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RESUMO

O sistema imunoldgico natural é essencial para a defesa do organismo contra virus,
bactérias e protozoarios. Esta presente na cadeia evolutiva desde os anelideos.
Macrofagos, neutrofilos e também outras células ndo diretamente relacionadas ao
sistema imunoldgico apresentam receptores na sua membrana plasmatica e no
citoplasma que reconhecem estruturas presentes nas bactérias e nos virus, dentre
outros. A ativacdo dos receptores do sistema imunoldgico natural é fundamental
para a defesa e limpeza dos tecidos, passo fundamental para a cicatrizacdo. No
transplante hepatico ocorre lesdo de isquemia e reperfusdo e morte celular com
extravasamento dos constituintes dos hepatdcitos, desencadeando a resposta
imunolégica. Essa resposta €, geralmente, de pequena repercussao, mas em caso
de estimulo excessivo pode ocasionar mais necrose e inflamacédo sistémica, com
consequéncias graves como o0 ndo funcionamento priméario do enxerto, disfuncéo
precoce do figado e reacéo inflamatéria sistémica com faléncia de multiplos 6rgaos.
Entre os constituintes extravasados, destacam-se 0os mitocondriais. O objetivo desse
trabalho foi avaliar a presenca de constituintes mitocondriais circulantes no
perioperatorio de transplante hepético e correlaciona-los com as aminotransferases
e o tempo de isquemia. Foram dosados os seguintes acidos desoxirribonucleicos
mitocondriais: DNA nicotinamida adenina dinucleotideo (NADH), DNA citocromo B e
DNA citocromo C oxidase em amostras de sangue de pacientes submetidos a
transplante hepatico com doador cadaver, colhidas imediatamente antes da
clampagem da veia porta e 8 horas apds a reperfusdo do enxerto. Verificou-se
aumento significativo dos constituintes mitocondriais no periodo pds-operatorio e
esse aumento teve correlagio com a elevacdo das aminotransferases
(aspartatoaminotransferse - AST e alaninoaminotransferase - ALT). Estes achados
podem contribuir para o melhor entendimento do fenbmeno: resposta imunolégica

natural desencadeada pela leséo de isquemia e reperfuséo no transplante hepatico.

Palavras-chave: transplante hepatico, lesdo de isquemia e reperfusao,

resposta inflamatoria sistémica, sistema imunolégico natural



ABSTRACT

The natural immune system is essential to body’s defense against
viruses, bacteria and protozoa. It is present in evolutionary chain since annelids.
Macrophages and neutrophils and other cells, not direct related to the immune
system, have receptors on their membrane and cytoplasm that recognize viruses
and bacteria. Natural immune system receptor’s activation is critical for protection
and cleaning of tissue, fundamental step towards healing. Ischemia and
reperfusion injury and cell death occur in liver transplantation. The constituents of
hepatocytes spill out of the cell triggering the immune response. This immune
response has usually small impact but in case of excessive stimulation may cause
more inflammation and necrosis stimulation, with serious consequences as no
primary graft functions, early dysfunction of the liver and systemic inflammatory
response with multiple organ failure. Among these molecular structures are the
mitochondrial structures. The objective of this study was evaluate the presence of
circulating mitochondrial constituents during perioperative period in liver
transplantation and correlates them with aminotransferases and the ischemia
time. . The following mitochondrial acids deoxyribonucleic were measured: DNA
nicotinamide adenine dinucleotide (NADH), DNA cytochrome B e DNA
cytochrome C oxidases in blood samples of patients undergoing hepatic
transplantation from cadaver donor collected immediately before portal vein
clamping and eight hours after graft reperfusion. It was found a significant
increase of the mitochondrial constituents after the transplant procedure and its
association with the raise of hepatic enzymes (aspartatoaminotransferase - AST e
alaninoaminotransferase - ALT). These findings may contribute for a better
understanding of the phenomenon: natural immune response stimulated by

ischemia and reperfusion injury in the hepatic transplantation.

Key words: hepatic transplantation, ischemia and reperfusion injury,

systemic inflammatory response, natural immune system
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1. INTRODUCAO

1.1. O figado: anatomia e fisiologia

O figado é um oOrgdo volumoso localizado na parte superior do
abdome, tendo a forma de um ovoide seccionado em seu eixo maior, ficando a
esquerda a parte mais delgada e a parte maior a direita. Seu peso varia
consideravelmente, sendo correspondente a 2% do peso corporal, em geral de
1.600g a 2.000g. Recebe sangue venoso através da veia porta, proveniente das
veias mesentéricas e esplénica. O sangue arterial chega ao figado vindo do
tronco celiaco, ramo da aorta. O fluxo sanguineo pela veia porta é trés vezes

superior ao fluxo da artéria hepética, apesar de cada fornecer 50% do oxigénio

para o figado. A integridade da via biliar € mantida pela artéria hepatica™ .

O fluxo sanguineo que atravessa o0s sinusoides é de cerca de 1.100mL
por minuto sendo que 350mL por minuto vem da artéria hepatica. A presséo na veia
hepatica € de OmmHg e na veia porta de 9mmHg. Esta se altera nos processos
fibréticos do figado e nas doencas que alteram a sua arquitetura, podendo a pressao

venosa na porta atingir 40mmHg.

Tem consisténcia firme, de coloragdo vermelha amarronzada usualmente
molda-se na cupula diafragmatica e nas Ultimas costelas*®. E recoberto por uma
capsula fibrosa, ou cépsula de Glisson, e envolvido por serosa. No hilo hepético a
capsula fibrosa penetra no figado, com ramificagbes que acompanham os vasos e
os ductos biliares. Somente trés areas séo desprovidas de peritdnio: aquela em que

o figado se mantém em contato com o diafragma, a fosseta da vesicula e a fosseta

. 7,8
da veia cava ' .
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O suprimento sanguineo da veia porta é pobre em oxigénio, mas
carregado de nutrientes e sustancias resultantes da absorcéo intestinal. O sangue
caminha lentamente no interior do figado, nos capilares sinusoidais, permitindo intimo
contato com as células de defesa e os hepatocitos. Como esta interposto entre o
intestino e a circulacdo sistémica, possui importante papel tanto no metabolismo

quanto imunolégico, na neutralizagdo de produtos da digestdo e de toxinas

bacterianas intestinais absorvidas (QUADRO 1)9.

Quadro 1 - Principais funcdes exercidas pelo figado

Metabolismo de Armazenar glicogénio Neoglicogénese Manter
carboidratos 0S niveis normais de glicose
Metabolismo de gorduras Betaoxidacdo de acidos graxos para a producéo

do colesterol e sais biliares Metabolismo de

fosfolipidios

Metabolismo de proteinas Desaminacdo de aminoacidos Formacédo da ureia
e amodnia Sintese de aminoacidos Producéo de
proteina plasmatica, albumina, transferrina e
ceruloplasmina

Outras Producao dos fatores da coagulacao, fibrinogénio
e protrombina

Armazenamento de vitaminas lipossoluveis (A, D,
E e K)

Armazenamento de vitamina B12. Metabolizacéo
de drogas

Metabolizacéo e excrecdo de hormoénios
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1.2. A unidade funcional do figado: I6bulo

A unidade funcional do figado é o lobulo, de formato grosseiramente
hexagonal, que consiste de corddes de hepatdcitos separados por sinusoides que se
dirigem radialmente para uma veia central, com a triade porta nos vértices do
hexagono. A veia central € tributaria das veias hepaticas. Os l6bulos n&do tém
separacao nitida e o tecido conjuntivo € escasso. Os hepatocitos estdo dispostos em
laminas com espessura reduzida, envolvendo os sinusoides e estes convergem até
uma veia centrolobular, que converge para as veias hepaticas. Os ramos da veia
porta, artéria hepatica e duto biliar dividem-se em ramos menores a medida que

penetram o parénquima hepatico. Estdo envolvidos por uma cépsula fibrosa originaria

) , 10-12
da cépsula de Glisson

Nos septos encontram-se pequenas Vvénulas portais e arteriolas
hepaticas, que se abrem nos sinusoides. As células endoteliais que forram os
sinusoides (CES) apresentam caracteristicas distintas: sdo delgadas, ndo tém
lamina basal e possuem aberturas. Tais particularidades associadas ao fluxo lento
do sangue nos capilares hepéticos permitem ao hepatécito contato com moléculas

oriundas da absorcéo intestinal, que chegam ao figado pela veia porta.

Os macréfagos encontram-se dentro dos sinusoides sobre as CES.
Outras células do sistema imunolégico podem ser encontradas nos sinusoides,
como os linfécitos T, natural killer (NK) e NK T. No espaco de Disse, localizado entre
0s hepatécitos e as células endoteliais, encontram-se as células de Ito e outras
células mesenquimais. As células de Ito podem armazenar lipideos como a vitamina

A. Podem, ainda, atuar como precursores na sintese de coldgeno nas doencas

parenquimatosas do figado™>.
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As células de Kupffer (CK) em conjunto com CES formam o maior sistema
reticuloendotelial do corpo, que basicamente tém a funcdo de capturar antigenos,
microrganismos, células neoplasicas e células senescentes eliminando- as do
sangue’®. Essa funcdo de filtro impede que grandes quantidades de
lipopolissacaridio (LPS), restos celulares e microrganismos da microbiota atinjam a
circulacdo sistémica, prevenindo a disseminacdo de patdégenos em condicdes

homeostéaticas e patolégicas (FIG. 3)™.

Hepatocytes

R, <o <
V\\’/— \E
KC PD-L1

LPS ——>—T—LR4/‘ o )IFN-y
Proteins
IL-12/18

Particulates

k

Corddes de hepatdcitos revestidos de células endoteliais com fenestragdo. Dentro do capilar, células
imunoldgicas: células de Kupffer (rosa), linfécito T (verde) e NK (azul) e a célula de ITO (laranja) entre
hepatécito e célula endotelial. Estrutura que permite ao figado sua dupla funcdo: metabdlica e
imunoldégica.

Fonte: extraido de Crispe16

Figura 1 - Estrutura do sinusoide e a microcirculagdo hepética
1.3. Mitocbndrias
As mitocondrias ocupam uma porcéo substancial de volume das células

eucariontes. Sem as mitocondrias as células animais seriam dependentes do

metabolismo da glicolise anaerdbica para produzir o seu trifosfato de adenosina
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(ATP). Quando a glicose é convertida em piruvato pela glicélise, apenas pequena
fracdo de toda a energia livre potencialmente disponivel da glicose € liberada.

Na mitocbndria, o metabolismo dos acglcares € completado: o piruvato é
oxidado pelo oxigénio molecular a diéxido de carbono e agua. A energia liberada &
aproveitada téo eficientemente, que sdo produzidas 36 moléculas de ATP para cada
molécula de glicose oxidada. Em contraste, somente duas moléculas de ATP sédo
produzidas pela glicélise®’.

A mitocondria possui uma membrana externa e outra interna, definindo
dois compartimentos: 0 espago interno ou matriz e 0 espago intermembranas. A
membrana externa comporta-se como um filtro e € permeavel a toda molécula de
5kDa (quilodaltons) ou menores, incluindo pequenas proteinas. Tais moléculas
podem passar para 0 espaco intermembrana, mas a maioria ndo pode passar para o
espaco interno.

A matriz mitocondrial contém uma variedade de enzimas, incluindo
aquelas que convertem piruvato e acidos graxos em acetil coenzima A (CoA) e
aquelas que convertem acetil CoA em CO», a partir do ciclo do acido citrico.
Grandes quantidades de NADH e FADH2 sdo produzidas. Os elétrons do
nicotinamida adenina dinucleotideo mais um atomo de hidrogénio e dois elétrons

reduzida (NADH) e flavina adenina dinucleotideo reduzida (FADH2) combinam com

7

O, e a grande quantidade de energia liberada dessas reagfes é usada para a

sintese de ATP. A transferéncia de elétrons do NADH para o Oz é uma reacgao

altamente energética e, para que possa ser usada pela mitocondria, a energia deve
ser liberada gradualmente pela passagem dos elétrons através de uma série de
carregadores, que constituem a cadeia de transporte de elétrons. Estes

carregadores estdo organizados em quatro complexos na membrana mitocondrial



interna. Um quinto complexo proteico serve para acoplar as reacdes geradoras de
energia do transporte de elétrons a sintese de ATP.

Os complexos enzimaticos transportadores de elétrons acoplam o
transporte de elétrons energeticamente favoravel com o bombeamento de ion de
hidrogénio (H") para fora da matriz mitocondrial. Os prétons somente conseguem
atravessar a membrana interna através de um canal proteico, ja que a bicamada de
fosfolipides da membrana interna é impermeavel ao hidrogénio. O gradiente
eletroquimico de proétons resultante é adaptado para sintetizar ATP por meio do
quinto complexo envolvido na fosforilacdo oxidativa, a ATP sintetase, através da
qual o H" flui de volta & matriz. A ATP sintetase € uma maquina acopladora
reversivel que normalmente converte o refluxo de H+ em energia de ligacdo do
fosfato no ATP, catalisando a reacdo difosfato de adenosina + fosfato inorganico
ATP (ADP + Pi — ATP). Mas pode também trabalhar na dire¢cao oposta e hidrolisar
o ATP para bombear H++, se o gradiente de protons for reduzido (FIG. 2).

A combinacédo dessas reacdes € responsavel por eficiente troca ATP-ADP
entre mitocondria e citosol, o que mantém o estoque de ATP, que pode ser usado
pelas células em suas muiltiplas funcdes, dependentes de energia®’.

