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Resumo 
 

 

Introdução: O controle das hemorragias nas hepatectomias é um desafio 

para o cirurgião. A clampagem do pedículo hepático é manobra cirúrgica capaz de 

reduzir o sangramento por meio de isquemia, mas induz sofrimento hepatocelular; 

em conjunto com a reperfusão no término da clampagem, ela provoca a lesão de 

isquemia-reperfusão (LIR). Esse estudo se propõe a estudar os efeitos da LIR 

sobre o fígado após clampagens contínuas e intermitentes do pedículo hepático, 

em modelo animal, utilizando a bioquímica sérica e parâmetros morfométricos 

teciduais (apoptose) para avaliação. Método: Foram utilizados 20 coelhos da raça 

New Zealand distribuídos nos grupos 1 (controle), 2 (60 minutos de isquemia 

contínua) e 3 (60 minutos de isquemia intermitente alternando 12 minutos de 

isquemia e 3 de reperfusão). Foram coletados sangue e biópsias hepáticas antes 

da isquemia, no seu término e após 6 horas de reperfusão, quando os animais 

eram mortos. Das amostras de sangue se obtiveram os valores de BT, FA, GGT, 

AST, ALT e DHL. Os fragmentos hepáticos foram submetidos à processamento 

histológico (parafinização e coloração HE) e histoquímico (reação de TUNEL) e 

digitalização de campos microscópicos para quantificação e qualificação de 

apoptose. Resultados: A isquemia provocou aumento de DHL, AST e ALT no 

grupo 2 e de FA, DHL, BT e AST no grupo 3 em análise pareada. Entre os grupos 

2 e 3, AST e FA apresentaram alteração em análise independente (teste T de 

Student). A isquemia provocou aumento do índice apoptótico quantificado pelo 

método em ambos os grupos em relação a si mesmos e aos controles, mas não 

entre os grupos. Após a reperfusão os índices retornaram aos valores iniciais. 
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Conclusão: Em relação ao desenvolvimento de apoptose após clampagem 

contínua ou intermitente do pedículo hepático, baseando-se nos parâmetros 

morfométricos utilizados, não houve diferença entre os métodos. 

 

Palavras-chave:  isquemia/cirurgia; traumatismo por reperfusão; 

   fígado/cirurgia; hepatectomia; apoptose. 
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1 Introdução 
 

O controle das hemorragias nas operações sobre o fígado permanece 

como grande desafio para o cirurgião. As técnicas para seu controle vão desde a 

clampagem do pedículo hepático até a exclusão vascular total que associa a 

primeira à clampagem da veia cava inferior acima e abaixo do órgão. 

A clampagem do pedículo hepático é manobra cirúrgica utilizada em 

operações sobre o fígado, tanto eletivas quanto de urgência. Seu objetivo é 

reduzir sangramento do parênquima hepático e permitir, ao cirurgião, a execução 

do procedimento sem hemorragia excessiva que poderia chegar a comprometer o 

êxito do procedimento e ameaçar a vida do paciente. 

Um efeito adverso da clampagem do pedículo hepático é a isquemia do 

órgão, que em conjunto com a reperfusão que sucede o final da clampagem, pode 

determinar lesão conhecida como lesão de isquemia-reperfusão (LIR). Foi 

descrito também aumento de translocação bacteriana relacionado à clampagem 

(1). 

A isquemia minimiza sangramento durante a cirurgia hepática. Entretanto 

induz diferentes intensidades de sofrimento hepatocelular. Até certo limite de 

difícil precisão, os pacientes irão responder melhor às lesões provocadas pela 

isquemia e reperfusão hepáticas do que aos danos provocados por hemorragias 

extensas e múltiplas transfusões de hemoderivados. A clampagem hepática 

intermitente, na qual períodos curtos de clampagem são intercalados com 

reperfusão, pode ser um meio de minimizar o dano celular no órgão ao impedir 

isquemia quente prolongada. (2). 
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Esse estudo se propõe a estudar os efeitos da LIR sobre o parênquima 

hepático após clampagens contínuas e intermitentes do pedículo hepático, em 

modelo animal, utilizando a bioquímica sérica e parâmetros morfométricos 

teciduais (apoptose) como instrumentos de avaliação do dano celular. 

 

1.1 Revisão da Literatura 

 

1.1.1 Lesão de isquemia-reperfusão hepática 

 

A LIR hepática pode ser conceituada como um conjunto de distúrbios 

circulatórios e metabólicos que evolui com disfunção hepática e dano tissular 

secundários a período seqüencial de isquemia do fígado (em temperatura normal 

ou resfriado) seguido de sua reperfusão sanguínea (3). 

A isquemia hepática ocorre em vários eventos, tais como transplante, 

choque hemodinâmico e hepatectomias (4-6). A LIR resulta em falência 

microcirculatória, seguida de necrose e morte celular (7). A proteção dos 

hepatócitos na LIR é importante para a cirurgia hepática (8). 

A isquemia é fator determinante na fisiopatologia de entidades como infarto 

do miocárdio, insuficiência vascular periférica, choque hipovolêmico e 

insuficiência hepática.  Apesar da restauração do fluxo sanguíneo ser essencial 

para reversão do dano, a reperfusão costuma agravar o dano celular isquêmico, 

de modo que as alterações histológicas induzidas por n horas de isquemia, 

seguidas por uma hora de reperfusão, são mais graves do que as induzidas por 

n+1 horas de isquemia intestinal isolada (2). 
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Sabe-se que as conseqüências da isquemia têm relação com sua duração. 

Além disso, muitas das lesões ocorrem na fase de reoxigenação tecidual em 

conseqüência da reperfusão (9, 10). 

Um dos mecanismos aceitos para compor a fisiopatologia da LIR é que, 

durante a isquemia, há acúmulo de hipoxantina nas células, enquanto no início da 

reperfusão ocorrem diminuição da NADH desidrogenase, do carreador de 

ADP/ATP e da ATP sintetase, aumento da fosfolipase A2 e acúmulo de cálcio nas 

mitocôndrias, levando à geração de radicais livres de oxigênio. O déficit 

energético celular leva a falha do transporte ativo trans-membrana. Com isso, 

ocorre tumefação endotelial e das células de Kupffer, vasoconstricção, acúmulo 

leucocitário e agregação plaquetária dentro dos sinusóides. Ocorre falência da 

microcirculação, resultante desse edema intracelular. A vasoconstricção, por sua 

vez, é resultado da deterioração entre o balanço de óxido nítrico e endotelina; a 

diminuição do lúmen sinusoidal provoca estase leucocitária, que apesar de não 

ocluir o fluxo sanguíneo na microcirculação hepática contribui para sua 

diminuição, aumentando o período de hipóxia e determinando que áreas do 

fígado permaneçam isquêmicas mesmo após a reperfusão. Tais fatos ativam, 

ainda mais, as células de Kupffer e os neutrófilos, que produzem citocinas 

inflamatórias e mais radicais livres de oxigênio gerando ciclo vicioso (3, 10-17). A 

figura 1 ilustra o mecanismo proposto para a liberação de radicais livres e para os 

fenômenos vasculares que ocorrem na LIR. 
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Figura 1. Mecanismo para geração de radicais livres de oxigênio na lesão de 

isquemia-reperfusão (2). 

ATP – trifosfato de adenosina; ADP – difosfato de adenosina; AMP – monofosfato de 

adenosina; H2O2 – peróxido de hidrogênio. 

A interação entre a liberação dos radicais livres de oxigênio é quimiotáxica 

para neutrófilos e células de Kupffer, como foi descrito. A liberação de outras 

citocinas como leucotrienos, tromboxanos, e, principalmente, endotelinas e fator 

de necrose tumoral (TNF) contribui com a manutenção do ciclo da isquemia 

microcirculatória após a reperfusão (2, 17). As citocinas, mantendo assim a 

resposta inflamatória, respondem pelo componente de reperfusão da LIR (18). 
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Figura 2. Ciclo de eventos relacionando a lesão inflamatória associada à isquemia 

e a lesão microcirculatória (2, 17). 

ATP – trifosfato de adenosina. 

A lesão celular provocada pelas isquemia e reperfusão é condicionada pelo 

tempo de isquemia e pelo momento da reperfusão, podendo abranger desde 

alterações bioquímicas até a necrose celular, passando pela apoptose (2, 19, 20).   

Na isquemia hepática ocorrem diminuição do consumo de oxigênio para 

fosforilação mitocondrial (de ADP em ATP e produção de energia) e aumento do 

consumo de oxigênio para a geração e manutenção do potencial de membrana. 

Até determinado limite a compensação dos eventos descritos mantém a 

membrana estável com potencial inalterado entre animais isquemiados e 

controles (21). A alteração da permeabilidade da membrana mitocondrial (que 

pode ser afetada pela presença de radicais livres de oxigênio e de Ca++) induz o 

intumescimento da matriz mitocondrial (swelling). Esses eventos aumentam a 

peroxidação lipídica na isquemia, produzindo aumento na produção de 

malondialdeído. Todas essas relações foram demonstradas por alguns autores 

em estudos bioquímicos e experimentais (22-26). 
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A reperfusão vem acompanhada de alterações do fluxo sanguíneo que têm 

relação com as células de Kupffer, influenciada pela endotelina (que provoca 

contração arteriolar) e pelo nitroprussiato de sódio (que provoca relaxamento). A 

partir dessa constatação, Kawada et al. (27) propuseram que a LIR pode resultar 

de desequilíbrio entre os níveis de endotelina e de óxido nítrico no período de 

reperfusão. Foram encontrados aumento dos níveis de endotelina e diminuição de 

fluxo sanguíneo, além de diminuição do nível de óxido nítrico ao final da isquemia, 

que se normalizam apenas seis horas após a reperfusão (28-30). 

Em ratos wistar se demonstrou que com tempos mais curtos de isquemia 

podem não ocorrer alterações dos níveis de bilirrubinas em relação a controles; 

entretanto foram observadas alterações das transaminases, não após a isquemia, 

mas após a reperfusão (21). 

A agressão hepática secundária a LIR foi estudada inicialmente por 

marcadores bioquímicos como as aminotransferases, enzimas canaliculares, 

bilirrubinas e a desidrogenase láctica (31).  

Mais recentemente, a LIR hepática foi quantificada por meio das dosagens 

de marcadores como o malondialdeído (que avalia o grau de peroxidação da 

membrana lipídica do hepatócito); a mieloperoxidase (que quantifica a intensidade 

do infiltrado neutrofílico); e o ácido hialurônico (que se associa à lesão das células 

endoteliais hepáticas após a LIR). Tais marcadores, entretanto, podem ser 

influenciados por qualquer dano tecidual em outros órgãos (32). 

