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RESUMO

Nunes G. A solucdo salina hipertdnica a 7,5% quando associada a hipotermia, pode
trazer beneficios na reducdo de lesdo secundéaria a isquemia-reperfusdo hepatica?
[tese]. S&o Paulo: Faculdade de Medicina, Universidade de S&o Paulo; 2019.

A lesdo hepética secundaria a isquemia/reperfusdo (IR), inerente a cirurgia do
transplante de figado e as resseccles hepaticas, desencadeia reactes inflamatdrias
de intensidade variavel com impacto direto na sobrevida do paciente. A hipotermia do
orgédo reduz as lesdes secundérias a IR sendo um dos pilares para a preservacao dos
enxertos para transplante. O objeto do estudo foi avaliar se a administracdo da
solucdo salina hipertdonica (SSH) a 7,5%, associada a hipotermia regional do figado
em ratos, seria capaz de reduzir a lesdo secundéria a IR hepética. Cinquenta ratos
machos Wistar foram divididos em 5 grupos: grupo sham; grupo 1Q, animais
submetidos a 40min de isquemia quente dos lobos mediano e lateral esquerdo do
figado, seguido de reperfusdo e resseccdo dos lobos ndo isquemiados; grupo IF,
animais submetidos a IR hepatica com hipotermia hepética regional; grupo IFHI,
animais submetidos a isquemia fria tratados com NaCl 7,5% pré-isquemia, 4mL/Kg;
grupo IFHR, animais submetidos a isquemia fria, tratados com NaCl 7,5% pré-
reperfusdo. Apos 4h de reperfusdo foram coletadas amostras de sangue e tecidos
para andlise. Os principais achados deste estudo evidenciaram diminui¢éo significativa
dos niveis de AST e ALT nos animais submetidos a isquemia fria do grupo IF (2360 +
990 UI/L e 1409 + 768 UI/L, respectivamente), IFHI (2182 + 728 UlI/L e 1205 + 435
Ul/) e IFHR (2387 + 1046 UI/L e 1373 = 717 UI/L) em comparacdo ao grupo 1Q
(9935+£3764 UI/L e 6871 + 3079 UI/L ); diminuicdo do grau histolégico da leséo de IR e
do grau de necrose hepatocelular dos animais dos grupos IF (3,5: 0-8 e 0,5: 0-2,
respectivamente), IFHI (0; 0-5 e 0: 0-1) e IFHR (2,5; 0-10 e 0,5: 0—2) em comparacao
ao grupo 1Q (8,5; 6-13 e 2; 1-3). Os animais submetidos a IF e IFHR apresentaram
niveis diminuidos de IL-6 (923 + 618 pg/mL e 1139 + 401 pg/mL, respectivamente) e
IL-10 (203 £ 146 pg/mL e 241 + 121pg/mL) respectivamente, comparaveis ao grupo 1Q
(2405 % 1618pg/mL e 545 + 327pg/mL). Todos os animais submetidos a isquemia fria
apresentaram niveis significativamente menores de TNF-a em comparagcdo aos
animais do grupo 1Q (83,80 £ 37,80 pg/mL) e, os grupos IF (24,30 £ 13,52 pg/mL ) e
IFHI (26,20 + 21,38 pg/mL) apresentaram niveis ainda menores que o grupo IFHR
(53,40 £ 18,25 pg/mL). Os animais dos grupos IF (2,17 £ 0,74 nmol), IFHI (1,47 = 0,48
nmol) e IFHR (2,10 + 1,10 nmol) apresentaram niveis de MDA significativamente
menores que os do grupo 1Q (3,18 + 1,06 nmol), sendo que o grupo IFHI apresentou
niveis de MDA ainda menores que o grupo IF. O bicarbonato foi significativamente
maior no grupo IFHI (20.84 + 1.76 nmol/L) em comparacgéo ao grupo 1Q (15.9 + 5.26
nmol/L). O grupo 1Q (36,0 + 25,0 mg/dL) apresentou niveis de lactato
significativamente maiores que os grupos IF (16,3+ 8,64 mg/dL), IFHI (15,5 + 4,09
mg/dL) e IFHR (16,0 + 7,15 mg/dL), sem diferenca em relagdo ao grupo sham. Quanto
a glicose, os animais submetidos a IF (230 +34 mg/dL), IFHI (199 + 47 mg/dL) e IFHR
(202 £ 62 mg/dL) apresentaram niveis significativamente maiores que os do grupo 1Q
(126 £ 69 mg/dL). Em relacdo a hemodinamica, foi evidenciado que a PAM do grupo
de animais submetido a 1Q, foi significativamente menor que o sham, sem diferencas
entre os demais grupos estudados. Conclui-se que a associacdo da SSH 7,5% a
hipotermia regional do figado em ratos reduz a lesdo hepatocelular, o estresse
oxidativo e os disturbios idnicos secundarios a IR, em especial quando utilizada no
periodo pré-isquemia.

Descritores: Cirurgia; Hepatectomia; Transplante de figado; Transaminases; Anti-
inflamatérios; Solucao salina hipertdnica.



ABSTRACT

Nunes G. The hypertonic saline solution at 7,5% when associated with hypothermia,
can benefit the reduction of the secondary damage to hepatic ischemia
reperfusion?[thesis]. Sdo Paulo: “Faculdade de Medicina, Universidade de S&o Paulo”;
20109.

