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RESUMO

MOREIRA DAR. Transplante hepético large-for-size porcino com oiadao do fluxo
venoso portal: estudo hemodinamico, histologicoiamblecular [Tese]. Sdo Paulo:
Faculdade de Medicina, Universidade de Sao PaQld.2

INTRODUCAO: O tamanho ideal do figado varia ent/8%0 a 4% do peso do receptor
(graft to body weight ratie- GBWR). Em criancas com menos de 10 kg submeéidas
transplante hepatico com doador vivo encontramesugntemente uma situacéo
denominaddarge-for-size,que ocorre ao se implantar um enxerto com pesormae
4% do peso corporeo do receptor. A lesédo de isqiarpierfusdo (LIR) € uma resposta
inflamatoria mediada pelas células de Kupffer, @pais responsaveis pela liberacéo de
espécies reativas de oxigénio no parénquima hep#iém disso, a célula de Kupffer
libera citocinas proé-inflamatérias como TNF- IL-1 e IL-6 que recrutam
polimorfonucleares sistémicos e linfocitos T-CD4rpetuando a lesdo mesmo apdos o
fluxo sanguineo estar restabelecido. O hipofluxdgbgode piorar a LIR na situacao
large-for-size Desta forma, urshuntmesentérico-cava tentando direcionar o fluxo para
a veia porta poderia ser benéfico nesta situac&T.MDOS: Dezesseis porcos Landrace-
Largewhite pesando entre 17 — 38 kg foram subnmetdivansplante de figado. Foram
distribuidos em trés grupos: controle (CTRajge-for-sizg LFS) e shunt(SHUNT). Foi
aferido o fluxo venoso portal, arterial hepaticao#hido material para estudo histolégico
e biomolecular uma hora apos a reperfusdo. A relagre o fluxo venoso portal do
receptor para o fluxo venoso portal doador (rF\@Pyfilizada para se correlacionar com
a gravidade da isquemia/reperfusdo. Foram reabzduépsias uma hora apos o
transplante para microscopia optica e TUNEL alémudmtificar a expressédo dos genes
da iNOS, eNOS, IL-6, BAX e BCL, c-fos/c-jun, ICAM ENF-o. RESULTADOS: O
GBWR foi maior nos grupos LFS e SHUNT (3¥& 5,06 e 6,03p=0,009). Quando
comparamos isoladamente receptores e doadoresrygmo gouve diferenga no fluxo
portal somente nos grupos LFS (890 £ 203 mL /wveit58 + 119 mL / mirp=0.0034)

e SHUNT (1003 % 5,3 mL/min vs. 495 + 277 mL/mp%0,0031). A rFVP foi proxima
de 1 no grupo CTRL e significativamente maior qag grupos LFS e SHUNP£0,03).

O fluxo arterial hepatico foi significativamente mog no grupo SHUNT (62,16 + 31 mL

/ min) quando comparado com grupo CTRL (140.4 88%81L / min) e LFS (142 £55.41
mL / min), p=0,02. A IL-6 e BAX foram menos expressas no gr@gddrL (p=0,05 e
p=0,002). Houve uma relagéo linear entre a expredsé@enes BAX, TNl-e eNOS
com a rFVP (=0,02; p=0,02 ep=0,009 respectivamente). Na avaliagdo histologica
observou-se indice de isquemia e reperfusao senteleatre os grupos CTRL e SHUNT
mas menor em relacéo ao LFS, 3, 3,5 e 7 respeativianip=0,04). CONCLUSOES: O
transplantdarge-for-sizeacarreta hipofluxo portal relativo, e isto pod&aeselacionado

a um maior dano hepatocitario com acentuacdo d® lde isquemia-reperfusdo. A
presenca de urshuntentre a veia cava inferior e a veia mesentérigersar ndo
conseguiu aumentar o influxo de sangue para odigadnaneira persistente e pode estar
implicado na diminuicéo do fluxo arterial hepatiblm entanto, o aumento temporario do
influxo portal pode estar relacionado a atenuagialgumas caracteristicas da LIR no
transplantdarge-for-size.

Descritores: transplante de figado; fluxo sanguimegonal; porcos; traumatismo por
reperfusdo; figado/enzimologia; hemodindmica; tdroato 6rgéo.



ABSTRACT

MOREIRA DAR. Large-for-size liver transplantation in pigs withodulation of portal
venous flow: a hemodynamic, histological and biaoolar studyThesis]. S&o Paulo:
“Faculdade de Medicina, Universidade de Sao Paglors.

INTRODUCTION: The optimum size of the liver grafirftransplantation varies between
0.8% and 4% of the weight of the recipient (graftbbdy weight ratio - GBWR). In
children with less than 10 kg who undergo livemggalantation with living donor a
disorder called large-for-size (LFS) often occwbien a graft weighing more than 4% of
body weight of the recipient is implanted. Ischemieeperfusion injury (IRI) is an
inflammatory response mediated by Kupffer cellsintyaresponsible for the release of
reactive oxygen species in the liver parenchymaaddition, Kupffer cells releases
proinfammatory cytokines such as TNEF-IL-1 and IL-6 that recruit systemic
polymorphonuclear cells and T-CD4 + perpetuating ithjury even after the blood flow
is restored. Low portal flow may worsen IRI in LEguation. So, a mesocaval shunt
directing the flow to portal vein should be beniglidn this condition. METHODS:
Sixteen Landrace/Largewhite pigs weighing approxatya20 kg (17-38 kg) underwent
liver transplantation. They were divided into thggeups: control (CTRL), large-for-size
(LFS) and shunt (SHUNT). Portal venous flow was suead and liver and blood
collected for histological and biomolecular studgeohour after reperfusion. The
relationship between the portal venous flow from ribcipient to the donor portal venous
flow (rFVP) was used to establish correlations wile parameters of ischemia and
reperfusion. Biopsies were performed one hour aftesnsplant to assess
ischemia/reperfusion injury, TUNEL and quantify folowing genes expression: iNOS,
eNOS, IL-6, BAX and BCL c-fos / c-jun, ICAM, and F\n. RESULTS: GBWR was
higher in groups LFS and SHUNT than CTRL (3.455:66 and 6.03p=0.009). When
compared separately by group recipients and dodifsrence in portal flow was
observed only in LFS groups (890 £ 203 mL / min458 + 119 mL / minp=0.0034)
and SHUNT (1003 £ 5.3 mL / min vs. 495 = 277 mLihnp=0.0031). rFVP was close
to 1 in the CTRL group and significantly higherthihe LFS and SHUNT groupp<
0.03). Hepatic artery blood flow was significankbyver in SHUNT group (62.16 = 31
mL / min) compared with CTRL group (140.4 + 53.88 iMmin) and LFS (142 £ 55.41
mL / min), p= 0.02. IL-6 and BAX were expressed less in the Cgroup =0.05 and
p=0.002). There was a linear relationship betweerB#X, TNF-« and eNOS with rFVP
(p=0.02, p=0.02 andp=0.009 respectively). Histological evaluation shdw&milar
ischemia-reperfusion index between CTRL and SHUNdugs but lower values in
compare to LFS group, 3, 3.5 and 7 respectivet) (04). CONCLUSIONS: The large-
for-size liver transplantation leads to a relatioe portal venous flow and this can be
related to greater hepatocyte damage with accemtuat ischemia-reperfusion injury.
The presence of a shunt between the inferior vama and the superior mesenteric vein
could not increase the inflow of blood to the liyparsistently and may be implicated in
decreased hepatic artery blood flow. However, émeporary increase in portal inflow
may be related to mitigation of some charactesstf IRI in large-for-size liver
transplantation.

Descriptors: liver transplantation; regional blofldw; swine; reperfusion injury;
liver/enzymology; hemodynamics; organ size.
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Introducao 2

O transplante ortotdpico de figado € uma modalidedgéutica universalmente
aceita para tratamento das hepatopatias progressiaepassiveis de tratamento clinico.
Atualmente, com os avancos dos cuidados nos cederterapia intensiva pediatricos e
melhora das técnicas anestésicas e cirdrgicasanspiante hepatico passou de um
procedimento experimental de excecao a terapécicotaxas de sobrevida de cerca de
90% em 1 ano(1, 2). As principais causas de ddegygatica terminal na crianca passiveis
de transplante hepatico podem ser divididas enosearatos do metabolismo (p. ex.
deficiéncia de alfa-1 antitripsina, doenca de Wi)smoléstias colestaticas (p. ex. atresia
das vias biliares, sindrome de Alagille), lesacalebiliar (p. ex. hepatite viral, hepatite
auto-imune) e tumores (p. ex. carcinoma hepataelulhepatoblastoma,
hemangioendotelioma), sendo a causa mais comunda®&a¢ao de transplante hepatico
a atresia das vias biliares (AVB)(3).

A AVB é uma doenca de etiologia ndo conhecida aqseicadeia um processo
inflamatorio progressivo dos ductos biliares comssmuente cirrose biliar secundaria e
faléncia hepética. Corresponde a cerca de 50% a dd@¥dndicacfes de transplante
hepético na populacdo pediatrica, e a necessidadeilgstituicdo do figado, na maior
parte das vezes, ocorre antes dos 12 meses dgevida consequentemente em criangas
com peso abaixo dos 10 kg. Quando nao tratadargadeva a morte da maioria destes
pacientes em torno dos 18 a 24 meses de vida.

A atresia das vias biliares acomete a crianca niogee em que ela cresce mais
rapidamente dificultando a absor¢éo e metabolizdedautrientes e assim apresenta-se
guase sempre com desnutricdo grave.

Apesar de inicialmente o transplante hepatico ithy sealizado com enxertos
hepaticos de doadores cadavéricos de tamanho deslpaim o receptor, logo ficou

clara a necessidade de se ampliar o nimero de idsagldsso foi possivel por meio de




Introducao 3

inovacdes técnicas — reduzindo-se o tamanho dddiga acordo com sua anatomia
segmentar. Desta forma partes do 6rgao podiammggantadas em pacientes menores
sem incompatibilidade de tamanho.

As técnicas de reduc&a situdo figado descritas por Bismuth e Houssin(4) foram
postas em pratica na década de 80 e posteriormemntenaram padrao em todo mundo,
ainda sendo utilizadas atualmente. Na grande raadas vezes usamos 0 segmento
lateral esquerdo (segmento Il e Il de Coinaudpdabo esquerdo (segmentos II-IV de
Coinaud).

Na década de 90 os refinamentos técnicos e a érperiao longo da década
anterior permitiram a realizacdo de divisdes dady- in-situ ou ex-situ —de maneira
que o mesmo poderia ser utilizado em dois recepidistintos gplit liver). Apesar de
relatos mostrarem melhora nos indices de ofertargios, os resultados iniciais foram
guestionaveis em relacdo a sobrevida do enxertorbidade, o que melhorou apés o
treinamento das equipes e o0 advento da divis&du. Isto, no entanto, se apresenta de
dificil execuc¢do do ponto de vista logistico terdiguirido um papel secundério como
meio de se aumentar a oferta de 6rgaos para teamspl

O transplante hepético com doador vivo foi desengolseguindo-se a constante
necessidade de uma demanda crescente de enxeddsapaplantes na Europa, América
do Norte e Japao. Neste ultimo, o conceito de newbefalica ndo era reconhecido até
recentemente, 0 que deixou como Unica op¢ao patAaagas 0s enxertos oriundos de
doadores vivos. No mundo, o primeiro caso com sacdsscrito desta modalidade de
transplante foi realizado por Ratalem 1984 em uma crianga de 19 meses de vida a
qual recebeu um enxerto hepatico de um doador éad<)5).

Durante este periodo inicial de desenvolvimentaitécdo transplante hepatico

um dos fatores preponderantes nas avaliacoes ged@nera a razao entre o volume do
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enxerto e da cavidade abdominal do receptor. Apgsida do transplante hepatico do
grupo de procedimentos experimentais, foi posseaizar estudos mais abrangentes
gue observaram principalmente em receptores adgltesnxertos muito pequenos ou
grandes para o tamanho do receptor apresentavaoresmandices de morbidade,
mortalidade e perda do enxerto.

O peso do figado corresponde a 2,5% do peso cotptah No entanto, recebe
cerca de 100 a 130 mL / min por 100 g de massatibapjue significa 25% do débito
cardiaco. Cerca de 10 a 15% do volume sanguinabdotorganismo esta contido no
figado sendo 60% nos sinusodides hepaticos e 10%randes vasos, veia porta e veias
hepaticas. Metade deste volume pode ser rapidaraemgddo do figado de forma ativa
ou passiva, transformando-o em um importante raeg@me sanguineo. O aporte
sanguineo é feito através da artéria hepatica gpe £5% ou 30 mL / min / 100g de
figado e pela veia porta 75% ou 90 mL / min / 188digado. Com este fluxo sanguineo
a artéria hepatica é capaz de contribuir com a8 B@s necessidades de @o
parénquima hepatico e a veia porta de 50 a 70%albeade Q para o figado. O sangue
venoso portal flui em um sistema de baixa presdémie resisténcia sem valvulas e é
regulado basicamente por dois fatores, pelo fluterial esplancnico e mesentérico
determinado pela vasoconstricdo das arteriolasesessritorios e pela resisténcia
vascular hepatica determinada pela dificuldade mrada pelo fluxo sanguineo em
atravessar os sinusoides hepéticos em direcaoasshepaticas(6, 7).

O tamanho ideal do figado para um determinado teceprotico varia entre 0,8
a 4% do seu peso corpérapdft to body weight ratio — GBWE)10). Em adultos, o
fenbmeno clinico mais frequente em relagdo ao thmalo enxerto inadequado é
chamado demall-for-sizegue ocorre quando se implanta um enxerto com Pesor

que 0,8% do peso corporal total, e é reconheciagnocentidade clinica que leva a
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periodos mais prolongados de ictericia e dificudderth se restabelecer a funcéo hepatica
no pos operatorio do transplante hepatico. Em ¢agnencontramos mais comumente
um quadro denominado dierge-for-size,que ocorre quando é implantado um enxerto
com GBWR maior que 4%. A sindront@rge-for-sizendo apresenta caracteristicas
clinicas e laboratoriais tdo claras como sua cporedente no adulto. Acomete mais as
criancas devido a disparidade entre os doadorpsrdigeis — geralmente adultos — e os
receptores cada vez menores. E comum encontrainais e hipoperfusdo hepatica no
curto prazo, maiores indices de rejeicdo celulardag sindrome compartimental
abdominal, trombose de veia porta, complicacOémed e uma tendéncia maior de perda
de enxerto a longo prazo(11).

