 hour. Hepatocytes show the cells limits and characters maintained.

Figure 6. Microphotograph (HE 200 x) of liver perfused and preserved with

UW cold storage solution for 24 hours. Some areas present citolysis (arrows).

40
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UTILIZAGAO DA FRUTOSE-1,6-BISFOSFATO EM SOLUGOES PARA

PRESERVAGAO DE FiIGADOS

RESUMO: A solugdo de preservagdo da Universidade de Wisconsin (UW) é
considerada a solugcdo padrdo para preservagdo de figados, rins e pancreas. A
frutose-1,6-bisfosfato (FBP) € uma substancia que apresenta efeito protetor do figado
contra injurias provocadas por agentes quimicos e ocorridas durante o periodo de
isquemia-reperfusdao. O objetivo deste estudo foi avaliar os efeitos da FBP na
composicao de solugbes para preservagao de figados para transplante. Neste estudo
experimental, a perfuséo e a preservagao dos figados foram realizadas em cada grupo
com as solugbes de UW, UW contendo 10 mmol/L de FBP (UWM) e FBP 10 mmol/L
(FBPS), respectivamente. Os figados foram armazenados em um recipiente plastico
contendo solugdo de preservagdo a 4°C por 24 horas. As mensuragdes bioquimicas de
AST, ALT, LDH e TBARS foram realizadas em amostras das solucbes de preservacao
nos tempos de 0, 12, 18 e 24 horas. A analise histologica foi realizada em figados
preservados por 24 horas. O grau de preservacao observado com as solu¢des de UW
e FBPS foi similar até 18 horas de armazenamento. A adicdo de 10 mmol/L de FBP a
solugcdo de UW provocou um aumento das injurias ocorridas e uma pior preservagao
quando comparado ao grupo armazenado em UW. A FBP protegeu os figados contra
danos causados pelos radicais livres por tempos de preservacao inferiores a 18 horas.
Nao houve diferenca significativa entre os grupos na analise histolégica dos figados
preservados no tempo de 24 horas. A FBP utilizada em solugdo foi eficaz na
preservacdo de figados, podendo ser um importante constituinte para outras

formulagdes.

PALAVRAS-CHAVE: frutose-1,6-bisfosfato, figado, preservagéao.
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INTRODUGAO

A histéria da preservagao de figados para transplante iniciou nos anos 50 com
a introdugédo do principio da hipotermia para preservagdo de 6rgaos. Nos anos 60,
Schalm et al. introduziram uma solugao fria para preservar 6rgdaos baseada na
composi¢ao do plasma, conseguindo preservar figados por um tempo superior a 4
horas.[1] Em 1969, Collins et al. descreveram uma solucédo fria para preservagao de
rins e esta solugdo, ou um de seus derivados, a solugdo de Eurocollins, ainda é
utilizada na preservacao de alguns 6rgéos.[2][3] Nos anos 70, Wall et al. introduziram
uma solugado contendo fragdes de proteinas plasmaticas e obtiveram um tempo de
preservacao para figados de 4 horas.[4]

A introducdo da solucdo de preservacao da Universidade de Wisconsin (UW)
em 1988 provocou profundas modificagdes nos procedimentos adotados para
transplante de figado.[5][6] A solugdo de UW ¢é considerada padrdo para a
preservacao de figados, rins e pancreas.[7][8] Os motivos pelos quais essa solugao
apresenta excelente qualidade de preservacgao ainda nao sao totalmente claros, porém
estes resultados podem ser atribuidos principalmente a presenga de precursores de
adenosina trifosfato (ATP) e antioxidantes em sua formulagao.[8][9]

Com a introdugao de novas técnicas cirurgicas e terapias de imunossupressao,
o transplante hepatico vem se tornando um procedimento cada vez mais comum e
bem sucedido para o tratamento de doencas hepaticas em fase final.[10][11][12]
Entretanto, a evolugdo do transplante hepatico depende mais propriamente dos
avancos nos métodos de preservacao de érgaos do que nos progressos das técnicas
cirurgicas e de imunossupressao.[12][13]