The hepatic ischemia-reperfusion injury inherent to liver transplantation and hepatic
resection surgery triggers inflammatory reactions of varying intensity with direct impact
on patient survival. Hypothermia of the organ reduces secondary lesions of IR, being
one of the pillars for the preservation of grafts for transplantation. The aim of the study
was to evaluate the effects administration of HSS 7,5% associated with regional
hypothermia of the liver, would be able to reduce the secondary damage to hepatic IR.
Fifty male Wistar rats were divided into five groups: sham group; WI group: animals
submitted to 40 minutes of warm ischemia of the middle and left lateral lobes, followed
by reperfusion and resection of the non-ischemic lobes; Cl group: animals submitted to
regional cold ischemia; CIHI group; animals submitted to cold ischemia treated with
HSS 7,5%, before ischemia, 4ml/kg; CIHR group, animals submitted to cold ischemia,
treated with HSS 7,5%, before reperfusion, 4ml/kg. Four hours after reperfusion, blood
and tissue samples were collected for analysis. The main findings of this study showed
a significant decrease in the levels of AST and ALT in animals submitted to
hypothermia of the CI (2360 £ 990 UI/L e 1409 £ 768 UI/L, respectively), CIHI (2182 +
728 UI/L e 1205 + 435 Ul/L) and CIHR (2387 + 1046 UI/L e 1373 + 717 UI/L) group,
compared to the WI group (9935 = 3764 UI/L e 6871 + 3079 UI/L); decrease in
histological grade of lesion IR and degree of hepatocellular necrosis of the animals of
the CI (3,5: 0-8 e 0,5: 0-2, respectively), CIHI (0; 0-5 e 0: 0-1) and CIHR (2,5; 0-10 e
0,5: 0-2) group, compared to the WI group (8,5; 6—-13 e 2; 1-3). The animals of the CI
and CIHR groups presented decreased levels of IL-6 (923 + 618 pg/mL e 1139 * 401
pg/mL, respectively) and IL-10 (203 + 146 pg/mL e 241 + 121pg/mL), , comparable to
group WI (2405 + 1618pg/mL e 545 + 327pg/mL). All animals submitted to cold
ischemia presented significantly lower levels of TNF-a compared to animals submitted
to WI (83,80 + 37,80 pg/mL) and the CI (24,30 = 13,52 pg/mL ) and CIHI (26,20 +
21,38 pg/mL) groups, presented even lower levels than the CIHR group (53,40 + 18,25
pg/mL). The animals of the Cl (2,17 + 0,74 nmol), CIHI (1,47 + 0,48 nmol) and CIHR
(2,10 £ 1,10 nmol) groups presented level of the MDA significantly lower than those of
the WI group (3,18 £ 1,06 nmol), being that the CIHI group presented even lower levels
of the MDA than the CI group. The bicarbonate was significantly higher in the CIHI
(20,8 £ 1,76 nmol/L) group compared to the WI group (15,9 + 5,26 nmol/L). The WI
group (36,0 £ 25,0 mg/dL) showed significantly higher levels of lactate than CI (16,3t
8,64 mg/dL), CIHI (15,5 + 4,09 mg/dL) and CIHR (16,0 = 7,15 mg/dL) groups.
Regarding to glucose, the animals submitted to ClI (230 £34 mg/dL), CIHI (199 + 47
mg/dL) and CIHR (202 = 62 mg/dL) presented levels significantly higher than the Wi
group (126 = 69 mg/dL). In relation to hemodynamics, it was evidenced that the mean
arterial pressure of the group of animals submitted to WI, was significantly lower than
the sham group, without differences between the groups studied. It was concluded that
the association of HSS 7,5% with regional hypothermia of the liver in rats, reduces
hepatocellular damage, the oxidative stress and the ionic disturbances secondary to
IR.

Descriptors: Surgery; Hepatectomy; Liver transplantation; Transaminases; Anti-
inflammatory agents; Saline solution, hypertonic.



1. INTRODUCAO

A lesé@o hepatocelular secundaria ao processo de isquemia e reperfusédo
(IR) hepatica(l), permanece sendo uma das principais causas de
morbimortalidade, que afetam resultados de tratamentos, como o transplante
de figado e as cirurgias de resseccdo hepética, particularmente quando
utilizada a manobra de Pringle(2-5), a ressuscitacdo do trauma e do choque
hipovolémico(6, 7).

O mau funcionamento hepético inicial do érgao transplantado ocorre
num percentual variavel entre 5,2% a 36,3% dos casos, com diferentes graus
de severidade, caracterizando-se por elevagdo sérica crescente das
transaminases e bilirrubinas e coagulopatia(8). Entretanto, o restabelecimento
completo da funcdo hepética pode ocorrer em até duas semanas apos 0O
transplante. Nos casos de nado funcionamento primario do enxerto, que
representam 0,9% a 7,2% de perda dos mesmos, além das alteracGes
descritas acima, o0 paciente desenvolve encefalopatia, hipoglicemia,
coagulopatia grave e insuficiéncia renal aguda com acidose metabdlica
incorrigivel, exigindo retransplante imediato pelo alto risco de 6bito(8-10).

A lesdo hepatica inicial relaciona-se mais diretamente com o periodo de
isquemia e, posteriormente, desenvolvem-se as lesfes secundarias a
reperfusdo do 6rgao ou tecidos. Embora, esses processos estejam intimamente
intrincados, algumas particularidades distinguem esses periodos que resultam

em uma resposta inflamatdria local, que evolui para uma resposta sistémica



mais ou menos grave, dependendo do tempo e da intensidade do insulto
inicial(1).

A reacdo inflamatéria no proprio 6rgdo ou em Orgaos alvo (coracéo,
pulmdes, rins, intestino), produz o desencadeamento de varios processos
bioquimicos e moleculares(11), que, caso ndo seja factivel um controle em
tempo habil, levardo a um desfecho desfavoravel com reflexo direto na
morbidade e mortalidade dos pacientes. Os mecanismos que induzem a lesao
gerada pelo processo de IR sdo multifatoriais e as alteragdes decorrentes sao
observadas a nivel celular, produzindo alteracbes microvasculares(12) e
histopatolégicas(13). Elas consistem em complexas interacbes de Vvarios
fatores inflamatérios, anti-inflamatérios e bioquimicos, permitindo que acdes
externas interfiram nos diferentes processos, de forma a reduzir as lesGes
secundarias a IR hepatica(14-18). Deste modo, justifica-se o grande interesse
no desenvolvimento de estratégias que busquem agregar algo que possibilite
intervir positivamente no processo, reduzindo as les6es secundarias a isquemia
e reperfusdo do figado e, finalmente modificando o progndstico desses
pacientes.

