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RESUMO

GUIMARAES FILHO, Marco Antonio. Efeito do pré-condicionamento isquémico
remoto em modelo de lesdo hepatica por isquemia-reperfusdo em ratos. 2013. 59 f.
Dissertacdo (Mestrado em Fisiopatologia e Ciéncias Cirurgicas) — Faculdade de
Ciéncias Médicas, Universidade do Estado do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2013.

A leséo por isquemia-reperfusdo (I/R) € o mecanismo fisiopatolégico central
no desenvolvimento da insuficiéncia hepatica pds-operatoria. Diversas estratégias
para minimizar suas consequéncias estdao sendo desenvolvidas, mas ainda sem
resultados satisfatorios. Recentemente o pré-condicionamento isquémico remoto
(PCIR), método em que ciclos breves de I/R aplicados em um 6rgdo ou membro é
capaz de atenuar os resultados da I/R em um o6rgao distante, vem sendo utilizado,
em modelos experimentais, com resultados promissores. No entanto seu mecanismo
de acdo ainda nao foi esclarecido. Um dos mecanismos propostos € a modulacéo na
expressao das citocinas sintetizadas durante a resposta inflamatéria que acompanha
o processo de I/R. Foram utilizados 36 ratos (Rattus norvegicus), machos, com peso
entre 250 e 280 g, divididos em trés grupos: Grupo Sham, cirurgia simulada; Grupo
IR, isquemia de 70% do figado por 45 minutos e reperfuséo; e Grupo PCIR, pré-
condicionamento isquémico remoto do figado através de seis ciclos de isquemia-
reperfusdo da pata do animal, com quatro minutos de isquemia e quatro minutos de
reperfusdo em cada ciclo, seguido de isquemia hepatica semelhante ao do Grupo
IR. Terminado os procedimentos cirurgicos, metade dos animais foi morta decorridos
60 minutos de reperfusdo, e a outra metade ap6s 180 minutos. Foi coletado tecido
hepatico do lobo submetido a isquemia, para estudo histopatologico, utilizando o
indice de injuria hepatica modificado; e sangue, para dosagem plasmatica de TNF-q,
IL-6, IL-10 e ALT. A analise histopatolégica mostrou que a necrose celular foi
significativamente reduzida no Grupo PCIR quando comparado com Grupo IR (p
<0,0001). As transaminases mostraram o mesmo padrdao com reducédo significativa
dos seus valores no Grupo PCIR quando comparados com o Grupo I-R (p <0,0001).
A dosagem das interleucinas mostrou reducéo significativa na expressao da IL-6 no
Grupo PCIR quando comparado com o Grupo IR (p<0,001). Houve aumento da
expressao de IL-10 nos grupo PCIR, porém nao atingiu significancia estatistica. Nao
foi identificada diferenca na dosagem de TNF-a nos grupos estudados. O PCI-R foi
eficaz na reducdo na necrose celular resultante da lesdo por I-R nos grupos
estudados. A reducdo na sintese de IL-6 segue o0 padrdo observado em outros
estudos.

Palavras-chave: Isquemia-reperfusdo. Pré-condicionamento isquémico remoto.

Citocinas.



ABSTRACT

GUIMARAES FILHO, Marco Antonio. Efeito do pré-condicionamento isquémico
remoto em modelo de lesdo hepatica por isquemia-reperfusdo em ratos. 2013. 59 f.
Dissertacdo (Mestrado em Fisiopatologia e Ciéncias Cirargicas) — Faculdade de
Ciéncias Médicas, Universidade do Estado do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2013.

Ischemia/Reperfusion (I/R) injury is an important pathophysiological
mechanism in the postoperative liver failure. Different strategies to minimize the I/R
liver injury have been developed during the last decades but the results had been
disappointing. Recently, the remote ischemic preconditioning (RIPC), a method that
involves a brief ischemic episode on an organ or tissue that subsequently affords
protection to a remote organ or tissue, have been use in various experimental
models with promising results. The precise pathway activated by the RIPC isn’t clear,
but cytokine release modulation has been proposed as a candidate
mechanism. Thirty-six male rats (Rattus norvegicus) were divided in 3 groups: Sham;
I/R injury, a 45 minutes lobar (70%) liver ischemia and reperfusion; and RIPC, 6
cycles of 4 minutes of ischemia and 4 minutes of reperfusion of the right hindlimb
followed by a 45 minutes lobar (70%) liver ischemia and reperfusion. Liver tissue in
the affected lobe and blood samples were collected after 60 minutes and 180
minutes of reperfusion for histopathological study of liver I/R, plasma cytokines (TNF-
a, IL-6 and IL-10) and liver aminotransferases measurement (ALT). The
histopathological study demonstrated a significant lesser degree of liver necrosis in
the RIPC group (p <0,001). The aminotransferases levels followed the same pattern,
with significant lower levels in the RIPC group (p <0,001). The cytokines assessment
showed a reduction in the expression of IL-6 in the RIPC when compared with the I/R
group (p <0,01). Interleukin-10 levels were higher in the RIPC group, but the
difference wasn'’t significant. The TNF-a measurement didn’'t show any difference in
the groups. The RIPC model presented consistently reduced the I/R injury to the liver
and the IL-6 expression was similar to the reported in other studies.

Keywords: Ischemia-Reperfusion Injury. Liver. Remote ischemic preconditioning.

Tumor Necrosis Factor alpha. Interleukin-6. Interleukin-10.
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INTRODUCAO

Nas ultimas trés décadas houve um aumento exponencial no namero de
cirurgias hepaticas. Este aumento deve-se a uma conjungcdo de fatores:
aprimoramentos técnicos e tecnologicos que tornaram 0s procedimentos mais
seguros; evolucdo do paradigma de tratamento das metastases colorretais, com a
mudanca do foco das metdstases para o remanescente hepatico, aumento na
realizacdo de transplantes hepdticos, resultado do uso de doadores de critério
estendido e transplante intervivos; e uso de técnicas ablativas e da embolizacdo
portal.

Juntamente com o aumento no nimero de procedimentos, houve significativa
queda na morbimortalidade nas cirurgias hepaticas. Atualmente a mortalidade
encontra-se abaixo de 5% na maioria das grandes casuisticas. Segundo alguns
autores a principal causa de mortalidade pds-operatoria € a insuficiéncia hepatica
pés-resseccao, responsavel por até 60% destes casos[1].

A insuficiéncia hepatica pos-resseccao € um quadro grave, que se caracteriza
pelo surgimento de ictericia, coagulopatia e encefalopatia hepética apds a realizacéo
de uma cirurgia hepatica. Ha controvérsia acerca do seu diagndéstico clinico, sendo
os critérios de Balzan [2] e Schindl [3] os mais utilizados.

Trés fatores foram identificados como fundamentais na fisiopatologia da
insuficiéncia hepética pos-resseccdo: sepse, remanescente hepéatico de tamanho
insuficiente (small-for-size syndrome) e a lesé@o por isquemia-reperfusao (I/R) [4].

A lesdo de isquemia-reperfusdo (I/R) pode ser definida como o fenbmeno em
que o dano celular em um tecido submetido a isquemia néo letal é agravado pela
posterior restauracdo da oferta de oxigénio. Este fendbmeno pode ocorrer em todos
os 6rgdos que dependem de oferta constante de oxigénio através de perfuséo
ininterrupta, como no figado, intestino delgado, cérebro, coracédo e rim.

O estudo da lesédo por isquemia-reperfusdo avancou ao longo das ultimas
décadas gracas ao uso de diversos modelos experimentais. Grande quantidade de
evidéncias acerca da fisiopatologia da lesdo por isquemia-reperfusédo foi acumulada
desde entdo, o0 que permitiu a compreensao, ainda que incompleta, dos mecanismos

moleculares envolvidos.
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A lesdo hepatica por I/R é um processo complexo que envolve varios tipos
celulares e mediadores moleculares, cuja via final de acdo é a morte celular através
de combinacdo de apoptose e necrose. Pode ser dividido em trés fases: anoxia,
reperfusédo precoce e reperfusao tardia [5].