Os aspectos importantes para uma bem sucedida solugdo de preservacao
incluem: hipotermia; prevenc¢ao da acidose intracelular porque a acidose tecidual pode

danificar as células e ativar as enzimas lisossémicas; capacidade de proteger o 6rgao
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de injurias provocadas pelas espécies reativas do oxigénio (ROS) durante a
isquemia/reperfusdo e a capacidade de manter estavel o metabolismo energético da
célula.[14][15][16] Diminuicdo dos niveis de ATP, disturbios nos niveis de calcio
intracelular e na ativagao da fosfolipase A, tém sido descritos como os principais
mecanismos fisiopatolégicos envolvidos na perda da viabilidade celular durante o
periodo de isquemia. [17][18][19][20] A mensuragdao da atividade das enzimas
realizada ao final do periodo de isquemia a frio no liquido onde o 6rgao é preservado
pode fornecer importantes resultados para estimar anteriormente a “qualidade” do
o6rgao para o transplante.[21] A liberacdo das enzimas aspartato aminotransferase
(AST), alanina aminotransferase (ALT) e lactato desidrogenase (LDH) constituem um
importante indice para avaliar a qualidade da preservacao do 6rgéo.[22]

A frutose é um substrato glicolitico bem conhecido por proteger as células
quando a sintese de ATP esta comprometida.[23] A frutose-1,6-bisfosfato (FBP), um
intermediario altamente energético da glicdlise, tem sido evidenciado por apresentar
efeito protetor sobre figados lesados por agentes quimicos como a galactosamina [24]
e também nos danos ocorridos durante a isquemia e reperfuséo.[15][19] Os efeitos da
FBP tém sido atribuidos principalmente a: (a) sua capacidade de aumentar o
metabolismo dos carboidratos por intervengado na rota glicolitica, ndo somente como
um regulador metabdlico mas também como um substrato; (b) redugdo da demanda
energética e um consequente aumento da eficiéncia metabdlica; (c) estabilizagao das
membranas celulares.[25] Nosso grupo de pesquisa tem demonstrado recentemente
que a FBP reduz o indice de mortalidade em sepse induzida experimentalmente em
ratos [26][27] e também reduz os indices de necrose, provocando um aumento nos
indices de apoptose em figados de ratos.[28] O objetivo deste estudo foi avaliar os
efeitos da FBP na composicdo de solugbes frias para preservacdo de figados para

transplante.
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MATERIAIS E METODOS

Animais

Para a realizagdo deste estudo experimental foram utilizados ratos Wistar,
machos, adultos, pesando entre 200 e 300 gramas. Os animais receberam
alimentacao ad libitum até 12 horas antes dos experimentos. Cada rato foi anestesiado
com a administragdo intraperitoneal de 50 mg/kg de tiopental sédico. Os ratos
utilizados neste estudo foram divididos em trés grupos experimentais. O protocolo
experimental utilizado foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da Pontificia

Universidade Catdlica do Rio Grande do Sul (PUCRS).

Procedimento experimental

A perfusdo e a preservacao dos figados foram realizadas com diferentes
solugbes de preservagao em cada grupo. As solugdes utilizadas neste estudo foram:
solugdo de UW (n=10)(DuPont Pharmaceuticals, Wilmington, DE), solugdo de UW
contendo 10 mmol/L de FBP (UWM, n=7) (Sigma Chemical, St. Louis, MO) e a solu¢ao
de FBP (FBPS, n=7) contendo 10 mmol/L de FBP dissolvida em NaCl 0,9%. A
osmolaridade das solugdes foi respectivamente 320, 350 e 330 mOsm/L.

O procedimento cirdrgico foi realizado conforme descrito por Schalm et al.[1] A
veia Porta foi canulada e os figados foram perfundidos com solugdo de preservacao
fria a 4 °C a uma pressdo constante de perfusdo de 60 cm de H,O, sendo
posteriormente armazenados em um recipiente plastico contendo 60 mL da mesma
solugdo utilizada e armazenados a 4 °C por 24 horas. Foram retiradas aliquotas das
amostras de solucdes de preservacao que continham os figados nos tempos de 0, 12,
18 e 24 horas para a realizagdo das mensuragdes bioquimicas de AST, ALT, LDH e