A isquemia decorrente da interrupcdo ou do baixo fluxo
sanguineo(19) gera privacao do aporte de oxigénio aos tecidos. O metabolismo
celular privado de oxigénio (O2) — vital para a producédo de energia a partir da
glicose a nivel mitocondrial, através da fosforilacdo do ADP em ATP e,
necessario para manter a estabilidade do potencial de membrana mitocondrial
— sofre grave reducédo dos elementos da cadeia respiratéria. Inicia-se, desse
modo, a anaerobiose, resultando na producdo de ions hidrogénio,

denominados espécies reativas de oxigénio (ERO)(20) e, no acumulo de acido



latico. Gera-se, assim, acidose tecidual e a cinética enziméatica e a homeostase
celular é alterada. (21, 22). A andxia provoca queda dos niveis de ATP
intracelular, com consequente reducdo da atividade da bomba de Na*K*
ATPase, resultando em aumento da saida de potassio e entrada de sodio na
célula. Ao mesmo tempo, ocorre diminuicdo da atividade da bomba de
transporte de calcio dependente de ATP (Ca2*_ ATPase), abertura dos canais de
calcio voltagem dependentes, influxo e aumento da concentracdo de Caz*
intracelular(23-25). A hipoxia inicial a nivel celular gera uma cascata de eventos
bioquimicos que, em dUltima instancia, resulta em edema, disfuncdo e até
necrose da célula, dependendo do tempo de isquemia decorrido(14, 15, 26).
Associado a alteracdo da homeostase e da permeabilidade celular,
devido a disfuncdo das bombas de trocas ibnicas e aos mecanismos
reguladores celulares dependentes de energia (ATP), ocorre alteracdo
osmética do meio intracelular por acumulo de calcio, modificacdo da
permeabilidade da membrana interna e do equilibrio quimiosmético
mitocondrial, através de mecanismos dependentes de calcio(27). Este
processo €é conhecido como alteracdo transitéria da permeabilidade
mitocondrial, que associado ao edema, disfuncdo e estresse oxidativo
mitocondrial, pode ainda ser agravado pelo influxo de ions ferro (Fe**), que é
catalisador das rea¢fes quimicas que produzem as ERO a partir da ruptura dos
lisossomas (verdadeiros estoques de ERO intracelular). Ha producéo de
grande toxicidade celular, resultando em grave alteracdo do citoesqueleto,

desencadeando um processo letal com morte dos hepatocitos(7, 28), conforme

ilustrado na figura abaixo.
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Figura 1. Desenho do hepatécito com membrana celular dupla e canais de troca i6nica,
dependentes de energia. Demonstracdo esquematica da produgdo de ERO no meio intracelular

e mitocondrial, secundério a hipoxemia, gerando estresse oxidativo.

No periodo de isquemia ocorre glicélise anaerdbica e hidrolise de ATP
para producdo de energia. A producdo de ERO ocorre por aumento da
atividade das enzimas NADPH oxidases, que sdo proteinas com funcdo de
transferéncia de elétrons através das membranas celulares, gerando adenosina
a partir da conversdo de ATP em ADP e AMP, resultando em grande acumulo
da mesma. Por sua vez, a adenosina produzida no meio intracelular é
convertida a inosina e de hipoxantina a xantina, por acdo da enzima xantina-
oxidase(29, 30), resultando na produgcdo de radicais livres derivados do

oxigénio (radical hidroxila, radical hidroxiperoxil, peroxido de hidrogénio, radical

superdéxido) e agua(16), como pode ser visto na figura 2.
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processos bioquimicos, resultando na producédo de radicais livres de oxigénio, 0s quais causam
lesdo de aminoacidos, proteinas e membranas celulares, &cidos nucleicos e enzimas, levando

por fim, & morte celular.

Os radicais livres reagem com as membranas celulares e outros
compostos ou como receptores de elétrons das moléculas que oxidam,
produzindo alteracdes celulares elétricas e bioquimicas, peroxidacéo lipidica e
alteracdo da permeabilidade celular de hepatécitos, células de Kupffer e
neutréfilos, consequentemente, produzindo edema, desestruturacdo do
citoesqueleto e morte celular(16, 17, 20, 31). O papel das ERO e sua principal
fonte, sede neutrdfilos ou de células de Kipffer, e também a capacidade de

promover estresse oxidativo, permanece controverso, sendo motivo de



diversas pesquisas que buscam determinar sua real contribuicdo na
patogénese das lesbes secundarias a IR hepatica(7, 18, 22).

A reperfusdo do 6rgédo com o restabelecimento do fluxo sanguineo e re-
oxigenacao dos tecidos, paradoxalmente, agrava a lesdo hepatocelular, uma
vez que inicia uma cascata de eventos bioquimicos e moleculares, que além
dos efeitos locais no 6rgéo transplantado, podem produzir lesdo de érgdos a
distancia, como pulmdes, rins, cérebro, coracdo e intestinos(7, 17). As ERO,
gue sao acidos potentes, produzem uma queda do pH intracelular, o que
parece ser benéfico e evitar necrose e morte celular. Isso tem sido denominado
por varios autores de “paradoxo do pH™’, visto haver sido observado durante a
reperfusdo, que o restabelecimento do fluxo sanguineo, do aporte de O2 e
elevacdo do pH, produz piora do grau de leséo celular. O que sugere que certo
grau de acidose é benéfico no periodo de reperfusdo e que o pronto ajuste do
pH promove danos celulares ainda maior(32).