Vollmar et al (3) utilizaram microscopia de fluorescência e eletrônica, além 

de testes bioquímicos, para caracterizar as alterações microcirculatórias e 

hepatocelulares na isquemia contínua em ratos, procurando associar o grau de 
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lesão hepatocelular com as alterações microvasculares e o tempo de isquemia. 

Observaram que os danos hepatocelulares estão associados com ambos. 

Em modelo suíno foram comparadas as isquemias hepáticas contínua ou 

intermitente por duas horas, sendo o modelo intermitente com 12 minutos de 

isquemia e três minutos de reperfusão. A dosagem de ácido hialurônico no tecido 

hepático foi utilizada para estimar a lesão hepatocelular, com diferença 

significativa em prol da clampagem intermitente (33). 

 

1.1.2 Clampagem do pedículo hepático 

 

A manobra de oclusão do pedículo hepático com sua tríade porta descrita 

por Pringle, em 1908 (34), foi inicialmente desenvolvida para reduzir o 

sangramento hepático durante ressecções de emergência. Em 1950, Lortat-

Jacob(35) definiu os princípios de exposição e controle dos pedículos hepáticos e 

do influxo sanguíneo para o órgão quando relatou a primeira grande ressecção 

hepática regrada. Suas descobertas permitiram a queda progressiva nas 

morbidade e mortalidade das hepatectomias e propiciaram o aumento progressivo 

das grandes ressecções hepáticas, com mínima perda sanguínea, durante os 

últimos 50 anos. Atualmente, embora algumas ressecções já possam ser feitas 

sem clampagem, a perda mínima de sangue permanece como fator crucial na 

cirurgia hepática. Diversos estudos, nos últimos decênios, mostraram menores 

mortalidade e morbidade com o uso dessas manobras durante a ressecção 

hepática eletiva (36-40). 
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A exclusão vascular do fígado pode ser realizada de forma parcial ou total, 

com a clampagem da tríade porta ou com a associação dessa com a clampagem 

da veia cava em posição supra e infra-hepática (2, 40, 41).  

O fígado recebe um influxo vascular duplo equivalente a cerca de um 

quarto do débito cardíaco (cerca de 1,5 l/min no adulto), sendo 75% provenientes 

da veia porta e o restante, da artéria hepática. A veia porta, originada da 

confluência das veias mesentérica superior e esplênica atrás e à esquerda da 

porção cefálica do pâncreas, divide-se em dois ramos imediatamente antes ou ao 

penetrar no hilo hepático. 

Um ramo direito verticalizado e curto (que pode estar ausente em casos de 

trifurcação porta, em que os ramos setoriais anterior e posterior direito emergem 

da divisão troncular da veia) e um ramo esquerdo mais longo e orientado 

horizontalmente. Em casos raros, outras variações são possíveis (40, 42, 43) 

conforme descrito na figura 3. 



31 

 

 

 
Figura 3. Padrões e frequências de ramificação da veia porta no hilo hepático(43). 

 

A artéria hepática é classicamente descrita como um ramo do tronco 

celíaco que em seu trajeto origina as artérias gástrica direita e gastroduodenal, 

para, a seguir, penetrar no ligamento hepatoduodenal. Entretanto sua disposição 

anatômica é muito variável. Antes de entrar no hilo hepático, origina ramos direito 

e esquerdo que ficam posteriormente situados em relação aos ductos biliares, em 

cerca de 50% dos casos. No restante das vezes, o ramo esquerdo se origina 

diretamente na artéria gástrica esquerda e/ou o ramo direito origina-se na artéria 

mesentérica superior(42, 43), conforme reproduzido na figura 4. 
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Figura 4. Padrões de distribuição da artéria hepática no hilo hepático. À esquerda, 

a distribuição mais comum, presente em metade dos casos. No centro, a artéria 

hepática esquerda é ramo acessório. Na figura à direita, o ramo direito se origina 

na artéria mesentérica superior(43). 

HD – artéria hepática direita; HE – artéria hepática esquerda; HC – artéria hepática comum; GD – 

artéria gastroduodenal; MS – artéria mesentérica superior; GE – artéria gástrica esquerda; E – 

artéria esplênica; HEA – artéria hepática esquerda acessória; HDA – artéria hepática direita 

acessória. 

 

A drenagem de sangue do fígado acontece pelas veias hepáticas, que 

drenam para a veia cava inferior. As veias hepáticas têm origem nos espaços 

porta a partir de vênulas centrais nos lóbulos hepáticos, que se unem 

gradativamente até formar três grandes veias setoriais ou sub-lobulares, que 

drenam o fígado por setores direito, médio e esquerdo, além de veias hepáticas 

dorsais que drenam diretamente para a veia cava e representam, principalmente, 

a drenagem do lobo caudado. As veias hepáticas média e esquerda comumente 

se unem em tronco único (85%) a 1 cm ou menos da confluência com a veia 

cava, imediatamente abaixo do hiato diafragmático. A veia hepática direita se une 

à veia cava pouco lateralmente ao tronco venoso hepático médio-esquerdo e é 

única em 95% dos casos. Essa distribuição está reproduzida na figura 5. 
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Figura 5. Drenagem venosa do fígado, em sua distribuição mais comum. As letras 

a,b,c e d representam os territórios de colaterais e os setores de drenagem de 

cada veia (40). 

 

A técnica clássica para controle vascular compreende o reparo do 

ligamento hepatoduodenal com fita de tecido presa a mecanismo de torniquete 

(que pode ser substituído por pinça de clampagem vascular) ajustado até o 

desaparecimento do pulso da artéria hepática distalmente à ligadura. Deve-se 

observar a presença das variações anatômicas que poderão demandar 

clampagens adicionais (presença de artéria hepática esquerda ramo da artéria 

gástrica esquerda) (34, 40). 
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Figura 6. Manobra de clampagem do pedículo hepático como descrito por Pringle 

(34, 40). 

 

Belghiti e cols. descreveram as variações hemodinâmicas e limitações da 

clampagem hepática: após a clampagem clássica de Pringle, observaram queda 

de 10% do débito cardíaco, acompanhada de aumento da resistência vascular 

periférica de modo a produzir aumento, de até 10%, na pressão arterial média 

(44). 

As técnicas de clampagem hepática compreendem, além da manobra de 

Pringle contínua, a clampagem intermitente da tríade porta, a clampagem 

hepática parcial, a exclusão vascular total, o pré-condicionamento isquêmico e a 

clampagem da tríade porta associada à da veia cava inferior (40, 41, 45). 

As modificações técnicas introduzidas visaram, ao longo do tempo, resolver 

problemas técnicos ou minimizar a LIR. O refluxo sanguíneo pelas veias 

hepáticas, que ocorre quando a pressão venosa central não é adequadamente 

controlada, pode ser minimizado pela exclusão vascular total, ou, ainda, pela 
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clampagem da veia cava acima das renais e abaixo do fígado. Para permitir 

operações mais prolongadas, foi proposta a clampagem intermitente, onde 

períodos de reperfusão são intercalados com períodos de isquemia visando, 

assim, prolongar o tempo cirúrgico, porém com aumento no volume de 

sangramento trans-operatório. A clampagem hepática parcial foi proposta para 

operações periféricas ou superficiais onde não fosse necessária a interrupção do 

fluxo sanguíneo para todo o fígado. O pré-condicionamento isquêmico tem por 

princípio conseguir maior tolerância à isquemia por um órgão quando se submete 

o mesmo a um período curto de isquemia e reperfusão antes do período de 

isquemia principal (36, 40, 41, 46-52). Esses métodos para clampagem hepática 

estão demonstrados nas figuras 7 e 8. 

 
Figura 7. Exclusão vascular total, onde todo o influxo hepático é suspenso, pela 

clampagem da tríade porta e veia cava inferior em posições supra e infra-

hepática. 
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Figura 8. Clampagem hepática parcial, onde um setor hepático (direito ou 

esquerdo) é submetido à isquemia, enquanto o setor contralateral permanece 

com fluxo sanguíneo. 

No exemplo, clampagem do pedículo hepático direito (a clampagem total da tríade porta não será 

realizada e está representada apenas como manobra temporária antes da clampagem porta 

seletiva). 

 

Existem, na literatura, 16 ensaios randomizados abordando a clampagem 

hepática: cinco ensaios, incluindo 331 pacientes, comparando a utilização ou não 

da clampagem vascular; seis ensaios incluíram 521 pacientes e compararam 

diferentes métodos de oclusão vascular entre si; três ensaios, totalizando 210 

pacientes, testaram a introdução de pré-condicionamento isquêmico antes da 

clampagem; e, finalmente, dois ensaios (incluindo 127 pacientes) compararam o 
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pré-condicionamento isquêmico antes da clampagem contínua ou intermitente. A 

revisão sistemática demonstrou que a oclusão vascular intermitente foi segura, 

porém sem nível de evidência suficiente para assegurar decréscimo na morbidade 

cirúrgica(46). 

Delva et al(53), em estudo envolvendo 142 pacientes, observaram que a 

clampagem contínua por até 90 minutos, associada ou não à exclusão vascular 

total, não aumentou o tempo de internação hospitalar. Concluíram que a 

prioridade principal, durante as ressecções hepáticas, é o controle do 

sangramento, sendo que oclusões vasculares poderiam ser conduzidas com 

segurança por até 60 minutos. Outros constataram resultados semelhantes com 

clampagem de até 85 minutos, não observando alterações histológicas no fígado 

remanescente em avaliações tardias, de até um ano depois (54). Diferentes 

estudos não conseguiram determinar, efetivamente, o melhor método de 

clampagem, bem como o tempo seguro, limitando-se a concluir que os diferentes 

métodos podem ser utilizados em diferentes casos (especialmente com 

parênquima hepático anormal) e que a exclusão vascular total deve ser evitada 

(44, 45, 49, 50, 55, 56). 

 

1.1.3 Apoptose 

 

A apoptose é um tipo especial de morte celular, onde a célula é estimulada 

a acionar mecanismos que culminarão com sua própria morte. Por isso, é também 

conhecida como suicídio celular (57-59). 
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Trata-se de morte celular programada e ativa, que requer energia, síntese 

e degradação protéica (58, 60). Por meio dela, os organismos vivos costumam 

eliminar as células potencialmente prejudiciais para que possam manter a 

homeostase (61, 62). Deste modo,  ela constitui mecanismo fisiológico, de 

controle celular, que regula o tamanho dos tecidos exercendo um papel oposto ao 

da mitose (63). 