E aceito que a mitocdndria e plastidios (cloroplastos) evoluiram de
procariéticos que foram englobados por células eucariotas ha cerca de 1,5X10° anos
atrds. Isso explica por que mitocOndrias tém seus proprios acidos
desoxirribonucleicos (DNA), os quais codificam algumas proteinas. Na evolucéo
perderam muito do seu genoma e tornaram-se altamente dependentes de proteinas
codificadas pelo ndcleo, sintetizadas no citosol e, finalmente, importada para a
mitocondria. As células hospedeiras tornaram-se altamente dependentes da
organela pela grande quantidade de ATP necessario para conduzir suas funcgdes:

biossintese, bombeamento de ions e seus movimentos.
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As enzimas da membrana mitocondrial interna envolvidas na fosforilagdo oxidativa. Em amarelo, o
complexo I; em rosa, o complexo II; em vermelho, o complexo Ill; em verde, o complexo IV; e em
roxo, o complexo V. Com excecdo do complexo I, todos os outros transportam prétons através da
membrana interna. O gradiente de préton € usado pela ATP sintetase (complexo V) para produzir
ATP. Os protons do NADH entram na cadeia de elétrons pelo complexo | e os elétrons do FAD pelo
complexo II.

Fonte: extraido de Saraste®’.

Figura 2 - A fosforilagéo oxidativa

1.4. Lesao de isquemia e reperfuséo

A lesdo de isquemia e reperfusdao (LIR) acontece quando o fluxo
sanguineo é restabelecido para um tecido isquémico, podendo resultar em morte
celular e de tecidos. Esse fenbmeno é frequente em situagbes como isquemia
miocérdica, acidente vascular cerebral, choque, trauma, hemorragia, cirurgia e

transplante. E preocupacdo constante no transplante, em que inevitavelmente ocorre
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interrupcéo temporaria do fluxo sanguineo para o 6rgao e revascularizacdo. Durante
a fase de isquemia, o metabolismo aerobico diminui devido a pouca disponibilidade
de oxigénio. E com a repercussédo ocorre lesdo celular oxidativa, que é caracterizada
pela geracéo de excesso de radicais livres®®.

A LIR, apesar de ser estéril, tem um componente imunologico marcante.
Macréfagos e neutrdéfilos séo recrutados para o sitio de isquemia, onde mediadores
inflamatérios como as citocinas se acumulam. A atracdo das células inflamatérias
para a area de lesdo levou a descoberta de muitas moléculas endogenas que
estimulam receptores proé-inflamatérios no leucécito e macréfago. Com a ruptura da
mitocéndria e da membrana plasmaética, os constituintes da célula sédo expostos e
podem estimular uma série de receptores nas células vizinhas, entre elas os
leucécitos e macréfagos®*®. Estdo envolvidos na resposta inflamatéria estéril da LIR
0S mesmos receptores da resposta inflamatéria originalmente atribuida aos
microrganismos, os receptores de reconhecimento de padrdes (PRR).

Véarios mediadores de recrutamento de leucdcitos em sitios de inflamacao
aguda ja foram bem estabelecidos, como as quimiocininas homologas ao CXCL8
humano (CXCL) CXCL1 e CXCL2 homélogos murinhos da CXCL8 humana?, o fator
de complemento C5a, leucotrieno B4 e peptideos formilados (f-MLP)?.

A LIR € iniciada pela liberacdo de espécies reativas de oxigénio (reactive
oxigen species - ROS), que séo gerados pelos hepatécitos durante a fase inicial de
isquemia. Embora as ROS sejam consideradas parte da fisiologia normal das células
por ativarem Vvarias vias metabolicas em situacdes de hipdxia e isquemia,
desempenhando papel protetor, elas também podem desencadear a resposta imune
estéril que ir4 resultar no recrutamento de neutréfilos e lesdo autofagica do figado,

com apoptose e necrose do tecido hepatico®.
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Um grande desafio para o aumento do numero de doadores é a LIR, que

constitui importante causa de morbidade e mortalidade nas grandes resseccoes

hepéaticas e no transplante de figado®. O dano hepatocelular que envolve a retirada
do figado, conservacdo e a revascularizagdo é critico para o ndo funcionamento
primario do érgdo, disfuncéo tardia e alta incidéncia de rejeicdo cronica e aguda **.
Embora o0s mecanismos fisiopatologicos da LIR tenham sido largamente
pesquisados, muitos continuam, até o momento, incompreendidos. O completo
entendimento dos mecanismos da LIR e o desenvolvimento de estratégias para a
sua reducdo sdo fundamentais para a reducdo das complicacdes das ressecoes
hepaticas e do transplante, podendo, de forma segura e confiavel, expandir o pool

de doadores?®*,

1.4.1. Tipos e fase da lesdo de isqguemia e reperfusdo

A isquemia pode ser definida segundo a sua extenséo e se foi devida a
oclusao total, parcial ou de pequenas areas. As lesbes de reperfusdo acontecem
com o restabelecimento do fluxo sanguineo ap6s o periodo de privacdo de sangue.
As alteracdes patoldgicas da reperfusdo estdo relacionadas ao tempo e a extensao
do evento isquémico. A isquemia pode ser quente ou fria. A isquemia quente
acontece na temperatura do corpo, em torno de 37°C, enquanto a isquemia fria
ocorre entre 4°C e 7°C. Clinicamente, a isquemia quente ocorre na isquemia
miocardica, trauma e cirurgia, enquanto a isquemia fria ocorre no transplante.

Muito importantes sdo a temperatura alcangada no 6rgéo e a duracéo da
isquemia. A isquemia quente é mais lesiva as células e ao metabolismo, enquanto a

isquemia fria protege a célula, por diminuir o metabolismo celular e a demanda de
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ATP. A isquemia fria é usada na preservacdo de 6rgdos para transplante e em
muitas cirurgias, como a cirurgia neuroldgica, trauma e ressecc¢des hepéticas.

As ROS aumentam tanto em 6rgdos submetidos a isquemia fria quanto a
quente, mas sdo consideravelmente maiores na isquemia quente®. A relacdo
nicotinamida adenina dinucleotideo mais um atomo de hidrogénio e dois elétrons
reduzida/ nicotinamida adenina dinucleotideo (NADH/ NAD) declina paralelamente ao
aumento da geracdo de ROS, devido a reacéo da flavina reduzida com complexo | e
oxigénio para gerar superoxido de oxigénio durante a reperfuséo.

Existem evidéncias de que o radical peroxido de hidrogénio e radical

hidroxila podem contribuir para a leséo tecidual apés isquemia fria

1.4.2. MitocOndria, o maior gerador de ROS na IR

Cada célula hepatica contém entre 1.000 e 2.000 mitocéndrias, que
correspondem a aproximadamente 20% do seu volume total. Por essa raz&o, muitos
estudos da funcdo mitocondrial séo feitos com mitocéndrias purificadas do figado.

Como consequéncia de o oxigénio ter grande afinidade por elétrons,
expressiva quantidade de energia livre é liberada quando ele é reduzido para formar
agua. A respiracdo celular, reacdo pela qual o oxigénio é convertido em &gua,
permitiu aos organismos vivos processar muito mais energia do que seria possivel
com a respiracao anaerobica, sendo essa a razdo pela qual os organismos vivos
superiores respiram. A reacdo do oxigénio com hidrogénio libera grande quantidade
de energia de forma explosiva. Podemos tolerar o oxigénio do ar que respiramos
porque sua reacdo para formar agua € rigorosamente controlada por catalises

enzimaticas. Uma vez que uma molécula de oxigénio tenha ganhado um elétron

para formar um radical superéxido (O»-), ela se torna perigosamente reativa e ira
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recolher outros trés elétrons adicionais em qualquer lugar onde possa encontra-los.
A célula sé pode usar o oxigénio porque ela desenvolveu mecanismos altamente
eficientes para controlar a reagdo. A citrocromo oxidase contém o oxigénio em um
centro biometalico especial, onde ele permanece preso entre um atomo de ferro
ligado a um grupamento heme e um atomo de cobre até que tenha captado o total
de quatro elétrons. Somente entdo os dois &tomos de oxigénio podem ser liberados
na forma de duas moléculas de agua®’.

Ligados a membrana interna da mitocOndria existem o0s complexos
enzimaticos transportadores de elétron na rota do hidrogénio para o oxigénio. Os
elétrons provenientes da NADH entram na cadeia de transporte de elétrons pelo
complexo I. Os elétrons séo transferidos inicialmente para um mononucleotideo de
flavina e, entdo, por meio de um carregador de ferro-enxofre, para a coenzima Q,
também chamada ubiquinona, uma pequena molécula lipossoluvel que carrega o
elétron para o complexo Ill. No complexo Ill, os elétrons séo transferidos do
citocromo b para o citocromo c e este transporta o elétron para o complexo IV e,
finalmente, o elétron encontra o oxigénio. O elétron da FADH entra na cadeia pelo
complexo Il que o transfere para a ubiquinona. Nessas etapas, a energia resultante
da passagem do elétron é usada na sintese de ATP pelo complexo V (ATP-
sintetase), que acopla o fluxo retrégado de prétons a sintese de ATP.

As mitocondrias realizam varios processos metabdlicos importantes,
como a sintese de proteinas, neoglicogénese, degradacao e eliminacdo de drogas,
e possui varias vias metabodlicas e alto consumo de oxigénio. Fornece, ainda,
energia para toda a célula na forma de ATP. Sob condigcbes normais, como
resultado do intenso metabolismo das células hepaticas, sdo produzidas ROS. Os

hepatocitos toleram niveis basais de ROS, no entanto, durante a fase de
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injariareperfusao séao produzidos em excesso, levando a estresse oxidativo e a lesédo
e morte celular®?’,

O mecanismo de producéo de ROS durante a isquemia reperfuséo (IR) é
variavel e dividido em fase isquémica e de reperfusédo. Durante a fase de isquemia, a
hipoxia celular estimula a producdo de ROS pelo complexo Ill da cadeia de
transporte mitocondrial de elétrons (complexo citocromo oxidase)?®.

Durante a fase de reperfusdo, o oxigénio rapidamente chega as células
que se desviaram para o metabolismo anaerdbico secundario a isquemia. A
fosforilagdo oxidativa € interrompida e resulta no acumulo de carreadores
moleculares de elétron reduzido. Quando a concentracdo de oxigénio retorna ao
normal com a reperfusdo, as ROS elevam-se abruptamente, resultado da doacéo de
elétron dos carreadores moleculares para o oxigénio®*?3,

A mitocbndria € a principal fonte de producdo de ROS em condi¢des
normais e também na injuria e reperfusdo®’. A mitocondria produz superéxido, que é
rapidamente convertido em peroxido de hidrogénio pela enzima mitocondrial
superéxido dismutase. Também produz excessiva quantidade de superéxido na
relacdo alta entre NADH e NAD+, assim como na CoQH2/CoQ associada a grande

gradiente de préton®®3?

. A geracdo de ROS na fase de isquemia € atualmente
atribuida a trés vias. Na primeira, as ROS geradas na membrana mitocondrial
interna podem ser liberadas para o espaco intermembrana ou para a matriz. A razao
da liberagcéo é determinada pela concentracédo de oxigénio da membrana interna e é
possivel que a baixa concentracdo de oxigénio da membrana favoreca a liberacéo
para o citoplasma. Na segunda via, a hipoxia causa alteracdo conformacional do
complexo lll, que torna mais lento o processo de remocdo do elétron da

ubisemiquinona (ubiguinona reduzida). E o0 aumento da meia-vida da

ubisemiquinona aumenta a probabilidade de transferir elétron para o oxigénio.



Finalmente, a baixa de oxigénio na membrana interna causa alteracdo
conformacional no complexo Ill, que o deixa mais acessivel ao oxigénio®®. Além das
ROS produzidas pelas mitocondrias, existe também producédo extramitocondrial. A
xantina oxidase tem sido foco de atencao devido ao efeito protetor do alupurinol, seu
inibidor. Devido a pequena quantidade de substrato da enzima, a quantidade de
ROS produzidas por essa via ndo é significante®?3*,

A geracdo de ROS mediadas por receptor tipo-toll (TLR-4) é importante
na estimulacao de resposta imune pelos hepatécitos, mas o exato mecanismo pelo
gual o TLR-4 causa aumento de ROS permanece obscuro.

Torna-se evidente que ROS sdo produzidas durante o periodo de
isquemia e isquemia reperfusdo e desempenha importante papel na lesdo das

células. A fungcdo mitocondrial ndo € limitada pela privacdo de oxigénio até nivel

préximo da andxia.
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1.4.3. ROS hepatocelular desencadeia a inflamacao estéril

A parte seu papel na autofagia do figado na IR, as ROS sinalizam para
processos defensivos nas lesbes de isquemia do figado. Impede a enzima prolil-
hidroxilase de degradar o fator 1 hipéxia induzido (HIF-1), mantendo, assim, o papel
protetor mediado pelo HIF-1°*%. O HIF-1 regula a expressdo de varios genes
envolvidos na sobrevivéncia de hepatdcitos, angiogénese e remodelamento a varias

37-39

evidéncias da ativacdo do HIF-1 precocemente durante a celular isquemia,

sugerindo que a estabilizacdo da resposta pro-vida do HIF-1 é importante na resposta

precoce & isquemia®>>°.

Com a reperfusdo, no entanto, as ROS de origem hepatocelular
desencadeiam a ativacdo de resposta celular imune estéril localizada, com graves
consequéncias para o equilibrio celular. O estresse oxidativo provocado por esses
radicais livres provoca a liberacdo pelo hepatocito de high-mobility group box
(HMGB1)*. O HMGBL1 atua como uma citocina pré-inflamatéria e é detectavel no

plasma precocemente (uma hora apés reperfusséo) *4.

Além da sinalizacdo de padrdo molecular associado a dano (DAMPS), as
ROS, a partir da ativagado do fator nuclear kB3, estimulam o sistema imune local
durante a reperfusdo®. O NFkB presente nos hepatdcitos estimula a liberagdo de
citocinas pro-inflamatdrias, incluindo interleucinas - IL-1a, IL-1pB, IL-2, IL-3, IL-6, IL-8
-, fator de necrose tumoral (TNF)-a e TNF-B**. A resposta imune estéril é a maior
causa de toxidade e de morte das células hepaticas na isquemia reperfusdo quando

os estimulos de ROS sdo mantidos >4
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As células de Kupffer (CK) séo ativadas por HMGB1 e séo fonte celular
inicial de ROS na fase precoce da LIR no figado (FIG. 5)*.