Durante a fase de reperfusédo, as lesbes que se iniciaram na fase
isquémica sdo agravadas e podem ser descritas em dois periodos distintos: o
precoce ou inicial, que tem inicio cerca de 20 a 30 minutos apdés a reperfusao,
estendendo-se por até 2 a 4 horas; e a fase tardia, que se estende de 6 a 48
horas pos reperfusdo(23, 32, 33). Na fase inicial da reperfusdo, o
restabelecimento do pH, com normalizacdo da acidose tecidual, leva a
deterioracdo da funcdo mitocondrial, com liberacdo de citocromo C e outras
proteinas pro-apoptoticas, assim como a producdo de ERO mitocondrial e a
sua liberacdo dos estoques celulares. A nivel micro circulatério, ocorrem
disturbios secundarios ao desequilibrio entre a producéo de 6xido nitrico (NO),

gue € vasodilatador, e endotelinas (ET), que sdo vasoconstritoras. A lesdo do



endotélio sinusoidal e a adesdo de plaguetas ao mesmo se intensificam,
reduzindo o fluxo sanguineo. Ocorre maior ativacdo das células de Kupffer
(macréfagos hepaticos) causando liberacdo de enzimas hidroliticas, de ERO e
quimiocinas, que produzem atracdo e grande infiltracdo de leucdcitos. Todos
estes eventos, ocorrendo associados e simultaneamente, geram agravo da
lesdo do enxerto e promovem reacédo inflamatoria que pode culminar em morte
celular(8, 23, 34).

Os polimorfonucleares (PMN) séo parte da resposta imune inata ao
trauma tecidual e infeccdo; participam na producdo da lesdo secundaria a IR;
entram em contato direto e aderem ao endotélio; apresentam alta mobilidade e
migracdo transendotelial e subsequentemente ligam-se a receptores
glicoproteicos especificos na membrana das células parenquimais hepaticas;
induzem a degranulacdo dos lisossomas com liberacdo de enzimas toxicas,
como metaloproteinases, elastases e proteases e a formac¢do de ERO, como o
peréxido de hidrogénio e o acido hipocloridrico, que se difundem dentro dos
hepatécitos e geram estresse oxidativo intracelular, disfuncdo mitocondrial e
abertura dos poros mitocondriais, 0 que conduz para a queda do potencial de
membrana e morte celular por necrose(17, 21). Os PMN causam ainda,
obstrucdo da microvasculatura através de sua acdo mecanica, liberam
mediadores toxicos e recrutam outros mediadores celulares de lesdo(15, 18,
35, 36).

Jaeschke H.et al(15), em estudo sobre os mecanismos de leséo
hepatica durante a IR, através da inducdo de neutréfilos e condigbes
inflamatorias, observou que deflagrada a situacdo de estresse apds a IR

hepatica, moléculas de adesao intercelular (ICAM-1) sdo ativadas na superficie



de células sinusoidais endoteliais e de neutréfilos — mediante a presenca de
potentes agentes quimiotaticos e mediadores inflamatérios (interleucina-1a,
interleucina-1B, interleucina-8, fator de necrose tumoral a, CXC quimiocinas,
fator ativador de plaquetas, keratinocitos, proteina-2 inflamatéria macrofagica e
a citocina indutora de quimioatracdo neutrofilica) — dando prosseguimento a
chamada cascata de adesdo, visto que essas glicoproteinas de superficie
celular promovem adesdes intercelulares e entre células e matrizes celulares.
As moléculas de adesdo constituem uma superfamilia de glicoproteinas e séo
divididas em trés grupos: selectinas, integrinas e imunoglobulinas, com
diferentes caracteristicas. As selectinas (E-selectinas, P-selectinas, L-
selectinas) somente em condicdes de estresse sao expressadas em células
endoteliais, plaquetas e leucotcitos respectivamente; sdo responsaveis por
atrair, capturar e fazer a rolagem dos neutrofilos sobre o endotélio sinusoidal, e
produzem sua firme adesé&o. Estes agentes inflamatérios promovem a fusao de
vesiculas secretoras com a membrana celular das paredes venosas
(endotélio), devido estimularem a expressdo de moléculas de adeséo
(CD11b/CD18: membro da familia B2-integrina), bem como de outros
receptores de superficie dos neutrofilos(15). O fator de necrose tumoral
alfa(TNF-a), por sua vez, considerada a mais importante molécula inflamatéria,
regula a producado e liberagcdo de quimiocinas, como a molécula de adesao
intercelular 1 (ICAM-1), que pode ser elemento chave na lesdo secundaria da

IR hepatica(15, 33, 36), 0 que pode ser observado na ilustracdo abaixo.
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moléculas, células inflamatérias e agentes quimiotaticos, producdo de ERO e liberacdo de
proteases; edema endotelial e vasoconstricdo, estagnacdo dos leucdcitos e agregacao
plaguetaria aos sinusoides, alteragbes da microcirculacdo e exacerbag¢do da inflamacao;
desequilibrio entre a producé@o de oxido nitrico e endotelinas, lesdes do endotélio sinusoidal e

adeséo de plaquetas, piora do fluxo sanguineo, geram maior atracao e infiltragcao de leucdcitos.

Em outros estudos, Jaeschke H.et al(15, 23, 24) identificaram, que
elementos protetores também sao ativados, incluindo a heme oxigenase
endogena (HO-1)(24) e a interleucina-10 (IL-10)(1, 37), que tém importancia na
reversibilidade do processo de lesdo secundaria a IR hepatica. Ainterleucina-10
(IL-10) é uma molécula com potente agédo anti-inflamatoria, considerada até o
momento como 0 mais importante fator anti-inflamatério dentro do processo
gue envolve a lesado de IR hepatica.

Varias estratégias tém sido desenvolvidas na tentativa de achar meios

gue possam reduzir os danos celulares hepaticos secundarios a IR. Dentre eles
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estad bem estabelecida a importancia da reducdo do tempo de isquemia(21, 38),
0 uso da hipotermia sistémica e topica(39-41) e a melhora da qualidade das
solucdes de preservacéo(42-44). O resfriamento do figado leva a diminuicéo do
consumo de oxigénio e aumenta a tolerancia celular a isquemia, devido a
reducdo do metabolismo. Durante a reperfusdo do oOrgado submetido a
hipotermia, ocorre diminuicdo da producdo de mediadores inflamatérios - como
o fator de necrose tumoral alfa (TNF-a) e interleucinas (IL-1, IL-6) -
paralelamente a reducéo do recrutamento de neutrofilos(28, 41, 45, 46).

