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Resumo

A lesdo de isquemia e reperfusao (LIR) hepatica constitui resposta celular, bioquimica
e imunologica a reperfusao do figado submetido a oclusao temporaria de fluxo sanguineo. Sao
descritos varios métodos cirtirgicos e farmacologicos para atenuar sua intensidade, e diminuir
suas conseqiiéncias deletérias. A oxigenoterapia hiperbarica (OH) ¢ método eficaz no
tratamento de diversas doencas relacionadas a mé oxigenacao tecidual.

Com o objetivo de estudar os efeitos do pré-condicionamento por OH na LIR, em
ratos submetidos a isquemia hepatica segmentar normotérmica foram utilizados 32 ratos
Wistar machos, distribuidos aleatoriamente em quatro grupos de oito animais de acordo com
o procedimento realizado: grupo A - laparotomia e manipulagcdo do pediculo hepatico; grupo
B — oclusdo do pediculo vascular dos lobos mediano e lateral esquerdo do figado por trinta
minutos e reperfusao por trinta minutos; grupo C — OH a 2,5 atm por 90 minutos seguida de
oclusdo do pediculo vascular dos lobos mediano e lateral esquerdo do figado por trinta
minutos e reperfusao por trinta minutos; grupo D — exposi¢do ao ar ambiente a 2,5 atm por 90
minutos seguida de oclusao do pediculo vascular dos lobos mediano e lateral esquerdo do
figado por trinta minutos e reperfusdo por trinta minutos. O nivel sérico de aspartato-
aminotransferase, alanina-aminotransferase e desidrogenase lactica foram dosadas antes da
isquemia, aos 30 minutos de isquemia e apds 30 minutos de reperfusdo. A pressdo arterial
durante o procedimento foi aferida por canulagdo da artéria cardtida esquerda. Foi dosada a
concentragdo tecidual de mieloperoxidase do figado e do pulmao ao término da reperfusao.

O pré-condicionamento por OH acentuou o aumento da concentragdo sérica de
alanina-aminotransferase, causou maior infiltracao tecidual de leucécitos no figado e pulmao
e nao atenuou a queda de pressdo intra-arterial ocorrida na reperfusio do figado,

comparativamente aos grupos nao tratados.



Em conclusdo, o pré-condicionamento por OH agravou a lesdo hepatocelular e
aumentou a infiltragdo leucocitaria no parénquima hepatico e pulmonar em ratos submetidos a

isquemia e reperfusdo do figado.
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1 Introducao

As resseccgoes e o transplante do figado tém se destacado como método terapéutico
para o tratamento de diversas afec¢des hepaticas. O aprimoramento das técnicas operatoria e
anestésica, associado ao conhecimento da fisiopatologia dos eventos per e pds-operatdrios
(Bismuth and Sherlock, 1990) reduziram as taxas de morbi-mortalidade associadas a estes
procedimentos.

As técnicas para prevencdo e controle do sangramento trans-operatdrio expdem o
figado a periodos de isquemia. Alteragdes observadas no periodo de reperfusdo, relacionadas,
principalmente a duracdo da isquemia, se expressam por distirbios da microcirculacao
hepatica, hipotensdo arterial, elevagdo da concentragdo sérica de aminotransferases e de
desidrogenase lactica, disfungao mitocondrial e lipoperoxidagdo. Tais alteragdes se originam
em complexa interacdo entre deplegdo de trifosfato de adenosina (ATP), adesdo e ativagao de
leucocitos, células de Kupffer e plaquetas nos sinusoides hepaticos, liberacdo de proteases e
fosfolipases, ativagao do complemento e formagao de espécies reativas de oxigénio (Miranda
et al., 2004). Ao conjunto destas alteracdes se denomina lesdo de isquemia e reperfusao (LIR)
hepatica.

Embora existam procedimentos para se evitar ou atenuar a LIR do figado, nao ha
método totalmente eficaz ou aplicavel a todas situagdes clinicas. Dentre estes, o pré-
condicionamento hepatico, seja farmacoldgico ou isquémico, atua no periodo que antecede a
isquemia, fase de ativagao de inimeras alteragcdes moleculares responsaveis pela LIR.

As indicagdes da oxigenoterapia hiperbarica (OH) estdo estabelecidas para o
tratamento de doencgas associadas a isquemia tecidual. Entre seus principais mecanismos de
acdo estd o de oferecer concentracdo tecidual de oxigénio até vinte vezes maior que a

encontrada em condigdes normoatmosféricas, por via independente da hemoglobina.
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Apesar de existirem relatos de sua aplicagao clinica ha cinco décadas no mundo e ha
quatro no Brasil, existem poucas publicacdes da aplicacio da OH nas doengas hepaticas
(Ponikvar et al., 1998; Mazariegos et al., 1999; Liu et al., 2002; Nazyrov et al., 2002; Ozden

et al., 2004).
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2 Revisao da literatura

A prevencao e controle do sangramento durante hepatectomias pela a oclusdo total do
pediculo hepatico (Pringle, 1908), e a exclusdo vascular do figado (Heaney et al., 1966;
Huguet et al., 1978) sdo técnicas ainda muito utilizadas. Entretanto, a isquemia decorrente da
interrup¢do do fluxo sanguineo para o figado ¢ uma das causas de disfuncdo hepatica pds-
operatoria.

Como forma de minimizar os efeitos deletérios da isquemia no figado, foram
desenvolvidas diversas variagdes técnicas como oclusdo intermitente do pediculo hepéatico
(Makuuchi et al., 1987; Isozaki et al., 1992), pré-condicionamento isquémico (Lloris-Carsi et
al., 1993), ligadura seletiva intra-hepatica do pediculo (Launois e Jamieson, 1992) e oclusdo
intra-parenquimatosa de ramo da veia porta por balao (Shimamura et al., 1986; Castaing et al.,
1989).

O figado pode ser submetido a isquemia normotérmica, hipotérmica ou mista. Na
isquemia normotérmica, também denominada quente, o figado fica privado de perfusao,
drenagem venosa ou de ambos; mantendo-se o 6rgao na temperatura ambiente durante o
procedimento operatorio.

Durante o periodo isquémico o consumo de ATP continua e sua sintese se da por
glicolise anaerobica. Nesta situagdo, ocorre acidose intracelular, decorrente do actumulo
citoplasmatico de lactato (Woods e Krebs, 1971). Com o esgotamento das reservas de ATP, as
células utilizam o difosfato de adenosina (ADP) e o monofosfato de adenosina (AMP) como
fonte de energia, aumentando a concentracao intracelular de adenosina, que deixa a célula por
difusdo passiva pela membrana celular. Com o tempo, ocorre producao de xantina e
hipoxantina, que, combinada ao oxigénio, na presen¢a da xantina oxidase, leva a formacao de

espécies reativas de oxigénio, lesivas as membranas celulares (Clavien et al., 1992).
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Histologicamente, na isquemia normotérmica ocorre vacuoliza¢dao citoplasmatica,
congestdo sinusoidal e, dependendo de sua dura¢ao focos de necrose ¢ infiltragdo gordurosa
(Orrenius et al., 1976; Carvalho et al., 1978; Shibayama et al., 1991).

A isquemia hipotérmica, também denominada fria, ocorre nas situagdes em que,
juntamente com a interrup¢do sanguinea para o Orgdo, se realiza o resfriamento do
parénquima hepatico por contato direto ou por inje¢do intravascular de solugdes geladas. E
um método consagrado de preservagdo de oOrgdos para transplante e também utilizado em
grandes ressec¢des hepaticas com previsao de periodos longos de isquemia.

O resfriamento do figado, embora capaz de reduzir a demanda metabdlica hepatica em
até 95%, tem inumeros efeitos deletérios. O metabolismo celular é reduzido, mas nao
interrompido. Ocorrem reagdes originadas do esgotamento do ATP, agregacdo de leucdcitos e
plaquetas ao endotélio e formagao de espécies reativas de oxigénio. Temperaturas abaixo de
20°C também estdo associadas com disfuncdo da bomba de sdédio-potassio, com desequilibrio
osmotico e eletrostatico entre os meios intra e extracelular, e edema celular (Clavien et al.,
1992;Busuttil e Klintmalm, 2005).