A apoptose pode ocorrer fisiologicamente em cinco situações: em células 

que não possuem funções no organismo, em células geradas em excesso, em 

células que se desenvolvem de forma imprópria, em células que já 

desempenharam suas funções e naquelas que podem ser prejudiciais e devem 

ser eliminadas (64). 

A ausência ou a exacerbação do fenômeno de apoptose pode resultar em 

conseqüências desastrosas para os tecidos (65). Dessa forma, sua inibição, está 

relacionada com o desenvolvimento de tumores, enquanto sua indução excessiva 

pode acarretar imunossupressão (58, 60) e também doenças auto-imunes e 

neuro-degenerativas, tais como a doença de Alzheimer (66). 

Este tipo especial de morte celular pode também ocorrer como 

conseqüência a estímulos patológicos, tais como viroses, isquemia, hipertermia, 

infecções e toxinas bacterianas (67). 

São varias as transformações celulares que caracterizam uma célula como 

apoptótica. À microscopia óptica, as células em apoptose apresentam-se 

retraídas, tipicamente circundadas por um halo claro e possuem citoplasma 

acidófilo. Seus núcleos sofrem uma série de alterações, incluindo marginação da 

cromatina, condensação e fragmentação, seguidas pela fragmentação da própria 
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célula em corpos apoptóticos (59). Estes podem apresentar fragmentos 

citoplasmáticos, nucleares ou ambos, e são reconhecidos e fagocitados por 

macrófagos ou células parenquimatosas adjacentes (68, 69). 

Assim sendo, a morte celular via apoptose torna-se bem distinta daquela 

por necrose em vários aspectos (Figura 9). Na necrose, ocorre tumefaçãocelular 

com subseqüente perda da integridade da membrana plasmática e o conteúdo da 

célula é liberado ao espaço extracelular, o que conduz à resposta inflamatória 

naquela região. Além disso, a necrose acomete maior número de células sendo, 

portanto, tissular e ocorre sempre em caráter acidental ou provocado. A apoptose, 

por sua vez, caracteriza-se como morte silenciosa, pois o conteúdo da célula é 

transformado em corpos apoptóticos e estes são fagocitados por macrófagos ou 

pelas células adjacentes, não extravasando para o meio extracelular, ou seja, não 

há a indução de inflamação (70-72). Além disso, ela acomete as células 

isoladamente, não modificando a arquitetura tecidual e ocorre, na maioria das 

vezes, de forma programada e não de forma acidental (73). 
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Figura 9. Representação da diferença entre apoptose e necrose. 

 

A apoptose é freqüentemente subestimada, pois é um evento rápido (que 

duraria de duas a três horas), afeta células individualmente e os corpos 

apoptóticos, além de pequenos, são rapidamente eliminados (74). 

As mitocôndrias desempenham papel central na integração e propagação 

de sinais de morte celular que se originam do interior da célula, como a lesão do 

DNA, o estresse oxidativo e a falta de energia. A maior parte das condições que 

induzem apoptose envolve perda do potencial de membrana e aumento da 

permeabilidade de membrana mitocondrial a solutos, com tumefação mitocondrial 

pelo influxo de água na matriz e a liberação de proteínas pró-apoptóticas no 

citoplasma (75-78). 

Atualmente, a morte celular só pode ser classificada como apoptótica se 

sua execução depender da atividade das caspases. Esse termo é derivado de 

cysteine-dependent aspartate-specific proteases (proteases aspartato-específicas 
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dependentes de cisteína). Essas proteases são de importância central no 

caminho de sinalização apoptótica e ativadas na maioria dos casos de apoptose. 

Em mamíferos, 14 diferentes caspases foram identificadas até hoje; elas são 

sintetizadas como zimogênios inativos, e chamadas, nessa fase, de pró-caspases 

(proteases com um terminal contendo duas sub-unidades, uma menor e uma 

maior, e um peptídeo de ligação). Por meio de complexas sinalizações e da 

ligação de receptores de morte celular da superfície celular (caminho extrínseco) 

ou em resposta a sinais do interior da célula (caminho intrínseco), elementos de 

ligação promovem a ativação das caspases, que podem ser pró-apoptóticas ou 

anti-apoptóticas (79-83). 

A apoptose foi encontrada em vários órgãos após isquemia e reperfusão, 

incluindo o fígado (84-86). Foi encontrado aumento na intensidade de apoptose 

secundária a LIR, e se descobriu que sua ativação ocorre durante a fase inicial de 

reperfusão após a isquemia hepática (20, 87, 88). A apoptose demonstrou ser, 

para vários autores, um modo predominante de morte celular na LIR durante 

isquemia hepática normotérmica (89-91). 

Na LIR hepática, a redução da síntese de ATP e a alteração de 

permeabilidade mitocondrial são os eventos que predispõem a apoptose, sendo 

que a primeira pode ser o evento de gatilho. Havendo quantidade suficiente de 

ATP haveria predominância de apoptose (ou seja, havendo áreas de mitocôndria 

preservadas que produziriam ATP suficiente, e não alteração da membrana em 

toda a extensão da mitocôndria, o que levaria a morte celular por necrose) (92-

97). A apoptose inicia-se na célula endotelial e progride para o hepatócito, sendo 

que esses processos ficam evidentes após a reperfusão (89, 91, 98, 99). 
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Em modelo experimental com ratos Sprague-Dawley, Baier et al. (100) 

constataram que, a partir de 15 minutos de isquemia, já ocorreu indução de 

apoptose detectável pelo método de TUNEL (101) na zona periportal. Nesse 

modelo foi observada apoptose na reperfusão em tempos variando de 30 minutos 

a duas horas de reperfusão. A determinação da apoptose foi feita por meio da 

digitalização de campos e obtenção de índice entre células apoptóticas e o total 

de células do campo. 

Cursio (102) observou que a inibição das caspases protege o fígado da LIR 

em ratos. O bloqueio da apoptose foi proposto por Wang et al. (103) para 

proteção celular durante a isquemia-reperfusão hepática. A utilização da isquemia 

intermitente em modelo experimental por Crenesse et al. (104) reduziu a apoptose 

medida por expressão imunohistoquímica da caspase 3 e, além disso, 

demonstrou diferença significante na marcação histoquímica de TUNEL entre 

fígado submetido a isquemias contínua e intermitente, em relação aos controles. 
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2 Objetivo 
 
 

2.1 Avaliar o dano celular hepático em coelhos submetidos à 

clampagem intermitente ou contínua do pedículo hepático (entre si e em relação a 

controles) utilizando parâmetros laboratoriais e morfológicos. 

 

2.2 Trazer subsídios para definir a melhor maneira de efetuar a 

clampagem hepática em hepatectomias pelo conhecimento do dano celular 

associado a cada método de clampagem. 
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3 Material e Método 
 

3.1 Parecer ético 

 

Esse trabalho foi realizado obedecendo as Normas Internacionais de 

Proteção aos Animais e o Código Brasileiro de Experimentação Animal (105, 

106). O protocolo foi aprovado em 22 de novembro de 2006 pelo Comitê de Ética 

em Experimentação Animal (CETEA) da Universidade Federal de Minas Gerais 

(UFMG), protocolo nº 170/06 (ANEXO A). 

 

3.2 Material 

 

3.2.1 Animais de experimentação 

 

Foram utilizados 20 coelhos (Oryctolagus cuniculus) da raça New Zealand, 

machos, adultos, peso médio de 2.218 ± 404 g (1.680 a 2.950 g), fornecidos pela 

Fazenda Veterinária da UFMG (Igarapé, MG). 

Os animais foram submetidos à quarentena de quinze dias na Fazenda 

Veterinária. Após seu transporte para o Biotério da Faculdade de Medicina da 

UFMG, foram acomodados em gaiolas com iluminação ambiente com claridade 

diurna e ausência de luminosidade noturna e ficaram por três dias em adaptação, 

sob temperatura, umidade e ciclo de luz ambientes. No momento da admissão no 

Biotério da Faculdade de Medicina da UFMG, foram avaliados clinicamente, 



45 

 

 

pesados, distribuídos aleatoriamente em três grupos e mantidos em gaiolas 

individuais. Foi oferecida água ad libitum e ração para coelhos (Nature Multivita® 

Socil Gyomarc) à vontade, durante o período da experimentação. A tonsura 

abdominal para a realização da operação foi feita nesse período, entre 12 e 24 

horas antes da realização dos procedimentos cirúrgicos. 

 

3.2.2 Delineamento experimental 

 

Os animais foram distribuídos aleatoriamente em três grupos conforme 

segue: 

Grupo 1 (n=5): grupo controle (laparotomia sem clampagem do pedículo 

hepático); 

Grupo 2 (n=8): clampagem contínua do pedículo hepático, seguida de 

reperfusão por 6 horas; 

Grupo 3 (n=7): clampagem intermitente do pedículo hepático, seguida de 

reperfusão por 6 horas. 

 

A anestesia foi realizada de acordo com uma das opções protocolares do 

Comitê de Ética em Experimentação Animal da UFMG (107) para lagomorfos. Foi 

utilizada a associação dos anestésicos cetamina (na dose de 30 mg/Kg), xilazina 

(na dose de 5 mg/Kg) e acepromazina (na dose de 0,5 mg/Kg) por via 

intramuscular, em dose única, com repique de cetamina (na dose de 20 mg/Kg) 

após 30 minutos de procedimento, conforme necessidade. O jejum pré-operatório 

foi de 12 horas para sólidos. Não houve jejum para líquidos. 
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Os procedimentos cirúrgicos, por convenção, foram definidos como 

operação inicial e operação final, sendo a primeira com duração aproximada de 

80 minutos e a segunda realizada seis horas após o término da primeira. Após a 

realização dos procedimentos da operação final se procedia a eutanásia. Para 

cada grupo, à definição da operação, foi acrescentada a convenção “grupo n”, de 

modo que as descrições operatórias são descritas como “operação inicial – grupo 

1”, “operação inicial – grupo 2”, e assim por diante, conforme descrito a seguir. A 

operação final foi a mesma para todos os grupos. A figura 10 ilustra o passo inicial 

comum a todos os grupos, para a operação. 

 
Figura 10. Procedimento cirúrgico sobre os animais de experimentação: I. 

Laparotomia. 

 

Foram realizadas coletas de sangue de 3 ml – por punção da veia cava 

inferior sob visão direta – e biópsias hepáticas por fragmentos obtidos por incisão 

em cunha no lobo direito hepático e por aspiração utilizando kit comercial 

Hepafix®. Esses procedimentos ocorreram em três momentos distintos dos 

procedimentos cirúrgicos que foram denominados, para efeito de análise, em três 

“tempos”. A figura 11 ilustra o mecanismo de coleta do sangue, e a figura 12, a 

obtenção das biópsias. 
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Figura 11. Procedimento cirúrgico sobre os animais de experimentação: II. 