O papel central das células de Kupffer na producdo de ROS é
demonstrado pelo fato de a inativacdo das células de Kupffer atenuar o estresse
Oxidativo®**®. As LIRs tendem a ocorrer em regides ricas em CK. O bloqueio de CK
ndo abole a resposta, evidenciando a acdo de outras células, como o CD4+ T. A
ativacdo de CK no leito vascular leva a liberacdo adicional de citocinas pro-
inflamatérias, como as CXCL10, CXCL2 e CXCL8. Todas ativam mondcitos,
linfécitos e outras células fagocitarias, principalmente os neutréfilos. Enquanto as
CKs séo as maiores fontes de ROS no leito vascular, durante os estagios iniciais da

LIR os neutrdfilos sdo a principal fonte nos sitios de lesdo nos estagios tardios *"“°.
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Precocemente na isquemia os hepatdécitos iniciam producgdo de pequenas quantidades de ROS, que

atraem neutrofilos para o sitio de isquemia. ROS de origem no hepatécito estimulam a liberacdo de
+
HMGB1, que ativa células de Kupffer, e linfocito T CD4 . Células de Kupffer e neutréfilos ativados

produzem niveis toxicos de ROS, como perdxido de hidrogénio e acido hiperclérico, que vao induzir a
necrose do hepatdcito (EC: endotélio sinusoidal; ROS: reactive oxigem species; HMGB1: high mobile
group box 1.

Fonte: extraido de Quesnelle et al*

Figura 3 - A necrose de hepatécitos na LIR

1.4.4. Os neutrdfilos: efetores da resposta inflamatéria

Os neutréfilos migram para o figado nas infeccbes, nas lesbes
inflamatorias, como na LIR, atraidos por um gradiente de quimiocininas. E sdo as
primeiras células a chegar ao figado e o fazem em grande nimero®>*. Varias
moléculas s&o capazes de atrair os neutréfilos, como as quimiocininas CXCL1 e
CXCL2 (homologas murinas da CXCL8 humana), o fator de complemento C5a e
leucotrieno B4?%*', Ao entrarem no figado pelos sinusoides, os neutréfilos s&o
atraidos pelo gradiente de quimiocininas CXCL1 e CXCL2, o qual é reconhecido
pelo receptor de quimiocininas 2 (CXCR2) expresso constitucionalmente em
neutréfilos. Mas ao atingirem a borda da necrose hepdtica, eles passam a usar o

receptor FPR1, que, é ativado por peptideos formilhados, oriundos de mitocéndrias
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dos hepatdcitos, que promove a migracdo de neutrdfilos para o interior da zona de
necrose (FIG. 4)?. No sitio-alvo podem executar as suas fun¢ées, como a producao
de espécies reativas de oxigénio (ROS), desgranulacdo (liberacdo de peptideos e
enzimas granulares) ou formacgéo de armadilhas extracelulares de neutréfilos (NET).

Os neutréfilos amplificam a lesdo tecidual na lesdo de isquemia e
reperfusdo e estd também presente em varias outras doencas inflamatdrias como

gota, artrite, doenca de Crohn e infarto agudo do miocardio.
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Neutréfilos adentram o figado e interagem com o endotélio sinusoidal ja estimulado pela liberagéo
local de mediadores pré-inflamatérios. A quimiotaxia de neutréfilos procede com o reconhecimento
pelo receptor CXCR2 de um gradiente intravascular de quimiocinas. Na periferia da zona necrotica,
neutréfilos passam a priorizar a sinalizagdo pelo receptor FPR1, que é ativado por peptideos
formilados mitocondriais liberados pelos hepat6citos mortos. Estes, por sua vez, encaminham o0s
neutrofilos para o interior da necrose.

Fonte: extraido de McDonald et al*®

Figura 4 - Mediadores e receptores envolvidos no recrutamento de

neutrofilos para a les@o hepéatica estéril

1.4.5. Mecanismo da morte celular na LIR

E necesséario um destino para as células que estdo morrendo, a fim de
evitar que elas liberem o0 seu conteudo, que podera ocasionar inflamacdo e até
mesmo a morte de outras células na vizinhanca ou a distancia. Processo ineficiente
de limpeza das células que estdo morrendo pode suscitar forte resposta
imunolégica®.

O mecanismo de clareamento das células apoptoticas pelos fagocitos €

um processo bem preservado na evolucdo. Células de mamiferos e nematoides



expressam na superficie um sinal (eat-me) por meio da fosfatidina serina, que
desencadeia o reconhecimento pelos fagécitos das células que estdo morrendo.

Esse processo da origem a limpeza silenciosa das células apoptoticas
que nao é inflamatdrio®>*.

Recentemente, tem sido descrita outra forma de morte celular, a necrose®.
Necrose celular é tipicamente iniciada por receptores, tais como receptor da
membrana plasmatica (Fas) ou receptor do TNF, levando a ativacao do receptor-
enteracting-protein-kinase 1 e 3 ou receptor que interage com a proteino-quinase 1
(Ripl e Rip3)"****". Apesar de serem conhecidos os receptores e as vias para iniciar
a necrose, o subsequente destino dos restos celulares ainda ndo estd claramente
definido. A necrose pode resultar em processo silencioso de homeostase ou pode
provocar forte reacdo imunoldgica, que usualmente esta acoplada a liberacao de
sinais de alarme da célula que esta morrendo ou ja morreu.

Andlise morfolégica da LIR sugere que a apoptose é responsavel por
pequena quantidade de morte celular, aproximadamente 2%°®. A necrose
hepatocelular é caracterizada pela alteracdo da permeabilidade dos poros da
membrana mitocondrial interna (mithocondrial permeability transition pore — poro
mitocondrial de permeabilidade transicional - MPTP). A permeabilidade mitocondrial
(MPT) é iniciada pela ROS peroxido de hidrogénio, o qual é rapidamente convertido
ao radical hidroxyl via reacdo de Fenton. E este radical subsequentemente inicia
MPT. Quando a MPT ocorre, os canais dos poros mitocondriais de membrana se

abrem, permitindo refluxo iénico que leva a desacoplamento mitocondrial, perda de

ATP e perda do potencial de membrana.



37

A MPT é um evento fatal para a célula e altamente sensitivo. A abertura
de reduzido numero de poros pode desestabilizar a mitocéndria, levando rapidamente
a morte celular. A MPT pode ser iniciada pela captacao de calcio ou ferro lisossomal
em adicdo & ROS*>*.

Outro mecanismo de morte celular ocorre pelo aumento do nivel do calcio
intracelular que pode levar a apoptose e necrose. Em condi¢cbes normais, a bomba de
fluxo transmembrana, antiporter, a bomba do reticulo endoplasmatico e a bomba
mitocondrial mantém rigorosamente os niveis de calcio. Todas essas bombas, com
excecdo da Ca2+—Na+antiporter, sdo ATP dependentes e apresentam reduzida
atividade em condicdes isquémicas (FIG. 5)%.

O aumento do nivel de célcio no interior da célula pode ativar a quinase

C, atuando conjuntamente com a calcineurina e indiretamente ativando NFk[,

sinalizando geracao sustentada de ROS.
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A deplecéo de ATP durante a isquemia e a producdo de ROS leva ao aumento hepatocelular de
calcio. Aumento de célcio e ROS leva a abertura da MPTP. Uma vez aberto o MPTP, verifica se
ruptura da mitocdndria e os seus constituintes séo liberados para o citoplasma. MPTP: mithocondrial
permeability transition pore; MPT: mithocondrial permeability transition,

c: citocromo; AlF: fator indutor de %)optose.

Fonte: extraido de Quesnelle et al

Figura 5 - - MPT induz morte de hepatocitos

1.5. Ainflamacao: histéria e fisiopatologia

A inflamacdo é uma resposta protetora para remover o estimulo nocivo e
também para a reparacédo do tecido lesado. A inflamacédo é usualmente causada por
varios fatores como a infeccdo microbiana e viral e por fatores ndo microbianos,
como: trauma, lesdo de isquemia e reperfusdo como no infarto do miocéardio e o
transplante e de doencas autoimunes. Classicamente, a infeccéo é caracterizada por
cinco sinais e sintomas classicos: vermelhidao, edema, calor, dor e perda de funcgéo.
Essas manifestagcfes clinicas refletem o aumento da permeabilidade do endotélio
vascular, permitindo a saida de componentes do plasma e células do sistema
imunologico do capilar para a area de inflamacdo de componentes. A resposta

inflamatéria é rapidamente terminada e o tecido lesado é reparado. No entanto, a
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producdo exagerada de citocinas (tempestade de citocinas) pode trazer desequilibrio
a homeostase. A tempestade de citocinas pode também ser causada por doencas
néo infecciosas como a LIR de érgéos transplantados e doencas autoimunes.

O sistema imune inato é o principal agente da inflamacéo induzida por
infeccdo microbiana ou lesdo tecidual. E, também, € importante para ativacdo da
imunidade adquirida. Embora as células do sistema imunolégico como o0s
macréfagos e células dendriticas desempenhem importante papel, outras células
também participam da inflamagcdo, como os fibroblastos, células epiteliais e
endoteliais. As células reconhecem os microrganismos a partir de receptores como
0s PRRs. Os receptores reconhecem as bactérias por meio de padrbes estruturais.
Elas sdo conservadas entre as espécies de microrganismos e sdo denominadas
padrdo molecular associado a patdgeno (PAMPS) - sigla em inglés para Pathogen-
associted molecular patterns.

Evidéncias recentes indicam que PRRs também reconhecem moléculas
endogenas liberadas por células sob estresse ou lesadas. Essas moléculas sdo
denominadas DAMPs. Atualmente, sdo conhecidas as seguintes classes de
receptores PRRs: os do tipo Toll (TLR), do tipo NOD (NLR), do tipo RIG-I (RLR),
receptores de lecitina tipo C (CLR) e receptores tipo ausente em melanoma 2
(AIM2)®!. Esses receptores s&o encontrados em macréfagos ou células dendriticas,
além de varias outras ndo diretamente relacionadas a imunidade.

Com excecdo de alguns receptores NLRs, o estimulo causado pelo
respectivo DAMPS ou PAMPS resulta em ativacdo de genes envolvidos na resposta
inflamatoria. Esses genes codificam citocinas pro-inflamatorias, interferon (IFN)

guimiocinas, proteinas antimicrobianas, proteinas envolvidas na modulacdo da
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sinalizacao pelos receptores (PRRs) e muitas outras proteinas. O padrao de inducéo
dos genes varia entre os PPRs ativados.

A familia TLR é a mais bem caracterizada e é responsavel pela vigilancia
de microrganismos intracelulares e extracelulares

O conceito de sindromede resposta inflamatéria sistémica (SIRS) foi
proposto em 1992 no Consenso do American College of Chest Physicians com o
intuito de definir mais precisamente a sindrome de inflamac&o que surgia seguindo
infeccdo, trauma ou estados de choque e que levava a faléncia de maultiplos érgaos
(MOF)®2, Em alguns pacientes pode evoluir para a sindrome de persistente

inflamac&o, imunossupressao, e catabolismo (PICS) e, frequentemente, morte®*%3,

Por muito tempo aceitou-se que a MOF e morte no paciente com sepse
seria consequéncia da resposta a produtos e moléculas dos microrganismos, tais
como PAMPs. E foi somente no final dos anos 1980 que foi admitida a hipotese de
gue a SIRS e a MOF poderiam ocorrer na auséncia de uma fonte 6bvia de infeccéo.
A translocacédo bacteriana do intestino foi implicada (na época) na origem da sepse
sem um foco evidente de infeccéao.

Foi somente no inicio do milénio que, Polly Matzinger propds a “danger
hypothesis”, segundo a qual a resposta imune nativa nao estaria focada em “self e
nao self’ e sim em sinais de alarmes enddgenos, as alarminas**. Mais recentemente
foi demonstrado que o tecido lesionado por trauma libera moléculas mitocondriais,
inclusive DNA (DNA mitocondrial - mtDNA) e peptideos formilados, que levam a
ativacdo do sistema imune e a quadro semelhante a sepse*?. Demonstraram
também que o mtDNA estava significantemente mais elevado no paciente mais

grave comparado ao controle.
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Marques et al. evidenciaram que a ativacao de neutréfilos por constituintes
mitocondriais (peptideos formilados e mtDNA) amplificam a lesdo hepatica em

modelo de hepatite téxica induzida por acetaminofeno, em camundongos’.

Muitas complicagbes do transplante hepatico sdo consequéncia da
reacdo inflamatoria sistémica iniciada pelo estresse oxidativo da LIR e depois
ampliada pela liberacdo de estruturas moleculares (DAMPS) pelos hepatécitos e
células fagocitarias, ativacdo do sistema imune com liberacdo de citocinas, atracao
de neutrofilos e células fagocitarias para o sitio da lesdo e ampliacdo da resposta
inflamatoria para todo o organismo. A manifestacao principal da LIR € a ndo funcao
priméria do enxerto ou a disfuncdo precoce do enxerto acompanhada frequentemente
de disfuncao de outros érgdos como a insuficiéncia renal aguda (IRA), a sindrome do
desconforto respiratério agudo, o choque circulatério, disturbio de coagulacdo e
hemorragia digestiva. Pacientes com disfuncdo precoce do enxerto apresentam
mortalidade elevada em seis meses (18,8%)%.

Vérios ensaios clinicos usando biomarcadores falharam em identificar em
pacientes com sepse aqueles com perfil inflamatério com pior prognéstico e que
pudessem guiar a conduta clinica e a terapéutica'’. Dosagem de citocinas,
principalmente a IL-6 e procalcitonina, tem sido usada para esse fim, com resultados
variaveis®®. Varios marcadores além das citocina, como os marcadores endégenos,
séo promissores, mas falta mais experiéncia. O HMGB1, um sinalizador de alarme de
origem nuclear, ganhou interesse como biomarcador apoés ter sido demonstrado por
Gibot et al. que seu nivel no plasma aumenta precocemente apds trauma,

correlaciona-se com a gravidade da lesdo e os sobreviventes tém significantemente
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menor nivel plasmatico®®. Cohen demonstrou que o0 HMGB1 aumenta precocemente
no trauma e correlaciona-se com a gravidade do trauma™®.