O processo se inicia com a interrupcdo subita do fluxo de O, (fase de
isquemia). Durante esta fase, a auséncia de O, e o consumo das reservas de
glicogénio leva a deplecdo de ATP, o que causa disfuncdo nas bombas de troca
ibnica e alteragcdes na homeostase de Na*, H" e Ca™, determinando assim edema
nas células endoteliais sinusoidais (CES), nas células de Kupffer (CK) - macréfagos
residentes do figado - e hepatécitos [6]. Neste momento pode ser identificada a
formacdo de blebs, protrusbes das membranas celulares e do reticulo
endoplasmatico, as alteracdes mais precoces na hipoxia hepatica [7]. Caso né&o
ocorra a normalizacédo do fluxo de O, apds 30 minutos, 0 processo evolui para a
morte celular. O edema celular aumenta progressivamente, ha permeabilizacdo das
membranas mitocondriais e lisossomais e, finalmente, os blebs coalescem e se
rompem, com liberacdo de enzimas intracelulares, colapso dos gradientes ibnicos e
necrose celular.

Outra consequéncia da reducao subita na concentracdo de ATP e do edema
nas CES e CK é a disfuncdo microcirculatoria, resultado da obstrucdo mecénica ao
fluxo causada pelo edema celular e pelo desequilibrio na producdo de endotelina e
oxido nitrico (NO), com reducédo proporcional do ultimo, o que leva ao estreitamento
dos sinusdides e agravamento da lesdo isquémica.

A necrose tecidual ocorrida na fase de isquemia leva a liberacdo de moléculas
gue normalmente s6 existem no meio intracelular, tais como a HMGB1, proteinas de
choque térmico (HSP), fragmentos de DNA e RNA. Ocorre também a degradacéo da
membrana basal, com a liberacdo de seus constituintes, tais como sulfato de
heparan, acido hialuronico e fibronectina. Todas estas moléculas séo,
conjuntamente, denominadas padrbes moleculares associados a danos (DAMP) [5].
Elas se caracterizam por ativar 0 sistema imune inato, gerando uma resposta
inflamatoria aguda, que é a responsavel pelos efeitos sistémicos e por grande parte
dos efeitos locais da leséo por I/R.

As DAMP séao reconhecidas por receptores celulares presentes na CK,
células dentriticas e em outras células ndo parenquimatosas, tais como as CES e as

células estreladas. Estes receptores sdo denominados receptores de
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reconhecimento de padrdes (PRR). Os mais estudados no mecanismo de I/R
hepéticos sao os do tipo semelhante ao Toll (TLR) [8].

No figado, o principal TLR envolvido é o TLR4, e seu ligante mais importante,
o0 HMGBL1. Apés a ativacdo do TLR4 ha sintese de TRADD3 por meio da via MyD88-
independente com produgdo de TNF-a e CXCL-10 [9]. O TLRY, localizado
primariamente nos polimorfonucleares, participa em uma fase mais tardia do
processo, ativado pela presenca de fragmentos de DNA liberados de células
necroticas fagocitadas, sendo responsavel por estimular a producéo de IL-10 [10].

As CK e células dentriticas, ativadas pelos mecanismos descritos acima, tem
papel central na fisiopatologia da lesdo por I/R, sendo responsaveis pelo
desencadeamento de uma resposta inflamatéria aguda classica. Elas iniciam a
producdo de radicais livres, principalmente espécies ativadas de oxigénio, e
citocinas pré-inflamatérias, como o fator de necrose tumoral alfa (TNF-a),
interleucina-1 beta (IL-1B), interferon gama (IFN-y), IL-6 e IL-18 (Figura 1).

Figura 1 — Ativacdo da CK (Modificado de Zhai)[11]
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ApGs a restauracéo do fluxo sanguineo, temos o inicio da fase de reperfuséo.
A acdo de quimiocinas e outras citocinas com fungdo quimiotaxica levam ao
recrutamento e infiltracdo hepatica de grande numero de neutréfilos e linfocitos.
Estes, por sua vez, sdo responsaveis por amplificar a lesdo celular através de
mecanismos imuno-mediados, tais como sintese de novas citocinas, producdo de
radicais livres de oxigénio, ativagcdo do sistema complemento e morte celular
mediada por linfécitos T CD8" e células NK.

O fator de necrose tumoral alfa (TNF-a) € a citocina mais importante no
mecanismo de I/R[12]. Ap0s a ligagdo do TNF-a forma-se um complexo proteico que
sofre endocitose e, juntamente com outras proteinas plasmaticas, pode dar origem a
dois complexo: o Complexo 2a, que através da associacdo com as pro-caspases 8 e
10 vai ativar o processo de apoptose; e o Complexo 2b, que leva a morte celular por
um mecanismo, recentemente descrito, denominado necrose programada, ou
necroptose [13]. Varios autores demonstraram que a necroptose é o principal
mecanismo de morte celular nas lesdes por I/R nos rins[14], retina[15], miocardio[16]
e figado[17].

A IL-6 é outra importante citocina produzida durante a lesao por I/R. Alguns
trabalhos mostraram que a IL-6 tem efeito hepatoprotetor e indutor da regeneracéo
hepética, sendo fundamental sua acdo para a limitacdo do dano celular nas
situacdes de lesdo por I/R[18].

Apesar da grande quantidade de dados relacionados aos mecanismos pro-
inflamatorios, se conhece proporcionalmente pouco em relacdo aos mecanismos
que levam a resolucdo da resposta inflamatéria. As principais citocinas que tém
efeito anti-inflamatério neste cenario sdo o fator de crescimento de hepatécitos
(HGF), IL-13 e a IL-10[5].

A IL-10 pertence a uma familia de varias citocinas (IL-19, 1L-20, IL-22, IL-24,
IL-26, IL-28A, IL-28B e IL-29) que compartilham uma estrutura similar. E produzida
por diversas células do sistema imunolégico, como os macrofagos, linfécitos T
reguladores e linfécitos T auxiliares. Seu receptor (IL-10R) pertence ao grupo dos
receptores de citocina do tipo Il (semelhantes aos receptores de interferon). Apés a
ligagdo com o IL-10R ocorre a ativagdo das cinases JAK1 e TYK2 que levam a
sintese de STATS3. Seu efeito principal sobre o sistema imunologico é a inibicdo dos

macrofagos e células dendriticas[19].
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Figura 2 — Via de sinalizacdo do TNFRL1. (Adaptado de Shuh) [12].
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O resultado final de todo este processo € a lesao tecidual hepatica decorrente

Apoptose Necroptose

do processo de I/R. O grau de dano tecidual € proporcional a duracdo da fase de
isquemia e da presenca de alteracdo parenquimatosa prévia (esteatose, hepatite
cronica, cirrose)[20].

Devido ao grande impacto que a lesdo por I/R tem no resultado das
resseccOes hepaticas e no transplante, uma grande quantidade de estudos foi
realizada na tentativa de desenvolver estratégias que atenuassem seus efeitos.

O pré-condicionamento isquémico remoto (PCIR) foi descrito por Przyklenk
em 1993 [21] em um modelo canino de isquemia miocéardica. O primeiro trabalho
demonstrando a aplicacdo do PCIR na protecdo hepatica a lesdo por I/R foi
publicado por Kanoria em 2006 [22]. Desde entdo alguns trabalhos foram publicados
mostrando eficacia do PCIR na protecédo hepatica.

No entanto 0 mecanismo molecular responsavel por seus efeitos ainda néo foi
esclarecido. A estimulacdo nervosa, producdo de mediadores pela resposta
sistémica induzida pela isquemia, adenosina, citocinas e mediadores intracelulares

ja foram propostos como agentes efetores da PCIR [23].
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Existem assim diversas lacunas na compreensdo dos mecanismos de agao
do PICIR, havendo necessidade de mais estudos para que seus mediadores e vias

de ativacao seja esclarecido, o que permitird o seu futuro emprego nas cirurgias.
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1 OBJETIVOS

Objetivo Geral:

Avaliar do efeito do pré-condicionamento isquémico remoto (PCIR) em um modelo
experimental de lesdo por isquemia-reperfusao hepética.