Punção da veia cava inferior sob visão direta. 

 
Figura 12. Biópsia hepática: 1 e 2. Fragmento de superfície (dissecção com 

tesoura); 3. Fragmento profundo (aspiração); 4. Kit comercial Hepafix® de biópsia 

aspirativa e aspecto dos fragmentos obtidos pelos dois métodos. 
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O tempo um (T1) correspondeu ao momento imediatamente após a 

laparotomia e antes da clampagem hepática; o tempo dois (T2) correspondeu ao 

momento imediatamente após o final da clampagem com a liberação final do 

mecanismo de isquemia (imediatamente ao término da primeira hora) e o tempo 

três (T3) correspondeu ao momento convencionado para estudo do efeito da 

reperfusão, ou seja, seis horas após o final da clampagem. 

O protocolo das operações realizadas para os três grupos de animais foi o 

seguinte: 

Operação Inicial – Grupo 1 

Anestesia geral intramuscular; 

Anti-sepsia abdominal com solução PVPI degermante; 

Laparotomia xifopúbica; 

Identificação e dissecção do pedículo hepático; 

Coletas de sangue (veia cava inferior) e de duas biópsias hepáticas (T1); 

Manutenção do abdome aberto por uma hora (protegido por compressa 

úmida); 

Revisão da hemostasia conforme necessário; 

Coletas de sangue (veia cava inferior) e de duas biópsias hepáticas (T2); 

Sutura da parede por planos anatômicos. 

Operação Inicial – Grupo 2 

Anestesia geral intramuscular; 

Anti-sepsia abdominal com solução PVPI degermante; 

Laparotomia xifopúbica; 

Identificação e dissecção do pedículo hepático; 
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Coletas de sangue (veia cava inferior) e de duas biópsias hepáticas (T1); 

Clampagem do pedículo hepático pelo período de 60 minutos de forma 

contínua,conforme descrição adiante (abdome mantido aberto durante este 

período e protegido por compressa úmida); 

Revisão da hemostasia; 

Coletas de sangue (veia cava inferior) e de duas biópsias hepáticas (T2) 

(imediatamente após a desclampagem); 

Sutura da parede por planos anatômicos. 

Operação Inicial – Grupo 3 

Anestesia geral intramuscular; 

Anti-sepsia abdominal com solução PVPI degermante; 

Laparotomia xifopúbica; 

Identificação e dissecção do pedículo hepático; 

Coletas de sangue (veia cava inferior) e de duas biópsias hepáticas (T1); 

Clampagem do pedículo hepático pelo período de 60 minutos de forma 

intermitente, conforme descrição adiante; 

Revisão da hemostasia; 

Coletas de sangue (veia cava inferior) e de duas biópsias hepáticas (T2); 

Sutura da parede por planos anatômicos. 

 

Ao final da operação inicial, o animal recebeu infusão de líquidos 

cristalóides por via intraperitoneal, de modo que a reposição de cada 0,6 ml de 

sangue perdido por punção foi feita com 2,1 ml de solução salina a 0,9%. Após o 

procedimento, os animais foram acondicionados em gaiolas individuais em 
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decúbito lateral enquanto se recuperavam da anestesia, e permaneceram em 

observação por seis horas. Após esse período foi realizado o segundo 

procedimento cirúrgico conforme descrito a seguir. 

Operação Final – Todos os grupos 

Anestesia geral intramuscular; 

Anti-sepsia abdominal com solução PVPI degermante; 

Relaparotomia xifopúbica pela secção dos pontos de sutura prévia; 

Coletas de sangue (veia cava inferior) e de duas biópsias hepáticas (T3); 

Infusão de dose letal de anestésico por via intravenosa (pentobarbital 

sódico na dose de 90 mg/Kg) por punção direta da veia cava inferior. 

Exsanguinação pela secção da veia cava inferior e aorta abdominal. 

A clampagem contínua do pedículo hepático foi realizada por 60 minutos 

por meio da manobra de Pringle, utilizando-se, para tal, mecanismo simples 

envolvendo uma fita cardíaca, um segmento de látex tubular de uso cirúrgico e 

uma pinça de hemostasia auto-estática com cremalheira, conforme mostrado na 

figura 13. A clampagem contínua era realizada por todo o tempo sem que o 

mecanismo fosse alterado, enquanto que a clampagem intermitente era realizada 

pelo mesmo tempo, mas com intervalos de três minutos de reperfusão a cada 12 

minutos de isquemia, pela liberação da tensão do mecanismo (sem retirá-lo). A 

aferição do tempo foi realizada com cronógrafo digital. 
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Figura 13. Mecanismo utilizado para clampagem do pedículo hepático no animal 

de experimentação, demonstrando a isquemia obtida (à direita). Animal de 

exemplo do grupo 2, animal 5. 

 

No sangue coletado nos diferentes tempos foram avaliados os níveis 

séricos de aspartato-aminotransferase (AST), alanino-aminotransferase (ALT), 

bilirrubina total (BT), fosfatase alcalina (FA), gama glutamil-transferase (GGT) e 

desidrogenase láctica (DHL). As análises bioquímicas séricas foram realizadas 

em laboratório de análises clínicas veterinárias (Laboratório do Hospital 

Veterinário da UFMG).  

O estudo morfométrico dos fragmentos hepáticos foi efetuado da seguinte 

maneira: um fragmento de biópsia, de cada tempo, foi colocado em frasco 

apropriado, individualizado e identificado, contendo solução tampão PBS (0,01M 

fosfato de sódio; 0,1M Nacl, pH 7,3) com glicerina (pH 6,0) a -20°C, em vasilhame 

contendo gelo seco, sendo, a seguir, transportado para armazenamento no 

Laboratório de Apoptose do ICB-UFMG, em refrigerador a -80°C. Esses 

fragmentos permanecem armazenados até a confecção dessa dissertação e não 

foram utilizados para esse estudo. Os outros fragmentos de biópsia (de cada 

tempo) foram acondicionados em frascos individualizados e identificados, 
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contendo solução de formaldeído tamponado a 10% em temperatura ambiente. 

Esse material foi encaminhado ao Laboratório de Patologia da Santa Casa de 

Misericórdia de Maceió para estocagem e processamento histológico com 

inclusão em blocos de parafina e coloração ou silanização. Posteriormente, as 

lâminas silanizadas foram encaminhadas ao Laboratório de Apoptose do ICB-

UFMG para processamento histoquímico. 

 

3.2.3 Processamento Histológico 

 

As amostras de fígado foram processadas por técnica rotineira de inclusão 

em parafina, sendo que as secções obtidas foram coradas com hematoxilina-

eosina (108) ou submetidas à reação de TUNEL (101). 

Os resultados foram obtidos por avaliação quantitativa de cortes 

histológicos processados com coloração de hematoxilina e eosina e qualificado 

pela avaliação de cortes histológicos aleatoriamente retirados da amostra que 

foram submetidos à reação de TUNEL (identificação da fragmentação de sítio do 

genoma / apoptose). Após avaliação qualitativa preliminar, as lâminas foram 

digitalizadas e analisadas em programa de morfometria computadorizada 

UTHSCSA Image Tool for Windows (109), para cálculo do índice apoptótico. 

A ocorrência de apoptose foi confirmada pela evidenciação da 

fragmentação do DNA genômico por meio da reação de TUNEL. Foi utilizado um 

kit comercial para a detecção in situ da fragmentação do genoma (Klenow FragEl 

DNA fragmentation Detection Kit - no Catálogo QIA21; Calbiochem / Oncogene, 

disponível no sítio da internet http://calbiochem.com/). Foi seguido o protocolo 
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especificado pelo fabricante. As lâminas eram desparafinizadas por imersão em 

xilol e álcool, em diluições decrescentes, e, a seguir, eram lavadas duas vezes 

com água destilada. Em seguida, a peroxidase endógena era inativada, cobrindo-

se as secções com água oxigenada a 3%, por 5 minutos. As lâminas eram 

lavadas em PBS e imersas em solução tampão de equilíbrio. Os cortes foram 

cobertos com TdT (transferase terminal de deoxinucleotídeos), UTP e 

digoxigenina e colocadas em atmosfera úmida a 37ºC por 2 horas. Os cortes 

foram incubados por 10 minutos, com o tampão de lavagem e parada, aplicando-

se o conjugado anti-digoxigenina peroxidase sobre as lâminas que eram 

colocadas em uma câmara umidificada a 37C por 18 horas (incubação 

overnight). As lâminas eram novamente imersas em PBS, tratadas com 

diaminobenzina por 6 minutos para revelação da reação, lavadas com água 

destilada, coradas com o corante metil green e montadas para avaliação 

microscópica. 
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3.2.4 Morfometria 

3.2.4.1 Digitalização dos campos 

 

Cada corte histológico com a coloração HE teve campos aleatórios 

capturados em formato digital em um aumento de 400 vezes (Figura 14). A 

digitalização foi realizada por microscópio de sistema óptico universal com 

objetiva planacromática de aumento igual a 400 vezes (modelo Olympus® CX-41; 

Estados Unidos) conectado a câmera colorida (modelo JVC® TK-1270; Estados 

Unidos). O programa de computador utilizado para essa captura foi o Honestech 

TVR® versão 2.5 para Windows® (Laboratório de Morfometria Digital do ICB-

UFMG). 
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Figura 14. Digitalização dos campos em aumento de 400x. 

 

3.2.4.2 Análise Morfométrica e Quantificação do Índice apoptótico 

 

Foram feitas as contagens dos hepatócitos em apoptose e dos hepatócitos 

totais em cada campo. As células foram consideradas como apoptóticas quando 

apresentavam, pelo menos, três dos seguintes achados: 1) Anoiquia (retração 

celular com perda da adesão com as células vizinhas); 2) Condensação 

citoplasmática; 3) Condensação nuclear (condensação da cromatina nuclear, às 

vezes permeando a parte superior da membrana nuclear e exibindo figuras de 

“crescentes”; 4) Fragmentação nuclear; 5) Formação de corpos apoptóticos. 
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Figura 15. Identificação de células em apoptose em um campo digitalizado. Os 

dois círculos vermelhos destacam duas células em apoptose, apresentando 

anoiquia e condensação nuclear. Fragmento corado com hematoxilina-eosina, 

400x. 

 

A quantificação dos índices apoptóticos foi realizada por meio de ensaio 

cego, por um mesmo observador, utilizando o programa de análise de imagens 

UTHSCSA Image Tool for Windows® (109), conforme demonstrado na figura 16. 