A sindrome small-for-size ocorre mais comumente em pacientes adultos
submetidos a transplante com doador vivo ou fateoian enxerto de figado parcial. Este
fendbmeno tem sido amplamente estudado na literdti@ssheimeet al, em um estudo
experimental em porcos propuseram a manutencatuxim ¥Yenoso portal < 260 mL /
min / 100g de peso do figado para se evitar a aimelrde small-for-size.Esta
descompressao do sistema portal era realizad@ati@awnshuntportocava com enxerto
vascular sintético de politetrafluoretileno expald{ePTFE)(12). Troisét al, em um
estudo em humanos adultos submetidos a transplapatico com doador vivo,
descreveram que um valor de 250 mL / min / 100@g@elo é um fator determinante para
o desenvolvimento da sindronsenall-for-size(13).Enxertos parciais de figado e o
remanescente hepatico dos doadores tem uma altacidage regenerativa,
principalmente na primeira semana pos transpl&teumento do fluxo portal interfere
na producao da interleucina-6 (IL-6) e fator deroge tumoraé (TNF-o) bem como no
efeito regenerativo promovido por esta moléculahesatdcitos. Trabalhos em animais

menores tém sugerido que a etiologia desta sindestega relacionada a supressao da
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regeneracdo hepatica, ao contrario do que se pengae era de se tratar de uma
ampliacdo da leséo de isquemia e reperfusao adaaciam figado pequeno e insuficiente
em suprir as demandas metabolicas do pacientexO liepatico também esta implicado
em aumento da lesdo de isquemia e reperfusdogrsplante e em valores aumentados
de transaminases no poOs operatorio do transplagpatibo (14, 15). Paret al,
demonstraram em camundongos que o alto fluxo saegyiara o figado parece fazer
com que os mecanismos de regeneracao hepaticasgpamidos e que isto poderia ser
a parte central do mecanismo de lesdo hepaticafendéo do enxerto que ocorre nos
casos demall-for-sizg12, 16, 17). Fengt al,descreveram a hemodinamica do figado
transplantado e sugere maneiras e algoritmos de awwdular o fluxo venoso e arterial
que chega ao figadgraft inflow modulation(GIM), utilizando para isso técnicas que
vao da ligadura da artéria esplénica, esplenectam@astomose da artéria hepatica na
veia porta, ligadura de colateratsuntsportocava e mesentérico-cava(18).

No que abrange o estudo dos transplantes realizadognxertos com GBWR >
4% a literatura ndo apresenta tantos achados quameearamos com o0s de transplante
small-for-sizeprovavelmente devido ao numero proporcionalmerdaande criangas
transplantadas em relacéo a adultos. Em 2013 detahde 1723 transplantes hepéticos
realizados no Brasil somente 204 foram em criad@s@lgumas séries de casos e
trabalhos experimentais descrevename-for-sizeassociando o tamanho do enxerto
como variavel determinante para o desfecho detetérresultado do transplante. Outros
descrevem a sindrome tdo somente como uma gquestimtinenterersusconteudo, de
maneira que todos os efeitos morbidos podem sdnamaelos ou até extintos com a
manutencgéo da cavidade abdominal sob um regimeida pressédo e a maioria o faz
mantendo o abdome do paciente aberto com telasitoosanateriais sintéticos por até

uma semana, periodo o qual se torna possivel carfemito do mesmo(20, 21).
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Experimentos em animais tém descrito os efeitogficak do aumento relativo do fluxo
venoso portal no endotélio e nos mecanismos deneeggio hepatica. Os trabalhos
presentes na literatura ndo deixam claro se asfrelarge-for-sizee o hipofluxo venoso
portal séo responsaveis por um aumento da les&ojukemia e reperfusédo devido a uma
privacao de oxigénio relativamente maior ou se@isos desta lesao inicial irdo perdurar
por um periodo prolongado com repercussfes outua@s Mo somente perda de
hepatocitos.

Lealet al,descreveram junto ao Laboratorio de Investigacédith de Cirurgia
Pediatrica e de Técnica Cirurgica e Cirurgia Expental (LIM-30 e LIM-26) um
modelo de transplante hepatlaoge-for-sizeem porcos. Foram demonstradas alteragbes
bioquimicas e histolégicas que ocorrem imediataenapts o implante do enxerto bem
como as diferencas em relagcdo ao transplante emamnide peso compativel. Na
tentativa de reverter os efeitos nocivos do imglate um enxertéarge-for-sizefoi
proposto um terceiro grupo no qual os doadores esabhmetidos a um pré-
condicionamento isquémico do enxerto (isquemiaxenthutos com reperfusdo de 15
minutos). Neste grupo foi possivel observar appsooedimento uma menor expressao
do gene pro-apoptotico, BAX, e do gene relacionadibbrose hepaticalransforming
growth factor betd TGF{}) bem como um aumento na expressao do gene redacian
regeneracao hepatica (IL-6) e atenuagdo dos efddeserios do transplantarge-for-
size (22, 23).

Derivacbes venosas sao largamente utilizadas peimiéo de transplante em
uma variedade de situacdes. Antes da era dos laatesp osshuntsportosistémicos
(portocava, esplenorrenal, mesentérico-cava) foutitizados na descompressdo do
sistema porta com intuito de diminuir a pressadaba as consequentes varizes de

esbfago. Posteriormente, ja na era dos transplhefEgicos, oshuntsforam utilizados
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para substituir a veia porta nas situacdes onda lrambose de veia porta e do sistema
mesentérico-portal. Na atualidade sisuntstém sido cada vez mais utilizados em
transplantes de pacientes adultos com o intuitdiknuir a presséao portal e o fluxo
venoso portal até um ponto onde o enxerto hepatiall-for-sizepossa se regenerar e
se recuperar dos efeitos danosos do hiperfluxosgeportal. Além disso uma grande
quantidade de técnicas foram e ainda sdo usadascoastru¢cdo da veia porta no
transplante hepatico. De maneira analoga nas 8esatdarge-for-size o fluxo venoso
portal pode ser modulado para se aumentar 0 aperteso para o figado e tentar
melhorar o estado de isquemia relativa ao qualxerém se encontra apds o transplante
hepatico em um receptor com baixo fluxo venosogho@i shuntmesentérico-cava com
enxerto venoso homaologo tem sido utilizado e testsd humanos e animais com intuito
de diminuir o fluxo venoso portal nos casosaell-for-sizeO mesmo artificio pode ser
utilizado para desviar o fluxo venoso da cava rhepatica em direcdo a veia porta,
aumentado-o(24).

Durante o transplante hepético o enxerto retiradldaiador sofre agravo celular,
molecular e bioguimico decorrente e proporcionatesmopo e ao tipo de isquemia. A
isquemia fria consiste no periodo em que o enyetmanece resfriado e preenchido
com solucdo de preservagéo, e a isquemia queritelpero qual o enxerto € colocado
na cavidade do receptor para ser implantado ab&ra¢do doslampse reperfusdo do
mesmo.

Quando o fluxo sanguineo hepatico é restabelegid® @aimplante do enxerto no
receptor, uma cadeia de eventos se segue mediguiveipio pela célula de Kupffer e
posteriormente mantidos por um intrincado mecanigim® envolve lesdo endotelial,
apoptose celular e lesdo ao parénquima hepaticegpécies reativas de oxigénio e pela

ma perfusdo da microvasculatura hepatica. O Oxidiicm (NO), como molécula
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vasodilatadora, e as endotelinas, como vasocanasgijtpossuem um papel fundamental
na intensidade dessa lesdo que € denominada @eisdreperfusdo(25).

A lesédo de isquemia/reperfusdo (LIR) apesar daisefenbmeno amplamente
estudado na literatura cientifica apresenta digemeentos que ainda nao foram
elucidados. Acredita-se que o mecanismo chavelrdei LIR hepatica se baseie em uma
resposta inflamatoria intensa mediada pelas cétidakupffer (CK), estas, principais
responsaveis pela liberacdo de espécies reativaxigénio no parénquima hepatico
durante o agravo. Nesta etapa do evento as cdalaela&upffer sdo responsaveis pela
liberacdo destes oxidantes que por si s0 desempgudyael na inducéo da apoptose e na
lesdo das membranas celulares do endotélio siralsoatbs hepatdcitos.

O TNF-a e outros mediadores ativam varias proteinas saddras envolvidas
na apoptose, como as proteases, a caspase-3,ad&dsp a liberagdo do citocromo-C
mitocondrial para o citoplasma. A cascata de eeimiociada por essas substancias leva
a destruicdo do ADN e a morte celular. Apesar tag@o da producéo dessas substancias
melhorarem a LIR alguns autores defendem a hipdtesgie a morte celular na LIR do
figado se da majoritariamente por necrose macis@élalas hepaticas(26-28).

A apoptose € um fenbmeno complexo que tem poriebjéhal a ativacado das
caspasescysteine asparagil specific proteayapie, por sua vez, destroem proteinas
celulares vitais levando a morte celular. A apoptes da por duas vias distintas que
convergem para a ativacao das caspases, a viasexie a intrinseca.

A via extrinseca € mediada por receptores de meralg@e se ativam em resposta
a estimulos extra-celulares. Os receptores maisic@mte envolvidos nesse processo
sao os da superfamilia de receptores do TNF (TNSRgenes c-fos e c-jun pertencem
a uma familia a qual é ativada por uma grande glsade de estimulos extra-celulares

durante a leséo de isquemia e reperfusédo hep&)c&{@ntre estes fatores encontramos
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citocinas e oxidantes, principalmente o peréxiddhidieogénio (HO2). O produto da
expressado desses genes € conhecido por formarmpiecm proteico estavel conhecido
como fator de transcricdo nuclear AP-1. Este corgptem sido implicado na ativacéo
de diversas citocinas pro-inflamatorias, reparadted e apoptose. Alguns trabalhos
associam a intensidade da expressao desses gemaesgavidade da LIR hepatica(30-
32).

A via intrinseca resulta do aumento da permealbidaia membrana mitocondrial
e liberacdo de moléculas pro-apoptoticas paraaplagma. Esse processo é regulado
pelas moléculas da familia Bcl-B-€ell lymphoma Essa familia € constituida por genes
e por proteinas originadas a partir desses geregéqu funcdo tanto anti-apoptotica
quanto pro-apoptoticas. Entre 0os genes e as pasteinque estes genes dao origem
destacam-se a Bcl-2 e Bcl-XL com efeito anti-aptgdd enquanto que o papel pro-
apoptotico € desempenhado principalmente pelas(Belk2 associated killgre Bax
(Bcl-2 associated x proteinDessa forma, quando os niveis de Bcl-2 e BcleAem, a
permeabilidade da membrana mitocondrial aumentaedaya a liberacdo de proteinas
ativadoras da cadeia proteolitica para o citoplasleatre elas, destaca-se o citocromo
C, que atua ativando a cascata das caspases.

Na fase de execucéo da apoptose ocorre ativacaendasucleases, quebra da
cromatina nuclear e do citoesqueleto. Ha fragméotata célula com a formacédo de
corpos apoptdticos, constituidos de citoplasmatorele organelas e fragmentos
nucleare$..

A célula de Kupffer (CK) é capaz de liberar cit@snpro-inflamatorias como
TNF-a, IL-1 e IL-6 que recrutam polimorfonucleares sisi@s e linfécitos T-CD4+
perpetuando a lesdo através da liberacdo de pest@@sintersticio e no parénquima

hepatico mesmo apods o fluxo sanguineo estar réstad® Ainda, a CK é largamente
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ativada pela isquemia fria. Alguns estudos demarsmtt que a supressdo ou a
amplificacdo de sua atividade pode melhorar ouapiarLIR hepatica. Os neutrofilos
atraidos pelas citocinas liberadas pela CK, ampédnR através da liberacdo de mais
espécies reativas de oxigénio e diversas prote@segeutrofilos estdo presentes nos
estagios iniciais da lesdo de isquemia e reperfusadencontram-se amplamente
distribuidos pelo parénquima hepatico por onde teal@natraves da adesao de selectinas
e integrinas expressas na sua membrana com maatladesado intercelular (ICAM).
O aumento da expressao da ICAM-1 na célula endbt@liE) se da pelo estimulo
secundario a liberacdo de TNe IL-1. De fato, a expressédo da ICAM-1 pela CE tem
sido relacionado com rejeicdo celular aguda engugu a sua neutralizagao diminui a
LIR(33-35).

Na microvasculatura, este acumulo de células ird#tanias aderidas a célula
endotelial, associado ao edema do parénquima, levamm afilamento do sinuséide
hepético que contribui para a reperfusdo ndo unéato tecido hepético e a presenca de
areas de penumbra ndo vascularizadas ou poucdarzadas que irdo contribuir como
multiplicador da LIR.

No endotélio essas alteracfes sédo responsavais,daléutras alteracdes, pelo
fendbmeno dao-reflow; que consiste na manutencao da situacao de isg@emalgumas
areas do paréngquima mesmo apos o pleno restabeteoiho fluxo sanguineo e, assim,
intensificam o agravo aos hepatocitos. A fisiopatog do fendmeno deo-reflow é
complexa e se baseia em uma perda do equilibnie amroducéo do 6xido nitrico pela
célula endotelial, potente vasodilatador, e dagtfhidas, marcadamente a endotelina-1
(ET-1), potentes vasoconstrictoras(33).

O oxido nitrico tem um papel importante na reguada fluxo sanguineo da

microvasculatura, bem como na ativacao plaquetd@ga) de ser produzido pela enzima
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oxido nitrico sintetase (NOS), que possui trésoisnas: neuronal (nNOS), endotelial
(eNOS) e induzivel (iNOS).

Durante a isquemia e reperfusdo a enzima oxidemgmtetase induzivel (iNOS)
presente nos hepatdcitos, células endoteliais aiderélulas do parénquima hepatico é
a responsavel pela producdo de grande quantidatiddeue causa vasodilatacdo da
microvasculatura e regula o fluxo sanguineo micsoukar hepatico. Contrario a isso,
modelos experimentais recentes tém mostrado meftaolasao de isquemia/reperfusao
guando se inibe a expressdo do gene responsaadiptdse da INOS(36).

Experimentos animais indicam que a eNOS proteggaold na lesédo de isquemia
e reperfusdo. Camundongksockout(técnica na qual um dos genes do organismo é
tornado inativopara eNOS (-/-) mostram uma lesdo exacerbada skgama isquemia
hepatica quente quando comparados com seus setaslisaivagensyild type (WT).

De forma semelhante, animais eNOS (-/-) tambémnarash maior dano hepatico apos
isquemia fria e reperfusdo quente em um modelcatsplante hepatico murino(37).