espécies reativas do acido tiobarbiturico (TBARS).
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A mensuragdo da atividade das enzimas AST, ALT e LDH foi realizada no
equipamento Cobas Integra 700 (Roche Diagnostics, Basel, Sui¢ca) com a utilizagao de
reagentes Roche (Roche Diagnostics, Mannheim, Alemanha) de acordo com os
métodos padroes.[29][30][31] A determinacdo da concentragdo de TBARS é um
importante pardmetro para avaliar a peroxidagdo lipidica induzida pelas espécies
reativas do oxigénio.[32][33][34] A concentracdo de TBARS foi determinada em
amostras de liquidos de preservacido pela reacdo colorimétrica com acido
tiobarbiturico.[33] Apds concluido o periodo de 24 horas de preservagao, os figados
foram utilizados para confecgao de laminas e avaliagao histolégica. As laminas obtidas
das amostras de figados foram coradas por hematoxilina-eosina (HE). Foram criados
escores de acordo com o grau de citolise para a realizacdo da avaliagédo histologica (1:
sem alteragdes; 2: citdlise em grau leve; 3: citolise em grau moderado e 4: citdlise em

grau severo).

Anadlise estatistica

Os valores das enzimas e TBARS s&o expressos em média + erro padrdo. A
analise estatistica das enzimas e TBARS foi realizada pelo teste de Mann-Whitney. Os
resultados da analise histologica foram avaliados pelo teste de Qui-quadrado. Valores

de p inferiores a 0,05 foram considerados significativos.

RESULTADOS

Apods 12, 18 e 24 horas de preservagao, a liberagao da enzima AST no grupo
preservado com a solu¢cao de UWM foi significativamente maior do que o observado
no grupo preservado com a solugdo de UW (p<0,001, Fig. 1). Entretanto, a liberagcao
da enzima AST observada no grupo de FBPS foi menor do que o observado no grupo
de UW apés 12 horas de preservagdo (p<0,05, Fig. 1), ndo havendo diferenca

significativa entre ambos apo6s 18 e 24 horas de preservacdo. Em relagao a liberagao
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de ALT, foi possivel constatar que a mesma foi maior no grupo de UWM do que no
grupo de UW apés 12, 18 e 24 horas de preservagao (p<0,001, Fig. 2). Quanto ao
grupo preservado com FBPS, o mesmo apresentou uma maior liberacdo de ALT apds
24 horas do que a apresentada pelo grupo preservado com UW (p<0,01, Fig. 2),
porém, nao houve diferenca significativa apos 12 e 18 horas de preservagao.

A liberagao de LDH observada no grupo de UWM foi maior do que a observada
no grupo de UW apés 12, 18 e 24 horas de preservagao (p<0,05, Fig. 3). Entretanto, a
liberacdo de LDH foi menor nos figados preservados com FBPS do que nos
preservados com UW por 12, 18 e 24 horas (p<0,01, Fig. 3). Os valores de TBARS
foram menores nos grupos preservados com FBPS e UWM quando comparados ao
preservado com UW por 12 e 18 horas (p<0,01, Fig. 4); porém, nao foi observada
diferenca significativa entre os grupos em 24 horas de preservagao.

A avaliacdo histologica dos figados preservados por 24 horas demonstrou
presenga de citdlise em grau leve a moderado, preponderando os escores 2 e 3, nos
6rgaos preservados com UW, UWM e FBPS, porém nao foram evidenciadas
diferencgas significativas entre esses grupos apods as 24 horas de preservacdo. As
figuras 5 e 6 demonstram respectivamente o aspecto dos figados preservados por 0 e

24 horas em solucao fria.

DISCUSSAO

O transplante hepatico é aceito atualmente como tratamento de escolha para
doencgas hepaticas em estagio final de desenvolvimento devido aos excelentes
resultados obtidos neste procedimento. Esses resultados podem ser atribuidos
principalmente aos avangos nas técnicas cirurgicas, terapias de imunossupressao e
das solugbes para preservagdo de 6rgaos.[13] A frutose- 1,6-bisfosfato (FBP), um
intermediario altamente energético da glicolise, tem sido objeto de varios estudos,