Objetivos Especificos:

1. Avaliar os niveis de TNF-a, IL-6 e IL-10 nos modelos de IR e PCIR.

2. Avaliar a injuria hepatica nos grupos IR e PCIR através da dosagem de

transaminase sérica (ALT) e estudo histopatologico.
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2 METODO

Foi utilizado um modelo experimental, em ratos, de lesdo por isquemia-
reperfusdo hepética, associado ao pré-condicionamento isquémico remoto.
Realizou-se estudo morfolégico dos lobos hepaticos, avaliagdo bioguimica com
dosagem de ALT e estudo da resposta inflamatoria através da analise da expressao
das citocinas TNF-alfa, IL-6 e IL-10.

O trabalho foi realizado no Laboratério de Cirurgia Experimental (LCE) da
Faculdade de Ciéncias Médicas da Universidade do Estado do Rio de Janeiro
(UERJ), com colaboracdo de docentes do Laboratério de Fisiologia da Nutricdo e
Desenvolvimento do Departamento de Ciéncias Fisiolégicas, e do Laboratério
Cultura de Células do Departamento de Histologia e Embriologia, ambos do Instituto
de Biologia Roberto Alcantara Gomes (IBRAG) da UERJ.

2.1 Animais e grupos
Foram utilizados 36 ratos adultos (Rattus norvegicus), machos, da raca
Sprague Dawley, com peso entre 280 e 300 gramas, divididos aleatoriamente em
trés grupos de 12 animais, conforme o tipo de procedimento a que foram
submetidos:
e Grupo Sham: Cirurgia simulada
e Grupo IR Isquemia-reperfusao

e Grupo PCIR: Pré-condicionamento isquémico remoto

Todos os animais foram provenientes do Biotério do LCE - UERJ e receberam
ragdo comercial apropriada e agua ad libitum, até obterem o peso ideal para o inicio

do experimento.

Os ratos foram alocados em gaiolas individuais e mantidos em condigéo-
padrao de laboratorio climatizado e com periodos claro-escuro de 12 horas durante

toda a duracdo do experimento.
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Os animais foram submetidos a anestesia com cloridrato de cetamina
(50mg/kg) + cloridrato de xilazina (20mg/kg), por via intramuscular. O procedimento

foi realizado conforme a alocac&o nos grupos.

2.1.1 Grupo Sham
Foi realizada laparotomia mediana supra-umbilical, de 4 cm, seguida de

mobilizacdo do figado por meio de liberacdo de suas fixacdes ligamentares,
reposicao volémica através de instilacdo de 1,0 ml de soro fisiolégico aquecido, e
fechamento da laparotomia, com sutura continua, em dois planos, com Prolene 4-0

(Ethicon, Johnson & Johnson, Brasil) (Figura 3).

Figura 3 — Procedimento cirdrgico do Grupo Sham

2.1.2 Grupo IR

Apés a realizacdo da laparotomia, como descrito para o Grupo Sham (cirurgia
simulada), o pediculo portal responsavel pela vascularizacdo dos lobos esquerdo e
medial foi identificado e, em seguida, realizada sua oclusdo com clampe vascular
curvo tipo Dieffenbach (Lang Medical, Cachoeiro de Macacu, RJ, Brasil) (Figura 4).

Apods 45 minutos de isquemia, retirou-se o clampe para permitir a reperfusdo dos
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lobos. Em seguida, foi feita a reposicdo volémica e fechamento da laparotomia
conforme descrito para o Grupo Sham.

Figura 4 — Clampeamento do pediculo portal para os lobos esquerdo e medial.

2.1.3 Grupo PCIR
Apds incisdo transversa na regido inguinal da pata traseira direita, procedeu-

se a identificacdo e isolamento dos vasos (artéria e veia femoral) responséaveis pela
irrigacdo do membro (Figura 5). Em seguida, foram aplicados seis ciclos de
isquemia-reperfusdo da pata, com 4 minutos de isquemia e 4 minutos de reperfuséo
em cada ciclo. A incisdo foi fechada com pontos simples de mononylon 4-0
(Brasuture, Sdo Sebastido da Grama, SP, Brasil). Ao término do PCIR, foram

realizados os procedimentos como descritos para o Grupo IR.

Figura 5 — Clampeamento do pediculo vascular para a pata inferior direita

3 )
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2.2 Delineamento temporal do experimento

Apés o término dos procedimentos cirargicos, em cada grupo, metade dos
animais era morta apés 60 minutos de reperfusdo e, a outra metade, apés 180
minutos.

Imediatamente antes da morte de cada animal foi colhido sangue, através de
puncao cardiaca percuténea, e retirado os lobos esquerdo e medial do figado. O
sangue foi coletado em tubo contendo EDTA (BD Vacutainer EDTA K2, BD
Diagnostics, Sdo Paulo, SP) e acondicionado imediatamente em recipiente com
gelo; a peca cirtrgica foi armazenada em frasco contendo solucdo de formalina
tamponada a 10%. Ao término da coleta do material acima descrito os animais foram

mortos por sobredose de tiopental sédico.

2.3 Processamento do material

2.3.1 Separacdo do plasma

Imediatamente apés a coleta, o sangue foi submetido a processamento para
separacao do plasma. Os tubos com sangue total foram centrifugados a 2500 RPM
por 15 minutos, a 4°C. Em seguida, a fracdo correspondente ao plasma foi coletada

e armazenada a - 70 °C para posterior anélise.

2.3.2 Processamento histolégico

Os lobos hepéticos coletados e fixados em solucdo de formalina tamponada
a 10% foram submetidos ao processo de desidratacdo, através de baterias
crescentes de alcool e diafanizado com xilol. Em seguida, o material foi banhado e
incluido em parafina liquida. Os blocos formados foram seccionados em cortes de 5

pMm, coletados em laminas e posteriormente corados com Hematoxilina-Eosina (HE).
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2.4 Dosagem das citocinas

As citocinas (TNF-alfa, IL-6 e IL-10) foram dosadas através da técnica de ELISA
(Enzyme-Linked Immunosorbent Assay) com uso de kit comercial especifico para
dosagem destas interleucinas em ratos (ER90133Ra, ER90079Ra, ER90056Ra,
Uscn Lifesciences, Texas, EUA). Inicialmente o reagente foi reconstituido em 1,0m
do diluente padrdao. Em seguida foi realizada uma diluicdo em série deste diluente
em oito passagens, com a criagdo de amostras com concentracfes de 1000 pg/ml,
500 pg/ml, 250 pg/ml, 125 pg/m, 62 pg/ml, 31,2 pg/ml, 15,6 pg/ml e 7,8 pg/ml. Estas
amostram foram utilizadas posteriormente para constru¢cdo de uma curva padrao.
Em seguida foram colocadas 100 pl da amostra de plasma, em duplicata, em cada
poco da placa e incubado a 37° C por 2 horas. Apés a remocao do liquido em cada
poco, foram colocados 100 ul do reagente de deteccdo A em cada um deles, a placa
foi coberta e novamente incubada a 37° C por 60 minutos. Na etapa seguinte cada
poco foi lavado trés vezes com a solucédo tampao, foi colocado 100 pl do reagente
de deteccdo B e a placa colocada na incubadora, a 37° C, por mais 30 minutos. Em
seguida a placa foi lavada com a solu¢do tampao por cinco vezes e adicionados 90
pl do substrato. A placa foi colocada na incubadora por 20 minutos. Assim que foi
retirada da incubadora, foram colocados 50 ul da solugcdo STOP em cada poco.
Terminada a reacdo de ELISA, a placa foi inserida em leitor de microplacas (Stat
Fax 2100, Awareness Technologies, FL, EUA) calibrado para leitura em 450 nm. Os
resultados medidos pelo aparelho foram analisados no pacote estatistico GrapPad
Prism. Apdés a construgcdo de uma curva padrdo e criagdo de um modelo de
regressao linear, os valores das concentracdes séricas foram inferidos a partir da

densidade optica de cada amostra.
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2.5 Transaminases hepaticas
A dosagem de ALT no plasma foi realiza através de método cinético utilizando
o analisador Bioclin Systems 1l e o kit K049 (Bioclin, Belo Horizonte, MG, Brasil),

conforme indicac&o do fabricante.