Ao longo do tempo varios fatores tém sido estudadaso progndsticos a longo
prazo da viabilidade do enxerto e do resultadaadimapos o transplante hepatico. A
capacidade do figado em captar oxigénio e em mantas funcbes metabdlicas
imediatamente apos a reperfusdo tem se mostradel ¢idmo preditor deste resultado.
Como condicao indispensavel para o bom funcionameéatenxerto também podemos
incluir as condi¢cdes hemodinamicas do receptorcapacidade deste organismo em
manter a homeostase ap6s 0 agravo cirlrgico eésitest

Modelos experimentais porcinos sao utilizados mdeanelhanca anatdmica,
imunoldgica e fisioldogica com seres humanos. Atealt® tornou-se procedimento
factivel para estudos de transplante hepaticoieatreento das equipes envolvidas no

processo de transplante hepético(38).
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O presente estudo possui por finalidade aumentanbecimento a respeito dos
fluxos vasculares hepaticos em um modelo de transphepatico porcinarge-for-size
sua relacdo com aumento da leséo de isquemiarfusgaehepatica, além de caracterizar
os efeitos deshuntmesentérico-cava modificado no aumento do fluxwse portal e na

respectiva lesédo de isquemia/reperfuséo.
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2.1 Geral

» Caracterizar as alteracbes hepaticas imediatanagte o transplante de um
figado grande para o tamanho do recefdoye-for-sizee avaliar a resposta

hepética frente ao aumento do fluxo venoso portal.

2.2 Especifico

» Caracterizar as relacdes fluxométricas encontrasiasm modelo de transplante
large-for-sizeporcino.

* Relacionar o baixo fluxo portal com as alterac8gs&micas e lesivas ao enxerto
hepatico através de estudos imunoistoquimicos,ubitiqos, moleculares e
fluxométricos.

» Identificar o papel e os efeitos da modulacdo drdflvenoso portal através do

shuntmesentérico-cava.
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3.1 Amostra

3.1.1 Consideracdes Eticas

Todos os animais foram manipulados de acordo conbasas para a pratica
didatico-cientifico da vivissecc¢ao brasileira, b8i11.794, de 08 de Outubro de 2008,
Decreto n°® 6.899, de 15 de Julho de 2009 que megumtam os procedimentos com
animais submetidos a pesquisa cientifica e a regoln® 714 de 20 de Junho de 2002 do
Conselho Federal de Medicina Veterinaria (CFMV) gegula os procedimentos de
eutanasia. Este projeto foi aprovado em 30 de Mai@012 pelo CEUA (Comisséo de
Etica no Uso de Animais) do Comité de Etica em Bissgda Faculdade de Medicina da

Universidade de Sao Paulo sob o numero 123/12 @\Agx

3.1.2 Receptor

A amostra dos receptores foi composta de 16 animeésn desmamados do sexo
masculino e feminino, saudaveis, com peso variamiiee 17 kg e 38 kg, hibridos das
racas Landrace e Large-White. Os procedimentosnfoealizados no Laboratério de
Cirurgia Experimental da Disciplina de Técnica @jida e Cirurgia Experimental da
FMUSP.

Os animais foram adquiridos através do Laboraweidnvestigacdo Médica em
Técnica Cirargica (LIM 26) da FMUSP receberam aguhetaad libitumaté 12 horas

antes do procedimento onde foram distribuidos pxei® em trés grupos:
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A. Grupo controle (CTRL) — receptor de figado pesastoe 0,8 e 4% do
peso corpéreo do receptor (n=5)

B. Grupolarge-for-size(LFS) — receptor de figado pesando acima de 4% do
peso corpéreo do receptor (n=5)

C. Grupo com shunt mesentérico-cava (SHUNT) — e coxerém pesando

acima de 4% do peso corporeo do receptor (n=6)

3.1.3 Doador

Os doadores do grupo A (CTRL) foram 5 porcos cosopariando entre 18 e 30
kg, semelhante aos receptores. Como doador dosgiigarge-for-size- LFS), e C

(SHUNT) foram utilizados 11 porcos com peso vartaadtre 33 e 88 kg.

3.2 Métodos de Averiguacdo

3.2.1 Procedimento Anestésico

Os animais receberam injecao intramuscular de M#a@ mg/kg) e Ketamina
(10 mg/kg) como medicacgéo pré-anestésica 30 miraunties da indugcdo anestésica. Apos
a sedacgdo do animal, os mesmos foram pesadosoepasidgionados em mesa cirdrgica
em decubito dorsal, e um acesso periférico foidobtiom a puncdo de veia em orelha
com cateter do tipo Jelco 20G. Procedeu-se entétugdo anestésica com Propofol (3-
5mg/kg) e intubacgao orotraqueal com cénula 7Fa 8ependendo do peso do animal.

Esse preparo inicial foi igual tanto para os angngimiadores quanto para os receptores.
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Os animais foram mantidos em ventilagdo mecanioa aparelho de anestesia
InterMed® Interlinea A, sendo a anestesia mantida com Isaflit,5 a 2,5%e Fentanil
(0,2ug/kg/min) em bomba de infusdo continua. A monieg@ consistiu em
cardioscopia, oximetria de pulso, capnografia, &nmapira, pressao arterial invasiva e
pressao venosa central. A veia jugular foi disseeadateterizada com sonda 10 Fr para
infuséo de fluidos, afericdo da pressao da veiatieg da presséo venosa central e coleta
de amostra para gasometria. No mesmo momentoraad@otida foi cateterizada com

sonda 8 Fr para medida da pressao arterial méuileta da gasometria arterial.

3.2.2 Procedimento Cirurgico do Doador

Todos os procedimentos cirdrgicos foram realizgoide mesmo cirurgido com
magnificacdo por meio de lupa com aumento de ¥8sve foco de luz acessoria frontal.
A abertura da cavidade abdominal se deu atravésndeincisdo mediana do xifoide a
pube com afastad@osseffixado na por¢cdo mais cranial da inciséo.

Apbés liberacdo dos ligamentos hepaticos o hildlifssecado isolando a veia porta
e tronco da artéria hepatica seguindo-se rotinakemte em todos os animais. Isto feito,
passou-se para a fase de afericdo dos dados gsistitona coleta de duas amostras de
bidpsia hepéatica armazenada em RId#&® (ThermoFisher Scientific inc.) e formol
10%, posicionamento da ponta do cateter venosogidar na veia hepética, medida do
fluxo da veia porta e artéria hepética, puncdoeaia porta com Jelco 22G para medida

da presséao e coleta de amostras para gasometyuaig Hi).
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Figura 1 — Aspecto do hilo hepatico ap0ds disseccdo antesatig@b de fluxos (A), * artéria hepatica, T
veia porta; Colocagéo do sensor de fluxo na artésitica (B)
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Figura 1 —(cont.) Colocacéo do sensor de fluxo na veia q@}a

Apéds esse procedimento as pressdes foram aferigasoenetrias coletadas. Os
dados da monitorizacéo foram coletados a partinefadria do monitor multi-parametros
(Dx2020, Dixtal Biomédica) e anotados na tabelacdmpo (Anexo B). Os fluxos
sanguineos foram aferidos em mL / min atravésuddfhetro (T402, Transonic, EUA)

e anotados em campo especifico na mesma tabelam@stras de sangue da gasometria
foram encaminhadas e processadas imediatamenteas@mgtro (ABL800 Flex,
Radiometer). A partir de entdo iniciamos a faseajgacédo do enxerto hepético, em que
a veia esplénica foi entdo individualizada e umadadl2Fr inserida na mesma com a
ponta posicionada no tronco da veia porta (Figidva 2

A artéria mesentérica superior foi dissecada lagma da veia renal esquerda e
reparada, para que durante a perfusdo pela amse foacionada de modo que nao

houvesse perda de solucao de preservacao paesbriat
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Figura 2 - Colocacéo do cateter na veia esplénica, paradafda solucdo de preservacdo. (A); e na aorta
infra-renal (B)
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No momento da disseccao da aorta foi administréforitg / kg de heparina
sbdica, e em seguida a mesma foi ligada em suagdistal logo acima da bifurcacéo
das artérias iliacas. A seguir, uma sonda 14knfmduzida na aorta e conectada a uma
bolsa com anticoagulante (BAXTER ACD/CPD) para tolge aproximadamente 300
mL de sangue total (Figura 2B). Quando esse volinnalcancado, o diafragma foi
aberto, a aorta toracica ocluida colampvascular e a veia cava superior seccionada
junto ao atrio direito para permitir a drenagensaegue e da solucéo de preservacao. A
artéria mesentérica superior foi entdo ligada coobjetivo de minimizar a perda de
liquido de preservacao, e iniciou-se a perfusaerderto hepatico atraves da veia porta
e artéria hepatica.

A solucao escolhida foi a de Euro Collins (Glic8se7% — Farmacia do Hospital
das Clinicas — FMUSP) devido ao seu menor custaierrfacilidade de manipulagéo.
Durante a perfuséo a cavidade abdominal foi predaadom soro fisioldgico congelado
e triturado. Foram administrados 4 litros de sadud@ preservacao (2 litros na veia porta
e 1 litro na aorta e 1 litro na bandejaf&4Ap0s a eutanasia por exsanguinagdo o animal
foi desconectado do aparelho de ventilacdo e oacaretirada do enxerto hepatico. A
veia porta seccionada em sua por¢ao proximal, pinea esplénica, a veia cava inferior
junto a veia renal direita, o colédoco junto aogoéas e o0 enxerto hepatico retirado com
a artéria hepética até o tronco celiaco. Nos exgarios realizados especificamente para
o grupo SHUNT, ap0s a retirada do enxerto hep&ieamtes da cirurgia da bandeja,
retiramos um enxerto venoso que correspondia anes#g de veia cava que se estendia

da juncéo das veias renais proximalmente até echiféio das veias iliacas distalmente.

3.2.3 Cirurgia da Bandeja
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Durante o procedimento da bandeja e até a lavagesnxierto, o0 mesmo foi
mantido em um recipiente forrado com saco plaspogenchido com solucdo de
preservacao e resfriado por cubos de gelo. Neapa,ats elementos vasculares e a via
biliar foram delicadamente dissecados e os ramesvdsos do hilo hepatico ligados.
Veias frénicas também foram ligadas junto a veva caiperior. Para facilitar o implante,
fios de prolene 4-0 da anastomose da veia cavadnfipra-hepatica foram passados
previamente nas extremidades laterais do vaso.xértenvenoso foi entdo preparado
ligando-se todas as tributarias da veia cava cauitonde criar um conduto cilindrico

estanque.

3.2.4 Cirurgia do Receptor

O animal receptor foi anestesiado e monitorizadmdama forma que o doador.
A incisdo realizada foi uma incisdo subcostal bi@tcom extensdo mediana cranial até
o xifoide. Os angulos da incisdo foram presos a gdatnteira do animal de cada lado
ajudando a apresentar a cavidade abdominal (F&ura

Em todos os grupos o enxerto foi lavado com 1Lade fisioldégico aquecido a
37°C imediatamente antes do implante no receptor.ohtr&rio do doador, a dissec¢éo
dos elementos de fixacdo e vasculares do figadceckptor foram realizados mais
proximo do 6rgao quanto possivel com intuito detergpediculos mais extensos para as
anastomoses. A via biliar da mesma forma foi seaxla e lavada no inicio da dissecc¢ao

do ligamento hepatoduodenal.
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Nos grupos CTRL e LFS, apds o isolamento do figddo,realizado o
clampeamentala veia cava inferior supra e infra-hepatica ala porta, e o explante
foi retirado e pesado. O enxerto foi implantadgesicao ortotdpica com as anastomoses
vasculares realizadas da seguinte maneira:

1. Anastomose da veia cava inferior supra-hepéticaedeptor com a veia cava
inferior supra-hepética do enxerto, com sutura inoat termino-terminal de
prolene 4.0;

2. Anastomose da veia porta do receptor com a veia plor doador, com sutura
continua termino-terminal de prolene 6.0 (Figura 4)

3. Clampeamentda veia cava inferior infra-hepatica e liberacdsalampsda veia
porta e veia cava supra-hepética com intuito déndiimo tempo de isquemia fria,

pouco tolerado pelos animais;
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4. Anastomose da veia cava inferior infra-hepaticaretm®eptor com a veia cava
inferior infra-hepéatica do enxerto, com sutura mm termino-terminal de
prolene 5.0;

5. Anastomose da artéria hepatica comum a sua homéminraceptor termino-
terminal com sutura continua de prolene 7-0;

6. Anastomose termino-terminal do colédoco conformecid® em relatos

anteriores de modelos porcinos(22). (Figura 5)

‘3}, o S

Figura 4 - Anastomose da veia porta do receptor com a veia gorenxerto

Logo ap06s a reperfusédo foi administrado 5 mEq darbonato de sédio/10 kg de
peso do animal para corrigir a acidose metabdlc@eatiodo anepatico e 10mg/kg de
cloreto de calcio para estabilizacdo da membrar@llda miocardica contra os efeitos

arritmogénicos do potassio.
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Figura 5 —Aspecto final das anastomoses portal, arterialwe@acava inferior

No grupo SHUNT, diferentemente dos demais, antesedaiciar o transplante
hepatico propriamente dito, iniciamos a dissec@iweala porta em sentido caudal até
encontrarmos a juncao da veia mesentérica supenora veia esplénica e na superficie
lateral desta Ultima abrimos espaco na sua faegi@ne posterior para a colocacéo de
um clamplateral, ocluindo-a parcialmente. Mais posteriantegno limite posterior do
analogo humano do forame de Winslow, a veia cavdissecada um pouco abaixo da
juncdo da veia renal direita em sua superficierimnte lateral direita e esquerda, com
intencdo de colocar uslampocluindo parcialmente a luz da veia cava. (Fig)rApds
a colocacéo doslamps,umshuntem “H” com o enxerto de cava retirado do doador fo
confeccionado entre a veia cava inferior e a vessantérica superior. Ghuntfoi
realizado antes do transplante para se evitar miaggo do enxerto e das anastomoses

apos o implante. (Figura 6)
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Obstrucao ao Fluxo

Veia Cava Inferior

Shunt Mesentérico-cava

Figura 6 —Shuntmesentérico-cava antes do transplante hepatice #&senho esquematico (B)
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Apos a realizacdo dshuntprocedemos com a disseccao dos elementos do hilo
hepatico (artéria hepatica, via biliar e veia pon@ia cava supra-hepatica e veia cava
infra-hepatica. Mais uma vez apos a colocacacwspsnecessarios para a realizacéo
do transplante hepatico o animal apresentava ure grlaoque cardiogénico devido a
obstrucdo do retorno venoso da veia cava infeur €a contornado com infusdo do
coloide Voluven® 250-500 mL através do cateter éia yugular e tempo de isquemia
quente reduzido perfundindo-se o enxerto antesndat@mose da veia cava infra-
hepatica.