Estudos sugerem que lesdes decorrentes de isquemia hepatica hipotérmica podem ser
atribuidas em grande parte as alteragdes das células endoteliais sinusoidais (Clavien et al,
1992; Urata et al., 1997). Estas células quando mantidas em baixas temperaturas acumulam
concentragdes elevadas de calcio, resultando em aumento de atividade da calpaina (Upadhya
et al., 2003), que causa desarranjo das fibras actinicas de estresse. Este desarranjo induz
liberagdo de metaloproteinases da matrix pelas células endoteliais sinusoidais levando a
expressao de receptores para plaquetas e leucécitos na superficie celular (Upadhya e
Strasberg, 2002). Quando o figado ¢ reperfundido, estas alteragdes causam aderéncia
endotelial e ativacdo de plaquetas e leucdcitos com coagulagdo intra-sinuisoidal e extenso

processo inflamatorio do 6rgao.
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Na isquemia mista o figado fica exposto a temperaturas variadas durante o tempo de
oclusdo, sendo o transplante hepatico seu modelo mais conhecido. Neste, durante o periodo
compreendido entre a hepatectomia do doador e a reperfusdo do 6rgdo no receptor, o tecido
hepatico sofre alteragdes decorrentes da privagio de oxigénio celular e da hipotermia. E a
denominada: lesdo de preservagdo. Todos as células hepaticas sofrem danos com a isquemia
fria, mas parece que as células ndo parenquimatosas (células de Kupffer, endoteliais e de Ito)
sdo mais susceptiveis que os hepatocitos (Gao et al., 1998). Como conseqiiéncia desta
agressao tecidual, pode ocorrer desde disfungdo hepatica leve, manifestada apenas por
pequeno aumento no nivel sérico das aminotransferases, até faléncia completa do enxerto,
com necessidade de retransplante de urgéncia. Estas lesdes podem ser minimizadas com o
resfriamento do o6rgdo (Collins et al., 1969; Ross et al., 1976), a infusdo intravascular de
solugdes de conservacao de orgaos e tecidos (Kalayoglu et al., 1988; Belzer e Southard, 1988;
Jamieson et al., 1989), a diminui¢do do tempo de isquemia (Furukawa, 1991), ¢ o uso de
imunossupressores (Laurens et al, 2006).

O conhecimento de que os efeitos nocivos da isquemia tecidual se prolongam e até
mesmo se acentuam apos a reperfusdo foi demonstrado em estudo experimental no qual a
lesdo em mucosa ileal produzida por periodo isquémico de trés horas seguido por uma hora de
reperfusdo foi maior que apés quatro horas de isquemia sem reperfusdo (Parks e Granger,
1986). Este trabalho impulsionou novos estudos na pesquisa dos fatores determinantes da
entdo denominada LIR tecidual, posteriormente descrita em 6rgdos como coragdo (Schaper e
Schaper, 1983), pulmdes (Takayama et al., 1987; Paull et al., 1989), rins (Ratych et al., 1986),
e cérebro (Uematsu et al., 1989).

A LIR hepatica ocorre em duas fases distintas. A primeira ocorre nas primeiras horas
apos a reperfusdo e estd associada a producao de espécies reativas de oxigénio pelas células

de Kupffer ativadas e pela reducdo da cadeia respiratoria nos hepatdcitos e células endoteliais
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sinusoidais (Gonzalez-Flecha et al, 1993; Kobayashi e Clemens, 1992; Cutrin et al., 1998). Na
fase subseqiiente, apds seis a 24 horas, ocorre intenso processo inflamatorio, mediado por
oxidantes originados de células extra-hepaticas.

A isquemia leva a alteragdes das células endoteliais sinusoidais, que expressam grande
nimero de moléculas de adesdo de superficie e antigenos do complexo de
histocompatibilidade maior, pré-condicionando o endotélio para inter-relagdes posteriores
com os neutrofilos. Entre as moléculas expressas nas células endoteliais, merecem destaque as
seletinas P ¢ E e a molécula de adesdo intercelular-1 (ICAM-1) e, nos leucocitos se destacam
as integrinas beta-1 e beta-2. A acdo conjuntas destas moléculas ocasiona aderéncia firme
entre leucocitos, plaquetas e células endoteliais, causando disturbio microvascular, com
extravasamento ¢ migracdo de células inflamatorias para o tecido lesado (Jaeschke, 1997;
Yadav et al., 1999). Apds extravasamento e transmigragdo dos neutrdfilos, os hepatdceitos se
aderem a estas células, sob o intermédio das integrinas beta-2 ¢ ICAM-1 expressas nos
hepatocitos (Nagendra et al., 1997). Uma vez aderido, o neutrdfilo destréi o hepatdceito pela
acdo de enzimas toxicas como elastase, serino-protease e metaloproteinases além da produgao
de espécies reativas de oxigénio. O uso de anticorpos anti-ICAM-1 em modelo experimental
em ratos mostrou atenuagdo da LIR em animais com figado normal e esteatdtico (Nakano et
al., 1997). Também o bloqueio da interagdo da seletina P com neutrofilos polimorfonucleares
mostrou importante efeito protetor em ratos com figado esteatdtico submetidos a isquemia e
reperfusdo (IR) (Amersi et al., 2002).

Além das células endoteliais, outra célula ndo parenquimatosa envolvida da LIR do
figado ¢ a célula de Kupffer. Trata-se de macréfago residente encontrado no espago
sinusoidal, resistente a isquemia. E ativado durante o periodo de reperfusio, produzindo
espécies reativas de oxigénio, interleucina-1 (IL-1), interleucina-6 (IL-6), fator de agregacao

plaquetaria, fator de necrose tumoral (TNF), Interferon-gama, aumentando a expressao de
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ICAM-1 e seletina-P nas células endoteliais e ativando outras células de Kupffer e neutrofilos
circulantes (Hisama et al., 1996; Lentsch et al., 1998; Shigeki e Masayuki, 2000).

Estudos sugerem que a IR do figado aumenta a producdo e a atividade da caspase-3
(cisteinase especificamente envolvida nas fases de iniciagdo e execucdo do processo de
apoptose) no tecido hepatico causando morte celular por apoptose de até¢ 50% a 70% das
células endoteliais e de 40% a 60% dos hepatdcitos (Sasaki et al, 1996; Gao et al., 1998;
Cursio et al., 1999; Kohli et al., 1999). No entanto, Gujral (2001) em estudo experimental
concluiu que a morte celular na LIR do figado ocorre por necrose ¢ que a utilizagdo de um
inibidor da caspase-3 nao diminuiu os achados histopatolégicos nos animais tratados quando
comparados ao grupo controle.

A sugestdo da participacdo de anticorpos no processo da LIR surgiu de observagdes
em estudos em animais submetidos a IR, nos quais a inibi¢do do complemento limitou a lesao.
(Buerke et al., 1995; Weiser et al., 1996; Williams et al., 1999). O complexo de ataque a
membrana parece ser elemento terminal da lesdo causada pelo complemento (Kyriakides et
al., 1999; Austen et al., 1999; Chan et al., 2003; Heijen et al, 2005).

As duas principais citocinas implicadas na LIR do figado sdo TNF-alfa e IL-1. Ambas
induzem a sintese de interleucina-8 (IL-8) e regulam a expressao de moléculas de adesdo,
permitindo a interacdo entre endotélio e leucocitos. TNF-alfa atua na quimiotaxia e ativagdo
de neutrofilos e estimula a producao de superdxidos pelas células de Kupffer. A IL-1 induz as
células de Kupffer a produzir TNF-alfa, além de regular a producao de radicais livres pelos
neutrofilos. Sugere-se que o mecanismo por meio dos quais 0s imunossupressores atenuem a
LIR do figado seja por meio da modulacdo da produgdo de TNF, ja que as concentragdes
séricas de TNF estdo claramente diminuidas em animais tratados com imunossupressores €
submetidos a IR. O uso de bloqueador dos receptores de IL-8, inibiu em 96% a infiltracdo de

neutrofilos apds 24 horas de reperfusdo (Cavalieri et al., 2005).
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Existem varios métodos de prevencdo e tratamento da LIR do figado. Estes podem ser
divididas em duas diferentes categorias: intervengdes cirurgicas e uso de agentes
farmacoldgicos.