Em nosso meio, Andrade relatou a correlacdo entre os niveis de HMGB1

e a evolucéo no transplante®’.

As mitocondrias sdo importantes fontes potenciais de DAMPSs,
principalmente se se considerar que sua origem remonta a uma proteobactéria
putativa e o seu DNA é 50 vezes mais sensivel ao estresse oxidativo do que o DNA
nuclear®.

Levando-se em consideracdo que o estresse oxidativo € o componente
fisiopatolégico chave do trauma e injuria e que o DNA da mitocondria € muito mais
sensivel que o DNA nuclear, é relevante pensar que os derivados mitocondriais
estejam elevados nessas condicbes e que possam ser de utilidade como
marcadores de gravidade da inflamag&0®°.

Incluidos na lista de DAMPS de origem mitocondrial estdo os peptideos

formilados, proteina ligante do mtDNA, fator A transcricional regulador da

mitocondria (TFAM) e mtDNA e, mais recentemente, a propria mitocondria®*"%"2,
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2. OBJETIVOS

Dosar constituintes mitocondriais circulantes (DNA-NADH, DNA citocromo
Boxidasee DNA citocromo C oxidase) no perioperatorio de pacientes submetidos a
transplante  hepatico e  correlaciond-los com as aminotransferases:
alaninoaminotransferase (ALT) e aspartatoaminotransferse (AST) e com o tempo de

isquemia.
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3. METODO

Trata-se de estudo prospectivo realizado no Instituto Alfa de
Gastroenterologia (IAG) do Hospital das Clinicas (HC) da Universidade Federal de
Minas Gerais (UFMG). Foram estudados 47 pacientes com idade igual ou superior a
18 anos submetidos ao transplante hepatico (TH) com doador cadaver, no periodo
entre setembro de 2008 e dezembro de 2011.

A avaliacdo pré-operatoria foi realizada no Ambulatério Bias Fortes, do
HC- UFMG, de acordo com o protocolo especifico da instituicdo (ANEXO A). Nesse
momento era oferecido o termo de consentimento livre e esclarecido (TCLE) aos
pacientes elegiveis para a pesquisa. A técnica anestésica e cirdrgica foi padronizada
para todos os pacientes e o TH realizado por Unica equipe, de acordo com o
protocolo da instituicdo (ANEXOS B, C e G). O esquema de imunossupressao
utilizado foi o0 mesmo para todos os pacientes (ANEXO D).

Esta pesquisa faz parte de projeto que avalia a resposta inflamatoria em
pacientes submetidos ao TH, aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da UFMG
(Parecer n° - 0244.0.203.000-08 — ANEXO E) e contou com o apoio financeiro do
Conselho Nacional de Pesquisa (CNPq) e da Fundacdo de Amparo a Pesquisa de

Minas Gerais (FAPEMIG) — ANEXO F.

3.1. Critérios de inclusao

a) ldade igual ou superior a 18 anos.
b) Realizacdo de TH com doador cadaver.

c) Assinatura no TCLE.
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3.2. Critérios de exclusao

d) Retransplante ou hepatectomia prévia.

e) Instabilidade hemodindmica pré-operatoria - necessidade de infusdo de
aminas vasopressoras para manutencao de pressao arterial média
(PAM) > 60mmHg.

f) Insuficiéncia hepatica aguda.

g) Necessidade de realizacdo de hemodialise na semana que antecedeu
o TH.

h) Outra operacao realizada concomitantemente ao TH.

i) Transplante intervivos.

g) Trombose da veia porta sem possibilidade de recanalizacao.

3.3. Coleta dos dados clinicos/demograficos dos pacientes

Os dados clinicos dos pacientes foram colhidos e registrados em banco

de dados informatizado. Os parametros coletados foram:

3.4. Coleta das amostras de sangue

As amostras de 4mL de sangue foram colhidas em dois momentos do
perioperatorio: periodo imediatamente antes da clampagem da veia porta (T1) e no
pos-operatorio, oito horas apds a reperfusdo do enxerto (T2). A amostra T1 foi
colhida da veia porta, por meio de puncao direta pelo cirurgido do transplante
durante a cirurgia, imediatamente antes da clampagem da mesma e a amostra T2 foi

colhida a partir de acesso periférico.



Todas as amostras foram identificadas, armazenadas em tubo estéril
contendo heparina (Becton & Dickinson, Franklin Lakes, NJ, USA) e centrifugadas a
3.000 rotagdes por minuto (rpm) por 10 minutos a 4°C.

A seguir, o plasma foi separado, aliquotado e armazenado a - 80°C para

analises posteriores.

3.5. Andlise das amostras de sangue

3.5.1. Quantificacao de DNA mitocondrial circulante por real-time PCR

Todas as amostras foram analisadas na mesma data, em temperatura
ambiente. Foi realizada no Laboratério de Interacdo Microrganismo-Hospedeiro do
Departamento de Microbiologia localizado no Instituto de Ciéncias Biologicas
(UFMG). O DNA mitocondrial presente no soro de pacientes foi quantificado
.42,

conforme previamente descrito por Zhang et a

Resumidamente, o mtDNA foi extraido do soro de pacientes utilizando o
kit QlAamp DNA Mini and Blood Mini kit (Qiagen®). A extracdo de mtDNA foi
realizada em condicdes estéreis e a quantificacao foi estimada por reacdo em cadeia
de polimerase (PCR) em tempo real. Foram utilizados primers humanos para

citocromo B (forward-59 - ATGACCCCAATACGCAAAAT-39 e reverse 59

CGAAGTTTCATCATGCGGAG - 39), citocromo C oxidase subunidade Il
(forward - 59 ATGACCCACCAATCACATGC - 39 e reverse 59 -

ATCACATGGCTAGGCCGGAG - 39) e NADH desidrogenase (forward 59

ATACCCATGGCCAACCTCCT - 39 e reverse 59 - GGGCCTTTGCGTAGTTGTAT

39), que foram sintetizados pela Invitrogen®.
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Foram elaboradas curvas-padrdo de DNA em rtPCR para quantificar
mMtDNA, utilizando concentracdes mtDNA purificadas e citocromo B como alvos. Os
exames foram realizados pela doutoranda em Fisiologia e Farmacologia, Raquel
Duque do Nascimento Arifa, no Laboratério de Interagdo Microrganismo -

hospedeiro, Universidade Federal de Minas Gerais.

3.5.2. Dosagens de ALT e AST

As dosagens de ALT e AST foram feitas no Servico de Medicina
Laboratorial do Hospital das Clinicas da UFMG (Laboratério Central). Foi empregada
a técnica de quimica seca, cinética de multiplos pontos do sistema Vitros® fornecido

pelo laboratério Orthoclinical Diagnosis®.

3.6. Analise Estatistica

As analises estatisticas foram realizadas utilizando-se o0 programa
GraphPad PRISM (verséo 5.0). A normalidade dos dados foi testada pelo método de
Kolmogorov-Smirnov. A comparacao entre os dados foi feita utilizando-se o teste “t”
de Student para as variaveis continuas que apresentaram distribuicdo normal. Para
verificar a correlacdo entre niveis de mtDNA e aumento de AST e ALT e tempo de
isquemia, foi escolhido o coeficiente de correlacdo de Spearman. Para a
interpretacdo da magnitude das correlacoes foi adotada a seguinte classificagcao dos
coeficientes de correlacédo: coeficientes de correlacdo < 0,4 (correlacdo de fraca
magnitude), = 0,4 a < 0,5 (de moderada magnitude) e = 0,5 (de forte magnitude)®.

Foram consideradas diferengas estatisticas valores de p < 0,05.
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4. RESULTADOS

A idade dos pacientes transplantados variou de 22 a 71 anos, mediana de
53 anos e 11 meses, media de 53,09 = 11,17 anos. Sessenta e seis porcento eram
homens. As solucées de preservacdoo utilizadas foram: Custidiol® (63,6%),
Viaspan® (34,1%) e Celsior® (2,3%).

O tempo de isquemia variou de 254 a 791 minutos, mediana de 492
minutos e media 515,10 * 146,6 minutos. O nivel sérico de AST variou de 114 a
21.012U/L, mediana de 1042U/L media de 2018 + 3729U/L. O nivel sérico de ALT
variou de 82 a 6.864, mediana de 527,0 U/L média de 989,1 + 1.411U/L.

As indicacdes ao transplante foram: cirrose etandlica (31,1%), doencas

parenquimatosas (31,1%), cirrose viral (24,4%), cirrose por doenca autoimune

(4,4%) e doencga das vias biliares (8,9%).

Indicagoes ao Transplante

M Autonimune

MW Etandlica

@ Parenquimatosa
M Vias Biliares

m Viral

Gréfico 1 - Indicacdes de transplante hepético.
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Verificou-se aumento significativo dos mtDNAs apoOs oito horas de

reperfusdo, com os seguintes valores de p: NADH dehydrogenase 0,0251; citocromo

B 0,0251; e citocromo C oxidase 0,0067 (Tabela 2).

Tabela 1 - Variacdo da concentracdo plasmatica de DNA

mitocondrial.

Varichond T1 T2 p
NADH (n = 46) 83 +81 141 = 46) 0,0267
Citocromo B (n = 44) 469 = 44) 738 = 44) 0,0251
Citocromo C (n = 47) 116 = 47) 223 = 47) 0,0067

T1 (imediatamente antes da clampagem porta); T2 (8 horas apds a reperfusao).

Teste T de student. Valor de significancia p<0,05.

Para os GRAF. 2, 3 e 4 as amostras de sangue foram coletadas no tempo

imediatamente antes da clampagem da veia porta e oito horas apds a reperfuséo e

foram dosados os DNAs (em ng/uL) de origem mitocondrial: NADH dehydrogenase,

citocromo B e citocromo C oxidase.
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Gréfico 2 - Comparacéo do valor de NADH entre T1 e T2 (n=46).

Teste t Student. Valores de NADH-DNA: T1 = 83+81; T2 = 141+162 (p = 0,0267)
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Citocromo B oxidase

*p:0,0251

DNAm (ng/100uL plasma)

Grafico 3 - Comparacéo do valor de citocromo B entre T1 e T2 (n=44).

Teste t Student. Valores de Citocromo B oxidase: T1 = 469+555; T2 = 738 £ 591 (p

= 0,0251).



Citocromo C oxidase

* p: 0,0067
1500 . ]
|
1000
..
Ny
5004 . o"
L [ |
o0
S <1y
T1 T2

Gréfico 4 - Comparacao do valor de citocromo C oxidase entre Tl e T2 (n=47).

Teste t Student. Valores de Citocromo C oxidase: T1 = 116+130; T2 = 223 £248 (p

= 0,0067).
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Tabela 2- Avaliacdo da associagédo do aumento de DNAm com o aumento

de aminotranferases no plasma.

Variaveis n IC (95%) R (Spearman) p
NADH X AST 39 0,2437 a 0,7266 0,5263 0,0006
NADH X ALT 38 0,07277 a 0,6383 0,3919 0,0150
Citocromo B X AST 37 0,3974 a 0,8051 0,6450 <0,0001
Citocromo B X ALT 37 0,2988 a 0,7618 0,5746 0,0002
Citocromo C X AST 40 0,04438 a 0,5506 0,2798 0,0804
Citocromo C X ALT 39 0, 08782 a 0, 5261 0,2434 0,1355

T1 (imediatamente antes da clampagem porta); T2 (8 horas apdés a reperfusao).

Para esta andlise foi feita a comparacédo entre o aumento de DNAm (Valor em T2 —

Valor em T1) com aumento das aminotransferases (Maior valor nas primeiras 24

horas do pds-operatorio — Valor pré-operatorio imediato). Valor de significancia

p<0,05.
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Grafico 5 - Correlacéo entre os valores de NADH (ng/pL de DNA) e AST (U/L)

R de Spearman 0,5263, IC (95%) 0,2437 a 0,7266 (p = 0,0006).

AST: aspartatoaminotransferase.
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Grafico 6 - Correlacéo entre os valores de NADH (ng/puL de DNA) e ALT (U/L)

R de Spearman 0,3919 IC (95%) 0,07279 a 0,6383 (p = 0,0150).

ALT: alaninoaminotransferase.
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Grafico 7 - Correlagcédo entre os valores de Citocromo B (ng/uL de DNA) e
AST (U/L)
R de Spearman 0,6450, IC (95%) 0,3974 a 0,8051. Valor de P 0,0001.
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Grafico 8 - Correlacéo entre os valores de Citocromo B (ng/pL de DNA) e
ALT (U/L)

R de Spearman 0,5746, IC (95%) 0,2988a 0,7618 (p = 0,0002).
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Grafico 9 - Correlagédo entre os valores de Citocromo C (ng/uL de DNA) e
AST (U/L)

R de Spearman 0,2798, IC (95%) 0,04438 a 0,5506 (p = 0, 0804).
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Gréfico 10 - Correlacao entre os valores de Citocromo C (ng/puL de DNA) e
ALT (U/L)
R de Spearman 0, 2434, IC (95%) 0, 08782 a 0, 5261 (p = 0, 1355).