2.6 Estudo histopatoldgico

Para avaliacdo histoldégica da injuria hepética, as seccdes histologicas
coradas foram observadas ao microscopio de luz Olympus BX-51 e as imagens
foram capturadas utilizando um sistema de video-microscopia. A quantificacdo da
injuria hepatica foi feita através do Escore Modificado de Injuria Hepética (Modified
Liver Injury Score) (Tabela 1) a partir da analise de cinco campos aleatorios,
capturados com objetiva de 40x, de trés laminas histologicas de cada animal,

totalizando 180 campos por grupo.

Tabela 1 — Classificacdo das alteracdes histopatoldgicas da leséo I/R (continua)
Alteracéo Pontuacdo Interpretacao

Histopatologica

Infiltrag&o neutrofilos Nenhuma

Rara

Espalhada em alguns l6bulos
Espalhada na maioria dos l6bulos

Nas confluéncias lobulares

g A W N B O

Agrupamentos densos
Necrose celular Nenhuma

1-2 corpos apoptoéticos
>3 corpos apoptoéticos

1-2 focos de necrose

A W N B+ O

3 ou mais focos de necrose
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5 1 area de necrose confluente

Tabela 1 — Classificacdo das alteracdes histopatolégicas da lesédo I/R (continuagao)

(o]

Multiplas areas de necrose confluente

\‘

Area de necrose maior que o tecido
viavel

8 Nenhum ou quase nenhum tecido

viavel

Alteracdes eosinofilicas Nenhuma
Raras
Espalhada em alguns I6bulos
Espalhado na maioria dos Iébulos

A W N O

Generalizada

o

Desarranjo celular Leve

'_\

Moderado

N

Acentuado
Balonizacdo hepatdcitos Nenhum

Focal

Alguns l6bulos afetados

Maioria dos I6bulos afetados

A W N B O

Generalizado
Vacuolizacao Nenhuma
citoplasmatica Rara

Espalhada em alguns l6bulos

Espalhada na maioria dos lobulos

A WO N P+ O

Generalizada

Tabela 1 — Classificacdo das altera¢des histopatoldgicas da leséo I/R (concluséo).
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Extravasamento Nenhum

Hemacias Raro
Perivenular

Perivenular zona média

A W N B O

Panlobular
Dilatacao sinusoidal Ausente
Rara

Perivenular

w N+ O

Perivenular zona média

4 Panlobular

Fonte: Adaptado de ABU-AMARA, 2012

2.7 Analise estatistica

Andlises estatisticas foram utilizadas para comparagdo entre 0s grupos da
expressao de TNF-alfa, IL-6 e IL-10, do escore de injuria hepatica e da dosagem de
ALT.

Para andlise da expressdo das citocinas e dosagem das enzimas hepéticas
foi utilizada a analise de variancia (ANOVA) e o pés-teste de Holm-Sidak para
comparagao entre grupos.

Na comparacdo dos escores de injdria celular foi utilizado o teste de Kruskal-
Wallis, um método ndo-paramétrico, e o pos-teste de Dunn para comparacao entre
grupos.

Foi utilizado o pacote estatistico GraphPad Prism 6.0 (GraphPad, California,
EUA) para os célculos; e em todas as analises, um valor de p < 0,05 foi estabelecido

para a rejeicao da hipotese nula.
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2.8 Aspectos éticos nos cuidados com animais

Este projeto de pesquisa foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa
Animal do Instituto de Biologia Roberto Alcantara Gomes da Universidade do Estado
do Rio de Janeiro sob o numero 035/2011.

Todos o0s procedimentos seguiram, rigorosamente, a regulamentacdo

existente sobre experimentacdo com animais[24].
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3 RESULTADOS

3.1 Anélise histopatologica

3.1.1 Necrose hepatocitaria

Quando foi analisada a presenca de necrose, o grupo IR 3h apresentou
necrose significativamente maior que a identificada em todos 0s outros grupos:
Sham 1h (3,56 vs 0,00, p < 0,0001), grupo Sham 3h (3,56 vs 0,06, p < 0,05), grupo
IR 1h (3,56 vs 0,5, p < 0,0001), grupo PCIR 1h (3,56 vs 0,72, p < 0,01) e grupo PCIR
3h (3,56 vs 0,33, p < 0,0001). Foi notada também necrose significativamente maior
no grupo PCIR 1h quando comparado com o grupo Sham 1h (0,72 vs 0,0, p < 0,05).
N&o houve diferenca significativa entre os grupos PCIR 1h e PCIR 3h (0,72 vs 0,33)
(Figura 6 e Gréfico 1)

Grafico 1 — Avaliacdo da presenca de necrose hepatocitaria apds 60 minutos e 180

minutos de reperfusao.

Necrose Hepatocitaria

5 * _2Sham 1h
* 2 |R 3h
. _
3-
2_
1- ex *, * % .
N =—— U =
Sham 1h Sham 3h IR 1h IR 3h PCIR 1h PCIR 3h

Legenda: A barra representa a média + EPM de 18 observagcbes por grupo. Houve diferenca
estatisticamente significativa entre os grupos IR 3h e os outros grupos (p < 0,0001).
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Figura 6— Fotomicrografias de tecido hepatico corado com hematoxilina-eosina,
objetiva de 40X. (A-B)

Legenda: A — Grupo Sham 1h; B Grupo Sham 3h; C — Grupo IR 1h; D — Grupo IR 3h; E - Grupo PCIR

Nota:

Fonte:

1h; E — Grupo PCIR 3h

A e B demonstrando arquitetura tecidual normal. (C) qual observa-se lesdes celulares
reversiveis (seta). (D) apresentando area de necrose celular (seta). (E) observa parénquima
hepético semelhante ao grupo Sham. (F) apresentando eosinofilia citoplasmatica (seta) e
presenca de infiltrado inflamatorio associado & extravasamento de hem@cias (asterisco).
GUIMARAES FILHO, 2013
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3.1.2 Balonizacéo hepatocitéria
A avaliacdo da presenca de balonizacdo hepatocitaria mostrou aumento

significativo da sua presenca no grupo IR 1h quando comparado ao grupo Sham 1 h
(1,78 vs 0,00, p < 0,0001) e o grupo Sham 3h (1,78 vs 0,0, p <0,0001). Houve
aumento da balonizagdo no grupo IR 3h quando comparado aos grupos Sham 1h
(2,72 vs 0,00, p < 0,0001) e Sham 3h (2,72 vs 0,00, p < 0,0001). O grupo PCIR 3h
apresentou balonizacdo significativamente maior que os grupos Sham 1h (2,17 vs
0,00, p < 0,0001) e Sham 3h (2,7 vs 0,00, p < 0,0001). Também houve aumento
significativo da balonizagédo nos grupo PCIR 3h quando comparados aos grupos
Sham 1h (2,28 vs 0,00, p < 0,0001) e Sham 3h (2,28 vs 0,00, p < 0,0001). Nao

houve diferenca na balonizacédo hepatocitaria entre os grupos IR e PCIR (Gréfico 2).

Gréfico 2 — Avaliacdo da presenca de balonizacdo hepatocitaria ap6s 60 minutos e
180 minutos de reperfuséo.

Balonizacao Hepatocitaria

31 * Kk * -%Sham 1h
** -« Sham 3h

2 ~r=

1_

c [ 1 I '*

I 1 I
Sham 1h Sham 3h IR 1h IR3h  PCIR1h PCIR 3h

Legenda: A barra representa a média + EPM de 18 observacgdes por grupo. Houve diferenca
estatisticamente significativa entre o grupo sham e os outros grupos (p <0,0001). N&o foi
identificada diferenga significativa entre os grupos IR e PCIR.



34

3.1.3 Infiltrado de polimorfonucleares

A identificagéo de infiltragdo de polimorfonucleares foi maior no grupo PCIR
1h que nos grupos Sham 1h (2,44 vs 0,11, p < 0,0001) e Sham 3 h (2,44 vs 0,89, p <
0,0001). No grupo PCIR 3 h também houve aumento significativo na infiltracdo de
neutrofilos quando comparados aos grupos Sham 1h (2,28 vs 0,11, p < 0,0001) e
Sham 3h (2,28 vs 0,89, p < 0,0001). Também foi identificada diferenca significativa
entre os grupos IR 1h e o grupo Sham 1h (1,56 vs 0,11, p < 0,0001), e entre os
grupos IR 3h e Sham 1h (1,56 vs 0,11 p < 0,001). N&do houve diferenca entre os
grupos IR e PCIR (Grafico 3).