A sequéncia de anastomoses do receptor com 0 enkepdatico no grupo

SHUNT foi a seguinte:

1. Confeccao dghuntmesentérico-cava que permanecia ocluido e hepadimiz
até o fim do implante;

2. Anastomose da cava supra-hepatica do receptor asmstipra-hepéatica do
enxerto;

3. Anastomose da veia porta do receptor com veia plorenxerto;

4. Liberacdo doslampsda veia porta e da veia supra-hepatica;

5. Anastomose da cava infra-hepatica do receptor @m mfra-hepatica do
enxerto hepatico e obstrucao ao fluxo acimallmtmesentérico-cava;

6. Anastomose da artéria hepatica.

Apbés a finalizag&o do transplante a veia cavaimfacima deshuntmesentérico-
cava foi totalmente ocluida forcando a passagemetono venoso da cava através do

shunte em direcéo ao enxerto hepético recém implantado.
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Em seguida em todos os grupos aguardou-se o teenplo plara estabilizacdo do
animal e entdo foi iniciada nova fase de coletiercées de maneira analoga ao doador.
As amostras de figado acondicionadas em RMA® (ThermoFisher Scientific inc.)
foram congeladas e posteriormente processadasdgelaa de RT-PCR para analise de
expressao génica e as acondicionadas em formaohfpracessadas pela técnica de
hematoxilina-eosina (HE) e analisadas em conjuoio & equipe de Patologia Hepatica

do HCFMUSP.

3.3 Métodos de Analise

A analise dos dados foi dividida em: Analise doscBdimentos, Analise
Hemodinamica e Metabdlica, Analise Histoldgica, Ws&lmunoistoquimica, Analise

Molecular e Estatistica.

3.3.1 Anélise dos Procedimentos e Animais

Foi utilizada uma tabela de campo (Anexo B) ondarfoanotados os dados
relacionados ao experimento: nimero do experimgmtgmo do experimento, peso do
doador, peso do receptor, peso do enxerto hepditordrio do inicio da perfusdo do
enxerto, horario do clampeamento do receptor efieggi® do enxerto além de dados
gasomeétricos, fluxométricos e presséricos utilizadas outras andlises. Estes dados

foram utilizados para:

1. Comparar 0 peso dos receptores e dos doadoresosrgrapos;

2. Comparar o peso do enxerto hepatico entre 0s grupos
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3. Calcular a relacéo do peso do enxerto pelo peseasptor (GBWR -Graft
to Body Weight Ratiajividindo-se o peso em gramas do enxerto pelo peso
do receptor;

4. Comparar o GBWR entre 0s grupos.

3.3.2 Andlise Hemodinamica e Metabolica Hepatica

Antes da retirada do enxerto e uma hora apds ddisranastomoses no receptor
durante a fase de afericdo, foram coletadas armsopaea medida das gasometrias
arteriais, do sangue venoso portal e do sanguesveten veia hepatica além de medida
do fluxo venoso portal, fluxo da artéria hepatpassao da veia porta, arterial média e
da veia hepatica. Para quantificar a proporcaduke fvenoso portal ao qual o enxerto
era submetido apos o transplante em comparacacaamedida aferida no doador foi
criada uma nova variavel a partir da razdo enthexo da veia porta do receptor, apos o
transplante, pela mesma medida no doador, assiondeada razao do fluxo venoso
portal (rFVP).

Com esses dados foi possivel calcular os seguar@snetros: conteudo arterial
(Ca02), venoso hepatico (CvO2) e venoso portal dECPO2), oferta de &(DO2H),
consumo de & VO2H ), taxa de extracdo de (@EO2H), diferenca de £pré-hepéatico

e pos-hepaticaO2H ). Os célculos foram realizados através dasistg formulas:

R/
°e

Ca02 = Hbx1,34xSa02;

R/
°

Cv0O2 = Hbx1,34xSv0O2;

K/
°e

CpO2 = Hbx1,34xSpO2;

*0

% DO2H = (CaO2 x FAH + CpO2 x FVP);
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% VO2H= DO2H — CvO2 x (FVP + FAH);
s TEO2H =VO2H + DO2H

% AO2H = (Ca02 + CpO2) — CvO2;

3.3.3 Andlise Histoldgica

O material proveniente das bidpsias hepaticasixaddb em formalina neutra
tamponada a 10%, e em seguida imersa em parafim@mF preparados cortes
histol6gicos com espessura de 4 um, corados coratbgiima-eosina (HE). As laminas
foram analisadas ao microscépio Optico, levandeseconta o grau do infiltrado
inflamatorio portal e parenquimatoso (inflamacéa),presenca de necrose, corpos
apoptoticos e perda da estrutura arquitetural dengaima hepatico (necrose),
intensidade de esteatose macro e microgoticulaeafese) e o edema tecidual e
sinusoidal (edema). Tais caracteristicas foramiadas de modo semiquantitativo, por

meio de pontuacdes de 0 a 3:

0. Auséncia do achado;
1. Alteragéao leve;
2. Alteracdo moderada;

3.  Alteragao intensa;

Além disso, foi criada uma variavel qualitativaioal a partir da soma dos valores
de cada experimento em cada variavel (inflamagécrose, esteatose e edema) a qual

foi denominada de indice de isquemia e reperfusad (
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Na Figura 7 observamos respectivamente um campardlamacao lobular grau
3 mostrando multiplos neutroéfilos distribuidos pelrénquima e sinusoéide hepatico

(marcados com a seta) e fotomicrografia de uman@mue apresentava necrose grau 3

com intenso desarranjo da arquitetura sinusoitieneorragia parenquimatosa.

Figura 7 —Campo histol6gico corado por HE mostra inflamagdlar grau 3 (A) e necrose grau 3 (B)

3.3.4 Analise Imunoistoquimica

Para deteccdo da apoptose as quebras de cadeidBNI€in situ” foram
evidenciadas pelo método do TUNELetminal deoxinucleotidyl transferase mediated
digoxigenin uracil triphospahate nick end labelingtilizando kit especifico +n Situ
Cell Death Detection Kit, POD - Roche, Cat. No B# @17 910. Esse método detecta a
fragmentacdo internucleossdomica do ADN, resultadée ativacdo das cascatas
apoptoticas permitindo a identificacdo dos nuckas células que passam a sofrer tais
alteracodes.

No presente estudo fragmentos de tecido hepatreonfdixados em formalina

neutra a 10%, incluidos em blocos de parafina,ise&ados com a espessura de 5 um e
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fixados em laminas especiais salinizadas. A sexguaortes foram desparafinizados em
xilol, hidratados em gradiente de etanol e subrostiél digestdo enzimatica com 20
png/mL de proteinase K (Sigma®) por 15 minutos &3@é lavagens com PBBHosphate
Buffered Saling Foi realizado bloqueio da peroxidase enddogema peroxido de
hidrogénio 3% (KO,).

Os cortes foram imersos em solucéo de citrato die §€51% e Triton X-100 0,1%
por 2 minutos a 4°C para permeabilizacdo celulantéo incubados com solucédo de
enzima TdT ferminal deoxynucleotidyl tranferase mistura de nucleotideos em tampéao
de reacdo a 37°C por 30 minutos. Posteriormentss foram lavados com PBS,
incubados com Converter-POD em camara umida poriB0tos a 37°C. A revelacédo da
cor foi feita com substrato cromogénico (3, 3" Di@wbenzidine Tetrahydrochloride —
DAB - Sigma®, D-5637 - por 1 minuto para detecdas células em apoptose. Seguiu-
se contra-coloracdo com Hematoxilina de Harris5parinutos e montagem dos cortes
em meio permanente Entellan (Merck, 1.07961) eratai

A andlise histomorfométrica das laminas preparpdasste método foi realizada
através de uma amostragem aleatoria de 5 campd&npioa, utilizando-se microscopio
optico Nikon® Eclipse 50i (Nikon Co., Téquio, Jap&om objetiva com graticulo onde
foi realizada a contagem total de nucleos de hejasde a contagem de nucleos corados
pelo método obtendo-se um percentual por campaafde ndcleos corados (TUNEL-

positivos) conforme exemplificado na Figura 8.
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Figura 8 —Aspecto de lamina da imunoistoquimica (TUNEL) nopgr CTRL (esquerda) e no grupo LFS
(direita)

3.3.5 Anélise Molecular

3.3.5.1 Extracdo de ARN

Foi realizada extracao do acido ribonucléico (ARM)todos os fragmentos de
figado coletados. Aproximadamente 100 mg de tehielpatico foi fragmentado em
pulverizador de tecido (Mikro-Dismembrator U Sader Germany) apos adicdo de
nitrogénio liquido. O pulverizado foi homogeneizasta 700uL da solucdo Trizol®
(Invitrogen Life Technologies, USA).

A solucédo assim obtida foi incubada durante 5 nosieim temperatura ambiente
para completa dissociacdo de nucleoproteinas, segmida foram adicionados 200
de cloroférmio. Esta solucéo foi centrifugada né#oesidade de 10.000 rotacdes por
minuto (rpm) durante 15 minutos em temperatura anibi Ao término da centrifugacao

foi obtida a separacdo da mistura em 3 fases: ufeadr de coloracdo avermelhada
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(fenol-cloroférmio), uma interfase (proteinas), mausuperior, incolor e aquosa. Esta
altima que contém o ARN foi transferida para unotlimpo onde foi adicionado alcool
isopropilico. A solugdo permaneceu em repouso teirdB minutos em temperatura
ambiente e, em seguida, foi submetida a centriima@ velocidade de 10.000 rpm por
15 minutos. O ARN precipitado no fundo do tubo éomino da centrifugacédo foi
ressuspenso em agua bidestilada tratada com 0,@1B%etilpirocarbonato (DEPC) e
armazenado a -80°C para posterior avaliacao.

A concentracao de ARN foi determinada com a ugimade espectrofotometro
para analises qualitativas e quantitativas de ADRMANnodelo Biofotdmetro (Eppendorf
AG, Alemanha), nos comprimentos de onda 260 e B30 n

ApoOs a determinacdo da concentragcédo, um microgdanARN foi submetido a
eletroforese em gel de agarose para avaliacaoadmt®gridade através da visualizacéo

dos fragmentos correspondentes ao ARN riboss6n@8cel28S.

3.3.5.2 Transcricdo Reversa

Um micrograma de ARN total de cada amostra foizatilo para sintese de acido
desoxirribonucléico complementar (CADN) pela acaedzima Superscript Il RnaseH
transcriptase reversa (Invitrogen Life TechonolsgldSA). A reacdo compreendeu o0s
seguintes reagentes: 1 uL de ARN total, 100 pmide®ligo (dT) 12-18 primers, 5X
tampéao da enzima, 0,1M de dithiotreitol, 500 pMdeéa um dos deoxinucleotideos, 200
unidades de SuperScript Ill, para volume total @eu2 que era processada a 37° C

durante 1 hora.
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3.3.5.3 Reacdo em Cadeia da Polimerase via TranggAase Reversa

Quantitativa (QRT-PCR)

Foram avaliadas a expressdo dos genes relaciormadgmoptose, Bax (pro-
apoptatico) e Bcl-XL (anti-apoptotico), dos genee qvaliam o efeito do 6xido nitrico,
eNOS éndothelial nitric oxide synthase iINOS {nducible nitric oxide synthajedos
genes de ativacdo imediata, c-fos e c-jun, de gat@sionados a leséo inflamatoéria da
isquemia/reperfuséo IL-6 e TNEe do gene ICAMI(tercellular Adhesion Molecu)g
no tecido hepatico dos animais pertencentes aogitugpos de estudo: controle (CTRL),
large for-size (LFS) e grumhunt(SHUNT). Este estudo foi realizado através daitécn
de RT-PCR quantitativo ou RT-PCR em tempo real.eBeg-actina foi amplificado
como controle interno para a transcricdo do ARldnebiém como fator de correcéo da
quantidade de cADN sintetizado.

Os primers utilizados para amplificacdo dos genes descristdoedispostos na
Tabela 1. Foram padronizadas as condi¢des de tatapgerconcentracao geimerse a
eficiéncia das reagbes de amplificacdo de todagenss estudados e do gfnactina.
Foi elaborada uma curva com dilui¢cdes seriada®deentracdo de cADN para cada um
desses genes para assumir a eficiéncia das reaggas,tornou possivel a avaliagdo da
expressdo dos mesmos. (Anexo D)

A técnica de RT-PCR quantitativo é baseada no mi@mtento da fluorescéncia
da amplificacdo de ADN ciclo a ciclo, o qual foaligado no equipamento Rotor Gene
Q, 5plex, HRM (Qiagen, Germany). O numero de cOpias genes estudados foi
determinado utilizando-se SYBR Green |, um coréintescente intercalante de ADN
que é captado pelo termociclador a cada novo dgleeacdo de PCR e permite que o

aparelho desenhe uma curva de amplificacdo paeaasadstra.
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Tabela 1 —Primersutilizados para realizagdo do RT-PCR

N° no banco de

Gene Primers Pares de Bases
genes
Sense: 5’-tcc aga ggc gct ctt cca-3’
p actina  Antisense: 5’-cgc act tca tga tcg agt tga-3’ U07786 86
Sense: 5’-ctg gga ctt ctt gct gga ttt gc -3’
Bax Antisense: 5’-cag ggt gaa gca ggt gaa gat -3 AY880 138
Sense:  5’-gga gct ggt ggt tga ctt tc-3’
Bcl-xL Antisense: 5'-gtt tcc tct tct gat tca gtc-3’ AF2D52 123
Sense: 5’ -aca tct gca acc aca tca agt acg-
eNOS 3 u59924 119
Antisense: 5’ -cac cag ttg gct gtt cca gat ¢c-3’
Sense: 5’ -cga gcc cac cag gaa cga aag -3’
IL-6 Antisense: 5’-aag cag ccc cag gga gaa ggc -3’ MB672 106
Sense: 5’- tct tgc cta gga gcc atc at -3’
iINOS Antisense: 5'- tcc ttt gtt acc gct tcc ac- 3’ NM1143690 176
Sense: 5’-cca cca acqg ttt tcc tca ct -3’
TNF- o  Antisense: 5’-ggc act gag tcg atc atc ct -3’ NMI22 191
Sense: 5’- acg gtg act gct atc tcg ac -3’
c-fos Antisense: 5'-tct tct tct ggg gac aac tg -3’ JX1885 224
Sense: 5’- acc ttg aaa gcg cag aac tc-3’
c-jun Antisense: 5’-aac agt ctc gcc tca aaa cg -3’ NM 213880 153
Sense: 5'- ttc ctt gga tgg act gtt cc -3’
ICAM Antisense: 5'- cgt ctg cca gca tta tct ca -3’ RB819 179

O volume total da reacdo de 15 pL foi composto gé de cADN, 7,5 pL de
Platinum SYBER Green gPCR Supermix-UDG (Invitroggéde Technologies), 0,3 pt
(solucdo de 10 pM) de cada iniciador para cadaasrgdnes estudados e agua.