O mascaramento do estudo consistiu na contagem do conjunto de arquivos 

digitais nomeados a partir da data e hora de obtenção da foto digital. Não houve 

identificação do grupo ou tempo a que pertencia cada imagem. 



57 

 

 

 
Figura 16. Quantificação de células em apoptose em um campo digitalizado com 

o software Image Tool for Windows®. 

 

O Índice Apoptótico (IA) foi obtido pela seguinte fórmula: 

            

3.2.4.3 Determinação do número mínimo de campos representativos 

 

O coeficiente de variância (CV) foi utilizado para determinar o número 

mínimo de campos microscópicos a serem analisados para obtenção de 

representatividade estatística. A análise do CV de contagens sucessivas de 

campos histológicos foi realizada com uma modificação do método já utilizado 

pela equipe do Laboratório de Apoptose (110) onde o desvio padrão foi 

substituído pelo erro padrão para o cálculo desse coeficiente. 
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O método consistiu na obtenção de sub-grupos menores de uma amostra 

de 100 campos aleatórios diferentes, numerados de um a 100, de uma lâmina 

corada com HE aleatoriamente escolhida na amostra. Foram sorteados sub-

grupos com número crescente de campos, com as quantidades totais 

estabelecidas de modo seqüencial com 5, 8, 10, 12, 15, 18, 20, 23 e 25 campos. 

Esses campos foram sorteados e repostos para o sorteio do sub-grupo 

subseqüente. 

A análise dos valores obtidos foi feita pelo cálculo estatístico descritivo do 

conjunto de índices apoptóticos obtidos em cada sub-grupo, com a obtenção de 

média, erro padrão e coeficiente de variância dos valores dispersos em torno da 

média para cada conjunto de dados.  

Foi utilizada a seguinte fórmula para obtenção do CV: 

 

Os sucessivos CV foram analisados graficamente até a obtenção da 

estabilização da curva. Foi estabelecido previamente que o CV teria que ser 

inferior a 20% na amostra independentemente do ponto da curva. Isso ocorreu na 

análise em todos os sub-grupos. Assim, o tamanho da amostra considerado como 

mínimo representativo foi definido quando o incremento do número de campos 

não resultou em redução considerável no valor do CV, o que ocorreu após a 

contagem de 12 campos, conforme observado na tabela 1 e no gráfico 1. 
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Tabela 1. Coeficientes de variância obtidos para os índices apoptóticos de cada 

conjunto de campos estudados. 

Número de campos IA médio Erro padrão Coeficiente de variância 

5 7,01 1,11 15,80 

8 7,26 0,73 10,11 

10 7,43 0,87 11,77 

12 6,97 0,61 8,72 

15 5,67 0,53 9,37 

18 6,66 0,62 9,35 

20 5,84 0,49 8,35 

23 7,78 0,59 7,60 

25 6,93 0,44 6,38 

 

Gráfico 1. Resultado da análise para determinação do número mínimo de campos 

representativos (com a curva de tendência em serrilhado na cor vermelha). 

 

 

Para se confirmar a estabilidade da curva, a variação entre coeficientes 

dentro do conjunto considerado estável deveria ser inferior a 20%. O quadro 1 
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apresenta estatística descritiva dos valores considerados estáveis (12, 15, 18, 20, 

23 e 25 campos), mostrando CV de 5,66%. 

Tabela 2. Estatística descritiva dos valores estáveis da curva de CV. 

Medida-resumo numérica Valor 

Média 8,30 

Erro padrão 0,47 

Variância da amostra 1,32 

Coeficiente de variância 5,66 

 
3.2.4.4. Qualificação do índice apoptótico com a reação de TUNEL 

 

A qualificação dos resultados obtidos com a análise morfométrica 

realizadas nas lâminas coradas com HE foi feita da seguinte maneira: foi 

realizada seleção aleatória de lâminas, em número de 20% do total de lâminas, 

uniformemente nos diferentes grupos estudados; essas lâminas, que 

representavam índices apoptóticos mais baixos e mais altos, foram submetidas à 

reação de TUNEL conforme descrito, e campos com aumento de 400x foram 

digitalizados de modo idêntico ao descrito para as lâminas coradas com HE. 
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Figura 17. Campo digitalizado obtido a partir de lâmina submetida à reação de 

TUNEL, evidenciando uma figura isolada de apoptose (núcleo corado denso 

circulado em vermelho). TUNEL, 400x. 

 

3.3 Análise estatística 

 

Os resultados foram apresentados como média  desvio padrão. Todos os 

dados obtidos por esse estudo foram variáveis contínuas e paramétricas. O teste 

de Kolmogorov-Smirnov foi utilizado para verificar a normalidade da distribuição 

das amostras. Uma vez que se trataram de comparações de duas intervenções 

entre si e sobre controles, utilizou-se o teste T de Student em amostras 

independentes para a análise inter-grupos, e em amostras pareadas para a 

análise intra-grupo. O teste de Levene foi utilizado para avaliar a ocorrência de 

igualdade ou diferença de variância nas amostras independentes. Os valores de p 
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inferiores a 0,05 foram considerados significativos, ou seja, com intervalo de 

confiança de 95%. Foram utilizados os programas de computador SPSS® para 

Windows® versão 10.0 e GraphPad Prism® para Windows® versão 4.00.  
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4 Resultados 
 

4.1 Adaptação dos animais 

 

Os coelhos aparentaram adaptação normal ao ambiente do biotério e 

nenhum deles apresentou manifestações clínicas de doença. A alimentação 

oferecida foi consumida normalmente. Não houve necessidade de substituição de 

nenhum animal. 

 

4.2 Ato cirúrgico e evolução pós-operatória 

 

Em todos os animais operados e incluídos na amostra experimental, o 

aspecto da cavidade abdominal e seus órgãos foi normal e não houve 

intercorrência trans ou pós-operatória. Após três ou quatro horas do início da 

operação inicial, os animais se mostravam acordados e permaneciam em repouso 

em suas gaiolas individuais. Não houve qualquer alteração comportamental, 

tampouco achado cirúrgico diverso na operação final para qualquer animal. 

 

4.3 Análise bioquímica 

 

Para avaliação dos dados bioquímicos coletados, foram feitas análises 

pareadas, com o objetivo de verificar a variação individual intra-grupo, bem como 

análises independentes, para verificar a variação inter-grupos, todas utilizando o 
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teste T de Student. Para os testes independentes, foi aplicado o teste de Levene 

para verificar a igualdade de variância entre os grupos. 

 

4.3.1 Análise da distribuição 

 

O teste de Kolmogorov-Smirnov (K-S) foi utilizado para verificar a 

normalidade da distribuição das amostras. Para todos os exames testados, a 

distribuição foi considerada normal, conforme descrito na tabela 3. 

Tabela 3. Resultado do teste K-S para verificação de normalidade nos grupos 

experimentais subdivididos nos três tempos do experimento. 

Kolmogorov-Smirnov Distância K-S Valor P Alpha=0,05 

FA 

T1 0,1445 P > 0.10 Sim 

T2 0,0910 P > 0.10 Sim 

T3 0,1147 P > 0.10 Sim 

DHL 

T1 0,1709 P > 0.10 Sim 

T2 0,1020 P > 0.10 Sim 

T3 0,1527 P > 0.10 Sim 

BT 

T1 0,1869 P > 0.10 Sim 

T2 0,1129 P > 0.10 Sim 

T3 0,1853 P > 0.10 Sim 

GGT 

T1 0,1780 P > 0.10 Sim 

T2 0,2653 P > 0.10 Sim 

T3 0,1430 P > 0.10 Sim 

AST 

T1 0,1689 P > 0.10 Sim 

T2 0,1757 P > 0.10 Sim 

T3 0,1197 P > 0.10 Sim 

ALT 

T1 0,2850 P > 0.10 Sim 

T2 0,2396 P > 0.10 Sim 

T3 0,1600 P > 0.10 Sim 

 

 



65 

 

 

4.3.1 Análise intra-grupo 

4.3.1.1 Grupo 1 (controle) 

Nesse grupo, a análise demonstrou que não houve diferença entre os 

valores séricos dos exames realizados. Entretanto, observamos tendência da 

DHL e da AST a apresentarem variação entre os T1 e T3, conforme descrito na 

tabela 4. 

Tabela 4. Análise dos marcadores bioquímicos no grupo controle (teste T de 

Student com amostras pareadas). 

Par 
Diferença pareada 

Valor p 
Média*  Desvio padrão Erro padrão 

FA1 - FA2 19,00 19,77 9,88 0,150 

FA1 - FA3 8,60 53,96 24,13 0,740 

FA2 - FA3 -9,00 44,94 22,47 0,716 

DHL1 - DHL2 -138,20 158,42 70,85 0,123 

DHL1 - DHL3 -403,75 264,58 132,29 0,055 

DHL2 - DHL3 -221,25 230,91 115,46 0,151 

BT1 - BT2 -0,0100 0,08515 0,03808 0,806 

BT1 - BT3 -0,098 0,1525 0,06822 0,224 

BT2 - BT3 -0,088 0,2000 0,08947 0,381 

GGT1 - GGT2 -4,60 12,10 5,41 0,443 

GGT1 - GGT3 -1,60 6,27 2,80 0,599 

GGT2 - GGT3 3,00 17,68 7,91 0,724 

AST1 - AST2 -25,40 29,99 13,41 0,131 

AST1 - AST3 -130,75 88,50 44,25 0,060 

AST2 - AST3 -103,25 82,05 41,03 0,086 

ALT1 - ALT2 -21,40 25,34 11,33 0,132 

ALT1 - ALT3 -142,40 188,52 84,31 0,166 

ALT2 - ALT3 -121,00 168,34 75,28 0,183 

* valores em U/l, exceto BT (mg/dl). 
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4.3.1.2 Grupo 2 (isquemia contínua) 

Nesse grupo, a análise demonstrou que a isquemia provocou aumento 

entre os valores séricos da DHL (T1 versus T2 e T1 versus T3), AST (T1 versus 

T2) e ALT (todos os tempos). Os resultados estão sumariados na tabela 5. 

Tabela 5. Análise pareada dos marcadores bioquímicos no grupo isquemia 

contínua (teste T de Student com amostras pareadas). 