A andlise dos dados mostra correlacdo de forte magnitude entre os
valores de NADH e AST, Citocromo B e AST e entre Citocromo B e ALT. Nas
demais avaliacbes evidencia-se correlacdo de fraca magnitude (GRAF. 6, 7, 10, 11,
12). Também foi observada correlacdo de fraca magnitude entre tempo de isquemia

os valores de NADH, Citocromo B e Citocromo C.
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5. DISCUSSAO

O sistema imunoldgico natural, constituido pelas barreiras naturais como
a pele, as mucosas, células fagocitarias e o sistema de complemento é essencial
para a defesa do organismo contra virus, bactérias e protozoarios. Esta presente na
cadeia evolutiva desde os anelideos, enquanto o sistema imunoldgico adquirido esta
presente nos animais superiores. Macréfagos e neutréfilos e também outras células
nao diretamente relacionadas ao sistema imunolégico apresentam mais de uma
centena de receptores na sua membrana plasmatica e no citoplasma que
reconhecem estruturas moleculares presentes nas bactérias e nos virus, dentre
outros®,

Os receptores sdo chamados PPRs, e as estruturas que eles reconhecem
nas bactérias sdo chamadas PAMPs. Quando uma célula morre, como no caso da
necrose celular, ela libera para o meio extracelular estruturas moleculares que podem
ser reconhecidas pelos receptores. Estas estruturas sdo chamadas DAMPs. A ativacao
dos receptores do sistema imunolégico natural é fundamental para a defesa e limpeza
dos tecidos, etapa essencial para a posterior cicatrizacdo. Porém a ativacdo excessiva
pode levar a desregulagdo do sistema imune e quadros inflamatérios graves,

conhecidos pelas abreviaturas: SIRS, CARS, MOF e PCIS®3%,

Somente em 2002 é que se reconheceu que constituintes proprios estao
na origem da ativacdo e desregulacdo do sistema imune natural**. No TH, no
periodo de IR, elétrons escapam dos carreadores da fosforilacdo oxidativa e formam
com O oxigénio espécies reativas, como 0 superoxido e radicais oxidrila. Estes
causam lesdo e necrose celular. Os constituintes dos hepatécitos ao extravasar para
fora da célula, ganham o espaco extracelular e a seguir a circulagdo. Os neutrdéfilos

séo atraidos para o figado por um gradiente de quimiocinas CXCL8 que € detectado



pelo receptor CXCR dos neutréfilos. No figado, eles sdo atraidos para a zona de
necrose pelos peptideos formilados detectados pelo receptor FPR1%>°!, Neste local,
eles desencadeiam processo inflamatoério. Felizmente, no transplante hepéatico, este
processo é autolimitado com pouca repercussdo, mas em caso de estimulo
excessivo pode haver necrose autofagica do figado e inflamacao sistémica, com
consequéncias graves como o nao funcionamento primario, disfuncdo precoce do
enxerto e SIRS com MOF. Entre os constituintes extravasados, destacam-se 0s
mitocondriais: ATP, peptideos formilados, DNA de origem mitocondrial, proteina
ligante do mtDNA, fator A transcricional regulador da mitocéndria (TFAM) e a prépria

mitocondrig268.70.73-75

A resposta inflamatéria podera ser de maior ou menor
intensidade, dependendo da magnitude do estimulo. Zhang et al. em 2010
relacionaram a liberacdo de constituintes mitocondriais no trauma com a resposta
inflamatéria e verificaram a correlacdo entre gravidade da resposta com niveis
plasmaticos dos constituintes mitocondriais*’. Os peptideos formilados alteram a
permeabilidade capilar de maneira dependente e, também, independente de
neutréfilos™. A injecdo endovenosa de mMtDAMPS resulta em grave lesdo
inflamatoria pulmonar em animais de laboratério. Também, a lesdo pulmonar aguda
resultante de hemotransfusdo tem sido relacionada a mtDAMPs, contidos em

hemoderivados’®. Essas observacdes levantam importantes questdes sobre a

natureza da resposta inflamatoria estéril para constituintes self e corroboram a

hipétese da correlacdo entre bactéria e mitocdndria (endossimbiose)**

E aceito que DAMPs, de modo geral, sdo liberados por células necroticas
e ndo apoptoticas. Particularmente no transplante de figado ocorre um ambiente
favoravel a inflamagdo e a resposta imunoldgica estéril: tem-se um 6rgdo muito
vascularizado, hepatocitos com muitas mitocondrias e muitas células do sistema

imune e LIR desencadeando lesdo e morte celular, expondo constituintes internos
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da célula ao sistema imune. Para avaliar a participagdo dos constituintes
mitocondriais na resposta inflamatéria no TH neste estudo, foram dosados os
mtDNAs circulantes (NADH desidrogenase, citotocromo C oxidase e citocromo B
oxidase) no periodo perioperatorio: imediatamente antes da clampagem da veia
porta (T1) e oito horas apés a reperfusdo (T2). Eles foram correlacionados com o
pico de AST e ALT das primeiras 24 horas (reconhecidamente usados como
marcadores de leséo e necrose hepatocelular), e também com o tempo de isquemia.

Os principais DNAs de origem mitocondrial s&o usados como marcadores
dos constituintes mitocondriais porque ndo existem métodos para dosar oS
peptideos formilados e os outros mtDAMPs***!. Observou-se aumento de todos os
MtDNAs no pos-operatério de TH, como se pode verificar nos graficos. 2, 3 e 4.
Constatou-se correlacédo de forte magnitude (r Spearman = 0,5) entre os valores de
NADH e AST, Citocromo B e AST e entre Citocromo B e ALT (gréficos 5, 7 e 8).
Constatou-se correlacéo de fraca magnitude entre NADH e ALT, Citocromo C e AST
e entre Citocromo C e ALT (graficos 6, 9, e 10).

As mitocéndrias sdo abundantes nos hepatécitos e correspondem a cerca
de 20% do seu peso e o seu DNA é muito sensivel a isquemia. Quando fora da
célula, € reconhecido por receptores localizados nas células fagocitarias,
principalmente neutrdfilos, ativa o sistema imune inato e direciona a inflamagéo.
Entretanto, constatou-se correlacdo de fraca magnitude em todas avaliacbes
correlacionadas com o tempo de isquemia. Este fato deve-se, provavelmente, ao
breve periodo de isquemia nesse grupo de pacientes (media 515,10 + 146,6
minutos). Tempo de isquemia abaixo de 12 horas é considerado ideal para o TH. Os

resultados dos transplantes realizados com tempo de isquemia abaixo deste tempo
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sdo uniformemente bons, e associados a baixa incidéncia de complicacdes
relacionadas ao enxerto.

Foram realizadas analises comparativas entre a variacdo dos valores de
MtDNAs com dados dos doadores (idade, género, grupo sanguineo, tempo de
ventilagdo mecanica, uso de aminas, local da doacédo) e com as solugbes de
conservacao utilizadas, nd&o sendo encontradas correlacbes de significancia
estatistica e, por isso, ndo foram descritas nesse trabalho.

As mitocbndrias, por terem origem em uma célula procarionte incorporada
na célula eucarionte (admite-se que esse processo ocorreu ha 1,5x10 anos), tém
muitas estruturas em comum com as bactérias, dai a forte reacdo imunoldgica. O
extravasamento dos constituintes mitocondriais para dentro do figado e sua acéo
local, leva a atracdo das células fagocitarias, ampliacdo da inflamacdo com lesédo e
morte autofagica dos hepatécitos. Nao se sabe como ocorre o extravasamento dos
constituintes mitocondriais, nem que fracdo destes chega a circulacdo sistémica.
Este processo pode estar relacionado a toxicidade sistémica, manifestada
clinicamente pela reacdo inflamatéria, como aumento da permeabilidade capilar,
choque, insuficiéncia renal aguda, insuficiéncia respiratéria e disfuncdo de multiplos
orgaos.

Esse trabalho chama atencéo para a importancia dos mtDAMPs no TH. O
tempo relativamente recente do conhecimento, talvez justifique a falta de abordagem
terapéutica especifica para aqueles casos que evoluem no pos-operatério mediato
com niveis elevados de constituintes mitocondriais e, especialmente, com a nao
funcdo primaria, cuja Unica terapéutica atual € o retransplante de emergéncia.
Embora alguns trabalhos relatem aumento de DNA mitocondrial na lesdo de IR

hepética nenhum estudo descreveu o seu comportamento ap6s o TH#?*. O nimero



de pacientes e o delineamento desse estudo (critérios de inclusao e excluséao) ainda
nao nos permitem tirar conclusdes sobre os efeitos que este aumento pode causar
ao enxerto. Sera que esta elevacdo dos niveis de DNA aumenta o risco de ndo
funcdo primaria ou funcao retardada do enxerto? Nos estudos experimentais pode-
se determinar a correlagao entre o aumento destes produtos e a infiltracao
inflamatoria, lesbes histologicas do enxerto e se 0 uso de drogas que inibem a acao
inflamatoria destas moléculas pode reduzir/abolir essas lesdes.

Alvos terapéuticos existem com 0s seus respectivos bloqueadores que
poderiam controlar a sequéncia de ativacdo do sistema imune. Maior conhecimento
sobre os fatores relacionados ao funcionamento do enxerto e também sobre as
complica¢cbes decorrentes da toxicidade sistémica provocada pela estimulagdo do
sistema imune inato, poderia, de maneira segura, aumentar o nimero de enxertos a
serem utilizados, tornando disponiveis enxertos, antes, considerados inadequados.
Ja existem opc¢des potenciais, como bloqueadores dos receptores tipo Toll, a enzima
desoxirribonuclease (DNASE) e bloqueadores do receptor CXCR2, como
DF2156°%°",

Os peptideos formilados atuam nos receptores FPR1 e o mtDNA nos
receptores Toll-like. A classe de receptores Toll-like é objeto de muitos estudos da
industria farmacéutica em varias doencas inflamatorias, entre elas lUpus eritematoso
sistémico e doenca de Crohn’’. Na UFMG o grupo do Professor Gustavo Batista
Menezes tem estudado a lesdo hepatica causada pelo acetaminofeno®®®*. Destaca-
se nas suas publicacdes o papel da deposicdo do DNA nos sinusoides e a ativagao
do receptor TLR9 previamente sensibilizado pelos peptideos formilados e deslocado
para a membrana celular e a marcante atividade inflamatoria resultante de sua
ativacdo. Se esses dados se confirmarem para a LIR, havera um campo muito

promissor para o desenvolvimento de novas abordagens das complicacdes
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inflamatorias causadas pelo TH. Estes achados sinalizam para um novo campo de
pesquisa e de possibilidades para futuros alvos terapéuticos no transplante de

figado.
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6. CONCLUSAO

Este estudo evidenciou que constituintes mitocondriais elevam-se na
circulacdo no periodo poés-operatorio de transplante hepatico. Essa elevagéo
correlaciona-se com a elevacdo de aminotransferases nas seguintes situacoes:

entre os valores de NADH e AST, Citocromo B e AST e Citocromo B e ALT.



64

7. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

10.

Fortner J, Blumgart L. A historic perspective of liver surgery for tumor at the
end of millennium. J Am Coll Surg. 2001; 193: 210-222.

Marcos A, Ham JM, Fisher RA, Olzinski AT, Posner MP. Single-center analysis
of the first 40 adult to adult living donor liver transplant using the right lobe.
Liver Transpl. 2000; 6:296-301.

Couinaud C. Les envelopes vasculobiliares de foie ou capsule de Glisson. Leur
interet dasn la chirurgie vesiculaire, les resections hepatiques et I'abord du hile
du foie. Lyon Chir. 1954; 49:589-615.

Bismuth H. Surgical anatomy and anatomical surgery of the liver. World J Surg.
1982; 65-69.

Bismuth H. Surgical anatomy and anatomical surgery of the liver. World J Surg.
1982; 6:3-9.

Castaing G, Borie D, Bismuth H. Anatomia del higado y de las vias biliares in
Encyclopédie Médico-Chirurgicale, Paris, p. 40-70, 2002.

Cantlie J. On a new arrangement of the of the right and left lobes of the liver.
Proc Anat Soc Great Britain Ireland. 1897; 32:4-9.

Rex H. Beitrage sur morphologie der Saugerleber. Morphol Jah, 1888; 14:517-
615.

Oberholzer A, Souza SM, Tschoeke SK, Oberholzer C, Abouhamze A, Pribble
JP, et al. Plasma cytokine measurements augment prognostic scores as
indicators of outcome in patients with severe sepsis. Shock. 2005; 23(6):488-
493.

Tung TT. Chirurgie d’exerese du foie. Masson; 1962.



11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

65

Raia S, Nery J, Mies S. Liver transplantation from lie donors. Lancet.
1989; 2:497.

Hiatt J, Gabbay J, Busuttil RW. Surgical anatomy of the hepatic artery in 1000
cases. Ann Surg. 1994; 2050-2052.

lyer S, Pulskens W, Sadler J, Butter L, Teske G, Ulland T, et al. Necrotic cells
trigger a sterile inflammatory response through the NIrp3 inflammassome. Proc
Natl Acad Sci USA. 2009; 106: 20388-20393.

Klinman JP. How do enzymes activate oxygen without inactivating themselves?
Acc Chem Res. 2007; 40:325-333.

Balmer ML, Slack E, De Gottardi A, Lawson MA, Hapfelmeier S, Miele A, et al.
The liver may act as a firewall mediating mutualism between the host and its
gut commensal microbiota. Sci Transl Med. 2014, 6(237):237-266.

Crispe, IN. The liver as a lymphoid organ. Annu Rev Immunol. 2009;
27:147- 163.

Saraste M. Oxidative phosphorylation at the fin de siécle. Science. 1999; 283:
1488-93.

Green DR. The end and after how dying cells impact the living organism
Immunity. 2011; 35(4):441-444.

Cohen MJ, Brohi K, Calfee CS, Rahn P, Chesebro BB, Christiaans SC, et al.
Early release of high mobility group box nuclear protein 1 after severe trauma in
humans: role of injury severity and tissue hypoperfusion. Crit Care. 2009;
13(6):R174.

Zlotnik A, Yoshie O, Nomiyma H. The chemokine and the chemokine receptor
superfamilies and their molecular evolution. Genome Biol. 7(12):243, 2006.

Borregard N. Neutrophils from marrow to microbes. Immunity. 33(5):657-670.



22.

23.

24.

25.

26.

27.

28.

29.

30.

31.

Quesnelle KM, Bystrom PV, Toledo-Pereira, LH. Molecular response to
ischemia and reperfusion in the liver. Arch Toxicol. 2015; 89(5):651-657.