Grafico 3 — Avaliacdo da presenca de infiltracdo de polimorfonucleares apés 60

minutos e 180 minutos de reperfusao

Inflitracao Polimorfonucleares

) L % § ** _ 2 Sham 3h
1- N
L

G @ 1 ) I I L
Sham 1h Sham 3h IR 1h IR3h PCIR1h PCIR 3h
Legenda: . A barra representa a média + EPM de 18 observacdes por grupo. Houve diferenca

estatisticamente significativa entre o grupo Sham e os outros grupos (p < 0,0001). N&o foi identificada
diferenca significativa entre os grupos IR e PCIR.
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3.1.4 Vacuolizacao citoplasmética

O estudo da vacuolizagdo citoplasmatica mostrou aumento significativo da
vacuolizacdo no grupo IR 1h quando comparado ao grupo Sham 1h (2,28 vs 0,11, p
< 0,0001) e ao grupo Sham 3h (2,28 vs 0,11, p < 0,0001). O grupo IR 3h também
demonstrou aumento significativo quando comparado aos grupos Sham 1h (2,67 vs
0,11, p < 0,0001) e Sham 3h (2,67 vs 0,11, P < 0,0001). O grupo PCIR 1h teve
aumento da vacuolizagdo em comparacdo com os grupos Sham 1h (2,11 vs 0,11, p
< 0,0001) e Sham 3 h (2,11 vs 0,11, p < 0,0001). O grupo PCIR 3h também mostrou
aumento quando comparado aos grupos Sham 1h (2,22 vs 0,11, p < 0,0001) e Sham
3h (2,22 vs 0,11, p < 0,0001). Nao houve diferenga entre os grupos IR e PCIR
(Gréfico 4).

Gréfico 4 — Avaliacdo da presenca de vacuolizacdo citoplasmatica apés 60 minutos
e 180 minutos de reperfuséo.

Vacuolizacao Citoplasmatica

37 o * -z Sham 1h
*, ** * k% * *k ** _ 2% Sham 3h
- ) -

) -T—

14

0 s [emen

Sham thSham 3h IR1h  IR3h PCIR 1h PCIR 3h

Legenda: A barra representa a média + EPM de 18 observagbes por grupo. Houve diferenca
estatisticamente significativa entre o grupo sham e os outros grupos (p< 0,0001). N&o foi
identificada diferenca significativa entre os grupos IR e PCIR.
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3.1.5 Eosinofilia Citoplasmética

A eosinofilia citoplasmética mostrou-se aumentada de forma significativa no
grupo IR 1h quando comparado ao grupo Sham 1h (1,94 vs 0,11, p < 0,0001) e ao
grupo Sham 3h (1,94 vs 0,11, p < 0,0001). O grupo IR 3h também demonstrou
aumento significativo quando comparado aos grupos Sham 1h (2,44 vs 0,11, p <
0,0001) e Sham 3h (2,44 vs 0,11, P < 0,0001). O grupo PCIR 1h teve aumento da
presenca de eosinofilia em comparacdo com os grupos Sham 1h (2,50 vs 0,11, p <
0,0001) e Sham 3 h (2,50 vs 0,11, p < 0,0001). O grupo PCIR 3h também mostrou
aumento em relagdo aos grupos Sham 1h (2,17 vs 0,11, p < 0,0001) e Sham 3h
(2,17 vs 0,11, p < 0,0001). Nao houve diferenca entre os grupos IR e PCIR (Grafico
5).

Grafico 5 — Avaliacdo da presenca de eosinofilia hepatocitaria apds 60 minutos e

180 minutos de reperfuséo

Eosinofilia Citoplasmatica

37 N * - Sham 1h
** - Sham 3h

7

* %%
Sham 1hSham 3h IR 1h IR3h PCIR 1h PCIR 3h

0

Legenda: A barra representa a média + EPM de 18 observagdes por grupo. Houve diferenca
estatisticamente significativa entre o grupo Sham e os outros grupos. (p < 0,0001) N&o foi
identificada diferenca significativa entre os grupos IR e PCIR.
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3.1.6 Dissociacado hepatocitaria

A identificacdo de desarranjo dos hepatocitos foi mais frequente no grupo IR
1h quando comparado ao grupo Sham 1h (1,83 vs 0,00, p < 0,0001) e ao grupo
Sham 3h (1,83 vs 0,00, p < 0,0001). O grupo IR 3h também demonstrou aumento
significativo na presenca de hepatdcitos dissociados quando comparado aos grupos
Sham 1h (2,44 vs 0,00, p < 0,0001) e Sham 3h (2,44 vs 0,00, P < 0,0001). O grupo
PCIR 1h teve aumento na identificacdo de dissociacdo dos hepatdcitos em
comparacgdo com os grupos Sham 1h (2.06 vs 0,00, p < 0,0001) e Sham 3 h (2,06 vs
0,00, p < 0,0001). O grupo PCIR 3h também mostrou aumento em relacdo aos
grupos Sham 1h (1,33 vs 0,00, p < 0,001) e Sham 3h (1.33 vs 0,11, p < 0,001). Nao

houve diferenca entre os grupos IR e PCIR (Grafico 6).

Grafico 6 — Avaliacdo da presenca de hepatécitos dissociados ap6s 60 minutos e

180 minutos de reperfuséo

Hepatécitos Dissociados * __.Sham 1h

3- . %x ** - Sham 3h

b]
—

* k%

iy

Ll L] ]
Sham 1h Sham 3h IR 1h IR3h PCIR1h PCIR 3h

Legenda: . A barra representa a média + EPM de 18 observagdes por grupo. Houve diferenca
estatisticamente significativa entre o grupo Sham e os outros grupos (p < 0,001). N&o foi
identificada diferenca significativa entre os grupos IR e PCIR.
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3.1.7 Extravasamento de hemécias

O extravasamento de hemécias (hemacias fora do espago sinusoidal) foi
maior nos grupo PCIR 3h quando comparado aos grupos Sham 1h (0,61 vs 0,00, p <
0,05) e Sham 3h (0,67 vs 0,00, p < 0,05). Nao foi identificado aumento significativo

na comparacgao entre os outros grupos (Grafico 7).

Grafico 7 — Avaliacao da presenca de extravasamento de hemacias apos 60 minutos

e 180 minutos de reperfuséo.
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Legenda: A barra representa a média + EPM de 18 observagdes por grupo. Houve diferenca
estatisticamente significativa apenas entro o grupo Sham eo grupo PCIR 3h (p < 0,05).
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3.2 Transaminases

Na dosagem de ALT plasmatica, o grupo com os maiores valores foi 0 Grupo
IR 3h, com diferenca significativa quando comparado aos grupos Sham 1h (564,0 vs
80,5 p < 0,001), Sham 3h (564,0 vs 100,8, p < 0,001), PCIR 1h (564,0 vs 315,8, p
<0,001) e PCIR 3h (564,0 vs 375,4 p <0,01). Houve também diferenca significativa
ente os grupos PCIR 1h e os grupos Sham 1h (315,8 vs 80,5, p < 0,001) e Sham 3h
(315,8 vs 100,8, p < 0,001). Nao foi identificada diferenca entre os grupos PCIR 1h e
PCIR 3h (Gréfico 8).

Gréfico 8 — Dosagem de ALT apds 60 minutos e 180 minutos de reperfuséo.
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Legenda: A barra representa a média + EPM de 12 amostras por grupo. Houve diferenca
estatisticamente significativa entre o grupo IR 3h e os outros grupos (p< 0,001). Também
foi identificada diferencga entre os grupos Sham e os grupos I/R e PCIR (p< 0,001). N&o foi
identificada diferenca significativa entre os grupos PCIR.
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3.3 Dosagem das citocinas plasmaéticas

Os resultados da andlise da dosagem plasmética de TNF-q, IL-6 e IL-10 pela
técnica de ELISA estéo representados no Grafico 9.