Par 
Diferença pareada 

Valor p 
Média** Desvio padrão Erro padrão 

FA1 - FA2 -13,13 26,49 9,36 0,204 

FA1 - FA3 -48,88 73,79 26,09 0,103 

FA2 - FA3 -35,75 58,11 20,55 0,125 

DHL1 - DHL2 -395,63 306,57 108,39 0,008* 

DHL1 - DHL3 -671,13 315,00 111,37 0,001* 

DHL2 - DHL3 -275,50 519,00 183,49 0,177 

BT1 - BT2 -0,015 0,08502 0,03006 0,633 

BT1 - BT3 -0,035 0,09196 0,03251 0,317 

BT2 - BT3 -0,02 0,06071 0,02146 0,382 

GGT1 - GGT2 0,25 7,65 2,70 0,929 

GGT1 - GGT3 -0,50 5,45 1,93 0,803 

GGT2 - GGT3 -0,75 4,89 1,73 0,678 

AST1 - AST2 -61,75 42,93 15,18 0,005* 

AST1 - AST3 -25,63 49,23 17,41 0,184 

AST2 - AST3 36,13 67,25 23,78 0,172 

ALT1 - ALT2 -75,29 68,85 26,02 0,028* 

ALT1 - ALT3 -161,14 116,56 44,06 0,011* 

ALT2 - ALT3 -85,86 85,94 32,48 0,038* 

* diferença significante.             ** valores em U/l, exceto BT (mg/dl). 

 

Dentre os marcadores que apresentaram diferença com a intervenção, 

para DHL e ALT os valores subiram de modo constante, não tendendo a retornar 

aos níveis pré-isquemia; para AST isso não ocorreu, de modo que no tempo três 
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(T3) foi verificado retorno aos valores iniciais (com p=0,184). As médias de 

interesse estão descritas na tabela 6. 

Tabela 6. Médias de DHL, AST e ALT no grupo isquemia contínua (valores em 

U/l). 

 DHL AST ALT 

T1 T2 T3 T1 T2 T3 T1 T2 T3 

Média 402,88 798,50 1074,00 50,75 112,50 76,38 66,00 141,29 227,14 

DP 211,41 348,39 420,84 22,02 43,01 60,63 29,83 81,87 124,05 

 

4.3.1.3 Grupo 3 (isquemia intermitente) 

Nesse grupo, a análise demonstrou que a isquemia provocou aumento 

entre os valores séricos da FA (T1 versus T2), DHL (T1 versus T3), BT (T1versus 

T2) e AST (T1 versus T2 e T1 versus T3). Os resultados estão descritos na tabela 

7. 
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Tabela 7. Análise pareada dos marcadores bioquímicos no grupo isquemia 

intermitente. 

Par 
Diferença pareada 

Valor p 
Média Desvio padrão Erro padrão 

FA1 - FA2 -29,00 21,66 8,84 0,022* 

FA1 - FA3 -24,00 27,91 11,40 0,089 

FA2 - FA3 3,86 28,05 10,60 0,728 

DHL1 - DHL2 -380,67 424,69 173,38 0,080 

DHL1 - DHL3 -500,50 382,33 156,09 0,024* 

DHL2 - DHL3 -116,43 243,46 92,02 0,253 

BT1 - BT2 -0,072857 0,05219 0,01973 0,010* 

BT1 - BT3 -0,015714 0,1225 0,04628 0,746 

BT2 - BT3 0,05714 0,09995 0,03778 0,181 

GGT1 - GGT2 2,86 3,48 1,32 0,073 

GGT1 - GGT3 -3,43 13,24 5,00 0,519 

GGT2 - GGT3 -6,29 10,63 4,02 0,169 

AST1 - AST2 -83,86 42,96 16,24 0,002* 

AST1 - AST3 -113,57 102,26 38,65 0,026* 

AST2 - AST3 -29,71 79,12 29,90 0,359 

ALT1 - ALT2 -24,00 51,77 21,14 0,308 

ALT1 - ALT3 -101,75 90,07 45,04 0,109 

ALT2 - ALT3 -46,25 76,38 38,19 0,313 

* diferença significante.             ** valores em U/l, exceto BT (mg/dl). 

 

Conforme demonstrado na tabela 8, as médias de FA e AST apresentaram 

aumento e permaneceram sem retornar aos níveis iniciais, embora tenha sido 

observada significância nessa diferença apenas para a última (p=0,026 para AST) 

e uma tendência para FA (p=0,089). Para a BT, os níveis tenderam a retornar 

para os níveis iniciais, porém sem significância (p=0,746), e para a DHL as 

médias aumentaram progressivamente mas não houve diferença com a 

intervenção mas apenas após a reperfusão, na comparação entre os tempos um 

e três (DHL1-DHL2: p=0,080 e DHL1-DHL3: p=0,024). 
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Tabela 8. Médias de FA, DHL, BT e AST no grupo isquemia intermitente. 

  Média Desvio 
padrão 

Fosfatase alcalina 

(FA) 

T1 228,67 54,90 

T2 257,67 65,38 

T3 255,00 44,96 

Desidrogenase láctica 

(DHL) 

T1 330,33 171,30 

T2 711,00 292,14 

T3 758,86 289,05 

Bilirrubina total 

(BT) 

T1 0,1186 0,03805 

T2 0,1914 0,05146 

T3 0,1343 0,1175 

Aspartato-aminotransferase 

(AST) 

T1 64,00 21,19 

T2 147,86 34,29 

T3 177,57 84,07 

* valores em U/l. 

4.3.2 Análise inter-grupos 

Nessa análise a grande maioria dos testes não apresentou diferença 

significativa para os diversos grupos e tempos, exceto para AST após a 

reperfusão (T3), que apresentou diferença do grupo de isquemia contínua em 

relação aos controles e entre os grupos de isquemia, e para FA após a isquemia, 

que apresentou diferença entre os grupos de isquemia contínua e intermitente. Os 

resultados com significância encontram-se resumidos na tabela 9. 

Tabela 9. Diferenças encontradas na análise inter-grupos pelo teste T 

independente. 

Grupos 
Análise Teste de Levene Teste T 

independente 

Marcador Tempo F Sig. p 

Controle versus                   
Isquemia contínua AST T3 0,111 0,746 0,039 

Isquemia contínua versus           
Isquemia intermitente 

AST T3 1,080 0,318 0,018 

FA T2 0,502 0,491 0,019 
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4.4 Quantificação da apoptose nos fragmentos hepáticos 

 

4.4.1 Análise da distribuição e de médias 

As médias dos IA obtidos nos diferentes grupos e tempos foram 

submetidas à análise de distribuição normal pelo teste de Kolmogorov-Smirnov. 

Todos os grupos com suas médias subdivididas em tempos apresentaram 

distribuição normal, conforme descrito na tabela 10.  

Tabela 10. Resultado do teste K-S para normalidade nos grupos experimentais 

subdivididos nos três tempos do experimento. 

Kolmogorov-Smirnov Distância K-S Valor P Alpha=0,05 

Grupo 1 

T1 0,2223 P > 0.10 Sim 

T2 0,2093 P > 0.10 Sim 

T3 0,2346 P > 0.10 Sim 

Grupo 2 

T1 0,1545 P > 0.10 Sim 

T2 0,2541 P > 0.10 Sim 

T3 0,2022 P > 0.10 Sim 

Grupo 3 

T1 0,2845 P > 0.10 Sim 

T2 0,2535 P > 0.10 Sim 

T3 0,1885 P > 0.10 Sim 

 
O índice apoptótico em T1 também se apresentou com distribuição normal 

para todos os grupos em conjunto; o teste de Kolmogorov-Smirnov apresentou 

distância K-S igual a 0,1746, com p>0,10 e alfa=0,05; o CV nesse tempo, inter 

grupos, foi de 6,98%. 

As médias dos índices apoptóticos nos grupos apresentaram a distribuição 

constante na tabela 11, quando se encontrou aparente uniformidade do índice no 

grupo controle; nos grupos de isquemia contínua e isquemia intermitente, houve 

elevação do IA que após seis horas de reperfusão retornou a índices próximos 
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dos iniciais no grupo 2 e inferiores a esses no grupo 3. As médias encontradas 

foram seqüencialmente analisadas de forma independente e pareada, para as 

análises intra e inter-grupos. 

Tabela 11. Médias dos índices apoptóticos nos grupos, de acordo com o 

momento do experimento (tempo). 

Médias Tempo 1 Tempo 2 Tempo 3 

Grupo 1 7,32 7,36 7,32 

Grupo 2 7,77 8,78 7,83 

Grupo 3 7,93 8,64 7,79 

 

4.4.2 Análise intra-grupo 

No grupo controle, a análise demonstrou que não houve diferença entre os 

IA em nenhum momento do protocolo, conforme descrito na tabela 12.  

Tabela 12. Análise pareada dos índices apoptóticos no grupo controle. 

Par 
Diferença pareada 

Valor p 
Média Desvio padrão Erro padrão 

IA1 - IA2 -0,38 0,18 0,81 0,666 

IA2 - IA3 0,46 0,22 0,98 0,664 

IA1 - IA3 0,08 0,17 0,74 0,920 

 

No grupo 2, encontrou-se diferença significativa no final da isquemia em 

relação ao início do experimento e a reperfusão foi capaz de alterar o IA em 

relação ao final da isquemia de modo a produzir diferença significativa; o IA ao 

final da reperfusão foi igual ao do início do experimento, nesse grupo. 
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Tabela 13. Análise pareada dos índices apoptóticos no grupo de isquemia 

contínua. 

Par 
Diferença pareada 

Valor p 
Média Desvio padrão Erro padrão 

IA1 - IA2 -1,01 0,56 0,20 0,001* 

IA2 - IA3 0,95 0,53 0,19 0,002* 

IA1 - IA3 -0,57 0,59 0,21 0,794 

* diferença significativa 

No grupo 3, ocorreu aumento do IA ao final da isquemia, seguida de 

redução após a reperfusão para valores iguais aos encontrados, nesse grupo, no 

início do experimento. 

Tabela 14. Análise pareada dos índices apoptóticos no grupo de isquemia 

intermitente. 

Par 
Diferença pareada 

Valor p 
Média Desvio padrão Erro padrão 

IA1 - IA2 -0,71 0,47 0,18 0,007* 

IA2 - IA3 0,85 0,79 0,30 0,030* 

IA1 - IA3 0,14 0,39 0,15 0,375 

* diferença significativa 

A qualificação pelo método de TUNEL para esses resultados obtidos pode 

ser demonstrada nas figuras abaixo, onde para um mesmo animal se obteve um 

campo corado pela técnica antes e após a isquemia. 
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Figura 18. Campo microscópico mostrando coloração fraca por TUNEL antes da 

isquemia, qualificando o resultado da contagem para obtenção do índice 

apoptótico (TUNEL, 400x). 
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Figura 19.  Campo microscópico obtido do mesmo animal após isquemia, com 

forte coloração nuclear pelo método de TUNEL, evidenciando o aumento da 

detecção da fragmentação do DNA (TUNEL, 400x). 