sendo que alguns destes tém demonstrado o efeito protetor desta substancia em



47

figados lesados por toxinas [24][28][35], em injurias induzidas por drogas como o
paracetamol [36] e anfotericina B [37], em sepse induzida experimentalmente [26][27]
e em outros érgaos como coracao [38] e cérebro.[39] A FBP também apresenta efeito
protetor contra as injurias ocorridas no figado durante a isquemia e
reperfusido.[15][19][40] O mecanismo envolvido responsavel pelos efeitos da FBP
ainda é incerto, porém alguns autores [19][24][40][41] tém sugerido que este acucar
bifosforilado atravessa as membranas celulares e recupera a atividade glicolitica,
intervindo na rota glicolitica como substrato e n&o somente como regulador
metabolico. Outras possiveis explicacbes podem incluir a interagdo da FBP com as
membranas celulares e a modificagdo da permeabilidade a ions.[24]

A concentracdo de FBP utilizada neste estudo (10 mmol/L) foi a mesma
sugerida por Hirokawa et al. [13] e Sano et al. [19] em seus respectivos estudos. A
liberagao das enzimas AST e LDH na FBPS foi menor do que a observada na solugao
de UW durante 24 horas de preservacgao, enquanto que a liberacdo da enzima ALT foi
maior somente com 24 horas de preservacédo. Esses resultados indicam que os
figados armazenados em FBPS apresentaram um grau de preservagdao muito
semelhante aos armazenados na solugdo de UW por um tempo de até 18 horas. Em
relacdo a solugao de UW contendo 10 mM de FBP (UWM), foi possivel observar que
os figados armazenados nesta apresentaram uma maior liberagao das enzimas AST,
ALT e LDH durante as 24 horas, o que indica que a adicdo de 10 mM de FBP a
solugdo de UW foi prejudicial e provocou danos aos figados e uma piora no grau de
preservacdo dos mesmos quando comparado ao grupo preservado com solugdo de
UW.

Os resultados similares de preservacao entre os figados armazenados nas
solugcdes de FBPS e UW podem ser atribuidos as propriedades protetoras que a FBP
apresenta contra danos hepaticos. Um dos principais aspectos envolvidos na morte
celular é a queda dos niveis intracelulares de ATP. Além disso, também ocorre uma

alteracdo na permeabilidade da membrana e no fluxo de ions, sendo observado um
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aumento do nivel intracelular de Ca?*. A FBPS se demonstrou eficaz na preservacéo
dos figados avaliados neste estudo. A FBP interage com a membrana e mantém a
viabilidade da célula através da estabilizacdo da membrana celular. A FBP também
preserva 0s niveis intracelulares de ATP pela ativacdo da rota
glicolitica.[19][24][25][36] Estas fungdes s&o importantes para a manutengdo da
viabilidade celular durante o armazenamento do figado.[13] A FBP controla a
homeostasia do Ca?* intracelular porque ela possui uma acdo quelante sobre este ion.
Hirokawa et al. demonstraram que a FBP inibe a elevacao dos niveis intracelulares de
Ca?" nas células de Kupffer isoladas de ratos.[13]

A avaliagdo da peroxidacgéao lipidica realizada nos figados demonstrou que as
concentracdes de TBARS foram menores nos grupos preservados com FBPS e UWM
por um periodo de até 18 horas. Quando preservados por 24 horas, ndo houve
diferenca nas concentragbes de TBARS entre os grupos. Na andlise do grau de
lipoperoxidagdo observado nos figados preservados para transplante, foi verificado
que a FBP protegeu as células hepaticas desses danos nas solu¢des que a continham
em sua formulagao por periodos de até 18 horas. Esses resultados indicam que a FBP
pode suprimir a peroxidagao lipidica induzida por radicais livres.

Alguns autores relataram que a FBP é capaz de suprimir a formacao de
radicais livres [13] e a peroxidacao lipidica.[19][38] Tavazzi et al. [38] demonstraram
que o nivel da lipoperoxidacdo em coragbes de ratos aumentou significativamente
durante a reoxigenacdo e que este aumento foi completamente inibido com a
administracdo de FBP. Eles também observaram que a conversdo da enzima xantina
desidrogenase para xantina oxidase, processo este reconhecido como a principal fonte
do anion superoxido, ocorrida no coracao durante a isquemia foi inibida pela acao da
FBP.[38]

Peralta et al. relataram auséncia de correlagcdo entre o estresse oxidativo e o
grau de injuria hepatica, o que contraria a hipétese de que o estresse oxidativo é o

principal fator responsavel pelos danos ocorridos durante a isquemia/reperfusao
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hepatica.[42] Esta proposta tem sido defendida por Brass et al.[43] Nossos resultados
também demonstraram auséncia de associacao entre a liberagdo das enzimas AST,
AST e LDH e as concentragdes de TBARS.