Todas as reacOes foram realizadas em termocicladempanhadas de um
controle de contaminacdo da reagdo ausente deiahaenético. Cada amostra foi
guantificada em triplicata tanto para o gene alwn@ para o gene interno.

O protocolo de amplificagao constituiu-se das s#gaietapas: as amostras foram

desnaturadas a 95 °C por 5 minutos. A seguir foeatizados 40 ciclos com desnaturacao
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a 95 °C por 20 segundos, anelamento a 60 °C (B#%IB IL-6, B-actina, INOS, c-fos,
c-jun, TNF-a, ICAM) e 62 °C (eNOS) por 30 segundos e extensd@@ & por 30
segundos. O ciclo final foi seguido por 5 minutesedtensao a 72 °C.

A amplificacdo génica realizada pela qRT-PCR faalisada utilizando-se a
quantificacao relativa. Esta descreve a expresééia de uma amostra em relacédo a
outra, assim, os resultados deste tipo de quatgdir representam ordens de grandeza,
como por exemplo, valores menores que um Sa0 NEXPUSSSOS € valores maiores que
um sdo mais expressos em relacao ao calibrador.

Neste trabalho, os niveis de expressao dos geraes &valiados de forma relativa
em relacdo a um calibradqoplde cADN de animais doadores) apds a sua normatizaca
com o controle enddgeno, o gefwactina. O calibrador € a amostra escolhida como
referéncia, que tera o valor de R@®elative Quantification= 1 UA (Unidades
Arbitrarias).

Na quantificacdo relativa € avaliada a relacao t@hCesholdcycle) obtido das
amostras. O Ct € o primeiro ciclo de amplificacdo, qual oampliconde ADN é
detectado acima da linha basal. Dessa forma, e$veisfatores interferentes, associados
aos estagios tardios da reacdo sdo minimizados.

O célculo da quantificagdo relativa foi feito petétodo descrito por Livak. Esse

método é determinado pela equacdo R&<ZG9)

‘l RQ = 2-24¢t onde ACT= Ct alvo - Ct enddgeno, e AACt = ACt amostra - ACt calibrador |‘

Todas as amplifica¢cées foram finalizadas com aacderdissociacao “melting”,

com a finalidade de verificar a especificidade apl#icacdo e confirmar a auséncia de
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formacdo de dimeros de oligonucleotideos iniciaglasa qualquer outro produto
inespecifico, que poderiam fornecer resultadosgals

Foram realizadas também curvas de eficiéncia, paafiar o desempenho da
reacao de qRT-PCR em termos de sensibilidade bem cma curva de amplificacédo

de RT-PCR Real Time. (Anexo B)

3.3.6 Analise Estatistica

Os resultados foram analisados utilizando o pa&itgaCorp. 2013Stata
Statistical Software: Release .180llege Station, TX: StataCorp LP. Em todas as
variaveis foram realizados calculos de estatistiescritiva com achados de meédia,
mediana, desvio padrdo e variancia. Quando comjpparanedias de duas variaveis
sabidamente de distribuicdo normal utilizamos tetesle Student (para amostras com
variancias iguais) e o teste t com correcdo de NVphra amostras com diferentes
variancias. Para as comparacgfes entre as varig@eigaramétricas foi utilizado o teste
de Mann-Whitney (Wilcoxonrank-sum tegt adotando-se unp < 0,05 como
significativo.

Para comparacao de trés ou mais variaveis fordiradibs ANOVA @Analysis of
variance one-waycom testgost-hocde Bonferronpara dados de distribuicdo normal e
o teste de Kruskal-Wallis para as comparacdes aénpetricas. Os gréficos de caixa
foram desenhados utilizando-se os valores maximanémo, intervalo interquartil e
mediana.

Os dados foram apresentados da seguinte formaanaeflialor maximo — valor

minimo) ou média + desvio padréo.
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Andlise de regressao linear foi elaborado a padaticorrelacao entre as variaveis.
Os dados foram apresentados em graficos de dispsvgd coeficiente de determinacao

(R?), ump < 0,05 foi considerado significativo para a inaljio da reta.




4 — Resultados
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4.1 Andlise dos Procedimentos

Para caracterizar o estudo conforme o modelo apeet® mostramos na Tabela

2 os dados referentes as caracteristicas pondesaenimais de cada grupo do estudo.

Tabela 2 —Caracteristicas ponderais dos animais

CTRL (n=5) LFS (n=5) SHUNT (n=6) p
Peso Receptor (kg) 20 (17-30,2) 22(17,3-38) 20,25 (17,9-29) 0,5
Peso Doador (kg) 18,2 (17,5-30,5) 41,5 (33-88) 42,5 (39-60,6) 0,01*
Peso Enxerto (g) 680 (610-990) 1195 (875-1960) 1185 (945-1605) 0,01*
GBWR (%) 3,45 (2,84-3,59) 5,06 (4,05-7,18) 6,03 (4,1-6,32) 0,009*

Mediana (valor maximo — valor minimd}este de Kruskal-Wallis

No Grafico 1 observamos 0s pesos dos animais desiéaeceptores nos trés grupos

do estudo evidenciando a similaridade no grupo C€&RLdiferenca nos grupos LFS e

SHUNT.
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Grafico 1 —Pesos dos doadores e receptores separados pos grupo
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A razao do enxerto pelo peso corporal do animaM/&B foi significativamente
maior no grupo LFS e SHUNT em relacdo ao grupo CTRBtafico 2). O peso dos
receptores foi controlado e variou pouco entre ospap ndo tendo diferenca

estatisticamente significativa entre os gruposestetde Kruskal-Walligp(= 0,65).

GBWR (% Peso Corpéreo do Receptor)

—

CTRL LFS SHUNT

Gréfico 2 —Razéo do enxerto pelo peso corporal do animal (GB®&iRe os grupos.

Esta diferenca de peso dos animais refletiu o tamdo enxerto implantado em
cada grupo estudado, como observamos no Grafios pesos dos enxertos dos grupos
LFS e SHUNT foram significativamente maiores quelogrupo CTRLg = 0,01), o
que influenciou os resultados do GBWR nos grupos.

Conforme esperado, foi verificado que o peso deeeoxrepresentou GBWR
proporcionalmente maiores quando utilizado com@avat independente para explic-

lo.




Resultados 45

o
o
Q —
N
©
o
S5 -
o —
=
Q
x
=
L
(o]
©
g3
g8 - o — | —
o
o —
n
CTRL LFS SHUNT

Grafico 3 —Pesos do enxerto por grupos

Na Tabela 3 sdo mostradas as caracteristicas rlietabé bioquimicas dos
procedimentos em cada grupo. Apesar do grupo CTpiesantar medianas de
desempenho melhores em relacdo aos demais grupnélise estatistica néo foi capaz
de identificar diferencas estatisticamente sigatfi@as na maioria das variaveis quando
comparamos dados dos trés grupos em conjunto.

Parte das medianas dos procedimentos do grupo SHOU&NE&mM em uma posicao
intermediaria entre o grupo CTRL e o grupo LFS ndameto sem diferenca
estatisticamente significativa (Tabela 3).

Os valores da alanina aminotransferase (ALT) vamiapouco entre 0S grupos e
nao apresentaram diferenca entre os mesmos. Ettreg@ando comparamos 0S grupos
experimentais separadamente observamos que a agparhinotransferase (AST)
apresentou diferenca estatistica entre os grup&Lq829 U/L, min 121- max 760) e

LFS (1006 U/L, min 710 - max 1496) € 0,01) mas nao entre os grupos CTRL (629




Resultados 46

U/L, min 121 - max 760) e SHUNT (761 U/L, min 44&ax 2051) 1§ = 0,13) (Grafico
4). Ao compararmos os trés grupos em conjunto paesdtatisticamente significante

(Tabela 3).

Tabela 3 — Caracteristicas metabdlicas e bioguimisalos procedimentos
CTRL (n=5) LFS (n=5) SHUNT (n=6) p*

Receptor DO2H 13,2 (8,1-20,3) 6,3 (4,3-9,5) 6,55 (4,3-16) 0,09
VO2H 6,9 (2-9,2) 3,3(2,9-4,6) 4,25 (2,2-5,8) 0,12
O2ERH 0,48 (0,22-0,56) 0,53 (0,38-0,72) 0,54(0,35-0,72) 0,5
CpO2 10,2 (8,3-12,1)11,88 (9,06-13,46) 9,43 (5,51-8,39) 0,35

Ca02 17,2 (13-18) 19,03 (17,1-19,8) 17,52 (13,4-19,7) 0,14
CvO2 6(4,9-7,3) 6,37 (2,9-9,88) 5,21 (1,91-8,34) 0,76
AST 629 (121-760) 1006 (710-1496) 761 (443-2051) 0,06
ALT 54 (40-105) 77 (55-120) 108 (34-150) 0,32
Hb 12,9 (9,7-13,4) 14,3 (12,8-14,9) 13,15 (10-14,9) 0,16
pH (art) 7,26 (7,22-7,39) 7,18 (7,07-7,13) 7,22 (7,13-7,38) 0,04
MAP 64 (58-81) 57 (52-76) 53 (40-65) 0,11
Doador DO2H 12 (9,4-11,5) 11,4 (10,5-17) 12,15 (11,1-21,9) 0,60
VO2H 3 (1,7-4,5) 3,3 (2,8-4,8) 3,2 (0,4-6,7) 0,40
O2ERH 0,24 (0,1-0,39) 0,25 (0,19-0,45) 0,25 (0,04-0,33) 0,52
AST 51 (46-78) 55 (50-97) 46 (24-90) 0,34
ALT 58 (23-62) 43 (25-51) 40,5 (31-62) 0,11
Hb 9,3(9,8-10,2) 11,6 (9,6-12,4)t 10,7 (9,5-12) 0,03
pH 7,46 (7,42-7,55) 7,36 (7,31-7,56) 7,47 (7,34-7,55) 0,17

Mediana (valor maximo — valor minimo), * teste deugkal-Wallis

O pH arterial dos receptores do grupo LFS apresatiferenca em relacédo aos
do grupo CTRL e, apesar do grupo SHUNT néo aprasédiferenca significativa entre
as medianas de pH, este apresentou uma posicéuneatiaria entre o grupo CTRL e LFS
com diferenca entre os grupos CTRL e LBS(0,02) mas nao entre o grupo CTRL e

SHUNT @ = 0,47) (Gréfico 5). Podemos observar ainda qpéiosariou pouco e de
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forma nao significativa entre os doadores. No @ntdrouve um decréscimo significativo

guando comparamos as medianas destes com a dptrese < 0,0001).

e — ==
CTRL LFS SHUNT
[ AsT [ AT

Gréfico 4 — AST e ALT dos animais receptores por grupo
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Grafico 5 — pH arterial dos animais doadores e receptores
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4.2 Resultados do Fluxo Venoso Portal

O fluxo venoso portal comparando-se todos os recepe doadores (526 + 193
mL/ minvs. 828 + 178 mL / mim,= 0,0001), foi significativamente maior nestegiiis

(Grafico 6).

1,200

1,000
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Fluxo Venoso Portal (mL/min)
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1

[ Doadores [ Receptores

Grafico 6 — Fluxo venoso portal nos doadores e receptores

Quando comparamos isoladamente receptores e deagoregrupo pudemos
perceber que houve diferenga nos grupos LFS (88@B#mL / min vs. 458 + 119 mL /
min, p = 0.0034) e SHUNT (1003 + 5,3 mL/min vs. 495 + 2@Z/min; p = 0,0031). No
grupo CTRL com doadores de mesmo peso o fluxo Igortaemelhante entre doadores

e receptores (680 = 94 mL / min vs. 630 + 79 muA,mpi> 0.4101) (Gréfico 7 e 8).
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Gréfico 7 —Fluxo venoso portal dos receptores apés o transpiem grupo em relagdo a média

(linha vermelha)
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Grafico 8 — Fluxo venoso portal por grupo, diferenca entre doesle receptores
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Para melhor caracterizar essa diferenca entre demdoreceptores utilizamos a
razao de fluxo venoso portal (rFVP). No grupo CTRIEVP se aproximou de um (0,93
+ 0,08). Nos grupos LFS (0,51 £ 0,1) e SHUNT (0,490,27) a rFVP foi

significativamente mais baixa € 0,01 ep = 0,006) que no grupo CTRL (Gréfico 9).

Razao Fluxo Venoso Portal (%)
6
1

CTRL LFS SHUNT

Grafico 9 —Razao do fluxo venoso portal por grupo

4.3 Resultados do Fluxo Arterial Hepatico

Nos grupos CTRL e LFS os receptores ndo apresentiifarenca em relacéo ao
fluxo sanguineo na artéria hepatica entre si (1558,27 mL / min vs. 146 £ 48 mL /
min, p > 0,05). (Grafico 10) No entanto, houve diferesigmificativa entre as medias
qguando incluimos o grupo SHUNT na analise, sentibségnificantemente diferente do

CTRL (p=0,02) e do LFSp(= 0,029). Quando comparamos de forma pareadaxssfl




Resultados 51

arteriais dos receptores com seus respectivos dEsmdencontramos diferencas

significativas em todos os grupos (Tabela 4).

Tabela 4 — Média do fluxo arterial hepético por grypo (mL/min)

Grupo Doador Receptor p*
CTRL 258,4 151,6 0,03
LFS 436,4 146,2 0,03
SHUNT 469,17 62,16 0,002

*Teste t de Student (doador vs. receptor)
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Gréfico 10— Fluxo arterial hepatico por grupo

4.4 Resultados da Analise Histologica
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Encontramos na tabela 5 os dados dos resultadeseméds a analise
semiquantitativa das laminas coradas em HE doogregntrole (CTRL)large-for-Size

(LFS) eshunt(SHUNT) em relacéo aos fatores necrose, inflamag@ema e esteatose.

Tabela 5- Resultado da andlise histologica

Mediana Maximo Minimo p*
Inflamacgao CTRL 1 2 1
LFS
SHUNT
Necrose CTRL
LFS
SHUNT
Edema CTRL
LFS
SHUNT 1,5
Esteatose CTRL
LFS
SHUNT
IR CTRL
LFS
SHUNT 3,5

0,06

0,29

N O B N O P W

0,10

0,14

N W O NN

0,04

o © NP DN WD W DN W NNDND®
~ N P O O O O ©O O O O O O B

* Teste de Kruskal-Wallis

O indice calculado somando-se todos os outros ardsnfoi diferente entre os
grupos mostrando a mediana do grupo LFS como aep#otesdo dos grupos CTRL e
SHUNT em intensidades semelhantes. Os demais p@aiodmado apresentaram

significancia estatistica.
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4.5 Resultados da Anélise Imunoistoquimica

Foi realizada a contagem dos nucleos de hepatOCuUddEL (+) presentes em
cinco campos aleatérios com aumento de 40 vezemienoscopio Optico e feita a
proporcdo destes em relacdo ao total de nucle@mustra. Essas proporgdes foram

comparadas entre os grupos CTRL, LFS e SHUNT covda tabela 6.