A dosagem plasmatica do TNF-a mostrou que os grupos IR e PCIR
apresentaram valores superiores aos encontrados nos grupo Sham, porém esta
diferenca néo alcangou diferenca estatisticamente significativa. Nao houve diferenca
entre os grupos IR e PCIR.

A analise dos valores de IL-6 mostrou aumento significativo no grupo PCIR 1h
quando comparados aos grupos Sham 1h (409,8 vs 122,5, p < 0,0001), Sham 3h
(409,8 vs 202,5, p < 0,0001) e PCIR 3h (409,8 vs 274,6, p < 0,05). O grupo PCIR 1h
mostrou média superior a encontrada nos grupos IR 1h (409,8 vs 307,2) e IR 3h
(409,8 vs 322,4) porém esta diferenca ndo alcancou significancia estatistica. O
grupo IR 1h mostrou valores significativamente maiores que os grupos Sham 1h
(307,2 vs 1225, p < 0,001) e Sham 3h (307,2 vs 202,5, p < 0,05). O grupo IR 3h
mostrou elevacao significativa dos valores de IL-6 quando comparados aos grupos
Sham 1h (322,4 vs 122,5, p < 0,0001) e Sham 3h (322,4 vs 202,5, p < 0,05).

No estudo da IL-10 notaram-se valores maiores nos grupos PCIR 3 h quando
comparados aos grupos IR 3h (1080 vs 944,6), IR 1h (1080 vs 915,4), Sham 1h
(1080 vs 833,2) e Sham 3h (1080 vs 915,7), porém esta diferenca so foi significativa
na comparacao entre os grupos PCIR 3h e Sham 1h (1080 vs 833,2, p < 0,05).
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Gréfico 9 - Dosagem de citocinas (TNF-a, IL-6 e IL-10) plasméticas apds 60 minutos
e 180 minutos de reperfuséo.
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Legenda: Cada barra representa a média + EPM de 12 amostras por grupo. Na dosagem de TNF-a e
IL-10 ndo houve diferenca significativa entre os grupos. Na dosagem de IL-6 houve
diferenca significativa entre os grupos IR e PCIR.
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4 DISCUSSAO

A lesdo por I/R é um dos mecanismos fisiopatoldégicos mais importantes no
desenvolvimento da insuficiéncia hepatica pos-resseccao e na disfuncdo priméria de
enxerto no poés-operatério dos transplantes hepaticos. Sua relevancia na cirurgia
hepatobiliar se traduz nas centenas de estudos que foram realizados no intuito de
compreender seus mecanismos e no desenvolvimento de estratégias para minimizar
os seus efeitos deletérios.

Estas estratégias podem ser divididas em duas grandes categorias:
cirdrgicas e farmacoldgicas. Neste grupo temos um grande numero de drogas que,
pelo menos em estudos experimentais, mostraram um impacto positivo em relacao a
reducdo da lesdo hepatica por I/R. Dentre elas temos 0s anestésicos halogenados
como o sevoflurano, que reduziu a lesdo celular por I/R [25]. Assim, para evitar a
introducdo de um possivel viés neste estudo, 0 uso de anestésicos inalatorios foi
evitado, sendo escolhida como técnica anestésica a injecdo intramuscular de
solugdo de cloridrato de cetamina (50mg/kg) e cloridrato de xilazina (20mg/kg),
procedimento anestésico de uso rotineiro no Laboratorio de Cirurgia Experimental da
FCM — UERJ, que se mostrou eficiente, seguro e de facil execucéo.

Os modelos animais foram amplamente empregados no estudo da leséo
hepética por I/R. Os roedores sdao 0s animais de experimentacdo mais utilizados, ja
que tem ampla disponibilidade, envolvem menos conflitos éticos e ha disponibilidade
de reagentes, anticorpos e outros insumos para estudos de biologia molecular e
imunohistoquimica. Além da espécie, outras varidveis importantes na selecdo de um
modelo experimental incluem a idade e o género do animal. Os animais adultos (em
torno de 250g) sdo os mais utilizados, jA que 0s muito jovens apresentam maior
resisténcia a lesdo por I/R e suas reduzidas dimens@es dificultam a manipulagéo
cirurgica; e os mais velhos (250-400g) apresentam risco maior de complicagdes
respiratorias pos-operatorias. Ha grande influéncia dos horménios sexuais femininos
na resisténcia do tecido hepatico a isquemia, portanto sao utilizados apenas animais
machos na grande maioria dos trabalhos experimentais. No presente trabalho optou-
se pelo uso de ratos da raca Sprague-Dawley como animais de experimentacao
pelos motivos discutidos acima. O peso dos animais, entre 250 e 280 g, foi escolhido
por apresentar uma boa correlacdo entre tamanho e risco de complicacbes poés-

operatdrias.
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Estes modelos podem ser classificados em duas categorias: isquemia
hepética global e isquemia hepatica parcial.

As técnicas de isquemia global tem como base o clampeamento do ligamento
hepatoduodenal, com interrupcéo total do fluxo sanguineo hepatico, o que determina
isquemia em todo o figado. Sua principal vantagem é mimetizar o que ocorre na
pratica clinica, pois é semelhante & manobra de Pringle, utilizada nos procedimentos
cirdrgicos hepaticos de grande porte. No entanto apresentam um grande
inconveniente: a interrupcdo do fluxo na veia mesentérica superior e na veia porta
leva a alto risco de isquemia mesentérica e endotoxemia por via portal. Para
contornar estas complicacbes foram desenvolvidas diversas técnicas para
descompressao portal durante o periodo de isquemia global: shunts porto-sistémicos
com tubos revestidos com endotélio [26] e anastomoses porto-sistémicas, como 0s
shunts portofemoral, mesentericocaval e esplenocaval [27]. Outra estratégia de
descompressao portal - a transposi¢cao esplénica —descrita por Meredith e Wade em
1981 - consiste na transposicdo do baco para o subcutaneo[28]. Em poucas
semanas se desenvolve circulacdo colateral porto-sistémica extensa suficiente para
garantir uma descompressao portal eficiente durante o clampeamento do ligamento
hepatoduodenal.

Os modelos de isquemia parcial se caracterizam pelo clampeamento de um
pediculo lobar, determinando isquemia de apenas uma parte do parénquima
hepatico. A técnica mais emprega foi descrita por Yamauchi em 1982 [29] e consiste
no clampeamento do pediculo portal comum aos lobos medial e esquerdo. Como
ndo ha interrupcdo do retorno venoso portal, ndo ha necessidade de realizacdo de
shunt porto-sistémico. Assim temos isquemia de massa consideravel de hepatocitos
(70%) através de um procedimento cirdrgico simples.

Por sua simplicidade e eficacia, a técnica de Yamauchi foi selecionada como
o procedimento a ser empregado no Grupo IR. Todos os animais submetidos a esta
técnica toleraram bem este procedimento, ndo tendo sido identificada nenhuma
complicagdo intestinal ou infecciosa no pos-operatério.

A leséo hepatica por I/R pode ser dividida em duas fases: uma precoce, com
duracdo de 2 a 3 horas, em que se observa a ativagcdo das CK, producdo de
citocinas (principalmente TNF-a) e lesdo hepatocelular moderada com liberagao de
transaminases; e uma tardia, que se estende de seis até 48 horas, caracterizada

pela infiltracdo de neutrdfilos e lesdo hepatocelular extensa mediada por radicais
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livres de oxigénio e outras substancias citotoxicas produzidas pelos neutrofilos [30],
sendo o pico de necrose identificado em torno de 6 horas de reperfusédo[11]. Como o
presente trabalho é o primeiro em uma linha de pesquisa em PCIR iniciada
recentemente no Departamento de Cirurgia Geral da Faculdade de Ciéncias
Médicas da Universidade do Estado do Rio de Janeiro, optou-se por estudar a fase
precoce da leséo por I/R, limitando o tempo méximo de reperfusdo em 3 horas.

Diversas estratégias cirargicas para modulacdo da lesdo por I/R foram
desenvolvidas. Elas podem ser classificadas em pré-condicionamento isquémico
(PCI), pés-condicionamento isquémico (PoCl) e pré-condicionamento isquémico
remoto (PCIR) [31].