 

4.4.3 Análise inter-grupos 

A análise inter-grupos demonstrou que, em T1, os IA dos grupos foram 

iguais.  A isquemia produziu diferença entre os índices de ambos os grupos em 

relação ao grupo controle. Os resultados estão sumariados na tabela 15, que 

mostra, também, que não houve diferença de IA entre os grupos e controles após 

a reperfusão. 
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Tabela 15. Análise independente dos índices apoptóticos entre os grupos. 

Tempos Grupos 

Teste de Levene para 
igualdade de variâncias Teste T de student 

F P Média Desvio 
Padrão 

Erro 
Padrão p bicaudal 

Tempo 1 

Grupo 1 
0,76 0,400 

7,32 0,32 0,14 
0,096 

Grupo 2 7,77 0,48 0,17 

Grupo 1 
2,03 0,184 

7,32 0,32 0,14 
0,080 

Grupo 3 7,93 0,62 0,24 

Grupo 2 
0,57 0,465 

7,77 0,48 0,17 
0,592 

Grupo 3 7,93 0,62 0,24 

Tempo 2 

Grupo 1 
1,42 0,258 

7,36 0,48 0,18 
0,001* 

Grupo 2 8,78 0,56 0,19 

Grupo 1 
10,80 0,008 

7,36 0,48 0,18 
0,021* 

Grupo 3 8,64 0,97 0,37 

Grupo 2 
6,73 0,022 

8,78 0,56 0,19 
0,726 

Grupo 3 8,64 0,97 0,37 

Tempo 3 

Grupo 1 
0,33 0,576 

7,32 0,36 0,16 
0,079 

Grupo 2 7,83 0,51 0,18 

Grupo 1 
0,88 0,371 

7,32 0,36 0,16 
0,162 

Grupo 3 7,79 0,62 0,23 

Grupo 2 
0,20 0,660 

7,83 0,51 0,18 
0,889 

Grupo 3 7,79 0,62 0,23 

* diferença significativa 
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Gráfico 2. Boxplot com as médias dos índices apoptóticos no tempo um, para os 

três grupos experimentais. 

 

 
Gráfico 3. Boxplot com as médias dos índices apoptóticos no tempo dois, para os 

três grupos experimentais. 
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Gráfico 4.  Boxplot com as médias dos índices apoptóticos no tempo três, para os 

três grupos experimentais. 

 

4.5 Achados histológicos 

 

Os achados morfométricos após isquemia contínua ou intermitente 

incluíram infiltrado inflamatório, edema celular, congestão sanguínea sinusoidal, 

lise celular e vacuolização citoplasmática discretas. Fotomicrografia típica de um 

campo com os achados descritos está representada na figura 23. 
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Figura 20. Fotomicrografia mostrando as alterações histológicas encontradas 

após o período de clampagem contínua (HE, 400x). 
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5 Discussão 
 

Nesse estudo procurou-se avaliar comparativamente a LIR produzida por 

isquemia contínua ou intermitente do fígado, em modelo animal, a fim de 

contribuir com a discussão sobre o melhor método de clampagem do pedículo 

hepático em hepatectomias.  

 

5.1 Estado atual do assunto 

 

Atualmente, os estudos disponíveis na literatura envolvendo o estudo da 

LIR hepática em modelos animais são numerosos e interessam diferentes 

variáveis incluindo modelo animal utilizado, método e tempo de isquemia, 

isquemia intermitente, pré-condicionamento isquêmico hepático e pré-

condicionamento isquêmico remoto (111-114). 

É fato conhecido e reproduzido em diversos estudos que a LIR hepática é 

conseqüente à isquemia normotérmica ou hipotérmica do fígado seguida da 

reperfusão. A disfunção tissular é secundária ao conjunto desses eventos. A 

duração da isquemia influi no grau de lesão, apesar de muitas das lesões 

aparecerem na fase de reperfusão (2-10). 

Para o estudo da LIR, é possível a utilização de ferramentas variadas que 

permitem avaliar o grau de lesão. Elas incluem desde marcadores séricos com 

diferentes graus de especificidade, passando por marcadores teciduais 

específicos, expressão imuno-histoquímica de moléculas e estudo histológico do 
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tecido por variadas técnicas morfológicas, morfométricas e histoquímicas (33, 90, 

104, 113, 115-117). 

Atualmente, sabe-se que a apoptose é um evento relacionado à isquemia, 

não só no fígado, mas também em outros órgãos. A qualificação pelo método de 

TUNEL para avaliação de apoptose por amostragem é frequentemente utilizada. 

A utilização desse método para detecção de apoptose em células hepáticas e em 

situações de isquemia de diversos órgãos é consensual na literatura (90, 91, 99, 

100, 118-124). O método é utilizado rotineiramente no Laboratório de Apoptose 

do ICB-UFMG. Esses motivos, entre outros, justificam a sua escolha. 

 

5.2 Objetivos 

 

Esse estudo teve por objetivo identificar, entre dois métodos de clampagem 

do pedículo hepático (que apresentam diferenças técnicas entre si, com 

vantagens e desvantagens para ambos) se algum deles é superior ao outro, em 

relação ao dano hepático provocado. Muitos autores abordaram esse tema, com 

diferentes resultados (41, 44, 49, 50, 56, 125). Não parece haver consenso sobre 

a superioridade de um deles. 

Em relação a métodos para clampagem do pedículo hepático, foi 

publicada, em 2007, revisão sistemática pelo Instituto Cochrane, em que as 

evidências demonstram que a clampagem intermitente é segura, mas não 

decresce a morbidade do procedimento (46). Assim, não foram encontradas, até o 

presente momento, evidências clínicas de superioridade de um método sobre o 
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outro, sendo justificável a realização de novos estudos que busquem identificar 

essa possível diferença. 

 

5.3 Modelo experimental 

 

A utilização de coelhos, ao contrário de outros roedores, permite o estudo 

da LIR num modelo de isquemia hepática total (112). Naqueles, só podem ser 

utilizados modelos com hemi-clampagem (que não refletem as situações que 

ocorrem na clínica em muitos casos) que adicionam complicações técnicas ao 

procedimento como a realização de anastomose porto-cava temporária (113, 114, 

126). Por esse motivo decidimos utilizar o coelho para o modelo experimental, 

além de também iniciar a utilização desse animal nessa linha de pesquisa. 

Kanoria et al. (112) apresentaram o coelho como modelo experimental para 

o estudo da LIR mas, em seu estudo, consideraram 25 minutos como o tempo 

máximo ideal de isquemia contínua. Ao realizarmos o piloto desse estudo 

observamos que os animais toleravam 60 minutos de isquemia contínua com 

baixa mortalidade, enquanto a submissão dos mesmos à isquemia intermitente 

não produzia mortalidade. Os achados histológicos no tocante à lesão hepática 

dos animais submetidos à isquemia contínua de 60 minutos foram similares aos 

descritos no estudo de Kanoria et al (112). Outros autores apresentaram 

diferentes modelos de isquemia intermitente no que diz respeito ao tempo (33, 49, 

50, 127). 

O número de animais utilizados para o procedimento procurou seguir 

diretrizes éticas para o uso racional de animais de experimentação preconizadas 
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pela literatura e pelo CETEA da UFMG (106, 128, 129). Seguindo essas 

diretrizes, o estudo não demandava a utilização de animais de ambos os gêneros. 

Assim sendo, apenas coelhos machos foram utilizados. 

 

5.4 Grupos e protocolo de pesquisa 

 

Os animais foram obtidos em fazenda veterinária que submete os animais 

solicitados à quarentena de quinze dias. Após seu transporte para o Biotério da 

Faculdade de Medicina da UFMG, os coelhos foram acomodados em gaiolas com 

iluminação ambiente com claridade diurna e ausência de luminosidade noturna 

onde permaneceram por três dias para adaptação. Sabe-se que fatores 

relacionados ao meio, como a iluminação, podem interferir na adaptação dos 

animais, bem como a submissão dos mesmos a mudança de ambiente (130). 

O número de animais utilizados obedeceu aos princípios de redução 

preconizados para a experimentação animal, em que se deve utilizar o número 

mínimo de animais para obter resultado através de teste estatístico sensível que 

consiga estudar amostras tão pequenas quanto possível. 

A homogeneização da amostra foi obtida por meio da distribuição aleatória 

dos animais nos diferentes grupos experimentais. Para o procedimento cirúrgico, 

a anestesia foi realizada conforme protocolo disponível no sítio da Web do 

CETEA da UFMG (107). Do mesmo modo a eutanásia foi realizada seguindo as 

diretrizes recomendadas nesse sítio (131). 

Na realização de hepatectomias o tempo de isquemia é variável chegando 

a 70 minutos em alguns casos (132-135). Assim sendo, foi optado por submeter 
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os animais a 60 minutos de procedimento, com isquemia total variando entre 48 

minutos (grupo de isquemia intermitente) a 60 minutos (grupo de isquemia 

contínua) de modo a realizar a comparação em situação similar à encontrada nos 

procedimentos cirúrgicos realizados em humanos. Esse tempo é seguro – sem 

aumento de morbi-mortalidade – de acordo com a literatura (33, 115, 136-138). 

Há modelos que utilizaram até 120 minutos de isquemia (33), com alguma 

variação (50, 112, 127). Nesse estudo, a diferença entre o tempo de isquemia 

total no grupo de isquemia contínua com o obtido o grupo de isquemia 

intermitente (60 versus 48 minutos) procurou mimetizar a situação clínica real 

vivenciada durante os procedimentos cirúrgicos (56). 

No presente estudo, os animais submetidos à isquemia intermitente não 

apresentaram mortalidade pós-operatória. Embora essa observação não fosse 

objetivo desse estudo, ela está citada na literatura (104, 112).  

A definição do modelo de isquemia intermitente de 12 minutos de 

clampagem seguidos por três de reperfusão baseou-se em dados disponíveis na 

revisão da bibliografia existente; entre outros autores (33, 49, 50, 104, 139) 

particularmente Brooks et al (47) demonstraram que, num ciclo de 

aproximadamente 10 minutos de isquemia, cinco minutos de reperfusão foram 

suficientes para restabelecimento da oxigenação tecidual intra-hepática. 

Observamos que embora não dispuséssemos dessa determinação no modelo 

utilizado por nós, o tempo de reperfusão utilizado pareceu suficiente para a total 

recuperação do fluxo pelo pedículo e restabelecimento da perfusão do fígado. 
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Nos demais aspectos técnicos envolvidos, as coletas das amostras de 

sangue e tecidos não apresentaram problemas e foram realizadas de modo 

uniforme e sem complicações. 