A hipotermia e alguns outros meios de preservacdo ja estdo bem
consolidados. Mais recentemente incorporou-se a perfusdo do érgdo durante a
fase isquémica(47-50). Nos transplantes em geral, assim como no transplante
de figado, o 6rgdo é submetido a isquemia fria durante a estocagem com
solucdo de preservacdo, que € a base para a conservacdo do 6rgdo até o
transplante e, a isquemia quente durante a implantagcdo do enxerto, que ndo
deverda exceder uma hora, devido aos danos celulares irreversiveis que se
instalam(8, 15) .

De acordo com a literatura, em 1953 Raffucci et al(40), em modelo
utilizando hipotermia corporal total em cades, com isquemia hepéatica de uma
hora de duracdo, demonstrou reduzir mortalidade. Desde entdo, diferentes
estudos e métodos de hipotermia tém sido utilizados em cirurgias hepaticas e
adaptadas para aplicacao clinica, como por exemplo, a hipotermia corporal
total leve e profunda(41), hipotermia hepatica topica(51-53) e irrigacao
hipotérmica de fluxo continuo intra-hepatica(54), havendo evidéncias do
beneficio da hipotermia na reducdo do consumo de oxigénio e da taxa

metabdlica celular, diminuindo a ativacdo da transcricdo e sintese de proteinas
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inflamatorias, aumentando a viabilidade do tecido isquémico hepatocelular e
promovendo preservacao histologica.

Ha evidéncias ja bem estabelecidas de que tanto a hipotermia leve (33-
35°C) quanto a hipotermia moderada (30-33°C), promovem protecdo contra as
lesbes secundarias a IR hepatica. Esses efeitos séo atribuidos a reducdo do
metabolismo hepatico, da necessidade de oxigénio para as funcdes celulares,
impedindo deste modo, o desencadeamento da cascata inflamatoria, iniciada
pela ativacdo de neutréfilos e producdo de espécies reativas de oxigénio. A
hipotermia € capaz de suprimir parcialmente a ativacdo dos neutrofilos e, a
partir disso, toda cascata inflamatdria fica temporariamente suspensa (41). E
conhecido que as células endoteliais sinusoidais sdo mais sensiveis a isquemia
e que 30 minutos de isquemia sdo suficientes para desencadear apoptose.
Elas sdo, portanto, as mais sensiveis a se beneficiar da hipotermia. Uma hora
de isquemia hipotérmica seguida de reperfusdo, produz apoptose tanto de
células endoteliais sinusoidais quanto de hepatécitos, com a presenca de
caracteristicas histolégicas tipicas, como condensacdo do nucleo e citoplasma,
edema citoplasmaético, corpos apoptéticos tipicos nos fagécitos. As caspases
sédo os mediadores celulares chave da apoptose, apos a reperfusao(37).

O tempo de isquemia fria é considerado a partir do momento da retirada
do 6rgéo do doador, submersdo em meio de preservacdo sob hipotermia, até o
inicio da implantag&o do enxerto no receptor; no entanto ndo esta determinado
até o momento, qual o tempo ideal de isquemia fria para 6rgaos solidos. Os
protocolos de recomendacé&o variaram bastante nos ultimos anos, desde 8 a 12
horas para os enxertos hepaticos, até 24 horas para o0s renais. As principais

complicacbes observadas sdo vasculares, do trato biliar e, as relativas a
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sindromes reperfusionais. Tais complicacdes nado estariam relacionadas a
idade do doador, nem a idade ou escore MELD do receptor, mas ao tempo
prolongado de isquemia fria hepatica, sugerindo que um tempo superior a 6
horas de isquemia fria, pode implicar alto risco de desenvolvimento de
complicacBes pos transplante(26) .

Outro aspecto a ser considerado, sdo os mecanismos fisioldgicos
através dos quais, a hipotermia previne a instalacdo da resposta inflamatoria no
figado, exercendo protecdo contra as lesdes secundarias a IR hepéatica. Tem
sido sugerido que a hipotermia altera a resposta inflamatéria por meio da
reducdo do acumulo de neutréfilos no parénquima hepéatico e da menor
producado de citocinas inflamatoérias, como o TNF-q, interleucina 1-f e de CXC
qguimiocinas, como a MIP-2. A hipotermia demonstrou preservar a arquitetura
celular hepética, impedindo a producdo de edema, infiltracdo de células
inflamatdrias e necrose, evitando a ocorréncia de lesdo secundaria a IR
hepética(53).

Foram empregados em pesquisa outros meios, como O pré-
condicionamento isquémico e realizadas intervengdes farmacoldgicas como o
uso de superoxido dismutase(22), catalase, glutationa, antioxidantes(alfa
tocoferol*?, alopurinol(55,56), diazoxido(57), anticolinérgicos(58),
pentoxifilina(59), o6xido nitrico e adenosina(60)), o anestésico inalatorio
sevoflurane(61), com o objetivo de intervir em fases do processo bioquimico
que ocorre na isquemia/reperfusdo hepatica, com resultados favoraveis,
reduzindo lesGes secundarias. A solucdo salina hipertonica, por sua vez,
demonstrou beneficios em varios estudos, em modelos de sepses, choque

hemorragico(62, 63), trauma e isquemia/reperfusdo de 06rgdos(33, 64) com
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excelentes resultados, reduzindo a resposta inflamatéria, promovendo
restauracdo volémica e estabilizacdo hemodinamica.

A solucéo salina hipertonica a 7,5% (SSH), usada numa dose padrao de
4ml/kg de peso corporal, como fluido de ressuscitacdo no paciente grave,
apresentou propriedades antioxidantes e efeito protetor na microcirculacdo do
figado submetido a isquemia quente, também descrito em modelo de choque
hemorragico, tratado com administracdo de solucao salina hiperténica-dextran
6%(62, 63, 65-67). Em estudo utilizando a solucdo salina hiperténica a 7,5%
(SSH), Ke QH et al(33) demonstraram seu efeito anti-inflamatério e capacidade
de inibir uma variedade de fun¢Bes neutrofilicas, quando usado como pré
tratamento na IR hepatica em ratos(36) , constatando que a SSH podia ativar
STAT3 (o mais importante fator de transcricdo da IL-10) resultando na inducéo
da liberacdo enddégena de IL-10; concluindo que o pré tratamento com SSH
antes da IR pode induzir uma marcada liberacéo da IL-10, a qual inibe o TNF-a
e a infiltracdo neutrofilica dentro do figado, protegendo-o da lesao secundéria a
IR hepética, demonstrando que o uso da SSH pode ser uma boa estratégia
como prevencédo da lesé@o de IR hepatica.