O PCIR foi descrito por Przyklenk em 1993 [21] em um modelo canino de
isquemia miocardica. Ele demonstrou que o clampeamento intermitente prévio na
artéria circunflexa reduziu a area de infarto apés a oclusédo da artéria descendente
anterior. O estudo concluiu que haveria um fator transportavel, originado no territorio
da artéria circunflexa, que foi capaz de proteger uma area vascularizada por outra
artéria coronaria.

A partir deste estudo inicial, diversos pesquisadores demonstraram que 0
miocardio poderia ser protegido por estimulos originados da isquemia intermitente
em diversos 6rgaos: rim, intestino delgado[32] e membros[33].

A observacdo que o PCIR poderia ser aplicado nos membros gerou ainda
mais interesse na técnica, ja que permitia seu emprego de forma néo invasiva, o0 que
a torna facilmente aplicavel na pratica clinica.

Apés a constatacdo da eficacia da PCIR na protecdo miocardica, diversos
estudos demonstraram a sua eficacia em outros 6érgdos-alvo: SNC [34]; rim [35],
[36]; pulméo [37]; trato gastrintestinal [38] e figado (Tabela 2).

Em todos os estudos publicados que avaliaram o PCIR na I/R hepatica o pré-
condicionamento foi aplicado na pata dos animais. No entanto diversas técnicas
foram empregadas para a inducéo da isquemia: torniquete [39], banda elastica [40],
manguito inflavel [22] e clampeamento cirargico do pediculo vascular [41] do
membro. Neste trabalho optou-se pelo clampeamento vascular, ja que € um método
simples, reprodutivel e que garante a interrupcao do fluxo sanguineo para o membro
sem a necessidade do uso de fluxometria Laser Doppler para controle da eficacia da
isquemia. Uma preocupagdo com a aplicacdo da PCIR no membro era a

possibilidade de lesdo da inervacdo da pata, seja durante a disseccdo e o
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clampeamento dos vasos femorais ou durante a aplicacdo de compresséo externa,
atreves de torniquetes e bandas eldsticas [42]. Neste estudo todos os animais
submetidos a esta técnica ndo apresentaram alteracbes motoras identificaveis na
pata submetida ao clampeamento, atestando a seguranca do procedimento.

Na maioria dos trabalhos publicados, o protocolo de PCIR era composto por
trés a seis ciclos de I/R do membro variando de cinco a 10 minutos. Em duas
publicacdes foram utilizados apenas um ciclo de I/R de 10 minutos de duracéo
(Tabela 2). Optou-se neste trabalho pela utilizacdo de seis ciclos de I/R com quatro
minutos de duracao por ser o protocolo empregado nos estudos que demonstraram
os resultados mais satisfatorios.



Tabela 2 — Principais estudos sobre PCIR em modelos de I/R hepética

Autor Ano Espécie Protocolo RIPC Protocolo I/R Endpoint Protecao
Kanoriaet 2006 Coelho 3 x 10 min 25 min isquemia + 2 h Transaminases, Sim
al [22] isquemia + 10 min  de reperfuséo histologia, SaO.

reperfusao

Tapuria et 2009 Rato 5 x5 minisquemia 45 min isquemia + 3 h  Microsopia intravital, Sim
al [39] + 5 min reperfusdo reperfusdo histologia,

transaminases
Wang et al 2010 Camundongo 10 min isquemia + 60 min isquemia + 4 h TNF-a, HMGB-1, Sim
[40] 10 min reperfusdo  de reperfusao Transaminases,

apoptose
Abu-Amara 2011 Camundongo 6 x 4 min isquemia 40 min isquemia + 2 h Transaminases, Sim
et al [43] + 4 min reperfusdo reperfusdo histologia,

microcirculacéo
Abu-Amara 2011 Camundongo 6 x 4 min isquemia 40 min isquemia + 2 h NO sintase, Sim
et al [42] + 4 min reperfusdo reperfusdo transaminases,

microscopia eletrbnica

46
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Na avaliacdo histopatolégica em modelos experimentais de lesdo hepatica por I/R
podem ser utilizados diversos critérios, como os de Suzuki [39] e de Camargo [42].
Como neste trabalho era fundamental a caracterizacéo e a validacdo do modelo de
PCIR empregado, optou-se pelo Escore Modificado de Injuria Hepatica (Tabela 1), ja
que permite uma caracterizagdo minuciosa das principais alteragbes
histopatolégicas encontradas na lesao hepética por I/R.

No presente trabalho foi possivel identificar alguns padrdes de resposta
histopatolégica.

Como esperado, houve diferenca significativa entre o grupo Sham e o0s
grupos I/R e PCIR em todos os critérios histologicos estudados.

Em relacdo as lesdes celulares reversiveis (balonizacdo, vacuolizacao
citoplasmatica, eosinofilia e dissociacdo hepatocitaria) ndo foi identificada diferenca
significativa entre os grupos I/R e PCIR.

A infiltracdo de polimorfonucleares foi bem mais intensa no grupo PCIR
guando comparado ao grupo I/R. Mesmo néo al¢cando significancia estatistica, estes
resultados sugerem uma tendéncia a uma resposta quimiotaxica mais intensa no
grupo PCIR, com significado biolégico ainda incerto.

Nao houve diferenga significativa no critério extravasamento de hemécias
entre os grupos I/R e PCIR.

O resultado histopatoldégico mais relevante foi em relagdo a necrose celular.
No grupo PCIR 3h houve reducdo significativa da necrose celular quando
comparado com o grupo I/R 3h. Fica claro, assim, o papel protetor do PCIR na leséao
hepética por I/R. Vale ressaltar a importancia da variavel tempo de reperfusdo na
presenca de necrose, demonstrado pela diferenca entre os grupos I/R 1h e I/R 3h.

Em trabalho que utilizou a metodologia de avaliacdo histopatolégica
semelhante a deste estudo [43], os resultados foram bastante similares. As Unicas
diferencas encontradas foram uma reducdo significativa da dissociacao
hepatocitaria, da balonizacdo celular e da infiltracho mais intensa de
polimorfonucleares no Grupo PCIR quando comparado ao grupo I/R.

A dosagem de ALT & um marcador classico de necrose hepatica, sendo
empregada em estudos clinicos e experimentais como marcador de injdria hepatica.
Nos principais estudos que empregaram o PCIR em modelos de lesdao hepatica por
I/R houve reducdo significativa nos niveis plasmaticos de ALT (Tabela 2). Este

estudo reproduziu estes resultados, sendo identificada reducéo significativa nos
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niveis plasmaticos de ALT no grupo PCIR 3-h quando comparado ao grupo I/R 3h,
novamente demonstrando o efeito protetor do PCIR na lesdo hepética por I/R e
corroborando os achados do estudo histopatolégico.

Ainda que a eficacia do PCIR tenha sido demonstrada, os mecanismos
moleculares responsaveis por seus efeitos ainda ndo foram esclarecidos. O primeiro
evento ocorre no tecido responsavel pelo estimulo ao PCIR, onde sdo gerados os
fatores protetores. A segunda etapa se refere a transmissao destes fatores até o
orgao-alvo, que pode ser mediada por mecanismos neuronais, por substancias
transportadas pela corrente sanguinea, por resposta sistémica ou uma combinacao
destes trés mecanismos. Finalmente, a terceira etapa engloba os eventos que
ocorrem no orgao-alvo e conferem protecao a este tecido [23].

Acredita-se que as vias de sinalizacao intracelulares ativadas pelo PCIR,
tanto no tecido em que o estimulo é aplicado quanto no o6rgdo-alvo, sejam
semelhantes as envolvidas no mecanismo de PCI, sendo os mediadores mais
importantes: adenosina, bradicinina, opidides enddgenos, angiotensina, NO, radicais
livres de oxigénio, Akt, Erk1/2, MAPK e STAT3 e STATS5 [44], [45].

Ha controvérsia em relacdo a etapa intermediaria, ou seja, qual a via
responsavel por levar o estimulo aplicado a distancia até o 6rgao-alvo.