Datta G, Fuller BJ, Davidson BR. Molecular mechanisms of liver ischemia
reperfusion injury: insights from transgenic knockout models. World J
Gastroenterol. 2013; 19:1683-1698.

Zhai Y, Busuttii RW, Kupiec-Weglinski. Liver ischemia and reperfusion
injury: News insights into mechamisms of innate-adaptative imune-mediated
tissue inflammation. Am J Transplant. 2011; 11(8):1563-1569.

Riess ML, Camara AKS, Kevin LG, An J, Stowe DF. Reduced reactive O,
species formation and preserved mitochondrial NADH and [Ca2+] levels during
short-term 17°C ischemia in intact hearts. Cardiovasc Res. 2004; 61:580-590.
McCord JM. Oxygen-derived free radicals in post ischemic tissue injury.

Patel RP, Lang JD, Smith AB, Crawford JH. Redox therapeutics in hepatic
ischemia reperfusion injury. World J Hepatol. 2014, 6:1-8.

Guzy RD, Schumacker PT. Oxygen sensing by mitochondria at complex llI: the
paradox of increased reactive oxygen species during hypoxia. Exp Physiol.
2006; 91:807-819.

Kussmaul L, Hirst J The mechanism of superoxide production by NADH:
ubiquinone oxidoreductase (complex 1) from bovine heart mitochondria. Proc
Natl Acad Sci USA. 2006; 103:7607-7612.

Lambert AJ, Brand MD. Superoxide production by NADH: ubiquinone
oxidoreductase (complex 1) depends on the pH gradient across the
mitochondrial inner membrane. Biochem J. 2004; 382:511-517.

Murphy MP. How mitochondria produce reactive oxygen species. Biochem

66



32.

33.

33.

34.

35.

36.

37.

38.

39.

Grisham MB, Hernandez LA, Granger DN. Xanthine oxidase and neutrophil
infiltration in intestinal ischemia. Am J Physiol. 1986; 251:G567-G574.
Franchello A, Gilbo N, David E, Ricchiuti A, Romagnoli R, Cerutti E Salizzoni

M. Ischemic preconditioning (IP) of the liver as a safe and protective technique
against ischemia/reperfusion injury (IRI). Am J Transplant. 2009; 9:1629-1639.
Jaeschke H, Woolbright BL. Current strategies to minimize hepatic ischemia-
reperfusion injury by targeting reactive oxygen species. Transplant Rev
(Orlando). 2012; 26:103-114.

Callapina M, Zhou J, Schmid T, Koéhl R, Brune B. NO restores HIF-
lalpha hydroxylation during hypoxia: role of reactive oxygen species. Free
Radic Biol Med. 2005; 39:925-936.

Sanjuan-Pla A, Cervera AM, Apostolova N, Garcia-Borer R, Vitor VM, Murphy
MP Mc Creath KL. A targeted antioxidant reveals the importance of
mitochondrial reactive oxygen species in the hypoxic signaling of HIF-lalpha.
FEBS Lett. 2005; 579:2669-2674.

Gorlach A, Berchner-Pfannschmidt U, Wotzlaw C, Cool RH, Frandey J, Acker
H, Jungermann K, Kietzmann T. Reactive oxygen species modulate HIF-1
mediated PAI-1 expression: involvement of the GTPase Racl. Thromb
Haemost. 2003; 89:926-935.

Hu C-J, Wang L-Y, Chodosh LA, Brian K, Simon MC. Differential roles of
hypoxia-inducible factor 1alpha (HIF-1a) and HIF-2a in hypoxic  gene
regulation. 2003; 23:9361-9374.

Semenza GL. Oj-regulated gene expression: transcriptional control of

cardiorespiratory physiology by HIF-1. JAppl Physiol. 2004; 96:1173-1177.

67



40.

4].

42.

43.

44.

45.

46.

47.

48.

Lemasters JJ, DiGuiseppi J, Nieminen AL, Herman B. Blebbing, free Ca2+ and
mitochondrial membrane potential preceding cell death in hepatocytes.
Nature. 1987; 325:78-81.

Evankovich J, Cho SW, Cardinal J, Zhang R, Dhupar R, Zhang L. High
mobility group box 1 release from hepatocytes during ischemia and reperfusion
injury is mediated by decreased histone deacetylase activity. J Biol Chem.
2010; 285:39888—39897.

Zhang Q, Raoof M, Chen Y, Sumi Y, Sursal T, Junger W, et al. Circulating
mitochondrial DAMPs cause inflammatory responses to injury. Nature, 2010;
464: 104-107.

Chandel NS, Trzyna WC, McClintock DS, Schumacker PT. Role of oxidants in
NF-kappa B activation and TNF-alpha gene transcription induced by hypoxia
and endotoxin. J Immunol. 2000; 165:1013-1021.

Matzinger P. The danger model: a renewed sense of self. Science. 2002;
296(5566):301-305.

Hanschen M, Zahler S, Krombach F, Khandoga A. Reciprocal activation
between CD4+ T cells and Kupffer cells during hepatic ischemia-reperfusion.
McDonald B, Pittmam K, Menezes GB, Hirota SA, Slaba I, Waterhouse CC,
Beck PL. Intravascular danger signals guide neutrophils to site of sterile
inflammation. Science. 2010; 15: 330(6002): 362-366.

Nace GW, Huang H, Klune JR, Eid RE, Rosborough BR, Korffs S et al.
Cellular-specific role of toll-like receptor 4 in hepatic ischemia-reperfusion injury
in mice. Hepatology. 2013; 58:374-387.

Jaeschke H, Farhood A. Neutrophil and Kupffer cell-induced oxidant stress and

ischemia-reperfusion injury in rat liver. Am J Physiol. 1991; 260:G355-G362.

68



49.

50.

51.

52.

53.

54.

55.

56.

57.

Jaeschke H, Smith CV, Mitchell JR. Hypoxic damage generates reactive
oxygen species in isolated perfused rat liver. 1988; 150:568-574.

Imamura H, Sutto F, Brault A, Huet PM. Role of Kupffer cells in cold
ischemia/reperfusion injury of rat liver. Gastroenterology. 1995; 109:189-197.
Marques PE, Amaral SS, Pires DA, Nogueira LL, Soriani FM, Lima BHF et al.
Chemokines and mitochondrial products activate neutrophils to amplify organ
injury during mouse acute liver failure. Hepatology; 2012; 56(5):1971-1982.
Marques PE, Oliveira AG, Pereira RV, David BA, Gomides LF et al. Hepatic
DNA deposition drives drug-induced liver injury. Hepatology. 2015; 6(1):348-
360.

Savill J, Dransfield I, Gregory C, Haslett C. A blast from the past: clearance of
apoptotic cells regulates immune responses. Nat Rev Immunol. 2002; 2:965-
975.

Fadeel B, Xue D. The ins and outs of phospholipid asymmetry in the
plasma membrane: roles in health and disease. Crit Rev Biochem Mol Biol.
2009; 44:264-277.

Kaczmarek A, Vandenabeele P, Krysko D. Necroptosis: the release of
damage- associated molecular patterns and its physiological relevance.
Immunity. 2013; 38:209-223.

Degterev A, Huang Z, Boyce M, Li Y, Jagtap P, Mizushima N, et al.
Chemical inhibitor of nonapoptotic cell death with therapeutic potential for
ischemic brain injury. Nat Chem Biol. 2005; 1:112-119.

Degterev A, Hitomi J, Germscheid M, Ch’en |, Korkina O, Teng X, et al.
Identification of RIP1 kinase as a specific cellular target of necrostatins. Nat

Chem Biol. 2008; 4:313-321.

69



58.

59.

60.

61.

62.

63.

64.

65.

66.

Sun L, Wang H, Wang Z, He S, Chen S, Liao D, et al. Mixed lineage
kinase domain-like protein mediates necrosis signaling downstream of RIP3
kinase. Cell. 2012; 148:213-227.

Jenne CN, Kubes P. Immune surveillance by the liver. Nat Immunol.
2013; 14(10):996-1006.

Kim JS, He L, Qian T, Lemasters JJ. Role of the mitochondrial permeability
transition in apoptotic and necrotic death after ischemia/reperfusion injury to
hepatocytes. Curr Mol Med. 2003; 3:527-535.

Chang WJ, Toledo-Pereyra LH. The role of HMGB1 and HSP72 in
ischemia and reperfusion injury. J Surg Res. 2011; 166:219-221.

Chen GY, Nunez G. Sterile inflamation: sensing and reacting to damage. Nat
Rev Immul. 2010; 10(12):826-37.

Moore FA, Moore EE. Evolving concepts in the pathogenesis of postinjury
multiple organ failure. Surg Clin North Am. 1995; 75(2):257-277.

Gentile LF, Cuenca AG, Efron PA, Ang D, Bihorac A, McKinley BA, et
al. Persistent inflammation and immunosuppression: a common syndrome and
new horizon for surgical intensive care. J Trauma Acute Care Surg. 2012;
72(6):1491-501.

Olthoff KM, Kulic KL, Samstein B, Kaminski M, Abecassis M. Validation of a
current definition of early allograft dysfunction in liver transplantation recipients
and analysis of risk factor. Liver Transplant. 2010; 16: 943-9.

Gibot S, Massin F, Cravoisy A, Barraud D, Nace L, Levy B, et al. High-mobility
group box1 protein plasma concentrations during septic shock. Intensive Care

Med. 2007; 33(8):1347-1353.

70



67.

68.

69.

70.

71.

72.

73.

Andrade AMF. HMGBL1 e nucleossomos como marcadores de evolugdo clinica
em pacientes submetidos a transplante hepético. Tese de doutorado em Pds-
Graduacao em Ciéncias Aplicadas a Saude do Adulto. Belo Horizonte: UFMG,
2014.

Grishko V, Solomon M, Wilson GL, Le Doux SP, Gillespie MN. Oxygen radical-
induced mitochondrial DNA damage and repair in pulmonary vascular
endothelial cell pheno-types. Am J Physiol Lung Cell Mol Physiol. 2001,
280:L1300-L1308.

Yakes FM, Van Houten B. Mitochondrial DNA damage is more extensive and
persists longer thannuclear DNA damage in human cells following oxidative
stress. Proc Natl Acad Sci USA. 1997; 94:514-5109.

Koczor CA, Snyder JW, Shokolenko IN, Dobson A W, Wilson GL, Ledanx SP.
Targeting repair proteins to the mitochondria of mammalian cells through stable
transfection, transient transfection, viral transduction, and TAT mediated protein
transduction. Methods Mol Biol. 2009; 554:233-249.

Krysko DV, Agostinis P, Krysko O, Garq AD, Bachert C, Lambrecht BN et al.
Emerging role of damage-associated molecular patterns derived from
mitochondria in inflammation. Trends Immunol. 2011; 32:157-164.

Maeda A, Fadeel B. Mitochondria released by cells undergoing TNF-a-induced
necroptosis act as danger signals. Cell Death and Disease. 2014; (5),e1312.
Collins LV, Hajizadeh S, Holme E, Jonsson IM, Tarkowski A.
Endogenously oxidized mitochondrial DNA induces in vivo and in vitro

inflammatory responses. J Leukoc Biol. 2004; 75: 995-1000.

71



74.

75.

76.

77.

Du C, Fang M, Li Y, Li L, Wang X. Smac, a mitochondrial protein that
promotes cytochrome c-dependent caspase activation by eliminatingl AP
inhibition. Cell. 2000; 102:33-42.

Latanich CA, Toledo-Pereyra LH. Searching for NF-kappaB based treatments
of ischemia reperfusion injury. J Invest Surg. 2009; 22:301-315.

Yann-Leei L, King MB, Gonzalez RP, Brevard SB, Frotan MA, Gilolespie MN et
al. Blood products contain mitochondrial DNA damage-associated molecular
patterns: a potential effector of transfusion-related acute liver lung injury. J Surg
Res. 2014; 191(2) 286-289.

Barrat FJ, Meeker T, Gregorio J, Chan JH, Uematsu S, Akira S et al. Nucleic
acids of mammalian origin can act as endogenous ligand for Toll-like receptors

and may promote systemic lupus erythematosus. JEM. 2005; (17):1131-39.

72



73

8. ANEXOS

Anexo A — Protocolo de avaliacao pré-operatéria para o transplante hepatico
IDENTIFICACAO

Nome:

Grupo Sang: Data do Nascimento: / / ldade:

Cor: () leuco () faio () melano

Profissao

Naturalidade Endereco:

Telefones de contato:

INDICACAO AO TRANSPLANTE: (doenca)

REFERENCIAS MEDICAS
CLINICO/HEPATOLOGISTA:

Dr. Servico:

Data do Encaminhamento:

Endereco para correspondéncia:

Telefones para contato:

RESPONSAVEL PELO TRANSPLANTE:

Dr. (CIRURGIA)
Dr.: (CLINICA)
ANAMNESE

Evolucéo da doenca:




COMPLICACOES:

Ascite:

Peritonite:

Hemorragia Digestiva:

Encefalopatia:

Outras:

Data: / /

ANTECEDENTES CLINICOS:

Hipertenséo Arterial Doenca Ulcerosa Pneumopatia Tabagismo
tratamento:
tratamento:

anos cigarros / dia Etilismo Pancreatite cronica Epilepsia

Diabetes Doencas infecciosas Outros

ANTECEDENTES CIRURGICOS:

Hepatectomia Cirurgia Vias Biliares

Outras cirurgias abdominais
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EXAME FiSICO

PESO: kg ALTURA: cm

Encefalopatia: leve moderada grave flapping: sim ndo asterixis sim néo Ictericia:
leve

moderada acentuada Mucosas: coradas descoradas ACV:
P.A.