Em nosso estudo, os figados preservados em UW e FBPS apresentaram um
melhor grau de preservacdo do que o observado no grupo preservado em UWM. A
solugédo de UW apresenta uma complexa formulacédo e a FBP pode ter interagido com
algum de seus componentes provocando a inativacdo do(s) mesmo(s) dentro da
formulagdo. Hirokawa et al. demonstraram que a adicdo de 10 mmol/L de FBP a
solugdo de UW controlou a secrecao de citocinas e 6xido nitrico (NO) nas células de
Kupffer, entretanto, eles removeram glutation, adenosina, alopurinol e hidroxietilamido
da solucdo de UW e adicionaram 10 mmol/L de FBP a esta solugcdo.[13] Na solucao
UWM, ndés adicionamos 10 mmol/L de FBP a solucdo de UW e ndao removemos da
formulagcdo os componentes glutation, adenosina, alopurinol e hidroxietilamido. Os
figados armazenados em UW, UWM e FBPS ndo apresentaram diferengas
significativas das caracteristicas histolégicas entre si apds 24 horas de preservagao. A
mensuragado da atividade das enzimas na solugdo de preservagao € mais sensivel
para a deteccao de alteragdes do que a analise baseada em morfologia.[21]

A FBPS contento 10 mmol/L de FBP protegeu os figados durante o periodo de
armazenamento avaliado neste estudo e o grau de preservagao observado com FBPS
foi similar ou melhor do que o observado com a solugdo de UW. Entretanto, o grau de
preservacao obtido com a solugado UWM contendo 10 mmol/L de FBP foi pior do que o
observado com as demais solugdes testadas. Considerando o elevado custo da
solucdo de UW, a FBP pode ser um importante componente para a formulagao de
outras solugdes, como a FBPS, para a preservacado de figados. Entretanto, nossos
resultados devem ser confirmados em um modelo de transplante utilizando figados

humanos.
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Figura 1. Niveis de AST obtidos nos grupos experimentais cujos figados foram
preservados a 4 °C por até 24 horas nas solugées de UW, UWM e FBPS. Diferencas
estatisticamente significativas entre os grupos UW e UWM sao indicadas por
**n<0,001 e entre os grupos UW e FBPS por #p<0,05.
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Figura 2. Niveis de ALT obtidos nos grupos experimentais cujos figados foram
preservados a 4 °C por até 24 horas nas solugées de UW, UWM e FBPS. Diferencas
estatisticamente significativas entre os grupos UW e UWM sao indicadas por
***n<0,001 e entre os grupos UW e FBPS por #p<0,01.
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Figura 3. Niveis de LDH obtidos nos grupos experimentais cujos figados foram
preservados a 4 °C por até 24 horas nas solugdes de UW, UWM e FBPS. Diferencas
estatisticamente significativas entre os grupos UW e UWM sao indicadas por
*p<0,05, **p<0,01 e entre os grupos UW e FBPS por #p<0,01.
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Figura 4. Concentracbdes de TBARS obtidas nos grupos experimentais cujos figados
foram preservados a 4 °C por até 24 horas nas solugbes de UW, UWM e FBPS.
Diferencas estatisticamente significativas entre os grupos UW e UWM séo indicadas
por **p<0,01, ***p<0,001 e entre os grupos UW e FBPS por *##p<0,001.




Figura 5. Micrografia (HE 200 x) de figado perfundido com solugcado de UW a
4°C no tempo de 0O hora. Hepatocitos apresentando seus limites e

caracteristicas celulares preservadas.

Figura 6. Micrografia (HE 200 x) de figado perfundido com solugcado de UW e

preservado a 4°C por 24 horas. Visualizagdo de hepatdcitos apresentando
rompimento dos limites celulares com presenca de um moderado grau de

citélise (setas).
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