Tabela 6 — Resultado da contagem de nucleos TUNEL)(

Mediana Minimo  Maximo Média Soma p
CTRL 16 7 20 14,2 71
LFS 16 10 29 17,4 87 0,87
SHUNT 15,5 4 25 14,7 88
Total 16 4 29 15,37 246

4.6 Resultados da Analise Molecular

Os dados obtidos pela analise da quantificacadivelala expressdo génica
(valores de 22%) apds 1 hora de reperfusdo nos animais dos g@posole (CTRL),
Large-for-size(LFS) eshunt(SHUNT) pelo método do RT-PCR Real Time para cada
um dos genes estudados sdo observados na talmtaasaespectivas medias e valores
dep.

Observamos que houve aumento na expressdo do geapgptoticoBax no
grupo SHUNT quando comparado ao grupo CTRM. relacdo ao gene da IL-6, houve
um aumento significativo de sua expressao nos grup8 e SHUNTDe forma oposta,

0 gene d&NOSfoi mais expresso no grupo LFS que nos demaisogrup
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Tabela 7 —Andlise dos resultados da biologia molecular

Média p*
Bax CTRL 0,217
LFS 0,54 0,002
SHUNT 0,79t
BCL-XL CTRL 1,08
LFS 0,89 0,958
SHUNT 1,17
eNOS CTRL 0,40
LFS 1,77 0,009
SHUNT 0,17
IL-6 CTRL 4,66
LFS 16,21 0,05
SHUNT 12,69
ICAM CTRL 0,18
LFS 0,54 0,66
SHUNT 111
iNOS CTRL 0,11
LFS 0,98 0,79
SHUNT 0,61
c-fos CTRL 0,93
LFS 0,27 0.6
SHUNT 0,93
c-jun CTRL 0,42
LFS 1,03 0,78
SHUNT 0,74
CTRL 0,78
TNFx LFS 1,33 0,34
SHUNT 1,23

*ANOVA oneway com pos teste de Bonferroni

Realizamos a regressado linear univariada do resultta quantificacdo da
expressao génica como variavel dependente em falag@z ao de fluxos venosos portais
doador/receptor. Dos genes relacionados a apoptBag demonstrou uma clara relagao
com a rFVP (R= 0,32;p = 0,025) enquanto que os demais modelos n&o r@ingi

significancia estatistica (Grafico 11).
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Gréfico 11 —Grafico de pontos e modelo de regresséao lineataaa (linha vermelha) dos genes
relacionados a apoptose e da razdo de fluxos vemustais (rFVP) como variavel
independente.

A IL-6 apesar de mostrar diferenca entre os grugms foi possivel verificar
matematicamente sua relagdo com a reducdo do Vemaso portal no receptor {R
0,16;p = 0,123) provavelmente devido a presenca dedaldigrs (Grafico 12).

A eNOS apesar de apresentar uma tendéncia a sarreailm a melhora da rFVP
ndo atingiu significancia estatistica no modelaeagntado (R= 0,14;p = 0,056). No
entanto, quando realizado a comparacéao entre pegro eNOS foi significantemente
mais elevado no grupo LFS em comparacdo aos ddmais0,009). A iINOS né&o
apresentou as mesmas caracteristicas da sua aeakbgizlial e seguiu sem diferenca

entre 0s grupos e sem uma tendéncia clara de oetagd o fluxo venoso portal (Grafico




Resultados 56

13 e 14). Nas demais variaveis a inclinacdo daacdos TNFe. também apresentou

significancia estatistica {R 0,23;p = 0,024). (Gréfico 14)
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4
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Gréfico 12 —Gréfico de pontos e modelo de regressao lineatagjoglinha vermelha) do gene
da IL-6 e da razao de fluxos venosos portais (rRddPo variavel independente.
Outliers marcados com seta.
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Gréfico 13 —Intensidade da expressdo dos genes relacionadosacfio do Oxido Nitrico.
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Gréfico 14 —Graéfico de pontos e modelo de regressao lineatagioglinha vermelha) dos genes
eNOS (endotelial nitric oxide synthase), INOS (iciile nitric oxide synthase),
ICAM (intercellular adhesion molecule/CD54), TNFe da razdo de fluxos
venosos portais (rFVP) como variavel independente.
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Na maioria dos grandes centros a principal indicadd transplante hepatico
pediatrico € a atresia de vias biliares, condig#® a@pstuma evoluir no curso da doenca
com hipoplasia da veia porta, culminando em troralgansformacdo cavernomatosa
ou fluxo hepatofugal, o que torna o transplanteatiep pediatrico um desafio
tecnicamente mais dificil e muitas vezes mais naarpior si s6(40).

A realizacao de transplantes em criancas com desgp&o entre o receptor e 0
tamanho do enxerto, ou seja, com indice de pesfigddo sobre peso de receptor
(GBWR) maior do que 4%, vem crescendo ao longoetiapb. Na medida em que
conseguimos melhorar os resultados dos métodosigiertes e cada vez mais
transplantar criancas menores, com menos idad®a ed@enca hepatica ainda sob relativo
controle. O viés desta tendéncia € o desafio téarcse adequar enxertos tdo pequenos
e realizar anastomoses em vasos de calibres ot

Um dos sinais apresentados por essa tendénciasppéisto no aparecimento de
inmeros trabalhos na ultima década mostrando englek/imento técnico e as formas
de se implantar enxertos de segmento lateral edguerduzido, monosegmentos
hepaticos e segmentos hiper-reduzidos(41-44). Estbalhos sao relatos e séries de
casos de transplantes com enxerto muito reduzidde @&do implantados um Unico
segmento hepético na cavidade abdominal do receggoalmente o segmento Il ou
111(45, 46).

Apesar de descrito como de facil execugédo, existamequéncias em se ter duas
areas cruentas no caso de enxertos do segmergortih maior chance de sangramentos
e de vazamentos de bile. Ja no preparo dos enxa@etaseegmento Il as potenciais
complicagfes sdo devidas a necessidade de dissbxpa@aiculo hepatico na bifurcacao
dos segmentos Il e Il acarretando um potenciabggnico maior. Independente das

dificuldades técnicas ainda ndo se pode comparaesdtados a longo prazo e a
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morbidade desses pacientes com 0s pacientes geigeram enxertos com tamanho
adequado ou acima de 4%, de maneira que aindaes&ssarias maiores evidéncias
clinicas em uma escala maior para se tornaremaleotiseiro nos lactentes e escolares.

O baixo fluxo portal contribui para piorar a repsdo da microvasculatura
hepatica apds o transplante e aumenta a chanaerdbose do mesmo(47, 48). Tal
problema € ainda mais pronunciado no figéatge-for-size que possui uma maior
demanda metabdlica. Desta forma, em adicéo a datares, como a lesédo de isquemia-
reperfusao e a sindrome compartimental abdominagbck pelo edema e efeito de massa
do 6rgao grande na cavidade abdominal pequenaxo flortal diminuido s6 agrava a
situacao e contribui para um resultado pior nosjpéante(49, 50).

Além da regulacéo classica do fluxo, isto € umae@asstricio em resposta a
queda de pressao no compartimento arterial, o tmesial hepatico apresenta, de forma
peculiar, variacdes em reposta ao fluxo venos@peftito este conhecido com resposta
tampao da artéria hepéticagpatic Artery Buffer ResponseHABR), ou seja, pode
ocorrer vasoconstricdo ou vasodilatacdo no teioitdrigado pela artéria hepéatica em
resposta a um baixo fluxo venoso portal(7, 51).

A boa adequacgdo entre a quantidade de parénquip#idte implantada e a
guantidade de fluxo venoso e arterial que se teneceptor tem importancia imediata e
tardia. Pratschket al, identificaram a importancia da hemodinadmica hepatiara o
resultado do transplante. O baixo fluxo na artdrepatica € um fator de risco
independente para ndo funcionamento primério deréme fluxo venoso portal < 1300
mL/min na analise univariada se mostrou como fdg¢atisco para maior chance de perda
do enxerto(52).

Apesar das evidéncias em contrario, alguns autmmeslitam que os efeitos do

large-for-sizesdo imediatos e totalmente dependentes da relag@mnho do enxertes.
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tamanho da cavidade (continente/contetdo), e @de@uacdo do tamanho do enxerto as
caracteristicas do receptor pode ser colocada empat@mar secundario no transplante
hepatico. Schulzet al, relataram uma série de casos na qual ndo ha rdikeneas
complicacbes pés-operatdrias quando comparadossatados dos transplantesge-
for-sizecom os das criancas que recebiam enxertos de hanaalequado sugerindo que
os transplantes com enxertos monosegmentares refevantes. No entanto, o foco
daquele estudo foi avaliar as complicacbes vaseslarbiliares precoces, perfuracdes
intestinais e tempo de internacdo poés-transplabte(Rldao foram avaliadas as
consequéncias da leséo de isquemia-reperfusacmsessultados de transplante a longo
prazo. Neste sentido, Kiuchkt al, identificaram uma elevacao significativa nos rgvei
séricos de AST no periodo pos-transplante precacemaior indice de perda do enxerto
nos transplantes em que o GBWR ultrapassava 5%e Nesmo trabalho foi encontrada
uma maior chance de rejeicdo aguda no primeiropggsransplante dessas criancas. O
autor sugeriu como hipétese que a grande quantidadeélulas apresentadoras de
antigenos poderiam ativar o sistema imunoldgiceedeptor com maior facilidade(8).

Existe descricdo de um modelo que usa o indiceuparficie corpdrea entre
doador e receptor como um preditor de transplamall-for-sizeou large-for-size.
Apesar de so terem sido incluidos receptores ajuliste amplo estudo com mais de
20.000 casos mostrou um maior indice de perda deriene de mortalidade em
receptores de um figado pequeno ou grande demats{h3

Um grande estudo populacional realizado com o batealados do UNOS
(United Network for Organ Sharifginstituicdo que coordena a procura de 0rgdos nos
Estados Unidos da América, coletou dados referentedos os transplantes realizados
em criangas com peso inferior a 5kg no periodoudeboo de 1987 a maio de 2008 e

demonstrou através de curvas de sobrevida que dicesnde perda de enxerto e
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mortalidade foram maiores neste grupo de criangaseeapesar destes numeros, esses
indices estdo melhorando ao longo das décadasoBimrapartida a este estudo, Chung
et al, analisaram os resultados de seu servico em Hong Ka China de 1993 a 2011 e
mostraram que os 113 pacientes que foram tranagiasmcom menos de 6 kg foram os
que tiveram menores taxas de mortalidade e de\sdardentre todas as faixas de peso
pediatricas estipuladas no estudo alertando queso porporal do recipiente nédo é
relevante para o desfecho do transplante hepaticomplicacdes relacionadas(20, 55).
O que nao foi levado em conta em ambos os trabédih@sadequacdo do tamanho do
enxerto ao tamanho do receptor o que provavelnpaderia explicar esta disparidade
de achados em trabalhos com amostras tdo substadeigpacientes com baixo peso
corporeo.

Fica claro, portanto, que apesar do paciente pexdiaestar presente no
desenvolvimento do transplante desde o primeirogglinento realizado até os dias de
hoje onde o transplante hepético € realizado emdgrascala, ainda existe muito a se
avancar sobre a adequacao do enxertdarde-for-sizee, como causa disso, poderiamos
citar o pequeno numero de pacientes com menos dey Ifue sado transplantados
anualmente e a multiplicidade de tipos e técnieasahsplantes que podem ser realizados
nesses pacientes as vezes tornando dificil a cagi@entre os grupos existentes no
mundo.

Apesar de ndo ser observada insuficiéncia hepatisaransplantelarge-for-
size,como é observado nos transplargesll-for-size o transplante com figado grande
parece ter um espectro mais complexo de conse@sémge poderiam ser divididas em
2 fases. A fase inicial é definida pelo efeito nrméc@ do enxerto grande na pressao intra-
abdominal. Esta hipertensdo abdominal e, em algumsiisacdes, sindrome

compartimental abdominal leva a obstrucdo da vava @ fluxo portal diminuido que
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parece exacerbar a lesdo de isquemia-reperfusdodaénsuficiéncia renal pelo baixo
fluxo renal com consequente retencéo de liquidake dprma ciclica, piora da pressao
intra-abdominal culminando em casos extremos naosecmacica do enxerto,
insuficiéncia respiratoria, acidose e morte(56sdssfen6menos precoces da sindrome
large-for-sizeparecem ser atenuados ou até extinguidos pelatemgdio da cavidade
abdominal aberta no periodo pos-operatorio. O sbgpariodo parece ser caracterizado
pelas consequéncias tardias da lesdo de isquep@Husio exacerbada previamente
descritas, levando a necrose e reabsorcdo do emeeda massa de hepatécitos. Tal
fendbmeno contribuiria para os maiores indices gcéo celular aguda, complicacdes
biliares, rejeicao cronica, retransplante e pesdarkerto a longo prazo. Apesar de dados
irregulares mostrarem isso, ainda ndo se podeedstat uma relacdo causal somente
com o tamanho do enxerto sem se levar em contequadao do aporte sanguineo do
receptor a massa de hepatocitos a ser implantadia guadro clinico do paciente
previamente ao transplante. Apesar de parecer @odama massa de 100 g de figado
submetida a um fluxo de 120 mL / min em um deteachindoador — somando-se o fluxo
venoso portal e arterial hepéatico — devera ser stilma este mesmo aporte sanguineo
no receptor isto nem sempre € possivel do pontwista do transplante hepatico
pediatrico e determinar o limite aceitdvel que dmai 0 dano para o paciente e
mecanismos de reverséo ou atenuacéo desses daaasede caminho a ser seguido.
Para caracterizar o modelo como representativougoogorre no cotidiano do
transplante hepatico pediatrico utilizamos um modeh grandes animais seguindo a
linha de pesquisa ja existente em nosso grupo.idimente foi descrito um modelo
porcino de transplante hepatico LFS usado paradastas alteracbes que ocorriam
precocemente nos enxertos grandes e seus receptests modelo, estudou-se também

os efeitos imediatos do pré-condicionamento isqoémo transplante LFS por meio de
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meétodos histolégicos, bioquimicos e molecularessimAs utilizamos a experiéncia
anterior e a aperfeicoamos de acordo com outragici@ss que também simplificavam
0 método de transplante hepatico em grandes anenaigilizamos para acessar as fases
precoces da lesdo de isquemia-reperfusdo em teaumtsp(22, 38).