/ mmHg FC bpm ausculta: AR:
F.R. ipm ausculta:

Abdome: Cicatriz(es) cirargica(s)

Figadopalpacéo: doloroso endurecido amolecido Outro

Hepatomegalia cm RCD; cm apéndice xiféide Baco
71 Esplenomegalia cm; tipo Boyde
Ascite discreta moderada volumosa; perimetro abdominal cm

Circulacdo colateral tipo cava superior tipo cava inferior cabeca de medusa

Orofaringe

Linfadenomegalias cervical axilar inguinal Edema de membros inferiores discreto
moderado acentuado Alteracbes cutadneas teleangiectasias perda de faneros

outras alteracoes

Outros:

Data: / /
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EXAMES LABORATORIAIS

( / / )
Hem: Hb: Ht: Plaquetas:
Leuc. Glob: NBast
NeutSegm B E M Linfocitos Atividade
de Protr RNI PTTa P/ C AST
ALT GGT LDH Fosf Alc Bilirrubina
T /D Glicemia Albumina Globulina
Uréia Creatinina Urina
Rotina Na+ K+ Cl-
Mg++ Ca++

Medicacdo em Uso

Classe A =5 ou 6 pontos ClasseB=7a 9pontos Classe C = 10 a 15 pontos Na
cirrose biliar: bilirrubina = 1 pt se < 4mg/dl, 2 pt se entre 4 e 10, 3 pt se > 10
mg/dl

Classificacdo CHILD-PUGH

encefalopatia ausente confusdo mental coma

ascite bilirrubina albumina protrombina
ausente <2mg/dl >3,5 g/dl > 50%

moderada 2 a 3 mg/dl 2,8 - 3,5 g/dl 40 -

50% importante > 3mg/dl < 2,8 g/dl < 40%



Diurético(s):

Lactulose:

Outros:

Child-Pugh

Cobre sérico ( / / ):

Cobre urinario ( / / ):

Ceruloplasmina ( / / ):

al-antitripsina ( / / ):

Fenotipagem al ( / / ):

Ac anti-mitocondria ( / /

Ac. anti-musculo liso ( / /

Ac. anti-microssomal (figado-rim) (___/

Ac. anti-nucleo ( / / ):
Ferro sérico ( / / ):
Ferritina ( / / ):

Capac ligacao Fe ( / / ):

HBsAg ( / / ):

DNA virus B ( / / ):




nti-HBs ( / / ):

HBeAg ( / / ):

Anti-HBe ( / / ):

Anti HBc IgM ( / / ):

Anti-HBc T ( / / )

Anti-HAV ( / / ):

Anti-HCV ( / / ):

RNA virus C ( / / ):

Anti-HDV ( / / ):

EXAMES COMPLEMENTARES Avaliacao da Hepatopatia

BIOPSIA HEPATICA ( / / )

a feto proteina ( / / ): ( / / ):

( / / ):

( / / ): Antig. Carc Embr (CEA) Outros marcadores
( / / ) ( / / )
( / / ): ( / / )

Avaliacdo Imunolégica

Classificagcdo HLA ( / / ): A A B B
Dr Dr Dq Dq Dosagem de
Complemento: ( / / ) Total: C3
C4 Reatividade contra painel de

leucécitos ( / / ):
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Pesquisa de aglutininas irregulares: (fenotipagem de hemacias) Mielograma

( / / ):

Avaliacdo Hematoldgica

( / )

Avaliacéao Infectoldgica

HIV ( / / ): HTLV l e ll

( / / ): CMV ( / / ):
IgM IgG Herpes simples 1 e 1l ( / / ):
IgM__ IgG  __ Epstein-Barr ( / / ). IgM IgG

D. Chagas IFI ( / / ):

Reacao de Machado Guerreiro

( / / ): Toxoplasmose ( / / ):

IgM I9G Outros

EPF ( / / ): Concentragao

Baerman-Moraes

( / / ): Concentragao

Urocultura ( / / ):
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Cultura de Swab de garganta - Bactérias Fungos ( / / ):

( / / ): ( / / ):

Cultura de Fezes:

Bactérias( / / ): Fungos

( / / ): Radiografia do

térax Ultra-som abdominal

EXAMES COMPLEMENTARES

( / / ):

dimensdes do figado dimensodes do

baco parénquima: homogéneo heterogéneo nao

assinaladovesicula biliar ausente presente sem calculos presente com calculos
nodulos hepaticos ausentes ao US presente

ascite: pequena moderada

volumosa - aspecto limpido debris

rins

pancreas o]

utros

Ultra-som abdominal

( / / ): dimensdes do figado dimensdes do

baco parénquima: homogéneo heterogéneo nao assinalado

vesicula biliar ausente presente sem calculos presente com calculos nodulos

hepaticos ausentes ao US presente
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ascite: pequena moderada

volumosa - aspecto limpido debris

rns

pancreas
outros

Ultra-som abdominal ( / / ): dimensdes do figado
dimensdes do baco parénquima:

homogéneo heterogéneo ndo assinalado
vesicula biliar ausente presente sem calculos presente com calculos nédulos
hepaticos ausentes ao US presente

ascite: pequena moderada

volumosa - aspecto limpido debris

rins pan

creas

Doppler hepatico ( / / ): artéria hepatica pérvea: fluxo

obstruida veia porta pérvea: fluxo

obstruida. Diametro:

circulacdo colateral porta: gastrica E - fluxo diametro
umbilical - fluxo diametro retroperitbneo - fluxo
diametro

Doppler hepatico

( / / ). artéria hepatica pérvea: fluxo obstruida

veia porta pérvea: fluxo obstruida. Diametro:




circulagcéo colateral porta: gastrica E - fluxo diametro
umbilical - fluxo diametro retroperitbneo - fluxo
diametro

vasos colaterais visiveis: ndo sim

outras alteracoes

( / / ): convencional helicoidal figado: aumentado normal reduzido

nédulos nao sim

baco: aumentado normal rins normais alterados

linfonodos nao visibilizados sim

ascite nao sim (discreta, moderada, volumosa)

vasos colaterais visiveis: ndo sim

outras alteracoes

( / / ): convencional helicoidal figado: aumentado normal reduzido

nddulos ndo sim

baco: aumentado normal rins normais alterados

linfonodos néao visibilizados sim
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ascite nao

(discreta, moderada, volumosa)
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sim

vasos colaterais visiveis: ndo sim

outras alteracgoes

Tomografia Abdominal:

Arteriografia ~ célio-mesent.

(

artéria

hepética

tronco celiaco

veia porta

lipiodol: ndo sim

R adiog seios da face ( /

amografia ( > 30 anos) ( /

/

Ci

ntilografia 0ssea (neoplasia) (

Tomografia cerebral
Ecocardiograma

Prova de esforgo



( / / ): valvas

Fracao de ejecéo % contratilidade
pericardico: sim ndo Acinesias: sim ndo

Outros

derrame

( / / ): valvas
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Fracdo de ejecéo % contratilidade
pericérdico: sim ndo Acinesias: sim ndo

Outros

derrame

Ecografia de stress( / / ):

Cineangiocoronariografia ( / / ):

Cintilografia de perfusao ( / / ):

miocardica

Doppler carotidiano ( / / ):

Endoscopia digestiva alta ( / /

ndmero calibre

): varizes de es6fago néo sim -

varizes do fundo gastrico ndo sim




teste da urease
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Colonoscopia

varizes do fundo géastrico ndo sim

teste da rease

( / / ):
Gasometria arterial ( / / ): pH ;p O
p CO, ; HCO3
CONSULTAS ESPECIALIZADAS
Odontologia Otorrinolaringologia Oftalmologia
Ginecologia Ginecologia Ginecologia Psicologia Fisioterapia

Neurologia

Anestesiologia Cardiologia Pneumologia

Hematologia
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Anexo B — Protocolo anestésico para o transplante hepatico

P
REPARACAO DA ANESTESIA

Pessoalmente ou por telefone:

1.1.1 Fazer a visita pré-anestésica e conversar com o cirurgido a respeito do
paciente, da antibioticoterapia e da imunossupresséo;

. 1.1.2 Banco de Sangue - confirmar reservas:

20 Ud de Concentrado de Hemacias (CH)

20 Ud de Plasma Fresco Congelado (PFC)

20 Ud de Plaquetas (PI)

20 Ud de Crioprecipitado (Crio);

1.1.3 Laboratorio - relacionar os exames a serem realizados e reforcar a
necessidade de rapidez na sua realizacéo:

+ Hematimetria

+ Gasometria

Lactato

Testes da coagulacao:

. AP (RNI)
. TTP
. PI

. Fibrinogénio
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. PDF (Produtos de degradacao da fibrina), Dimero D
« lonograma: Na*, K*, Ca'" iénico, CI', Mg**
* Glicose, Ureia, Creatinina;

1.1.4 Farméacia - drogas necessarias e preparo de 1 litro de albumina a 5%

(conservar em geladeira até a utilizacdo, durante as anastomoses).

Checar ou preparar:
. 1.2.1 Colchao térmico e manta térmica

1.2.2 Protetores para 0s membros e plastico para cobrir a cabeca do paciente

1.2.3 Bombas de infusdo (3 a 4) e de aquecimento de solucdes, com 0s
devidos equipos

. 1.2.4 Bombas de infusdo de seringa
125 Aquecimento de soro (estufa)
1.2.6 Vidros e seringas de coleta, identificados com o nome do paciente

1.2.7 Ficha de anestesia, ficha de exames per-operatorios e pedidos de exames
1.2.8 Aspirador de secrecdes (PACIENTE DE ESTOMAGO CHEIO!!)

1.2.9 Aparelho de anestesia com fluxdmetros de ar e O2 « Funcionamento *

Gases * Vazamento

. Cal sodada (Trocar e drenar agua)

. Funcionamento do ventilador
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» Anestésico no vaporizador 1.2.10Ligar monitor com trés canais de
pressdo invasiva, canal de débito,

ECG, Oximetro, PNI (enquanto ndo houver PIA), analisador de gases e

espirometria. Ajustar os ganhos e rotular os transdutores.

. 1.2.11 Ligar tromboelastografo — 110 V — e o computador —
110V

1.2.12 Tubos tragueais com balonete de baixa presséo esterilizados

. 1.2.13 Sonda gastrica calibrosa
~ 1.2.14 Vasoconstrictor nasal
1.2.15 Laringoscopio
1.2.16 Estetoscépio
' 1.2.17 Eletrodos

" 1.2.18 Cateteres venosos curtos #14 (2 unid), #16 (2 unid), #20 (2 unid)

. 1.2.19 Sistema de infusado rapida de sangue (CEC)

. 1.2.20 Desfibrilador



89

Montar

1.3.1 3 frascos de solucao de Ringer-lactato com equipo comum e extensao de
dupla via para veias periféricas

.1.3.2 1 frasco de solucdo de Ringer-lactato com equipo comum e torneira de trés
vias para bainha do cateter de termodilui¢cao

DE LUVAS:

1.3.3 Mesa auxiliar com campos estéreis, com:

+ pacotes de compressas e gazinhas

bandeja de Pungcdo Venosa com 2 conjuntos para monitorizagcao
invasiva (verificar compatibilidade com o monitor)

. catéter venoso curto #20, para punc¢do da artéria radial

. introdutor do catéter de Swan-Ganz (s6 abrir o catéter de Swan-Ganz
depois que o guia estiver colocado)

. 1.3.4 Conjunto para PIA (lavagem continua sem heparina) —
Conectar no canal P1 do monitor

1.3.5 Conjunto para PAP — Conectar no canal P2 do monitor

1.3.6 Encher os conjuntos com soro fisiolégico, conectar e zerar os transdutores
(com o auxilio de outro anestesista, sem luvas)

1.3.7 Montar o terceiro conjunto, para PVC, s6 depois que o catéter de Swan
Ganz estiver posicionado - Conectar ao canal P4 do monitor

PREPARACAO DA MEDICACAO Em Seringas:

» Propofol- 1,5 a 2,0mg/kg ou Ketamina - 2 mg/kg ou Etomidato
1 amp

» Rocurdnio — 0,9 mg/kg ou Succinilcolina - 1 mg/kg

Fentanil - 3-5 pg/kg

Lidocaina - 1 mg/kg

Cloreto de Calcio - 2 seringas de 20 ml com uma ampola
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diluida para 20 (50 mg/ml)
. H2CO3 - 2 ampolas em seringa de 20 ml (s6 para criangas)

. Adrenalina 1:1.000: diluir em 20 ml (50 mcg/ml), duas seringas. * Rediluir
2ml para 20 ml (5 mcg/ml), duas seringas. Se houver bomba de

seringa, ndo é necessario rediluir, administrar bolus pela bomba

. Cefotaxima 2 g (no inicio da cirurgia) e 1 g de 8/8 horas (60 mg/kg)
. Ampicilina 2 g (no inicio da cirurgia) e 1 g de 6/6 horas (60 mg/kg)
. Metilprednisolona 500 mg (criancas: 15-30 mg/kg) no inicio das

anastomoses e ao final da cirurgia
Em Bombas de Infuséo:

* Noradrenalina: diluir 1 ampola em seringa de 20 ml - 200 mcg/ml (iniciar 1
mcg/min, 0,05 — 0,1 mcg/kg/min)

Adaptar as seringas em extensores de 120 cm e duas torneiras de trés vias, e
adaptar um soro para empurra -las. De preferéncia, elas correm em via acessoria
do cateter de termodiluicdo; senéo, na bainha

» Adrenalina: 1 ampola em seringa de 20 ml — 50 mcg/ml (iniciar 1 ml/h — 0,83
mcg/min), em vez da noradrenalina, se o0 paciente usar beta-bloqueador ou, por
outro motivo, precisar de beta+alfa-agonista

* Fenilefrina 1 ampola em 20 ml
* Metaraminol 1 ampola em 20 ml

* Dobutamina 1 ampola em 20 m|
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+ Aprotinina 1 frasco de 50 ml em bomba de infusao

Heparina 5000 Ul em 20 ml — 250 Ul/ml ou 10.000 Ul em 250 ml — 40 Ul/ml

Bicarbonato de Sodio 5 % - nao diluir, para adultos; infundir em veia central

* Fluconazol 200 mg/dia (6 mg/kg/dia), se: abertura do trato gastrointestinal,
transfusdo > 40 bolsas; infeccdo fungica; insuficiéncia hepética aguda.