O pré-condicionamento isquémico ¢ intervencdo cirurgica efetiva e segura na
prevencdo da LIR do figado (Clavien et al., 2000; 2003). Consiste em se realizar periodos
curtos de isquemia seguidos por reperfusdo, no periodo imediatamente anterior a oclusio
prolongada do pediculo hepatico. Baseia-se na descoberta de que os tecidos adquirem
resisténcia aos efeitos deletérios da IR por meio da exposi¢do prévia a breves periodos de
oclusdo vascular. Murry (1986) descreveu o primeiro relato desta técnica na isquemia
miocardica. Seus efeitos protetores na LIR foram descridos no figado (Lloris-Carsi et al.,
1993; Hard et al., 1996; Peralta et al., 1996; Yadav et al., 1999; Clavien et al., 2000; Jassen et
al., 2006; Azoulay, 2006), musculos esqueléticos (Pang et al., 1995), cérebro (Glazier et al.,
1994), medula espinhal (Sakurai et al., 1998), rins (Turma e Bates, 1997), retina (Roth et al.,
1998), pulmoes (Du et al., 1996) e intestino (Hotter et al., 1996).

A base molecular dos efeitos do pré-condicionamento isquémico se baseia em uma
séric de eventos em cascata. Em resposta a isquemia hepdtica, sdo produzidas varias
substancias que tém capacidade de ativar mecanismos protetores, sendo a adenosina
reconhecida como a principal delas (Peralta et al., 1996, 1997). A adenosina ¢ liberada no
espaco extracelular em grande quantidade como produto da agdo enzimatica no ATP, ADP e
AMP, segundos apo6s o inicio da isquemia. Ela interage com receptores endoteliais, inibindo o
metabolismo oxidativo e adesdo endotelial dos leucocitos, aumenta a estabilidade da
membrana celular e a produ¢do de energia e finalmente reduz o influxo de célcio pela
ativacao de canais de potassio ATP-dependentes (Cronstein et al., 1986; Howell et al., 2000).
A adenosina deaminase ou antagonistas de receptores de adenosina, sdo capazes de abolir os

efeitos protetores do pré-condicionamento isquémico no figado (Peralta et al., 1999).
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O pré-condicionamento isquémico do figado diminui também o acimulo de xantina e
a conversdo de xantina-desidrogenase a xantina oxidase, prevenindo assim a produgdo de
espécies reativas de oxigénio e consequente lesdo hepatica (Fernandez et al., 2002).

O uso da oclusdo intermitente do pediculo hepatico em cirurgias que necessitam de
longos periodos de isquemia também mostrou ser eficiente na protecdo da LIR do figado
(Makuuchi et al., 1987; Belghiti et al., 1999). Estudo comparando o uso desta técnica com o
pré-condicionamento mostrou resultados semelhantes (Rudiger et al., 2002).

Virios agentes farmacolédgicos ja foram descritos como protetores contra a LIR do
figado. Eles incluem substincias antioxidantes (Atalla et al., 1985; Baker et al., 1985;
Frederiks et al., 1995; Abdo et al., 2003), inibidores das proteases (Li et al., 1993),
imunossupressores (Kurokawa et al., 1992; Kawano et al., 1994), agonistas de receptores da
adenosina (Nakayama et al., 1999), doadores de 6xido nitrico como a L-arginina (Cottart et
al., 1999), pentoxifilina (Rudiger e Clavien, 2002), inibidores da caspase (Cursio et al., 1999)
e inibidores da agdo do fator de ativacao plaquetaria (Boin, 1997).

O uso cientifico da camara hiperbarica de oxigénio na pratica clinica iniciou em
meados do século XX por Churchill-Davidson, pioneiro na utilizagdo desta modalidade
terapéutica em pacientes com seqiielas de radioterapia para tratamento do cancer (Churchill-
Davidson et al., 1955).

Atualmente a terapéutica com OH consiste na inalacdo intermitente de oxigénio a
100% sob pressao superior a uma atmosfera.

Em ar ambiente, a hemoglobina estd saturada, em 98% de oxigénio (19,7 vol% de
oxigénio, dos quais aproximadamente 5,8 vol% sdo extraidos dos tecidos), proporcionando
sua concentracdo dissolvida no plasma de 0,32 vol%. A Lei de Boyle postula que o volume de
um gas, sob temperatura constante, ¢ inversamente proporcional a pressdo exercida sobre este.

O aumento isolado da pressdo do ambiente tem impacto desprezivel no conteido total de



23

oxigénio presente na hemoglobina, ja que a saturacao desta encontra-se no limite superior. A
oferta de oxigé€nio inspirado a 100% aumenta a concentracdo de oxigénio dissolvido no
plasma sanguineo para 2,09 vol%. Quando associado ao aumento da pressdo ambiente para
2,5 atmosferas, sua concentra¢do no plasma alcanca 6,8 vol%, efeito que, teoricamente,
viabilizaria a atividade metabolica celular sem a presenga da hemoglobina, sendo o principal
mecanismo de a¢do da OH (Grim et al., 1990).

A OH oferece grande aumento da concentragdo tecidual de oxigénio em feridas
hipoperfundidas e infectadas, o que proporciona cicatrizagao eficiente por meio de aumento
da replicagdo dos fibroblastos e sintese do coldgeno, do processo de neovascularizagdo local
do tecido isquémico e aumento de atividade bactericida dos leucécitos (La Van e Hunt, 1990;
Niinikoski, 2004). Pacientes diabéticos com feridas em membros inferiores de dificil
cicatrizacdo tém beneficio do uso diario da OH por 30 a 60 dias (Davis, 1987). Pacientes com
fasciite necrosante tém recuperagdo mais rapida e menor mortalidade quando comparado ao
tratamento clinico-cirurgico convencionais associa-se OH (Riseman et al., 1990). Além destas
indicagdes, a OH tem demonstrado ser eficiente no tratamento de queimaduras térmicas
(Cianci et al., 1988), osteomielites (Esterhai et al., 1986), intoxicagdo por monodxido de
carbono (Thom et al., 1995; Leach et al., 1998) e embolia gasosa (Kindwall et al., 1988).

Ha relatos da aplicacdo clinica de OH em doengas hepaticas como hepatites cronicas
virais (Liu et al., 2002), insuficiéncia hepatica pos-operatdria em cirréticos (Nazyrov et al.,
2002), isquemia arterial pos-transplante hepatico (Mazariegos et al., 1999), hepatite aguda
fulminante (Ponikvar et al., 1998) e apds hepatectomia parcial (Ozden et al., 2004).

O uso da OH em ratos submetidos a ligadura de veias hepaticas reduziu a mortalidade

pos-operatoria e atenuou as alteragdes histologicas (Rosario, 2004).
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A aplicagdo da OH no tratamento e prevengdo da LIR de 6rgdos como testiculos
(Kolski et al., 1998), intestino delgado (Yamada et al., 1995) e miocardio (Sterling et al.,
1993) demonstrou-se benéfica.

Os efeitos bioquimicos e celulares da OH na LIR do figado ainda ndo estdo totalmente
esclarecidos. Inicialmente, acreditava-se que a OH poderia exacerbar as lesdes, por aumentar
a oferta de oxigénio ao organismo, gerando aumento de radicais livres (Benke, 1988). No
entanto, estudos subsequentes demonstraram que a OH durante a reperfusdo tem efeitos
benéficos (Kaelin et al., 1990; Zamboni et al., 1992). A OH diminui a aderéncia endotelial
dos neutréfilos pés LIR, através de menor expressio de ICAM-1 nas células endoteliais
(Hong, 2003). A OH aumentou a concentracdo tecidual de enzimas antioxidantes como
catalase (Kim et al., 2001) e superdxido-dismutase (Wada et al., 2001). Estudos em ratos
evidenciaram efeitos protetores do pré-condicionamento por OH na LIR do figado (Chen,
1998; Yu, 2005). Aplicacdo de OH apds o inicio da reperfusdo, em ratos submetidos a IR
hepatica, atenuou infiltragdo leucocitaria do parénquima hepatico e diminuiu a mortalidade
(Kihara et al., 2005).