Com excecdo do peso e da hemoglobina os demaim¢and dos doadores
mostraram-se homogéneos entre os grupos. Os rdeelemoglobina menores nos
doadores do grupo CTRL ¢é justificado por essesasiterem sido recém-desmamados,
passando pela fase da anemia que ocorre devid@aagegcrescimento somatico e baixa
biodisponibilidade do ferro da dieta além da desliw da hemoglobina fetal e sua
substituicdo pela forma adulta. O peso signifieatiente maior nos grupos LFS e
SHUNT se refletiu em maiores enxertos nestes gropo® mostra o Grafico 10. Devido
a isso, o0 GBWR foi significativamente maior e apregsu uma relacdo diretamente
proporcional com o peso do enxerto (Grafico 11yagindo que animais maiores
forneceram enxertos maiores para seus receptores.

Os valores calculados dos parametros metabolicpatines ndo alcancaram
diferenca entre os grupos, mas € possivel obsgmeahouve uma tendéncia de melhor
oferta de @ (DO2H) para os enxertos do grupo CTRL quando coampas com 0S
demais (Tabela 3). No grupo SHUNT o contetdo pal¢aly mostrou-se menor que 0s
demais grupos talvez devido a parte do fluxo sareguvinda da veia cava inferior com
baixa presséao parcial de.@ pH significativamente mais baixo no grupo LR&ffexo
da mé perfuséao tecidual e do choque mantido pitaldiade em se perfundir e recuperar
da fase anepatica.

Observamos que os grupos LFS e SHUNT apresentaranteindéncia a maiores
niveis de AST no entanto sem significancia estedisgtntre os grupos (Tabela 3). No

entanto, existe uma diferenca significante entrenégias de AST dos grupos CTRL e
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LFS. A ALT por ser liberada mais tardiamente ap@ssalto hepatocitario manteve-se
com valores indistinguiveis entre os grupos. O SHUldreceu apaziguar alguns dos
efeitos deletérios, evidenciando valores internremidentre o grupo controle e grupo
LFS, porém todos sem significancia do ponto deastatistico. O aumento efémero do
fluxo portal obtido com shuntpode ter sido responsavel por explicar esta texnaén
observada, uma vez que, pelo menos temporariam@rieeguiu perfundir melhor o

enxerto recém implantado.

Como era esperado o fluxo venoso portal foi maisrshoadores em comparagao
com 0s receptores uma vez que este ultimo foidfeqpds 1 hora do choque que ocorria
durante o clampeamento da veia cava inferior e aalales com o animal recém
anestesiado (Grafico 14). No entanto, quando ccoenpas grupo a grupo, o CTRL néo
mostrou diferenca entre os doadores e receptoggBto 0Ss demais grupos obtiveram
valores muito diferentes dos aferidos em seus céspe doadores. A analise
fluxométrica apds 1 hora da reperfusdo demonstma queda significativa no fluxo
venoso portal nos receptores dos transplantes bFelacdo aos do grupo controle e a
presenca dshuntndo foi capaz de reverter esta reducdo. Quandsa@mas a razao de
fluxos receptores/doadores vemos qeéunttambém néo foi capaz de melhorar o fluxo
venoso portal do receptor frente ao doador (Gréfi€o O rFVP do grupo CTRL ficou
significativamente mais alto e proximo a um, sigaiido que em média os receptores
do grupo CTRL mostraram fluxo venoso portal de @ele 90% dos observados em seus
respectivos doadores. Existem consequéncias ststémanosas para 0 organismo como
um todo quando diminuimos o retorno venoso atral@yeia cava com intuito de
direcionarmos o fluxo sanguineo em direcaslante consequentemente em direcdo a

veia porta. Nos suinos a dependéncia do retornusweetta cava inferior € uma das causas
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que dificultam tecnicamente o0 uso desta espécie expgrimentos de transplante
hepatico(57).

Desta forma, o que observamos € que, apesar @ent@st direcionar o fluxo da
veia cava inferior para a veia porta atravéssllontcom obstrucdo da cava acima do
mesmo, ndo conseguimos aumentar o fluxo portal @digado desproporcionalmente
grande apos 1 hora da reperfusdo. No entanto, quaridixo era aferido logo apos a
reperfusdo do 6rgao havia um aumento ndo mantifloxtmportal. Assim, talvez devido
a grande complacéncia do sistema venoso, seguiaisprogressivo represamento e
congestdo do sangue em territorio sistémico e nésem com queda do fluxo para a
veia porta caia ao longo do tempo e apos 1 haa gpresentava em niveis semelhantes
ao do grupo LFS e em alguns casos até menor. Rbmesinte, 0 aumento efémero do
fluxo portal possa ter sido responsavel pela agfimjaao menos parcial, da lesao
histolégica, pois a intensidade das alteracdes dyuatonsideradas em conjunto
(inflamacéo, necrose, edema e esteatose) foi maigrupo LFS que no controle e no
SHUNT.

O fluxo arterial hepéatico foi significativamente mog nos receptores de uma
maneira geral e no grupo SHUNT em comparacéo codewmis. Acreditamos que 0
represamento do sangue no territdrio venoso da aeeia inferior deva ter sido o
responsavel pela diminuicdo do retorno venoso,taétsrdiaco e portanto de fluxo
arterial hepatico no grupo SHUNT. (Grafico 18).

Talvez, se o intervalo de tempo de observacdo péstdria fosse mais
prolongado, as diferencas entre os grupos contrdlES pudessem ser mais nitidas e
consistentes, podendo serem evidenciadas diferesgiasisticamente significantes,
como no caso da contagem de hepatécitos TUNELiyositgue ndo mostrou diferenca

entre a quantidade de células apoptdticas noedis grupos.
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A lesado de isquemia-reperfuséo é a principal cdasdisfuncéo primaria apos o
transplante e contribui para a diminuicao de tedgsobrevida do enxerto e do receptor.
Assim, a identificacdo de fatores que possam awnenkeséao tecidual e medidas que
possam atenua-la sdo essenciais para a melhorabdavida apos o transplante
hepatico(58). Na lesao de isquemia-reperfusao,réerselular se da pelos processos de
necrose e apoptose. Sabe-se que o processo dessapnt morte celular programada, €
o resultado entre o balanco da expressao de geiep@ptoticos e anti-apoptoticos. Em
nosso estudo, observamos que houve aumento nasdpreéo gene pro-apoptotiBax
nos grupos com figaddarge-for-size mostrando uma tendéncia a maior lesao
hepatocelular nestes transplantes. No grupo SHUNiVdrmaior expressao deste gene
do que no grupo LFS, contribuindo para a hipétesgué cshuntndo conseguiu diminuir
0 processo de apoptose nos hepatodcitos do orgamgescionalmente grande.

A interleucina-6 (IL-6) é uma potente molécula prffamatoéria envolvida nas
fases iniciais da regeneracdo hepatica, cuja esqwesdeflagrada nas fases precoces no
processo de isquemia-reperfusdo. Trabalhos em owdeimais demall-for-sizetém
relacionado a intensidade da expressao desta nel&mm a intensidade dos efeitos do
alto fluxo portal de maneira que o alto fluxo bleguseus efeitos nos sitios de acéo
intensificando sua producdo e bloqueando o procesgenerativo que ocorre
normalmente no pds operatoério do transplante heds, 59). Assim sendo o aumento
na intensidade da expresséo do gene da IL-6 nos osss graves darge-for-sizepode
estar relacionado a um maior bloqueio na sua atidegenerativa pelo hipofluxo portal
de maneira semelhante a sindrosmeall-for-size.E interessante ainda notar que no
presente trabalho esta molécula esteve relaciodadaaneira proporcional mas nao
estatisticamente significativa com melhores fluxaenosos portais no receptor e

melhores razGes de fluxo doador/receptor (rFVP).
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Varios modelos animais em ratos demostraram quelo aitrico sintetizado pela
eNOS (oxido-nitrico sintetase endotelial) tem urmitef protetor contra a lesdo de
isquemia-reperfusao(37). O oxido nitrico derivadoetlOS melhora a microcirculagéo
e diminui os indices de apoptose ap0s o transplaapatico em ratos. O aumento da
expressdo de eNOS no grupo LFS pode corresponden enecanismo protetor do
organismo no sentido de amenizar a leséo de isqu@&perfusdo mais acentuada neste
grupo. A expressédo deste gene também manteve lasgaageroporcional com a razao
de fluxos venosos portais. A influéncia sttuntna baixa expressédo da eNOS no grupo
SHUNT é discutivel uma vez que o mesmo néo foizdpaaumentar significativamente
o fluxo venoso portal. E possivel ainda, que existatros mecanismos pelo quaunt
mesentéricocava possa proteger o figado dos etkttesdo de isquemia e reperfuséo.

Como limita¢des do presente estudo podemos inzlidmpo de observacéo dos
animais no pos operatorio o que pode ser implieadaliferencas pouco significativas
ou inexistentes em aspectos que ocorrem mais taedi®@ na lesdo de isquemia e
reperfusdo hepdatica. Devido a complexidade dosedioentos, as perdas relacionadas
aos Obitos dos receptores e baseados em outrakhtralgla literatura, estabelecemos uma
amostra de 5 a 6 transplantes por grupo. Possinédyse 0 nUmero de animais por grupo
fosse maior, encontrariamos diferencas estatiséingensignificantes na analise dos
genes de expressédo imediata (c-fos e c-jun, cugn@a coordena 0s processos de
regeneracao e apoptose apoés a lesdo de isquerarfusdo), do gene das moléculas de
adesdo (precocemente expressas apoOs a isquemifarséapy da INOS (6xido-nitrico
sintetase induzivel, produtora de o6xido nitrico ameis deletérios) e do TNé-
(importante citocina pré-inflamatéria).

No entanto, nas condicfes da presente pesquisanesconcluir que, no modelo

de transplantéarge-for-sizeporcino, a colocacdo de um figado desproporciogiaien
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grande leva a um hipofluxo portal relativo, ou sajgesar de normal para o tamanho do
receptor ele € insuficiente para o enxerto recéptantado, e isto pode estar relacionado
a um maior dano hepatocitario com acentuacdo @ lds isquemia-reperfusédo. A
presenca de urshuntentre a veia cava e a veia porta, tentando dimacio fluxo da
circulacao sistémica para a portal ndo conseguieatar o influxo de sangue para o
figado desproporcionalmente grande de forma def@iNo entanto, um fugaz aumento
do influxo portal pode ser responsavel por umausteio parcial das lesdes relacionadas

ao transplant&arge-for-size
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O presente estudo foi capaz de:

Caracterizar as relagcbes fluxométricas encontradasodelolarge-
for-sizeporcino. Foi demonstrada uma diferenca expressinge 0s
fluxos sanguineos que adentram o figado no gruptrate quando
comparado aos demais grupos, mostrando que refaite e em
algumas situacdes ocorre hipofluxo para o enxeramdo o mesmo €&

demasiadamente grande para o receptor.

Constatar que do ponto de vista histolégico a léséidual foi mais
intensa nos experimentos que apresentaram mexonf&noso portal
— absoluto ou relativo. Na fase aguda desta le§@ofai possivel
transpor essa mesma observacdo quando utilizamparametro
imunohistoquimico. O baixo fluxo venoso portal ¢apaz de alterar a
medida dos niveis de algumas interleucinas inflariest e da aspartato
aminotransferase. Essas alteracdes mostraram propaliidade com

a diferenca do fluxo venoso portal do doador eptece

Identificar que a modulacao do fluxo venoso panéd foi capaz de
reverter as lesdes agudas, ap0s 1h de observagéopogrreram
quando implantamos um figadarge-for-size As repercussdes
negativas causadas pela diminui¢cdo do retorno wvemas flui através
da veia cava inferior tentando direciona-lo no isentla veia porta e

do enxerto recém implantado sao maiores que o ioemetasionado
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pelo aumento do fluxo venoso portal. Esses efai@gativos do
choque parecem ser 0s responsaveis por um desemnpentdesses
animais frente ao insulto ocasionando consequemitemesdo de
isquemia e reperfusédo hepatica semelhante e algeemas pior que o

grupo LFS.
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Anexo A - Aprovacédo CEUA — CEP — FMUSP

P LW S %
MEDICINA
CSP

COMITE DE ETICA EM PESQUISA

APROVACAO

0O Coordenador da CEUA do Comité de Etica em Pesquisa da
Faculdade de Medicina da Universidade de Sdo Paulo, em 30.05.2012, apods
atendimento a diligéncia encaminhada APROVOU ad-referendum o Protocolo
de Pesquisa n° 123/12 intitulado: "TRANSPLANTE HEPATICO “LARGE
FOR SIZE” PORCINO COM MANIPULAC,AO DO FLUXO VENOSO
PORTAL: UM ESTUDO HEMODINAMICO, HISTOLOGICO E
BIOMOLECULAR" que utilizara 60 porcos, apresentado pelo

Departamento de Cirurgia.

Cabe ao pesquisador elaborar e apresentar ao CEP-FMUSP, o
relatério final sobre a pesquisa, ( Lei Procedimentos para o Uso Cientifico de

Animais - Lei No 11.794 -8 de outubro de 2008).