3 PUNCAO VENOSA E MONITORIZACAO DO PACIENTE « S6 chamar o
paciente quando todo o material acima estiver preparado. * Colocacao
dos eletrodos: regides supraescapulares direita e esquerda; linhas axilares
posteriores direita (perna direita) e esquerda (perna esquerda) e na posicao
de V5, apos desengordurar com éter e passar tintura de benjoim. (Os
eletrodos nas costas machucam o paciente e ddo um tracado péssimo)

« Se nao houver veia puncionada, puncionar uma, de preferéncia no dorso da
mao direita, com catéter curto # 22, #20 ou #18. Reservar as veias calibrosas para
as puncdes seguintes. « De acordo com os exames de coagulacdo e contagem de
plaquetas, administrar PFC e plaquetas, prevenindo hemorragia nas punc¢des
arterial, venosa central e de veias calibrosas. « Colocar o oximetro de pulso e a
bracadeira para medida de pressao ndo- invasiva.

INDUCAO, PUNCOES E MONITORIZACAO
Geralmente, é feita inducéo de sequéncia rapida.

Verificar funcionamento do aspirador e determinar quem fard compressao de
cricéide e, se necessario, céfalo-declive.

Apos opioide (fentanil 0,25 mg), o agente hipndtico costuma ser tiopental ou
etomidato.
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O relaxamento pode ser feito com succinilcolina ou rocurénio em doses
suficientes para intubacéo em 90 s.

Introduzir cuidadosamente sonda oro-gastrica calibrosa Proteger os
olhos.

As puncdes devem ser feitas por pessoal bem treinado, em vista da gravidade
dos pacientes.

Além da veia utilizada para inducéo, puncionar duas veias com canulas #14 ou #16,
de preferéncia no m.s.d.

A artéria radial (geralmente a esquerda) deve ser puncionada com canula #20.

O cateter de termodiluicao € introduzido, de preferéncia, pela veia jugular interna
direita. Se ndo houver anestesistas experientes em quantidade suficiente,
solicitar que algum cirurgido faga esta puncao, para evitar perda de tempo.

Sugestédo para infusdes: veia menos calibrosa: infusdo de aprotinina e
heparina;

veias calibrosas: manter com solucéo salina, lentamente; em uma, instalar a bomba
de infusdo rapida e reservar a outra para infusées de componentes de sangue;

bainha do cateter de termodiluicdo: hidratacao, de preferéncia com Ringer - lactato.
via acessoria do catéter de termodiluicdo: (nor)adrenalina e dopamina + soro para
empurrar.

Iniciar infuséo de dopamina e (nor)adrenalina.
Organizar e identificar os equipos, numerar os frascos de soro.

Verificar posi¢do da bolsa de urina, apds sondagem vesical pelo cirurgido.

Verificar posicionamento do paciente, evitando pontos de pressao excessiva e
hiperextensdo de membrose e pescoco.
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MANUTENCAO

Administrar nova dose de Fentanil, para evitar taquicardia pelo isoflurano.
Fazer exames laboratoriais de hora em hora ou quando necessario.

Medir diurese horaria, procurando manter 1 ml/kg.h. Se a diurese for menor que 0,5
ml/kg.h, iniciar infusdo de dopamina. Se a oliguria persistir, administrar furosemida
ou/e manitol.

Manter as fichas de anestesia e de exames 0 mais atualizadas possivel. O uso de
cristaléides é guiado pela natremia.

» Se estiver acima de 140 mEqg/l, pode ser usado NaCl 0,9 %.

» Se estiver abaixo de 140 mEg/l e a kalemia estiver normal, usar solucéo de
Ringer com lactato.

» Se houver hiperkalemia e a natremia estiver abaixo de 140 mEq/l, preparar
solugéo de NaCl com a mesma concentracdo do plasma. 1 ml de NaCl a
20% tem 3,42 mEq. Sugestdo: ABD 500 ml; retirar 25 ml Adicionar: 10
ml NaHCO3 8,4% 15 ml NaCl 20% Contetdo final: Na™:

122 mEg/L, CI: 102,6 mEg/L, HCO3": 20 mEqg/L Manter os padrdes
hemodinamicos e metabdlicos dentro de faixa presumivelmente nao
prejudicial, com o minimo de volemia possivel. Se necessario, usar coléides
(hidroxietilamido até 20 ml/kg) moderadamente. Ventilar com oxigénio ou
mistura oxigénio/ar, mantendo a FiO2 em torno de 0,5 e a ETCO2 em torno
de 30 mmHg ou mais baixa, de acordo com a gasometria, geralmente
hiperventilando para compensar acidose metabdlica.

Manter isoflurano em torno de 1,2 CAM, se possivel. Em grandes reposi¢oes
sangiineas, acompanhar o célcio ibnico e o intervalo QT. Repor fatores de
coagulacéo s6 quando clinicamente indicados, i.e., com sangramento difuso, de
acordo com o TEG.

A reposicao de Cloreto de Calcio €, em média, 1g/6 unidades de plasma ou
concentrado de hemécias.

Fase pré-anepética

Antes da fase anepatica, se for interrompido o fluxo sanglineo das veias cava
inferior e porta, geralmente é necessario aumentar a volemia. A administragao de
vasoconstrictor (aumentar noradrenalina) pode diminuir a exigéncia volémica.

Fase anepatica

Administrar metilprednisolona 500 mg (criangas: 20 mg/kg) Se o fluxo sanglineo
pela cava inferior e pela porta estiver interrompido, a diurese cai muito ou zera. O
débito cardiaco passa a suprir somente a parte superior do corpo. Procurar manter
0s mesmos padrdes da primeira fase. Tentar ndo repor fatores de coagulacao, se



for usado desvio veno-venoso. Se houver hiperpotassemia, o melhor tratamento
parece ser glicose+insulina (20 U ev, 500 ml a 5%). 5.3

Reperfusdo Geralmente, pouco antes da reperfuséo, administrar 250 ml de
bicarbonato de sodio a 5 % em veia central. Aumentar a FiO2. Devem estar
preparadas bolsas de sangue ou a bomba de infuséo rapida. Nao hiper-hidratar o
paciente antes, pois pode ocorrer hipertenséo pulmonar. A reperfuséo, um fica
responsavel pela injecdo de CaCl2 (bainha do SG), de acordo comaonda T, e
outro pela de Adrenalina (via proximal do SG), de acordo com PAM.

Ao final, administrar metilprednisolona 500 mg.
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ANEXO C - Protocolo cirurgico do transplante hepatico

Universidade Federal de Minas Gerais Hospital das Clinicas
Instituto Alfa de Gastroenterologia

TRANSPLANTE DE FIGADO

RECEPTOR - ROTINAS DE ADMISSAO PARA O TRANSPLANTE
1. Dieta suspensa
2. Pesar e medir

3. FC, FR, PA, temperatura axilar

4, Swab nasal, axilar, orofaringe, perianal

5. Banho com PVPI degermante

6. Tonsura axilar, toracica, abdominal, pubiana

7. Proteger proeminéncias 0sseas com filmes transparentes

1. Reserva de sangue 10 unidades de concentrado de hemacias 10 unidades de
plasma fresco congelado 10 unidades de plaquetas

2. Exames radiograficos Radiografia de térax PA e perfil ortostatismo
Radiografia de seios da face AP e mento-naso

3. Exames laboratoriais Hemograma, AP/RNI, plaquetas, PTT, fibrinogénio Glicose,
uréia, creatinina, Na, K, Cl, Ca, Mg, P, CO,, lactato Amilase,
lipase, albumina, bilirrubinas, AST, ALT, FA, GGT, LDH

4, Contactar nefrologia (BIP), urologia (BIP ) — CENTRAL 138

5. Contactar CTI, farmécia, anestesia, bloco cirdrgico



Anexo D - Protocolo de imunossupressao no transplante hepatico

GRUPO DE TRANSPLANTE DE ORGAOS

Instituto Alfa de Gastroenterologia
HC - UFMG

PROTOCOLO DE IMUNOSSUPRESSAO
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Transplante Hepatico
Nome. rRegqistro.
Nascamento: gace Paso! kilos
indicagdo ao transplante.
Data DPO Prednisona / Metilprednisolona TACROLIMUS
dia0 7 mgikg X 2 (g1é max. 500mg X 2}
> 1 hora antes da reperiusao
> g0 karmino da arurgia
QUKo A 020100 1A20P0 1.5 mgkgdia em 2 desas 0,15 rg&g'dia em 2 dosas
2 vezes 0 0 mgidia
030180 A 080100 3ABOPO 1,0 mgkgida am 2 doses
2 vezes 0
SEMPRE AS 8h E 20h
090180 A 140100 | 8A14DPO | 0,5 mgkgida am 2 doses
2 vezes ] 0 mg/dose
180100 A 3000100 | 15A3DDPO | 0,3 mgkglda em 2 doses I'x residual em lorne da 15 ngiml
2 vezes 0
JNOIN0 A 290200 | 31ABLDDPO | 0,2 mgkgida em 1 dose
1vez 0
Tx residual em temo de 10a 15 ng.‘ml
Q10300 A 3000300 | 81 ASDDPO | 0,1 mgkgida em 1 dose
1 vez 0
APARTIR DE 310300 | 910P0 >»»> SUSPENDER PREDNISONA




Anexo E - Aprovacdo do Comité de Etica em Pesquisa da UFMG

UNIVERSIDADE FEDERAL DE MINAS GERAIS
COMITE DE ETICA EM PESQUISA - COEP

Parecer n2. ETIC 244/08

Interessado(a): Prof. Marcelo Dias Sanches
Departamento de Cirurgia
Faculdade de Medicina - UFMG

DECISAO

O Comité de Etica em Pesquisa da UFMG — COEP aprovou, no
dia 04 de agosto de 2008, ap6s atendidas as solicitagdes de diligéncia, o
projeto de pesquisa intitulado “"Correlagdo entre os niveis de
marcadores de resposta inflamatéria e evolugdo pés operatéria de
transplante hepatica" bem como o Termo de Consentimento Livre e
Esclarecido.

O relatério final ou parcial devera ser encaminhado ao COEP um
ano apés o inicio do projeto.

rofa. Maria Teresa Marques Amaral
Coordenadora do COEP-UFMG

Av. Pres. Antonio Carlos, 6627 - Unidade Administrativa 11 - 2° andar - Sala 2005 ~ Cep: 31270-90] - BH-MG
Telefax: (031) 3409-4592 - c-mail: cocp@prpgufing.be
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Anexo F - Apoio financeiro da Fundacdo de Amparo a Pesquisa de Minas

Gerais (FAPEMIG)

Processo N°: APQ-02106-09

Identificacdo do Coordenador

Nome Completo
MARCELO DIAS SANCHES

Data de Nascimento
13/07/1964

Telefone de Contato
(31)3282-1531

Telefone Celular
(31)9976-4138

Endereco Residencial
Rua Caraga 211/1301

Bairro
Serra

Maior Titulagdo
Doutor

Instituicdo
UFMG

Banco

001 - BANCO DO BRASIL S A
Agéncia

18791

Endereco eletrénico do Curriculo Lattes
http://lattes.cnpq.br/9039210559942842

Dados do Coordenador

Instituicdo de Trabalho Atual
Universidade Federal de Minas Gerais

Data de Admissao
01/03/2002

Area de Conhecimento
MEDICINA

Dados do Projeto

Titulo do Projeto

Relatério Final do Projeto

CPF
500.767.106-10
Municipio (Nasc.)
BELO HORIZONTE
Telefone Comercial
(31)3273-2251
E-mail
msanches@ufmg.br

CEP
30220260

Municipio

BELO HORIZONTE

Nome do Curso
Pds-graduagdo em Cirurgia
Ano

2001

Nuamero da Conta
9075054

PIS/PASEP

Regime de Trabalho
Dedicagao Exclusiva

Correlagdo entre os niveis séricos de marcadores de resposta inflamatéria e evolugdo pos operatoria de transplante hepatico

Area do Conhecimento

MEDICINA

Sub-Area do Conhecimento
CIRURGIA

Data de Inicio Prevista
01/05/2009

Data de Inicio Realizada
13/11/2009

Valor Outorgado

R$ 28.889,70

Valor destinado a custeio

R$ 18.255,77

Entidade Proponente

Universidade Federal de Minas Gerais
Unidade / Departamento / Setor
Faculdade de Medicina / Departamento de Cirurgia
Coordenador

MARCELO DIAS SANCHES

Data de Termino Prevista
30/04/2011

Data de Término Realizada
12/11/2011

Valor Executado

R$ 30.453,08

Valor destinado a capital
R$ 12.197,31
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Anexo G — Protocolo transfusional no intraoperatorio do transplante hepéatico
Concentrado de Hemacias:

Manter hemoglobina entre 8,5 e 10 g/dL, o que corresponde a um hematécrito de 25
a 30%.

Pacientes com menos de 30 kg — 10 mL do conc de Hm/kg

Concentrado de Plaquetas:

Dar preferéncia ao uso de plaquetas colhidas por aférese

Transfundir 1 unidade para cada 7 a 10 kg de peso do paciente ou uma plaqueta por
aférese.

Parametros:

Plaguetometria < 50.000

Amplitude maxima < 30 mm (na auséncia de fibrindlise ou heparina)

Se amplitude maxima entre 30 e 40 mm usar DDAVP na dose de 0,3 mcg/kg EV
diluido em soro fisiolégico (50 mL) correr em 30 minutos.

Plasma Fresco Congelado: Transfundir 20 mL de PFC para cada kg de peso do
paciente

Parametros: Tempo de Reacédo (R) > 35 mm (na auséncia de fibrindlise ou heparina)
Pode-se testar a necessidade do PFC correndo em um dos canais do TEG o sangue
total 0,33 mL com 0,03 mL de PFC.

Crioprecipitado:

Transfundir 1 unidade para cada 4 a 7 kg de peso do paciente Parametros:

Angulo (a) < 250 com amplitude maxima >30 mm (na auséncia de fibrindlise ou

heparina)