Apesar de seus conhecidos efeitos benéficos, a OH pode gerar danos organicos
irreversiveis. Alta concentragdo tecidual de oxigénio causa reducdo do fluxo sanguineo
arterial (Bird e Telfer, 1965; Hordnes e Tussebotn, 1985). O efeito toxico do oxigénio ao
pulmao tem relagdo direta com o tempo de exposi¢do, com sua concentragdo e se expressa
clinicamente com diminui¢do do volume expirado (Clark e Lambertsen, 1971; Thorsen et al.,
1998). Estas alteragcdes podem persistir por até trés anos (Thorsen e Kambestad, 1995). Como
nos protocolos de OH os pacientes raramente permanecem por mais de duas horas em
tratamento, o risco de lesdes pulmonares pelo oxigénio ¢ baixo e ndo ha relato deste tipo de

lesdo na pratica clinica.
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Cavidades do organismo preenchidas por ar, tais como ouvido médio, seios paranasais
e ocasionalmente dentes, quando tém sua comunicacdo com o ambiente bloqueada, estdo
sujeitas a barotrauma durante a OH, sendo desaconselhavel seu uso eletivo em pacientes com
sintomas gripais (Carlson et al., 1992). Sdo descritas outras complica¢des, como cefaléia, dor
no ouvido, embolia gasosa, parada cardio-repiratoria, tonteiras € pneumotdrax macico
(Kindwall, 1999).

A OH esta contra-indicada nos pacientes em uso de Doxorubicina (Upton et al., 1986)
e Bleomicina (Gilson e Sahn, 1985) pelo risco de complicagdes cardiovasculares. Como sao
medicamentos utilizados com freqii€ncia em pacientes com cancer, seu uso deve ser afastado

na anamnese.
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3 Objetivo

Estudar os efeitos do pré-condicionamento hepatico por OH na LIR do figado, pela
avaliacdo da concentracdo sérica de AST, ALT e DHL, da pressdo intra-arterial sistémica e da
concentragdo tecidual de mieloperoxidase (MPO) no figado e pulmdo, apds IR hepatica

normotérmica seletiva em ratos.
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4 Método

4.1 Animais

Foram utilizados 32 ratos (Rattus norvegicus albinus) Wistar, machos, com idade
entre trés e quatro meses, provenientes do biotério do Instituto de Ciéncias Bioldgicas da
Universidade Federal de Minas Gerais.

Os animais foram mantidos no Biotério Central da Faculdade de Medicina da
Universidade Federal de Minas Gerais, receberam racdo balanceada propria para ratos
(Purina, Campinas-SP) e agua potavel ad libitum. No biotério, foi respeitado o ritmo
circadiano dos animais e mantidas condig¢des sanitarias adequadas. Os animais foram alojados
em gaiolas de polipropileno de 40cm x 30cm x 17,5cm com teto de grade metalica, em
nimero maximo de cinco animais por gaiola. O fundo das gaiolas recebeu forragdo de
serragem de madeira.

O projeto foi aprovado pelo comité de ética em experimentagdo animal da

Universidade Federal de Minas Gerais (protocolo nimero 089/05).

4.2 Divisdo dos grupos
Os 32 animais foram distribuidos em quatro grupos de oito. Cada grupo foi submetido
aos seguintes procedimentos:
e Grupo A (n=8): Laparotomia ¢ manipulacao do pediculo hepatico.
e Grupo B (n=8): Laparotomia, oclusdo do pediculo vascular dos lobos
mediano e lateral esquerdo do figado por 30 minutos e reperfusdo por

30 minutos.
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e Grupo C (n=8): OH a 2,5 atm por 90 minutos, laparotomia, oclusao do
pediculo vascular dos lobos mediano e lateral esquerdo do figado 30
minutos e reperfusdo por 30 minutos.

e Grupo D (n=8): Exposi¢do ao ar ambiente a 2,5 atm por 90 minutos,
laparotomia, oclusdo do pediculo vascular dos lobos mediano e lateral

esquerdo do figado por 30 minutos e reperfusdo por 30 minutos.

4.3 Tratamento hiperbarico

As sessOes de tratamento hiperbarico foram realizadas em camara hiperbarica
multipacientes modelo A 240 (Seaway Diver Ind Met e Mont Ltda, Santa Rosa, RS, BR) entre
oito e dez horas da manha, em grupos de dois animais por sessdao. No interior do equipamento
foi colocada gaiola de polipropileno de 40 cm x 30 cm x 17,5 cm revestida por saco plastico
com dois orificios, um para a entrada do oxigénio e outro para saida do ar.

Os animais do grupo C foram submetidos a pressao de 2,5 atm, com oferta de oxigénio
a 100% por 60 minutos. O tempo total da sessdo foi de 90 minutos, devido a compressao e
descompressao atmosférica gradativa, com duragao de 15 minutos, cada.

Os animais do grupo D foram submetidos a pressao de 2,5 atm, em ar ambiente por 60
minutos. O tempo total da sessdo foi de 90 minutos, devido a compressao e descompressao

atmosférica gradativa, com duracao de 15 minutos, cada.

4.4 Procedimento cirargico

4.4.1 Técnica anestésica

Os ratos foram anestesiados por aplicacdo intraperitoneal de cloridrato de xylasina a

2% na dose de 15 mg/kg e cloridrato de ketamina a 5% na dose de 90mg/kg. Os animais
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foram considerados anestesiados apds verificagao da perda dos reflexos corneo-palpebral e de
retirada da pata traseira ao estimulo doloroso por preensao.
Doses adicionais foram usadas durante o procedimento operatério, quando o animal

expressava sinais de recuperacdo dos reflexos citados.

4.4.2 Técnica operatoria

Os animais foram submetidos a intubagdo orotraqueal com cateter para acesso
vascular 14G (Becton Dickinson Ind. Cer. Ltda, Juiz de Fora, MG). A temperatura retal foi
mantida entre 36°C e 37°C com auxilio de colchdo térmico durante o procedimento
operatorio.

Posicionamento dos animais em decubito dorsal horizontal. Tonsura dos pélos da
regido abdominal seguida de anti-sepsia das regides abdominal e cervical ventrais com
solugdo de povinilpirrolidona iodo a 1% (Cincord Sul Quimica e Farmacéutica, Riberdo Preto,
SP).

Cervicotomia longitudinal mediana com bisturi e tesoura para isolamento da artéria
carotida esquerda e veia jugular direita.

A artéria cardtida esquerda foi dissecada e canulada com cateter de polipropileno PE
10 (Clay Adams, Becton Dickinson, Sparks, MD, EUA), para obten¢cdo dos valores
pressoricos arteriais € colheita de amostras de sangue durante o procedimento operatorio.

A veia jugular direita foi dissecada e cateterizada com cateter de polipropileno PE 10
(Clay Adams, Becton Dickinson, Sparks, MD, EUA), para infusdo de solugdo de NaCl 0,9%.

Os animais foram submetidos a ventilagdo mecanica pela conexdo do cateter

orotraqueal a ventilador mecénico para roedores (C.F. Palmer, London, UK) com os seguintes
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parametros respiratorios: freqiiéncia respiratoria de 60 incursdes por minuto € volume de ar
corrente de 1,5 ml/100g de peso.

Realizada incisdo da parede abdominal por planos, com bisturi frio e tesoura, na linha
mediana, do apéndice xiféide a cicatriz umbilical, com exposi¢do da cavidade peritoneal.