Varios estudos utilizando a solucdo salina hipertdnica demonstraram
efeitos benéficos hemodinamicos e anti-inflamatoérios, quando comparada ao
uso de ringer lactato ou soro fisiologico, em situacbes nas quais ocorreram
alteracdes do fluxo sanguineo, seja a nivel sistémico ou local, promovendo
restabelecimento do volume circulatério, do débito cardiaco, da presséao arterial
meédia, com consequente reducdo do dano celular secundario ao hipofluxo e

diminuicao da liberacdo de agentes pro-inflamatorios, responsaveis pela cadeia
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oxidativa que resulta em morte celular e faléncia multipla de 6rgdos(62, 63, 67,
68).

Como bem evidenciado em trabalho anterior, realizado no LIM-37 da
FMUSP, em modelo de isquemia hepatica normotérmica, a solucdo salina
hiperténica tem importante efeito benéfico, promovendo uma restauracao
imediata dos parametros hemodinamicos (PAM e DC) devido a sua capacidade
de expansdo volémica bem documentada, bem como por apresentar acao
osmoética, reduzindo edema celular e intersticial, gerando num segundo
momento, melhora circulatoria generalizada, otimizando a entrega de O2 e
carregando os produtos acidos resultantes do metabolismo e, principalmente,
reduzindo lesGes secundarias a IR hepaticas(69).

A proposta do presente estudo é avaliar se 0 uso da solucdo salina
hiperténica a 7,5%, administrada em ratos submetidos a isquemia hepatica,
quando associado a hipotermia loco-regional, confere beneficios adicionais na

macro e microcirculacdo, o que pode ser demonstrado através da reducdo da

liberacéo de fatores inflamatorios e da lesé&o hepatocelular.
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2. OBJETIVO

Avaliar se a administracdo da solucdo salina hipertonica a 7,5%,
associada a hipotermia regional do figado em ratos, é capaz de reduzir a lesédo
secundaria a isquemia/reperfusao hepatica, quando utilizada antes da isquemia

ou antes da reperfusao.
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3. METODOS

Este estudo teve inicio ap0s aprovacdo pelo Comité de Etica em
Pesquisa da Faculdade de Medicina da Universidade de S&o Paulo, sob o
Protocolo de Pesquisa n°382/12, sendo realizado no Laboratério de
Investigacdo Médica — LIM-37 da Disciplina de Transplante de Orgdos do
Aparelho Digestivo do Departamento de Gastroenterologia da Faculdade de

Medicina da Universidade de Sao Paulo.

3.1 Animais de experimentacao

Foram estudados 50 ratos machos Wistar, com peso entre 230 e 310qg,
provenientes do Biotério Central da Faculdade de Medicina da Universidade de
Séo Paulo, mantidos no LIM-37, em gaiolas individuais, em ambiente com
temperatura controlada entre 20 e 23°C e ciclo claro/escuro de 12/12h,
alimentados com Nuvilab CR1 (Nuvital Nutrientes LTDA, Parana, BR), e
hidratados com &gua filtrada ad libitum. Os animais foram distribuidos em 5

grupos de 10 animais para avaliacdo hemodinamica e laboratorial.

3.2 Desenho experimental
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3.2.1 Anestesia, procedimentos cirurgicos e cuidados p6s-operatorio

Os animais foram anestesiados por via intraperitoneal com cloridrato de
cetamina 5% (Ketalar®, Cristalia), 30 mg/kg, e cloridrato de xylazina 2%
(Rompum®, Bayer), 30 mg/kg. Os animais foram submetidos a intubacao
orotraqueal e ventilados com um volume corrente de 0,08 ml / g de peso
corporal, frequéncia respiratoria de 60/min, e FiO2 de 0,50 (Small Animal
Ventilatormodel 683; Harvard Apparatus, Holliston, MA, EUA). Durante todo o
procedimento, os animais foram aquecidos com lampada halogénica de 45W e
127V. A temperatura corpérea, monitorizada por termoémetro retal digital (YSI
Precision 4000A Thermometer, USA), mantida entre 35 e 37°C (Figura 1).

Durante o procedimento cirdrgico os animais foram mantidos
anestesiados com doses adicionais de cetamina 5%, 30 mg/kg, e cloridrato de
xylazina 2%, 15mg/kg.

Realizada laparotomia mediana, estendendo-se por aproximadamente
4cm, a partir do apéndice xiféide. Recordamos que a anatomia hepatica dos
ratos wistar € diferente da humana, o figado dos ratos é composto de seis
lobos, um lobo mediano e antero-lateral esquerdo, os lobos superior e inferior
direito, caudado superior e inferior (Figura 2). Foi utilizado um modelo de
isquemia hepatica parcial para evitar a congestdo intestinal. Este método
consiste no pingamento do pediculo comum dos lobos mediano e antero-lateral
esquerdo, o qual foi isolado e ocluido com pinga microvascular atraumatica,
levando a isquemia de 70% do figado, conservando o fluxo da veia porta

direcionado para os lobos hepaticos direito (superior e inferior) e caudado
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(superior e inferior), evitando a congestdo intestinal e permitindo analise dos

efeitos sistémicos secundarios a I/R hepatica de forma isolada. (Figura 2).

Figura 4. Procedimento cirdrgico com animais sob anestesia geral, entubados, conectados a
ventilagdo mecénica, sobre leito aquecido com temperatura controlada sob monitorizagéo
corporal via retal. Animal & esquerda da imagem, submetido a hipotermia do figado com coxins

de gelo moido sobre placa de poliestireno, com monitor local de temperatura (6,7°C).