Os autores que defendem a via neuronal como a mais relevante argumentam
gue o bloqueio na inervagdo da regido onde o PCIR é aplicado, seja através da
utilizacao de bloqueadores ganglionares, como o trimetafam [46], ou a seccéo neural
[47], h& perda do efeito protetor no 6rgédo alvo. Esses autores acreditam que o
estimulo isquémico remoto leva a liberacdo local de adenosina, CGRP e bradicinina,
gue estimulam as terminacdes nervosas aferentes onde o estimulo € aplicado e
estas, por sua vez, estimulam fibras nervosas eferentes que terminam no érgéao-
alvo, transmitindo assim o efeito protetor.

Duas linhas de evidéncia apoiam a hipotese de uma via humoral como
explicacdo para o PCIR. Dickson e colaboradores[48] mostraram que o sangue
coletado de um animal que foi submetido ao PCIR foi capaz de reduzir a lesédo por
/R outro animal que n&o tinha sido submetido ao PCIR. Varios
pesquisadores[32],[49] identificaram a necessidade de um periodo de reperfusdo do
orgao-alvo para que o efeito protetor da PCIR fosse observado, sugerindo que seria
necesséario que um fator humoral presente na circulacdo sistémica alcangasse o

orgao-alvo. Varias substancias foram sugeridas como possiveis mediadores
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humorais do PCIR, destacando-se a adenosina, opibdides, endocanabindides,
angiotensina-1 e prostanglandinas [23].

Outro mecanismo que explicaria a transmissao do efeito protetor é a resposta
sistémica desencadeada pela isquemia transitoria no sitio remoto. Foi demonstrado,
através de estudo de expressao génica com microarrays, que a isquemia por um
curto periodo leva a supressdo de diversos genes com acdo pro-inflamatoria,
reduzindo a sintese de citocinas, a migracao leucocitaria e a apoptose; e a ativacao
de genes anti-inflamatérios como o HSP70[50].

Poucas publicacBes até agora abordaram possiveis mecanismos de acao do
PCIR na leséo hepética [23] e ha poucos estudos que caracterizem especificamente
o efeito da PCIR na sintese de citocinas.

A ativacao do sistema imunolégico inato tem papel central na leséo por I/R e
um dos seus agentes efetores mais importantes sdo as citocinas. Elas sao
responsaveis por induzir uma resposta inflamatéria aguda, base da lesé@o celular por
I/R; mas também limitar o dano tecidual, participando dos sinais de feedback
negativos que regulam a resposta inflamatéria; além de estimular a regeneracao
hepatica.

A citocina central neste processo € o TNF-a. Ela é produzida em grandes
quantidades tanto na fase de isquemia, quando as CK e as células dentriticas
ativadas respondem com a producdo TNF-a e outros mediadores da resposta
inflamatoéria aguda, quanto na fase de reperfusdo, quando ocorre migracdo e
ativacao de linfocitos T CD4+ que passam a produzir ndo s6 TNF-a como outras
citocinas importantes: IFN-y, IL-2, IL-13.

O TNF-a tem duas agdes importantes no tecido hepatico. Através da ativacao
das via das caspases e da via RIP3 induz morte celular através de mecanismos de
apoptose ou necroptose, respectivamente. Também €& responsavel pelo estimulo
inicial a regeneracao hepatica, ja que pode também ativar as vias MAPK e NF-kB,
que levam a transcricdo de fatores responsaveis pela sobrevivéncia celular e
regeneracao tecidual [12].

Foi demonstrado em véarios estudos que as técnicas de pré-condicionamento
isquémico e de PCIR reduzem os niveis de TNF-a; e os autores destes trabalhos
creditam a esta modulagédo da sintese de TNF-a parte do efeito protetor do PCl e
PCIR nos modelos de lesdo hepatica por I/R [40, 41]. Neste trabalho, em desacordo

como os resultados citados acima, nao foi identificada diferenca significativa nos
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niveis desta citocina entre os grupos estudados. Uma possivel explicacdo para esta
discordancia seja a meia-vida curta e a labilidade plasmética desta citocina, o que
pode ter dificultado sua deteccéo precisa no presente estudo.

Outra citocina fundamental no processo de lesédo hepatica por I/R é a IL-6. Da
mesma forma que o TNF-q, tem dupla agao: participa da resposta inflamatéria aguda
desencadeada pelo processo de isquemia e é responsavel pelos sinais sistémicos
que acompanham este processo fisiopatologico, como também participa da
sinalizacao inicial do processo de regeneracao hepatica.

Varios autores estudaram o impacto do PCI na expressdo da IL-6 [51-55].
Todos concluiram que a IL-6 tem efeito protetor da lesdo por I/R, ainda que o
mecanismo exato ndo tenha sido completamente esclarecido[56]. Em trés trabalhos
houve dosagem seriada do IL-6 no tecido hepéatico (MRNA) [51, 54] ou plasmatica
[52]. Em todos os trabalhos o padréo € semelhante: na fase precoce da reperfusédo
os valores de IL-6 sdo maiores no grupo sem pré-condicionamento e ao longo do
periodo de reperfusédo (entre trés e seis horas) esta situacdo se inverte, havendo
aumento significativo dos valores de IL-6 no grupo submetido ao pré-
condicionamento quando comparado ao grupo I/R. Dos trés estudos mencionados,
apenas um [54] utilizou o PCIR e mesmo assim em um modelo de transplante
hepatico experimental.

Nao foi identificado nenhum trabalho publicado acerca do comportamento
plasmatico da IL-6 em modelo de PCIR hepatico que permitisse a comparacéao direta
com os resultados apresentados no presente trabalho.

Neste modelo experimental o comportamento da IL-6 foi semelhante ao
observado nos estudos que empregaram o PCI. Houve reducdo significativa da IL-6
no grupo PCIR 3h quando comparado ao grupo PCIR 1h, caracteristica da fase
precoce da reperfusao (periodo de tempo observado neste estudo).

A IL-10 é outra citocina central no processo fisiopatologico da I/R hepatica.
Ela exerce um papel central na regulacdo negativa do processo inflamatério agudo
gue acompanha a lesdao por I/R [57]. Varios estudos mostraram também a
correlacdo positiva entre a elevacdo da IL-10 e melhora nos parametros
inflamatorios hepaticos[58-60].

No presente estudo foi observado que o grupo PCIR 3h apresentou os
maiores valores plasmaticos de IL-10, ainda que, quando comparado aos grupos IR

1h e IR 3h, ndo tenha sido observada diferenca estatisticamente significativa. Estes
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resultados sugerem uma tendéncia de aumento da IL-10 como resultado da
aplicacdo da PCIR. Uma possivel dificuldade na confirmacdo deste aumento foi a
limitagdo do estudo a fase precoce da reperfusdo. E provavel que estudos
posteriores, englobando tanto a fase precoce quanto a tardia tenham poder

estatistico para confirmar esta hipotese.
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CONCLUSOES

O estudo demonstrou que o modelo de PCIR empregado neste estudo foi
capaz de reduzir a necrose hepatica em ratos submetidos a lesdo por I/R.

A aplicacao do PCIR levou a reducéo significativa dos niveis de IL-6 ap0s trés
horas de reperfusdo quando comparada ao grupo PCIR 1h.

N&do houve diferenca entre os niveis de TNF-a e IL-10 entre os grupos

estudados.
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ANEXO - Aprovacdo da Comissdo de Etica para o cuidado e uso de animais
experimentais — Instituto de Biologia Roberto Alcantara Gomes — UERJ

J g :
% b, % UNIVERSIDADE DO ESTADO DO RIO DE JANEIRO lb l'a % ]
1 INSTITUTO DE BIOLOGIA ROBERTO ALCANTARA GOMES S ]

Certificamos que o Protocolo n° CEUA/035/2011 sobre “Avaliagéo da m N |
inflamatéria em ratos submetidos a pré-condicionamento uqum m .
hepatico através de dosagem de TNF-alfa, IL-6 e IL-10", sob a M“ e
Marcos Bettini Pitombo, esta de acordo com os Principios Eticos na m i

Animal adotados pelo Colégio Brasileiro de Experimentagao Animal (COBEA), m
mlpmdo pela Comissao de Etica Para o Cuidado e Uso do m
- Experimentais do Instituto de Biologia Roberto Aloantara Gomes da UERJ (CEA), e
- 14/07/2011. Este certificado expira em 14/07/2015. v R

e Janeito, 14 de Julho de 2011