Os lobos esquerdo e mediano do figado foram identificados e liberados por divulsdo
dos ligamentos hepaticos. O pediculo dos lobos mediano e lateral esquerdo do figado,
contendo o ducto biliar, artéria hepatica e veia porta, foi ocluido por 30 minutos, utilizando
microclampe para aneurisma cerebral (Yasargil FE-751, Aesculab / Alemanha) . Apds este
periodo o clampe foi retirado e os lobos isquemiados reperfundidos.

Apos 30 minutos de reperfusdo foi realizada a exérese do lobo lateral esquerdo do
figado e o lobo inferior do pulmao direito. Estas amostras foram lavadas com solug¢do de
cloreto de sédio (NaCl) 0,9%, pesadas e imediatamente resfriadas a -80°C para posterior
analise da MPO tecidual.

Durante todo o procedimento operatdrio foi realizada hidratagdo venosa com solugdo
de NaCl 0,9% na dosagem de 45 ml/kg/h. Apos cada colheita de sangue foi infundida a
quantidade de 1,8 ml de solugdo de NaCl 0,9%.

4.5 Colheita de sangue

Para dosagens bioquimicas foram colhidos 600 pL de sangue arterial dos animais de
cada grupo, por aspiracao pelo cateter da artéria carétida esquerda, imediatamente antes da
oclusdo do pediculo hepatico (P), 30 minutos apos a oclusao (I130) e 30 minutos apds a
reperfusdo hepatica (R30). Cada amostra de sangue foi submetida a centrifugacdo a 1600 g
durante 15 minutos, a 4°C para separagao do plasma. As amostras de plasma foram resfriadas

a -80°C para analise bioquimica.

4.6 Monitorizacao pressorica
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O cateter introduzido na artéria cardtida esquerda foi conectado a transdutor de
pressdo (Transducer Amplifier, Model PM 1000, DATAQ Instruments, Inc. Software, Akron,
OH, EUA) acoplado a computador com o programa WinDaq Pro Aquisition, versdao 2,09
(DATAQ Instruments, Inc. Software, Adron, OH, EUA), e os niveis de pressao intra-arterial

foram monitorizados durante o periodo intra-operatério.

4.7 Andlise bioquimica do sangue

A avaliagdo das alteracdes sanguineas da LIR do figado foi realizada por dosagens

séricas de AST, ALT e DHL, pelo método cinético otimizado por ultravioleta.

4.8 Andlise da concentracao tecidual da mieloperoxidase

Para dosagem da concentragao tecidual de MPO, os fragmentos de pulmao e figado
previamente armazenados a -80°C foram descongelados em temperatura ambiente.

Amostras de 100 mg de tecido foram suspensas em 2,0 ml (4°C) de tampao fosfato
(0,1 M NaCl, 0,02 M NaPOy, 0,015 M Na EDTA; pH 4,7), homogeneizadas por 10 minutos e
centrifugadas a 4°C por 15 min a 10.000 g. O precipitado foi suspenso em 2,0 ml
(temperatura ambiente) de tampdo fosfato (0,05 M NazPOs, 0,5% brometo de
hexadecyltrimethylamonio; pH 5,4) e novamente centrifugado a 4°C por 15 min a 10.000g. O
sobrenadante foi congelado por trés vezes consecutivas em nitrogénio liquido e centrifugado a
4°C por 15 minutos a 10.000g e o sobrenadante armazenado a -20°C.

Para o ensaio foram utilizados 25 pL de 3,3’-5,5’-tetrametilbenzidina, dissolvidos em
dimetilsulféxido em concentragdo final de 1,6 mM, 100 puL. de H,O,, dissolvidos em tampao
fosfato (0,05 M Na,PO4, 0,5% brometo de hexadecyltrimethylamonio; pH 5,4) na

concentragdo final de 0,03% v/v e 25 uL do sobrenadante das amostras.
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A reagdo foi iniciada a 37°C por cinco minutos em microplacas com 96 pogos pela
adicao de diluigOes seriadas do sobrenadante ¢ da solugdo de 3,3’-5,5’-tetrametilbenzidina.
Apos este periodo foi adicionada solugdo de H,O, e realizada nova incubagdo a 37°C por 5
minutos. A reagdo foi interrompida pela adigdo de 100 pL de 4M H,SO4 e quantificada a
45nm no espectrofotometro (Emax — Molecular Devices). A quantificagdo dos neutrofilos foi
calculada de uma curva padrio baseada na atividade de MPO expressa por aumento de
absorbancia a 450nm de neutréfilos peritoneais induzidos em caseina a 5%, em ensaio
paralelo.

O resultado foi expresso em niimero relativo de neutrofilos por miligrama de tecido.

4.9 Analise estatistica

As variaveis analisadas foram pressao arterial média (PAM), AST, ALT, DHL e MPO
hepética e pulmonar.

Foi utilizado o programa GraphPad Prism versdao 3.00 para Windows (GraphPad
Software, San Diego California USA), para elaboracdo de graficos e andlises estastisticas. O
nivel de significancia adotado foi p=0,05.

Os resultados foram expressos nas tabelas e figuras como a média + desvio-padrao.

Usou-se a andlise de varidncia (ANOVA) para avaliar o efeito do pré-
condicionamento com OH e ar ambiente em alta pressdo. Testou-se a validade das hipoteses
necessarias a aplicagdo da ANOVA para todas as varidveis em que foi empregada. Nos casos
em que a ANOVA indicou a existéncia de alteragdes significativas foram realizados como
pos-testes o teste de desigualdade de Bonferroni e o de comparacdes multiplas de Tukey. Nas

varidveis em que ndo foi possivel a realizacgdo de ANOVA foi utilizado o teste de Kruskal
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Wallis, e nos casos em que o teste indicou a existéncia de alteracdes significativas foi

realizado o teste de Dunns para comparagdes multiplas.
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5 Resultados

5.1 Peso dos animais

O peso dos animais variou de 275 g a 391g. Nao houve diferenca significativa do peso

dos animais entre os grupos (FIG. 1).
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FIGURA 1 —Peso dos animais (n=8 animais/grupo).

Grupo A - laparotomia e manipula¢do do pediculo hepatico, grupo B - isquemia/reperfusao hepatica, grupo C -
pré-condicionamento em oxigenoterapia hiperbarica e isquemia/reperfusdo hepatica e grupo D - pré-
condicionamento em ar ambiente hiperbarico e isquemia/reperfusio hepatica.

(p>0,05).
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5.2 Analise bioquimica do sangue

Na tabela (anexo 1) estdo representados, respectivamente, os valores das médias e desvio
padrao do nivel sérico de AST, ALT DHL, dos animais dos grupos A, B, C e D nos diferentes

tempos operatdrios.

5.2.1 Aspartato-aminotransferase

Na FIG. 2 e anexo 1 estdo representados os valores da variavel AST (UI/L), obtidos
nos animais dos grupos A, B, Ce D.

Nao se observou diferenca significante entre as médias do grupo A nos diferentes
tempos P, 130 e R30.

Nao se observou diferenca significante entre as médias nos tempos P e 130 nos grupos
B, C e D, entretanto, as médias dos grupos B,C e D no tempo R30 foram maiores em relacao
as médias nos tempos P e 130 dos respectivos grupos (p<0,05) e todas maiores que o grupo A.

Nao se observou diferenga significante entre as médias dos grupos B,C e D no tempo
130.

Nao se observou diferenca significante entre as médias dos grupos B,C e D no tempo

R30.
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Figura 2 — Nivel sérico de aspartato-aminotransferase (AST) dos animais durante o
procedimento operatorio (n = 8 animais/grupo).

Antes da isquemia (P), apds 30 minutos de isquemia (I130) e ap6s 30 minutos de reperfusdo (R30), nos animais
dos grupos A - laparotomia e manipula¢do do pediculo hepatico; B - isquemia/reperfusdo hepatica; C - pré-
condicionamento em oxigenoterapia hiperbarica e isquemia/reperfusdo hepatica; D - pré-condicionamento em ar
ambiente hiperbarico e isquemia/reperfusdo hepatica.