Pesquisador (a) Responsavel: Ana Cristina Aoun Tannuri

Pesquisador (a) Executante: Daniel de Albuquerque Rangel Moreira

CEP-FMUSP, 30 de maio de 2012.

e ——

o ——

Dr. Eduardo Pompeu
Coordenador
Comisséo de Etica no Uso de Animais

Prof. Dr.Roger Chammas
Coordenador
Comité de Etica em Pesquisa

Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de Medicina da Universidade de Sao Paulo
Av. Dr. Arnaldo , 455 — Instituto Oscar Freire 1° andar CEP 01246903 — Fone : 3061-8004
mail: cep.fmusp@hcnet.usp.br
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Anexo B— Tabela de campo

ExperimentoN ° Data:

Doador Receptor

Sexo: Sexo:

Peso Animal: Peso Animal:
Peso Enxerto: Peso Explante:
Dados,do,Transplante: Clamp do Doador:

Clamp do Receptor:
Revasculariza¢éo da Porta:
TGO/TGP:
DOADOR
FLUXOS,E,PRESSOES
FAH
FVP
PAM
PVP
PVH

GASOMETRIA,ARTERIAL
Ph

BIC

PCO2

PaO2

Lactato

Sp02

GASOMETRIA,PORTAL
Ph

BIC

PCO2

PaO2

Lactato

Sp0O2

GASOMETRIA,V.,HEPATICA
Ph

BIC

PCO2

PaO2

Lactato

SpO2

Revasc. Cava Inf.:
Revasc. Art.:
Lig. Infundido.:

RECEPTOR
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Anexo C — Dados experimentais

Tabela C1- Fluxos e pressdes aferidos no grupo control&(QGT

FAH FVP PAM PVP PVH

1 Doador 113 720 76 13 12
Receptor 90 630 63 13 12

5 Doador 378 590 64 15 14
Receptor 103 490 64 16 13

3 Doador 330 780 63 13 12
Receptor 230 750 81 15 13
4 Doador 255 610 63 12 11
Receptor 155 630 58 13 9
5 Doador 216 710 59 13 12
Receptor 180 670 64 12 10

FAH — fluxo da artéria hepatica (mL/min), FVP —ftuda veia porta (mL/min), PAM — presséao arterial
média (mmHg), PVP — presséo na veia porta (mmHgi P presséo na veia hepatica (mmHg)

Tabela C2- Fluxos e pressodes aferidos no grupoge-for-SizgLFS)

FAH FVP PAM PVP PVH

1 Doador 310 1150 73 12 11
Receptor 189 480 52 8 6

5 Doador 318 900 74 10 8
Receptor 110 630 55 15 13
3 Doador 460 850 89 13 12
Receptor 120 390 64 5 3
4 Doador 800 970 83 14 10
Receptor 105 480 57 13 9

5 Doador 294 590 72 13 11
Receptor 207 310 76 10 9

FAH — fluxo da artéria hepatica (mL/min), FVP —ftuda veia porta (mL/min), PAM — presséao arterial
média (mmHg), PVP — presséo na veia porta (mmHgh| P pressdo na veia hepatica (mmHg)

Tabela C3- Fluxos e pressdes aferidos no grupo SHUNT

FAH FVP PAM PVP PVH

1 Doador 440 1000 63 7 7
Receptor 70 460 40 9 7

5 Doador 700 1000 92 12 12
Receptor 90 350 47 9 7

3 Doador 255 1000 72 15 13
Receptor 85 550 58 14 11
4 Doador 510 1000 72 6 4
Receptor 11 1000 60 13 7

5 Doador 510 1020 76 6 4
Receptor 36 430 65 12 7




Anexos 77

Doador 400 1000 79 12 11
Receptor 80 180 48 9 4

FAH — fluxo da artéria hepatica (mL/min), FVP —xituda veia porta (mL/min), PAM — pressao arterial
média (mmHg), PVP — presséo na veia porta (mmHgh| P pressdo na veia hepatica (mmHg)

Tabela C4— Gasometria arterial no grupo controle (CTRL)

pH BIC PCQ PG SO Hb
1 Doador 7,463 26,4 37,4 426 100 10,2
Receptor 7,264 21,6 49,5 153 99,3 13,4
5 Doador 7,42 25,2 39,3 407 99,4 8,8
Receptor 7,242 15,2 36,6 282 100 9,7
3 Doador 7,551 21 24 321 100 9,3
Receptor 7,398 21,3 35,4 204 100 13,4
4 Doador 7,462 25,4 36 363 100 9,5
Receptor 7,228 14,2 35,3 141 99,3 12,9
5 Doador 7,437 25,7 38,8 356 99,9 9,3
Receptor 7,355 18,2 33,4 219 100 11,5

pH — Potencial de Hidrogénio, BIC — lon bicarbon@mnol/L), PCQ — Press&o parcial de gas carbonico
(mmHg), PQ — Pressao parcial de oxigénio, SOSaturacdo de oxigénio (%)

Tabela C5- Gasometria arterial no gruparge-for-SizgLFS)

pH BIC PCQ PG SOG Hb
1 Doador 7,365 29,4 52,7 346 100 12,4
Receptor 7,188 19,3 52,9 224 100 13,8
5 Doador 7,434 27,7 42,1 214 99,5 10,2
Receptor 7,13 18,9 59,4 199 99,7 12,8
3 Doador 7,368 26,7 47,5 380 100 11,7
Receptor 7,076 15,4 55 183 99,6 14,4
4 Doador 7,314 24,6 49,8 165 98,8 11,6
Receptor 7,189 15,8 43,1 195 99,3 14,3
5 Doador 7,56 23,9 26,6 415 99,9 9,6
Receptor 7,217 18,8 47,9 152 99,2 14,9

pH — Potencial de Hidrogénio, BIC — lon bicarbon@mnol/L), PCQ — Press&o parcial de gas carbdnico
(mmHg), PQ — Pressao parcial de oxigénio, SOSaturacdo de oxigénio (%)

Tabela C6- Gasometria arterial no grupo SHUNT

pH BIC PCQ PO SO Hb
1 Doador 7,55 26,4 30,4 213 100 9,5
Receptor 7,22 16,1 40,9 164 99,6 10,7
2 Doador 7,47 29,2 40,6 254 100 12
Receptor 7,23 13,4 33,3 195 99,9 10
3 Doador 7,48 33,6 45,8 208 99,8 10,4

Receptor 7,21 16,1 41,5 156 99,5 13,2
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4  Doador 7,45 27,8 40,4 157 100 11,6
Receptor 7,36 22,9 42 137 99,4 13,1
5 Doador 7,52 30,1 37,2 183 100 11
Receptor 7,38 28,1 48,5 116 98,8 14,9
6 Doador 7,34 19,5 37,3 168 99,8 10,2
Receptor 7,13 16,5 51,7 111 96,8 13,8

pH — Potencial de Hidrogénio, BIC — lon bicarbon@mnol/L), PCQ — Press&o parcial de gas carbonico
(mmHg), PQ — Presséo parcial de oxigénio, SOSaturacdo de oxigénio (%)

Tabela C7- Gasometria portal no grupo controle (CTRL)

pH BIC PCQ PG SO Hb
1 Doador 7,396 28,4 47,2 54 77,2 10,4
Receptor 7,151 25,3 75,5 47,2 57,5 13,3
5 Doador 7,349 27,1 50,5 58,8 82 9,1
Receptor 7,154 17,7 52,6 50,7 60,5 10,2
3 Doador 7,428 23,2 35,7 48,1 73,1 9,5
Receptor 7,315 24,5 49,5 51,5 68,8 13,1
4 Doador 7,361 27,8 50,4 40,3 57,1 9,8
Receptor 7,129 17 53,7 49,1 56,3 13,3
5 Doador 7,34 28 53,2 44,2 61,6 9,5
Receptor 7,294 20,3 43,1 49,1 67,6 11,7

pH — Potencial de Hidrogénio, BIC — lon bicarbon@mol/L), PCQ — Press&o parcial de gas carbonico
(mmHg), PQ — Presséo parcial de oxigénio, SOSaturacio de oxigénio (%)

Tabela C8- Gasometria portal no grup@arge-for-SizgLFS)

pH BIC PCQ PG SO Hb
1 Doador 7,351 29,9 55,5 69,4 88,9 12,5
Receptor 7,097 22,3 75,7 49,8 55,1 13,9
5 Doador 7,38 30 51,8 44,1 67,3 10,2
Receptor 7,107 22 73 46,3 52 13
3 Doador 7,321 28,3 56,5 48 74,9 11,7
Receptor 7,001 18,9 80,6 56,6 59,9 14,8
4 Doador 7,242 25,9 62,4 55,8 74 11,2
Receptor 7,104 18,4 61,4 50,4 61,8 14,8
5 Doador 7,454 26,6 38,4 44 69,2 11,2
Receptor 7,109 21,9 72,2 45,1 64 15,7

pH — Potencial de Hidrogénio, BIC — lon bicarbon@mol/L), PCQ — Press&o parcial de gas carbonico
(mmHg), PQ — Presséo parcial de oxigénio, SOSaturacao de oxigénio (%)

Tabela C9- Gasometria portal no grupo SHUNT
pH BIC PCQ PG SO& Hb
Doador 7,45 29 42,6 40,1 59,7 9,5
Receptor 7,11 20,7 67,5 37,4 34 12,1
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5 Doador 7,41 30,6 48,8 47 67,5 10,4
Receptor 7,16 15,6 45 56,1 67,4 11,6
3 Doador 7,44 31,3 46,8 57,9 83,6 9
Receptor 7,14 18,5 57,2 58,4 70,1 13,2
4 Doador 7,42 30,4 48,1 48,3 73,6 11,1
Receptor 7,28 25 55 49,8 68,3 13,1
5 Doador 7,39 33,7 56,7 36,2 53,7 10,8
Receptor 7,31 31,9 65,2 31,3 351 15,3
5 Doador 7,32 23 45,3 53,9 79,8 9,6
Receptor 7,1 21,1 70,3 44,6 45,7 13,7

pH — Potencial de Hidrogénio, BIC — lon bicarbon@mnol/L), PCQ — Press&o parcial de gas carbdnico
(mmHg), PQ — Presséo parcial de oxigénio, SOSaturacao de oxigénio (%)

Tabela C10- Gasometria hepatica no grupo controle (CTRL)

pH BIC PCQ PG SO Hb
1 Doador 7,407 27,3 442 38,8 54,2 10,2
Receptor 7,173 26,5 75,1 29,9 26,6 13,7
5 Doador 7,361 27 49 49,1 72,7 9
Receptor 7,176 18,3 51,7 44,9 52,8 10
3 Doador 7,5 23,1 29,8 46,6 75,1 9,2
Receptor 7,321 23,2 46,2 37,8 44,9 12,2
4 Doador 7,409 28 45 31,3 42 9,8
Receptor 7,154 18,6 55 33,7 30,4 13,3
5 Doador 7,371 28,4 50,1 39,8 55,3 9,2
Receptor 7,284 21,1 46 33,9 38,4 11,7

pH — Potencial de Hidrogénio, BIC — lon bicarbon@mnol/L), PCQ — Press&o parcial de gas carbdnico
(mmHg), PQ — Pressao parcial de oxigénio, SOSaturacdo de oxigénio (%)

Tabela C11- Gasometria hepatica no grulparge-for-SizgLFS)

pH BIC PCQ PG SOG Hb
1 Doador 7,343 29,8 56,4 49,3 71,7 12
Receptor 7,099 23 77,6 28,9 19,2 13,5
5 Doador 7,23 27,8 68,7 33,6 37 11,4
Receptor 7,042 22,4 86,5 27,8 17,9 12,1
3 Doador 7,355 27,6 50,6 51,3 68,7 11,5
Receptor 6,991 19,9 86,7 43,2 36,3 14,7
4 Doador 7,257 25,7 59,7 49,1 66,9 10,9
Receptor 7,099 20,3 68,6 37 33,5 14,2
5 Doador 7,474 27 37,2 34,5 52,1 11,9
Receptor 7,037 23,9 93,5 15,1 48,5 15,2

pH — Potencial de Hidrogénio, BIC — lon bicarbon@mnol/L), PCQ — Press&o parcial de gas carbdnico
(mmHg), PQ — Pressao parcial de oxigénio, SOSaturacdo de oxigénio (%)
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Tabela C12- Gasometria hepatica no grupo SHUNT

pH BIC PCQ PO SO Hb

1 Doador 7,49 29,4 38,7 33,4 48,1 9,5
Receptor 7,1 21,6 72,8 24,2 12,1 11,8
5 Doador 7,44 27,7 41 46,6 69,3 9,1
Receptor 7,18 16,8 a7 30,3 24,5 10,9
3 Doador 7,45 34,4 50,5 40,6 62,2 8,9
Receptor 7,15 19,3 57,3 43,8 47,9 13
4 Doador 7,43 29,1 44,5 46,8 73,2 11,3
Receptor 7,29 22 46,9 38,4 48,5 12
5 Doador 7,47 32,1 44,6 48,9 66 11
Receptor 7,3 33,7 70,7 19,1 11,5 14,8
5 Doador 7,31 22 45 53,5 63 10,6
Receptor 7,07 22,1 78,7 38,2 34,7 14,7

pH — Potencial de Hidrogénio, BIC — lon bicarbon@mol/L), PCQ — Press&o parcial de gas carbonico

(mmHg), PQ — Pressao parcial de oxigénio, SOSaturacdo de oxigénio (%)

Tabela C13 Peso (g) total e do enxerto dos animais no gogpdrole (CTRL)

Peso total Peso enxerto GBWR

1 Doador 30500 990

Receptor 30200 990 3,28
5 Doador 17500 610

Receptor 17000 610 3,59
3 Doador 19500 650

Receptor 21500 650 3,02
4 Doador 18200 680

Receptor 19200 680 3,54
5 Doador 18200 690

Receptor 20000 690 3,45

GBWR —graft to body weight ratio

Tabela C14- Peso (g) total e do enxerto dos animais no gtigpge-for-SizgLFS)

Peso total Peso enxerto GBWR

1 Doador 88000 1960

Receptor 38000 1960 5,16
5 Doador 41500 1195

Receptor 29500 1195 4,05
3 Doador 41500 1010

Receptor 22000 1010 4,59
4 Doador 43000 1435

Receptor 20000 1435 7,18
5 Doador 33000 875

Receptor 17300 875 5,06
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GBWR —graft to body weight ratio

Tabela C15- Peso (g) total e do enxerto dos animais no g8HONT

Peso total Peso enxerto GBWR

1 Doador 39200 1190

Receptor 29000 765 4,1
5 Doador 40000 945

Receptor 19500 640 4,85
3 Doador 39000 1125

Receptor 17900 520 6,28
4 Doador 60600 1605

Receptor 25400 815 6,32
5 Doador 45000 1265

Receptor 21000 875 6,02
5 Doador 47000 1180

Receptor 19500 535 6,05

GBWR —graft to body weight ratio

Tabela C1¢ - Dosagem sérica das enzimas hepaticas (ALT e A8Tyupo
controle (CTRL)

ALT AST

1 Doador 58 78
Receptor 89 760

5 Doador 62 51
Receptor 40 121
3 Doador 23 62
Receptor 46 629
4 Doador 58 49
Receptor 105 653
Doador 57 46
° Receptor 54 406

ALT - alanina aminotransferase, AST — aspartatmatransferase

Tabela C17- Dosagem sérica das enzimas hepaticas (ALT e A8 TQyupoLarge-
for-Size(LFS)

ALT AST

1 Doador 25 50
Receptor 120 1496
5 Doador 51 97
Receptor 83 1006
3 Doador 43 55
Receptor 77 1150

4 Doador 35 89
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Receptor 55 710
Doador 45 50
Receptor 66 830

ALT - alanina aminotransferase, AST — aspartatmatransferase

Tabela C1¢ - Dosagem sérica das enzimas hepaticas (ALT e A8Tyupo

SHUNT
ALT AST
1 Doador 59 52
Receptor 139 1600
5 Doador 33 41
Receptor 34 443
3 Doador 318 90
Receptor 150 667
4 Doador 62 28
Receptor 133 2051
5 Doador 43 51
Receptor 83 856
5 Doador 31 24
Receptor 64 514

ALT - alanina aminotransferase, AST — aspartatmatransferase
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Anexo D —Gréficos das curvas de eficiénciaeltingdos genes IL-6 p-actina
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Norm. Fluoro.
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Grafico D6 — Curva de dissociagdo oueltingdo gene IL-6
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