A incisdo abdominal foi coberta com gases umedecidas com soro e cada
animal recebeu 4 ml de soro fisiolégico por via subcutdnea para evitar a

desidratacéo durante o experimento.
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Figura 5. Descri¢cdo anatdémica dos lobos hepéticos do figado de ratos Wistar.
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Figura 6. Lobos hepéticos luxados para cima, isolamento do pediculo hepatico (fio algodao

azul 3-0) comum dos lobos medianos e lateral esquerdo e oclusdo com clampe vascular.

Apés 40 minutos de isquemia quente ou fria, a pinca foi removida,

permitindo a reperfusdo do figado. Logo ap6s o inicio da reperfusdo foi
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realizada a remocéao dos lobos direito e caudado ndo submetidos a isquemia. O
pediculo de cada lobo foi ocluido com ligadura com fio de algodédo 3.0, e em
seguida realizada a resseccdo dos mesmos. A incisédo foi fechada com sutura

continua com Mononylon® 3.0.

3.2.2 Inducéo da hipotermia do figado

Foi utilizado modelo inédito de hipotermia loco-regional desenvolvido no
LIM-37, pelo Dr. E. Abdo et al(70), com placa de poliestireno para isolar os
lobos isquémicos submetidos a hipotermia do corpo do animal, evitando a
diminuicdo da temperatura corporal. Os lobos isquémicos mediano e antero-
lateral esquerdo foram envolvidos por dedos de luvas (2,5 a 3 cm de
comprimento) preenchidos de gelo moido. A temperatura dos lobos isquémicos
foi mantida em torno de 10°C (com uma variacao aceitavel entre 4 e 10°C) e
monitorada com termémetro digital de superficie, conforme demonstrado na

figura abaixo (Figura 7).
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Figura 7. Animal anestesiado, entubado, fixado sobre cama térmica, submetido a isquemia sob

hipotermia dos lobos mediano e anterolateral esquerdo do figado, com gelo topico em dedos
de luva, isolados do corpo por placa de poliestireno branca, controle da temperatura local

(termdmetro digital de superficie - fio amarelo) e da corporal (termdmetro retal - fio preto).
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Figura 8. Experimento no LIM-37 com animal anestesiado, entubado, conectado ao respirador,

fixado sobre cama aquecida a 37°C, laparotomizado, submetido a isquemia sob hipotermia dos
lobos mediano e anterolateral esquerdo do figado, com coxins de gelo em dedos de luva,
isolados do corpo com placa de poliestireno, monitorizacdo da temperatura regional hepética
(monitor azul) e corporal (monitor branco), materiais cirdrgicos, seringas para injecdo de SSH
endovenosa e de SF 0,9% subcuténea.

3.2.3 Periodo pos-reperfusao do figado

No pés-operatdrio, os animais foram acondicionados em gaiola individual
com agua ad libitum, sendo administrada analgesia com tramadol 5 a 10 mg/kg
por via subcutanea. Quatro horas apo6s a reperfusdo do figado, os animais
foram novamente anestesiados e submetidos a ventilagcdo mecénica.

Realizada disseccdo e cateterizacdo da artéria carétida comum direita

com cateter de polietileno (PE50), figura 5, para registro da pressao arterial
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(MP150 Starter, Biopac Systems Inc., Ca, USA), Figura-7. Foi realizada coleta

de sangue e tecidos para analise.

Figura 9. Animal sob anestesia, entubado, canula orotraqueal e extensor fixados ao leito,

cateter vascular inserido em arterial carotida direita apés disseccdo, para medidas

hemodindmicas invasivas e coleta de sangue arterial para analises.

Ao final do experimento, o0s animais sofreram eutanasia por
exsanguinacéo pela seccado da aorta e da veia cava inferior, sendo descartados
em saco plastico branco proprio e encaminhados para incineracdo conforme as
normas técnicas da Instituicdo seguindo as normas atuais de uso de animais

em laboratério de pesquisa.
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3.3 Grupos de estudo

Os animais foram randomizados em 5 grupos de estudo:

a) Grupo Sham (S): animais submetidos a laparotomia e manipulacao
leve do figado.

b) Grupo Controle da Isquemia Quente (IQ): animais submetidos a 40
min de isquemia parcial quente do figado, seguida de resseccao dos lobos
direito e caudado nao isquémicos.

c) Grupo Controle da Isquemia com Hipotermia (IF): animais
submetidos a 40min de isquemia com hipotermia em torno de 10°C, seguida da
resseccao dos lobos ndo isquémicos.

d) Grupo Isquemia com Hipotermia + Solu¢cao Salina Hiperténica a
7,5% antes da Isquemia (IFHI): animais tratados com NaCl 7,5%, 4ml/kg de
peso por via endovenosa, 10 minutos antes da isquemia, submetidos a
isquemia com hipotermia durante 40min., com posterior resseccao dos lobos
nao isquémicos.

e) Grupo Isquemia com Hipotermia + Solucdo Salina Hipertdnica a
7,5% antes da Reperfusao (IFHR): animais submetidos a 40 min de isquemia
com hipotermia e tratados com NaCl 7,5%, 4 ml/kg de peso por via
endovenosa, 10minutos antes da reperfusdo, com posterior resseccdo dos

lobos nao isquémicos.
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Figura 10. Delineamento do experimento: grupos de animais do estudo submetidos a 40
minutos de isquemia quente (IQ) ou fria (IF, IFHI e IFHR) e 4h de reperfusdo. Grupos IFHI e

IFHR receberam SSH a 7,5%, 10 minutos antes da isquemia e da reperfusdo, respectivamente.