*(p <0,05) AST R30 comparado a AST P e AST 130 (teste de Kruskal-Wallis).

#(p < 0,05) AST R30 comparado a AST R30 do grupo A (teste de Kruskal-Wallis).

As colunas representam a média e desvio padrao

5.2.2 Alanina-aminotransferase

Na FIG. 3 e anexo 1 estdo representados os valores da variavel ALT (UI/L), obtidos
nos animais dos grupos A,B,C e D.

Nao se observou diferencga significante entre as médias do grupo A nos diferentes
tempos P, [30 e R30.

Nao se observou diferenca estatisticamente significante entre as médias nos tempos P
e 130 nos grupos B, C e D, entretanto, as médias dos grupos B,C e D no tempo R30 foram
maiores em relacdo as médias nos tempos P e 130 dos respectivos grupos (p<0,05), e todas

maiores que a média do grupo A.
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A média no tempo R30 do grupo C foi maior que as respectivas médias dos grupos B e

D (p<0,05).
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Figura 3 — Nivel sérico de alanina-aminotransferase (ALT) dos animais durante o

procedimento operatorio (n = 8 animais/grupo).

Antes da isquemia (P), apds 30 minutos de isquemia (I30) e ap6s 30 minutos de reperfusdo (R30), nos animais
dos grupos A - laparotomia e manipula¢do do pediculo hepatico; B - isquemia/reperfusdo hepatica; C - pré-
condicionamento em oxigenoterapia hiperbarica e isquemia/reperfusdo hepatica; D - pré-condicionamento em ar
ambiente hiperbarico e isquemia/reperfusdo hepatica.

*(p <0,05) ALT R30 comparado a AST P e AST 130 (teste de Kruskal-Wallis).
#(p <0,05) ALT R30 comparado a AST R30 do grupo A (teste de Kruskal-Wallis).

o(p <0,05) ALT R30 do grupo C comparado ao ALT R30 dos grupos B e D (teste de Kruskal-Wallis).

As colunas representam a média e desvio padrao
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5.2.3 Desidrogenase lactica

Na FIG. 4 e anexo 1 estdo representados os valores da varidvel DHL (U/L),

obtidos nos animais dos grupos A, B, C e D.

Nao se observou diferenca significante entre as médias do grupo A nos diferentes
tempos P, 130 e R30.

Nao se observou diferenca significante entre as médias nos tempos P e 130 nos grupos
B,CeD.

As médias dos Grupos B,C e D no tempo R30 foram maiores que a respectiva média
do grupo A (p<0,05).

As médias dos grupos B,C e D no tempo R30 foram maiores em relacdo as médias nos
tempos P e 130 dos respectivos grupos (p<0,05) e maiores que o grupo A.

Nao se observou diferenca significante entre as médias dos grupos B,C e D no tempo

R30.
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Figura 4 — Nivel sérico de DHL dos animais durante o procedimento operatério (n = 8
animais/grupo).

Antes da isquemia (P), apds 30 minutos de isquemia (I30) e ap6s 30 minutos de reperfusdo (R30), nos animais
dos grupos A - laparotomia e manipulagdo do pediculo hepatico; B - isquemia/reperfusdo hepatica; C - pré-
condicionamento em oxigenoterapia hiperbarica e isquemia/reperfusdo hepatica; D - pré-condicionamento em ar
ambiente hiperbarico e isquemia/reperfusdo hepatica.

*(p <0,05) DHL R30 comparado a DHL C ¢ DHL 130 (teste de Kruskal-Wallis).
#(p < 0,05) DHL R30 comparado a DHL R30 do grupo A (teste de Kruskal-Wallis).

As colunas representam a média e desvio padrao
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5.3 Pressao arterial média

As médias da PAM dos animais estao representadas na TAB. 1.

Nao houve diferenca significante nas médias de PAM dos animais no inicio do
experimento entre os grupos A,B,C e D.

Nao houve diferenga significante nas medias de PAM durante os 60 minutos do
experimento nos animais do grupo A.

Nao houve diferenca significante entre a pressao arterial média antes e apds a oclusao
parcial do pediculo hepéatico nos grupos B,C e D.

Houve queda significante da pressao arterial média aos cinco minutos de reperfusao
no grupo B e durante toda a reperfusdo nos grupos C e D (p<0,05), em comparacao as médias

basais.

Tabela 1 - Pressdo arterial média (mmHg) dos animais durante o procedimento
operatorio (n = 8 animais/grupo).

GRUPOS Presséo arterial média
1 2 3 4 5 6 7 8 9
A 96,6 +11,4 93,1+5,0 93,0+ 14,6 99,6 + 22,2 92,7+ 14,0 89,5+ 13,0 92,6 +11,2 94,8+9,3 94,6 + 11,4
B 106,8 + 15,4 82,3+23,6 90,9+ 26,5 91,9+19,1 85,1+ 19,7 73,9+ 16,2* 77,7+20,1 79,9+21,9 78,0 + 28,3
C 106,7 +9,0 100,8 + 11,1 99,1+12,0 97,3+18,3 88,1+9,7 738+6,1% 711+179* 71,1+59* 68,7+36%
D 109,4 +17,9 94,6 + 19,5 93,1+ 16,5 104,1 + 25,6 87,4 +13,2 73,1+9.8%* 70,1+92* 758+172%  709+72*

Grupos: A - laparotomia e manipulagdo do pediculo hepatico, B - isquemia/reperfusdo hepatica, C - pré-
condicionamento em oxigenoterapia hiperbarica e isquemia/reperfusdo hepatica e D - pré-condicionamento em
ar ambiente hiperbarico e isquemia/reperfusdo hepatica.

Tempo de isquemia/reperfusdo: 1 — antes da oclusdo do pediculo hepatico, 2 — aos 5 minutos de isquemia
hepatica, 3 — aos 10 minutos de isquemia hepatica, 4 — aos 20 minutos de isquemia hepatica, 5 — aos 30 minutos
de isquemia hepatica, 6 - aos 5 minutos de reperfusdo hepatica, 7 — aos 10 minutos de reperfusdo hepatica, 8 —
aos 20 minutos de reperfusao hepatica e 9 — aos 30 minutos de reperfusdo hepatica.

*(p < 0,05) comparado a PAM do tempo 1.

Os valores representam a médiat+desvio padrao
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5.4 Mieloperoxidase hepética

O actmulo de neutrdfilos no figado apds a reperfusao foi inferido pela dosagem da
concentragdo da enzima MPO no lobo lateral esquerdo do figado dos animais expressa como
nimero relativo de neutréfilos por miligrama de tecido. Os valores estdo representados na
FIG. 6 e descritos no anexo 2.

O pré-condicionamento hepatico por OH (grupo C) provocou aumento significativo na
concentragdo média de MPO no parénquima hepético, em comparacdo com os grupos A, B e

D. Nao foi encontrada diferenca significante entre as médias dos grupos A,B e D.
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Figura 5 — Numero relativo de neutréfilos/mg de tecido hepatico ap6s 30 minutos de
isquemia hepética segmentar e 30 minutos de reperfusdo hepatica (n = 8 animais/grupo).

Grupos: A - laparotomia ¢ manipulagdo do pediculo hepatico, B - isquemia/reperfusdo hepatica; C - pré-
condicionamento em oxigenoterapia hiperbarica e isquemia/reperfusdo hepatica e D — pré-condicionamento em
ar ambiente hiperbarico e isquemia/reperfusdo hepatica.

*(p <0,05) comparado aos grupos A,B e D.

As colunas representam a média + desvio padrdo.

5.5 Mieloperoxidase pulmonar
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O acimulo de neutrofilos no tecido pulmonar foi avaliado pela andlise da
concentracdo de MPO no lobo inferior do pulmdo direito dos animais expressa como niimero
relativo de neutrofilos por miligrama de tecido. Os valores estdo representados na FIG. 7 e
descritos no anexo 2.

Os grupos B, C e D, de animais submetidos a IR hepatica, apresentaram médias de
niveis teciduais de MPO superiores ao grupo A (P<0,05).