 

5.5 Análise estatística e resultados 

 

A seleção de um teste estatístico depende do tipo de variável utilizada e do 

tipo de observação utilizado. As variáveis desse estudo foram quantitativas 

normais, observadas de forma independente e de forma pareada. As amostras 

foram submetidas a teste de normalidade e foram consideradas normais. Nesses 

casos, em ambas as observações, o teste recomendado é o teste t de Student 

(140). 

A utilização do coeficiente de variância (CV) para determinar o número 

mínimo de campos representativos foi realizada pelo método já utilizado pela 

equipe (110). Esse método prevê o encontro da resposta média de observações 

em um mesmo indivíduo quando as respostas podem apresentar dramática 

variação, como as células apoptóticas em campos de cortes histológicos de um 

mesmo indivíduo.  Entende-se, nesses casos, que haverá instabilidade das 

médias relacionada à quantidade de campos observados. Foi possível constatar 

que, à medida que o número de campos observados aumentava, ocorria redução 

dessa instabilidade até a obtenção de estabilização, ponto a partir do qual se 

torna desnecessário aumentar o número de campos observados. Ou seja, com o 

aumento progressivo do tamanho amostral, os coeficientes de variância devem 

diminuir, porém até determinado ponto onde se obtém instabilidade aceitável. 
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Caracteriza-se desse modo, para essa amostra, o número mínimo de campos em 

que se atinge a menor instabilidade possível em torno da média. É possível 

demonstrar, também, que a média dos valores obtidos para cada tamanho 

amostral, a partir da estabilização da curva de variação, tem o mesmo valor que a 

média obtida com a avaliação de tamanhos amostrais maiores, uma vez que 

todos são provenientes da mesma população(141). Nesse estudo, essa 

estabilização ocorreu com 12 campos, o que justificou a utilização dessa 

quantidade para contagem. 

A análise estatística dos dados coletados foi feita com a utilização de 

análises pareadas para estudo das variações intra-grupo e independentes, para 

estudo da variação inter-grupos, em acordo com outros estudos similares 

pesquisados (33). Uma vez que existiam dois tratamentos possíveis e as médias 

eram relativamente próximas, optou-se, após teste de normalidade na amostra, 

pela utilização do teste T de Student com o teste de Levene associado apenas 

para corrigir o resultado de significância de acordo com a presença ou não de 

igualdade de variância entre os grupos (142). Com isso, foram diminuídas as 

probabilidades de erro tipo I (encontrar diferença onde ela não existe), que foi 

considerado mais indesejável do que o tipo II (encontrar equivalência onde ela 

não existe). A detecção de equivalência entre os métodos de clampagem, caso 

não existisse, seria melhor que a detecção de superioridade de um método sobre 

o outro, caso essa não fosse real. 

No grupo controle, a análise demonstrou que não houve diferença entre os 

índices apoptóticos em nenhum momento do protocolo, bem como não houve 

diferença entre os valores séricos estudados em nenhum exame realizado. A 
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ligeira tendência da DHL e da AST de apresentar variação entre os T1 e T3 pode 

ser atribuída ao fato de que esses marcadores são, dentre os estudados, os 

menos específicos para marcação de lesão hepática e os mais suscetíveis à 

variação decorrente de stress metabólico relacionado à operação ou eventos de 

natureza variável, como a lesão muscular (143). Ainda assim tratou-se de 

tendência e não houve diferença estatística. Em estudo experimental, AST, ALT e 

DHL aumentaram após isquemia não oclusiva hepatoentérica (clampagem aórtica 

supracelíaca isolada) e se mantiveram altas mesmo após 180 min de reperfusão 

(144), mostrando que pode haver alteração desses marcadores não apenas nos 

casos de isquemia hepática. Glantzounis et al (127) observaram alteração de ALT 

até mesmo no grupo controle. 

A isquemia contínua provocou aumento dos valores séricos da DHL, que 

continuaram aumentando após a reperfusão, mas sem diferença significante em 

relação ao final da isquemia. A média de AST aumentou após a isquemia e caiu 

tendendo a retornar à média inicial, porém sem significância, ou seja, 

estatisticamente igual à média ao final da isquemia. A ALT, por sua vez, 

permaneceu aumentando, sempre com diferença significante em relação à média 

do tempo anterior. Uma vez que os níveis de DHL sofrem influência de fatores 

diversos como a lesão muscular e o stress traumático, isso justifica o 

comportamento desse marcador associado ao dano relacionado à isquemia 

hepática. As enzimas AST e ALT, por sua vez, elevaram-se e mantiveram-se 

alteradas, de modo que a isquemia contínua induziu aumento dessas enzimas 

que se sustentou por seis horas após a reperfusão.  Esse comportamento para 

AST foi relatado por Van Wagensveld et al (33) e Kang et al (50). No estudo de 
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Kanoria et al (112) o comportamento foi o mesmo para AST, porém a ALT 

retornou ao normal após duas horas de reperfusão, diferentemente do que foi 

observado no estudo de Glantzounis et al (cinco horas) (127). 

A isquemia intermitente provocou aumento da fosfatase alcalina, bilirrubina 

total e AST. Na reperfusão, a DHL (que havia aumentado, mas sem significância, 

devido à grande variação dos valores e conseqüente desvio padrão) manteve-se 

elevada e a AST permaneceu alta em relação ao momento inicial. A bilirrubina 

total caiu para média próxima à encontrada no momento pré-isquemia. A 

isquemia intermitente provocou alterações diferentes das detectadas na isquemia 

contínua, conforme observado também por vários autores (33, 50, 56). Em 

relação à DHL, as alterações foram coincidentes. Elas foram ligeiramente 

diferentes em termos de significância estatística não por seu comportamento, que 

foi semelhante, mas pela grande variação entre as unidades amostrais, que 

levaram a um alto desvio padrão. Este fato impediu a detecção de diferença 

significante pelo teste empregado (teste T de Student). Como seria, 

provavelmente, por qualquer outro, uma vez que esse é o mais sensível para 

esse tipo de dado, e, principalmente, por que a variação nos valores da DHL foi 

muito alta.  

Não foram observadas diferenças, na análise bioquímica, entre os grupos 

de isquemia intermitente e controle, o que diverge de alguns estudos onde essa 

diferença foi encontrada. A dosagem de AST, entretanto, foi diferente após a 

reperfusão no grupo de isquemia contínua em relação aos outros grupos, o que 

pode ter sido devido à maior proteção da isquemia intermitente (como sugerido 

por alguns autores) (49, 50, 56, 139) ou número amostral pequeno. A fosfatase 
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alcalina elevou-se mais no grupo de isquemia intermitente. Esse fato não está 

relatado na literatura. Outros estudos mostraram variações importantes nos 

valores das aminotransferases e da DHL, com grandes variações e erro-padrão 

correspondente a até 40% da média (33, 47), o que prejudicaria a detecção de 

diferenças entre grupos fora de uma análise pareada. 

Foi observada certa instabilidade das médias sugerindo que as médias 

pareadas apresentavam melhor correlação entre si do que as médias 

independentes entre os grupos, ou seja, os grupos alteravam seus valores de 

modo uniforme em relação aos dados iniciais, mesmo quando esses últimos eram 

diferentes. Esses achados não encontraram paralelo na literatura pesquisada. 

Com relação ao estudo anátomo-patológico, os achados morfométricos 

após a isquemia incluíram observações encontradas em diversos estudos na 

literatura (33, 50, 112, 118); entretanto, não foi elaborado ou aplicado qualquer 

parâmetro de avaliação dessa natureza por não fazer parte do protocolo. 

Entretanto, é possível realizar esse estudo a partir do material biológico 

armazenado, no futuro. 

A qualificação pelo método de TUNEL para avaliação de apoptose foi 

realizada por amostragem, de acordo com modelos disponíveis na literatura (121). 

Nas lâminas avaliadas, a detecção de fragmentação nuclear (coloração forte pela 

reação de TUNEL) correspondeu ao esperado para os grupos estudados. 

O IA constitui método eficiente de quantificar, em valores contínuos, a 

apoptose no fígado (104, 123, 145, 146). No presente estudo ele não detectou 

variação no grupo controle durante o experimento. Tal fato era esperado, pois é o 

achado mais freqüente na literatura (124, 145). 
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Vários autores demonstraram a relação entre apoptose, necrose e 

isquemia, relacionando seu aparecimento à LIR em tempos que variaram de 15 

minutos a 6 horas, em diferentes modelos animais (8, 120-122). Há resultados 

variáveis em termos quantitativos em estudos que mostram de 5% a 80% de 

apoptose após isquemia (122, 124, 147, 148). Estudos isolados, porém, não 

evidenciaram apoptose (149) ou destacaram a necrose como achado dominante, 

como o de Meguro et al (8). É possível que, nesse último, isso tenha ocorrido 

devido ao tempo excessivamente prolongado de isquemia (180 minutos). De 

modo geral, parece-nos que é consenso na literatura que a apoptose tem relação 

com o grau de LIR e sua supressão significa menor dano celular. Diante de 

resultados tão variáveis, justificou-se um novo estudo que contribuísse com 

informações novas. 

Nos grupos de isquemia contínua e intermitente, o IA, avaliado por meio de 

análise pareada, elevou-se após o período de isquemia e caiu para valores iguais 

aos iniciais após as seis horas de reperfusão. De forma independente, o IA entre 

os grupos de isquemia não variou de um grupo para outro, de modo que essa 

ferramenta, nesse estudo, não foi capaz de determinar diferença entre os 

métodos de clampagem. Isso não aconteceu com outros dois autores que 

relataram diferença entre os IA nas isquemias contínuas ou intermitentes (50, 

139). Em outro estudo foi citada diferença, porém não quantificada (104). 

A utilização de coloração padrão como HE ou similares, sem o uso de 

reação histoquímica ou imuno-histoquímica para quantificar a apoptose encontra 

subsídios na literatura (120, 122). Sua facilidade de utilização após treinamento 

adequado proporciona método de baixo custo, pois reduz a quantidade de 
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reações histoquímicas necessárias para se obter resultados confiáveis. Isso foi 

determinante nesse estudo pois tornou factível sua realização em nosso meio. 
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6 Conclusões 
 

Com base nos resultados encontrados nesse estudo podemos concluir 

que: 

6.1 Em relação ao desenvolvimento de apoptose após clampagem 

contínua ou intermitente do pedículo hepático, baseando-se nos parâmetros 

morfométricos utilizados, não existe diferença entre os métodos. 
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