Os grupos C e D apresentaram valor médio de MPO maior em relagao aos grupos A e
B (p<0,05).

Nao houve diferenca significante entre os grupos C e D.
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Figura 6 — Numero relativo de neutrdéfilos/mg de tecido pulmonar apds 30 minutos de
isquemia hepética segmentar e 30 minutos de reperfusdo hepatica (n = 8 animais/grupo).

Grupos: A - laparotomia e manipulagdo do pediculo, B - isquemia/reperfusdo hepatica; C - pré-condicionamento
em oxigenoterapia hiperbarica e isquemia/reperfusdo hepatica e D — pré-condicionamento em ar ambiente
hiperbarico e isquemia/reperfusdo hepatica.

* (p < 0,05) comparado aos grupos A ¢ B.

# (p< 0,05) comparado ao grupo A.

As colunas representam a média e desvio padrao.



5.6 Mortalidade

Nao houve morte de animais durante o procedimento.
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6 Discussao

A LIR do figado, originada da privagdo temporaria de fluxo sanguineo e aporte de
oxigénio ao parénquima hepdtico, baseia-se em complexa inter-relagdo entre os leucdcitos,
células de Kupffer, plaquetas e células endoteliais sinusoidais, com participacao de proteases,
lipoperoxidases, mediadores inflamatorios, espécies reativas de oxigénio, oxido nitrico,
complemento, entre outros (Jaeschke, 1997; Yadav et al., 1999; Chan et al., 2003; Miranda et
al., 2004).

Buscando inibir estas alteragdes inflamatdrias que se originam do bindmio IR, vérios
métodos cirargicos, medicamentosos ou fisicos tém sido utilizados: oclusdo intermitente do
pediculo hepatico (Makuuchi et al., 1987; Isozaki et al., 1992), pré-condicionamento
isquémico (Lloris-Carsi et al., 1993), ligadura seletiva intra-hepatica do pediculo (Launois e
Jamieson, 1992), resfriamento do figado (Collins et al., 1969; Ross et al., 1976), substancias
antioxidantes (Atalla et al., 1985; Baker et al., 1985; Frederiks et al., 1995; Abdo et al., 2003),
inibidores das proteases (LI et al., 1993), imunossupressores (Sakr et al., 1990; Kurokawa et
al., 1992; Kawano et al., 1994), agonistas de receptores da adenosina (Nakayama et al., 1999),
doadores de 6xido nitrico como a L-arginina (Cottart et al., 1999), pentoxifilina (Rudiger e
Clavien, 2002), inibidores da caspatase (Cursio et al., 1999) e inibidores da acdo do fator de
ativacao plaquetaria (Boin, 1997).

O pré-condicionamento isquémico, inicialmente descrito para diminui¢ao dos efeitos
da LIR do miocardio (Murry, 1986), ¢ método eficaz na profilaxia da LIR do figado (Clavien
et al., 2000; 2003).

No transplante hepatico, o resfriamento do figado associado a infusdo intra-vascular
de solucdes de conservagdo de 6rgaos e tecidos sao os métodos de escolha para se minimizar

os efeitos da lesdo de conservagao (Kalayoglu et al., 1988; Belzer e Southard, 1988).
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No presente estudo foi utilizado a OH como método de pré-condicionamento de ratos
submetidos a isquemia hepatica temporaria seletiva e reperfusdo e avaliou-se seu efeito na
LIR do figado por meio da dosagem sérica de AST, ALT e DHL, avaliacdo de variacdo de
PAM e inferéncia do grau de infiltragdo leucocitaria pela dosagem da MPO tecidual no figado
submetido a isquemia e no pulmao.

Optado por modelo experimental de isquemia hepatica seletiva, como forma de se
evitar os efeitos deletérios da oclusdo total do pediculo, que causa congestdo esplancnica,
pouco tolerada nesta espécie animal (De Baker, 1956). A oclusdo total do pediculo ¢
apropriada para estudos em que a curva de sobrevida constitui variavel a ser avaliada (Kohli
et al., 1999).

Estudos foram realizados com tempos de isquemia hepatica que variam de 30 minutos
a 4 horas e com tempos e formas de reperfusdo variaveis (Marubayashi et al., 1997; Boin,
1997; Quireze, 2002). Em todos os modelos houve alteragdes das enzimas hepaticas poucos
minutos apos a reperfusdo. No presente estudo foi escolhido tempo de 30 minutos de isquemia
e 30 minutos de reperfusdo, suficientes para causar alteragdes séricas de aminotransferases e
infiltragdo leucocitaria nos tecidos.

Estudos recomendam anticoagulagdo sistémica por inje¢do endovenosa de heparina,
forma de se evitar trombose vascular secundaria a oclusdo do pediculo hepatico, (Colleti et
al., 1996; Marubayashi et al., 1997). No entanto, estudos recentes contestam esta afirmativa
(Kohli et al., 1999; Peralta et al., 2001). Diante da inexisténcia de padronizagdo com relagao
ao seu emprego, ¢ como forma de se evitar sangramento per-operatorio, optou-se pela nao
utilizagdo da anticoagulacdo sistémica no presente estudo.

A opgao pela utilizacdo exclusiva de ratos machos se deu com o objetivo de se ter os

grupos homogéneos ja que o grau da LIR pode variar com sexo (Ping, 2005).
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Foi realizada reposicao hidrica dos animais com solucao de NaCl 0,9% com o objetivo
de evitar que os efeitos da hipovolemia pelas perdas originadas da exposi¢do da cavidade
peritoneal, respiracdo artificial, colheitas de sangue, transpira¢do e diurese pudessem somar
aos efeitos deletérios da isquemia e da reperfusao do figado.

As aminotransferases (AST e ALT) sdo enzimas que, em concentracdes elevadas,
indicam lesdo hepatocelular, apontando alteragdes de permeabilidade da membrana
citoplasmatica. A DHL, enzima presente em quase todos os tecidos € com concentracio sérica
elevada em situagdes de agressao celular, tem alta sensibilidade, porém, baixa especificidade

para indicar qual 6rgdo esta acometido (Reichling e Kaplan, 1988; Sherlock e Dooley, 1997).

No presente estudo, os valores séricos basais dessas enzimas foram similares entre os
grupos demonstrando que, a OH, isoladamente, ndo causou lesdo hepatocelular significativa.
Este achado estd em acordo com a literatura, que sugere que o efeito do pré-condicionamento
por OH seja baseado em estresse oxidativo, que termina antes da formagdo de AST e ALT
(Yu et al., 2005). A isquemia hepatica ndo aumentou a concentra¢do sérica de AST, ALT e
DHL. Quando avaliados os valores de AST, ALT e DHL apos reperfusao, houve aumento
significante em comparacdo com os periodos pré e pds-isquémicos. Embora as concentragdes
séricas de AST, ALT e DHL apos reperfusdo, tenham sido maiores no grupo de animais
submetidos previamente a OH, s6 foi encontrada diferenca significante de ALT. Deste achado
pode-se inferir que, em nosso estudo, o uso prévio da OH potencializou lesdo hepatocelular
em ratos submetidos a IR. Estudos que utilizaram a OH como método de pré-
condicionamento imediatamente antes (Yu et al., 2005) e seis horas antes (Chen et al., 1998)
de isquemia hepatica, ndo encontraram alteragdes nas concentragdes séricas de AST e ALT
apos a reperfusdo. A hipotese sugerida foi que ocorreria um possivel aumento do nivel sérico
destas enzimas durante a fase de isquemia, influenciando os resultados apos a reperfusio.

Nosso estudo rejeita esta possibilidade, pois, ndo foram evidenciadas variagdes significantes
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no nivel sérico destas enzimas nas amostras sanguineas colhidas ao término da isquemia. Nos
trabalhos citados a colheita de sangue foi realizada antes da isquemia e apds a reperfusao.

Sao esperadas alteragdes dos niveis da PAM apo6s a oclusdo do pediculo hepatico,
mesmo que segmentar, ja que a interrup¢do do fluxo hepatico causa estase sanguinea
esplancnica e diminui o retorno venoso ao coragdo, com conseqiiente diminui¢do do débito
cardiaco. O retorno do fluxo sanguineo a por¢do isquemiada do figado causa liberagdo de
substancias vasodilatadoras na circulacdo sistémica, diminui¢do da resisténcia vascular
periférica e conseqiiente queda da pressdo arterial. No presente estudo ndo houve queda
significativa da PAM durante a isquemia hepatica. Ocorreu queda significativa da PAM apos
a reperfusdo hepatica, rapidamente revertida nos animais submetidos a IR sem pré-
condicionamento, porém persistente nos animais submetidos a pré-condicionamento por OH
ou ar ambiente hiperbarico. Estes achados contradizem estudo experimental prévio, em
animais submetidos a IR hepatica imediatamente ap6s OH, com um periodo de 60 minutos de
isquemia e 120 minutos de reperfusdo, no qual os animais tratados apresentaram menor queda
dos niveis pressoricos apds a reperfusdo quando comparados ao grupo controle (Chen et al.,
1988). Talvez, esta diferenga se explique pela utilizagdo de periodos de IR maiores que os
utilizados em nosso estudo, o que causaria lesdo tecidual mais intensa, exacerbando os efeitos
hemodinamicos da LIR.

As células de Kupffer tém papel central na LIR do figado por serem as

primeiras células citotoxicas e produzirem mediadores pro-inflamatorios tais como TNF-a e

IL-6. Subseqiientemente, hd transmigragdo de neutréfilos polimorfonucleares ativados no

figado. Pode-se utilizar dosagem tecidual de MPO como método de quantificagdo do acimulo
leucocitaria (Bradley et al., 1982; Rivera-Chaves et al., 2001; Liu et al., 2004).

No presente estudo a concentragdo tecidual da MPO apo6s reperfusdo foi maior no

figado dos animais submetidos previamente a OH, em comparagdo aos outros. Deste modo,
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pode-se inferir que esta alteracdo foi associada & OH e nao ao aumento da pressao ambiental
isoladamente. Nao ha na literatura estudo semelhante que avalie esta variavel.

Baseado nos achados que apos choque hemorragico e sindrome do compartimento
abdominal hé grande infiltragao de leucocitos no parénquima pulmonar (Resende Neto, 2003),
o presente utilizou a infiltragdo de leucocitos no pulmao como variavel de avaliacdo da OH na
LIR.

A concentra¢ao tecidual da MPO foi maior no pulmio dos animais submetidos
previamente & OH e ao ar ambiente hiperbarico. O resultado foi diferente do encontrado na
avaliacdo do figado e sugere que o ambiente hiperbérico causou aumento de infiltragao
leucocitaria no pulmao apoés a reperfusdo na LIR, embora ndo se possa excluir a participagao
do oxigénio. Na revisao da literatura ndo foram encontrados estudos da participagdo do pré-
condicionamento OH nas alteracdes pulmonares da LIR hepatica. Estudo experimental
demonstrou que OH utilizada apdés a IR muscular induziu reducdo da concentragcdo de
leucdcitos pulmonares (Zamboni et al., 1996).

O pré-condicionamento do figado pela OH em ratos submetidos a isquemia hepatica
seletiva e reperfusdo aumentou a concentragdo sérica de ALT, a concentragdo tecidual de
MPO hepatica e pulmonar e alterou a PAM durante o procedimento operatorio. Estes
resultados sugerem que o pré-condicionamento por OH agrava a lesdo hepatocelular e agrava
a infiltragdo leucocitaria no figado e pulmao na fase inicial da LIR do figado. Deste trabalho,
abrem-se diversas possibilidades de estudos aproveitando este modelo experimental, como os
efeitos do pré-condicionamento por OH no nivel sérico de TNF, interleucinas, complemento e

no metabolismo hepatico.
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7 Conclusao

O presente trabalho permitiu concluir que o uso do pré-condicionamento por OH acentuou a

LIR do figado em ratos.
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8 Summary

Liver ischemia/reperfusion injury (IR injury) is a cellular and immunological insult. It
occurs in various clinical situations in which blood flow to the liver is interrupted. Hyperbaric
oxygenation (HO) has been used as a treatment option in several ischemic diseases. However
the effectiveness of this method as protective against IR injuries is controversial.

To determine the effect of HO in IR liver injury, a model of partial warm liver
ischemia was used. Hilar area of the left lateral and medial hepatic lobes were clamped for 30’
minutes followed by 30’ reperfusion.

For the study was conducted on 32 male Wistar rats which divided into four groups of
eight animals each: group A — animals submitted to laparotomy and liver manipulation, group
B — animals submitted to IR, group C — animals pre-treated with 90 minutes of HO before IR
and group C — animals pre-treated with room air at 2,5 atm absolute before IR. Before
ischemia episode and after 30 minutes of reperfusion, plasma aspartate aminotransferase
(AST), alanine aminotransferase (ALT) and lactate dehidrogenase (LDH) analyses were
performed. Intra-arterial blood pressure was monitored continuously. Myeloperoxidase
(MPO) activity in liver and lung were assessed after 30 minutes of reperfusion.

AST, ALT and LDH increased after reperfusion in all the animals. ALT values and
MPO activity in the liver parenchyma of HO pre-treated animals were higher than in groups
A,B and D. Lung parenchyma MPO activity was higher in HO treated animal groups C and D.
HO had negative hemodynamic effects during liver IR.

We conclude that liver preconditioning with HO aggravated liver IR injury in rats.
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Anexo 1

Valores de aspartato-aminotransferase (AST), alanino-aminotransferase (ALT) e desidrogenase lactica (DHL) do sangue em UI/L

GRUPOS EXAMES
AST P AST 130 AST R30 ALT P ALT 130 ALT R30 DHL P DHL 130 DHL R30
A 79,1 +32,4 62,8 £ 22,3 69,2 + 31,6 43,1 £ 13,5 40,7 £ 11,5 39,7+ 11,6 283,0 £ 74,7 268,4 £ 60,5 244.6 + 66,6
B 57,5+ 23,5 72,6 £ 23,4 149,3 £ 53,3 39,6 £ 15,7 48,1 £ 12,2 1459+ 71,1 200,8 £ 97,0 286,3 £ 102,1 833,4 + 458,0
C 72,0 £ 22,3 78,7 + 28,7 262,0 + 136,2 50,6 + 15,6 51,6 + 12,5 321,6 £ 181,1 200,9 + 88,9 320,6 £ 75,0 1911,0 £ 1409,0
D 63,9 + 16,3 98,0 + 27,8 179,9 £ 97,9 31,4+6,2 43,2 £ 11,9 163,0 + 71,2 240,6 £ 102,3 301,6 £106,5 1043,0 £ 575,7

Antes da isquemia (P), ap6s 30 minutos de isquemia (I30) e apds 30 minutos de reperfusdo (R30), nos animais dos grupos A - laparotomia e manipula¢do do pediculo
hepatico (n=8); B - isquemia/reperfusdo hepatica (n=8); C - pré-condicionamento em oxigenoterapia hiperbarica e isquemia/reperfusdo hepatica (n=8) e D - pré-
condicionamento em ar ambiente hiperbarico e isquemia/reperfusdo hepatica (n=8).



75

Anexo 2

Namero relativo de neutréfilos (*10°) por miligrama de tecido ap6s 30 minutos de reperfuséo do figado (n = 8 animais/grupo)

Orgéo Grupos

A B C D
Figado 0,79 £ 0,37 0,94 £ 0,39 1,67 £ 0,40 0,76 £ 0,67
Pulm ao 5,18 £+ 1,614 13,56 = 4,22 24,79 £ 1,66 26,20 + 0,83

Grupos: A - laparotomia e manipulagdo do pediculo hepatico, B - isquemia/reperfusdo hepatica; C - pré-condicionamento em oxigenoterapia hiperbarica e
isquemia/reperfusdo hepatica e D — pré-condicionamento em ar ambiente hiperbarico e isquemia/reperfusio hepatica.
Os valores representam a média + DP
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