3.4 Parametros avaliados

3.4.1 Analise bioquimica

As transaminases, aspartato aminotransferase (AST) e alanina
aminotransferase (ALT), foram avaliadas como indicadores de lesdo hepatica.
A quantificacdo de AST e ALT foi realizada pelo método ultravioleta otimizado
(COBAS MIRA, Roche) de acordo com a International Federation. Os
resultados expressos em unidades por litro. A gasometria arterial, glicose
(mg/dL), lactato (mg/dL), calcio, cloreto, sédio e potassio (mEg/L) foram
guantificados pelo analisador de gases ABL800 Flex (Radiometer Medical ApS,
Dinamarca). As amostras de sangue para analise foram colhidas 4 horas apoés

a reperfusdo hepatica.
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3.4.2 Andlise histologica do figado

Os fragmentos do tecido hepético, fixados em solugédo de formol a 2% e
corados com hematoxilina e eosina, foram submetidos & anélise histologica por
microscopia Optica, por um Unico patologista sem conhecimento dos grupos
estudados. Foram analisados os seguintes parametros: tumefacao, retracdo e
esteatose hepatocelular, necrose de coagulacdo, inflamacéo lobular,
inflamagé&o portal e celularidade sinusoidal. Cada parametro foi graduado em
ausente (0), leve (1), moderado (2) e grave (3), sendo que a necrose teve peso
3, conforme modelo proposto por Quireze et al(70), demonstrado no quadro
abaixo. O material para analise histologica foi colhido 4 horas ap6s o inicio da

reperfuséo.



27

Tabela 1.: Graduacdo histolégica de lesdo de isquemia/reperfuséao

hepatica segundo Quireze et al(70)

Parametro

Graduacéao

Pontuacéo

Tumefacdo hepatocelular

Ausente
Leve
Moderada
Grave

Retracao hepatocelular

Ausente
Leve
Moderada
Grave

Esteatose hepatocelular

Ausente
Leve
Moderada
Grave

W NP O W NPEFP O WDNPEFL O

Necrose de coagulagcao

Ausente
Leve
Moderada
Grave

0

3(1x3)
6 (2x3)
9(33x3)

Inflamacé&o lobular

Ausente
Leve
Moderada
Grave

Inflamacéo portal

Ausente
Leve
Moderada
Grave

Celularidade sinusoidal

Ausente
Leve
Moderada
Grave

W N P OWNPFP O WDNPFk O

3.4.3. Anélise de citocinas

O TNF-a e as interleucinas IL-6 e IL-10 foram quantificadas por ensaio

imunoenzimatico (ELISA, Bio-Rad) nas amostras de plasma 4 horas apés o
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inicio da reperfuséo do figado. Os resultados foram expressos em pictogramas

por mililitro.

3.4.4 Peroxidacéao lipidica

A peroxidagéo lipidica no tecido hepatico foi quantificada 4 horas ap6s o
inicio da reperfusdo pela determinacdo da concentracdo de malonaldeido
(MDA) por meio da dosagem das substancias reativas ao &cido tiobarbitarico
(TBARS). As amostras foram homogeneizadas em KCL, centrifugadas e, no
sobrenadante, foi adicionada uma solugdo contendo &cido tiobarbitlrico,
duodecilsulfato de sédio, acido acético glacial e agua destilada. A mistura foi
aquecida a 90°C por 45 minutos. Apds o resfriamento em temperatura
ambiente, as amostras foram centrifugadas a 15.000 rpm por 10 minutos. As
concentracbes dos produtos da peroxidacdo lipidica foram expressas pelo

TBARS. Os resultados foram expressos em nmol de MDA/ mg de proteina.

3.4.5 Andlise da atividade da mieloperoxidase pulmonar

Ao final do experimento, através da cateterizacdo da artéria pulmonar
com cateter de 2,0mm de diametro (Silastic Dow Corning, n°602.175), e
lavagem do pulm&o com 50ml de solugéo salina fisiologica, administrada com
bomba de infusdo na velocidade de 10ml/min, fragmentos de pulmdes foram
excisados e encaminhados para extracdo de azul de Evans e quantificacao da

mieloperoxidase pulmonar, a qual reflete a quantidade de neutréfilos
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sequestrados no mesmo. Realizou-se a homogeneizacdo com o0
homogeneizador Polytron destas amostras, utilizando-se tampéao PBS pH 6,0,
com 5mM EDTA e 0,5% de hexadecil, apés submissdo a ultrassom (40Hz),
foram centrifugadas a 3000g/min; sendo entdo realizada quantificacdo da MPO,
por densidade oOptica (DO) a 490nm, no sobrenadante, a qual é produto de
decomposicdo da H20Omediante O-dianisidina (Sigma), com resultados

expressos em DO a 490nm.

3.4.6 Avaliagdo de parametro hemodinamico

As medidas de pressao arterial média (mmHg) foram registradas pelo
MP150 Starter System (Biopac Systems Inc., Ca, USA) por meio cateter de
pressdo arterial invasiva. Esses parametros foram medidos 4h apés a

reperfusao do figado.
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Figura 11. Monitor Hemodinamico observando-se no centro da tela, curva da PAM.

3.4.7 Andlise estatistica

Foi realizado uma analise descritiva dos dados através do célculo das
medidas de resumo (média, desvio-padrdo, mediana e quartis) e por meio de
gréficos do tipo box-plots. O teste de comparacdo entre dois grupos (trés ou
mais) foi realizado por meio do teste t-Student (ANOVA), para as variaveis que
seguem distribuicdo normal o teste de Anderson-Darling e, para as variaveis
que ndo seguem normalidade, foi utilizado o teste de Mann Whitney (Kruskal-
Wallis) para as variaveis homogéneas teste de Bartlette, para as variaveis

heterogéneas, teste de Brunnel Manzel (Levene).
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4. RESULTADOS

4.1. Analise Bioquimica

4.1.1. Transaminase aspartato aminotransferase (AST)

Os niveis de AST (Graficol) dos animais do grupo sham (356 = 308
UI/L) foram significativamente menores em comparag¢ao aos niveis dos animais
dos grupos submetidos a isquemia 1Q (9935+3764 UI/L; p<0,0001), IF (2360 +
990 UI/L; p=0,022), IFHI (2182 £+ 728 UI/L; p=0,035) e IFHR (2387 + 1046 UI/L;
p=0,016). Além disso, os animais do grupo IQ apresentaram niveis de AST
significativamente maiores em comparacdo ao grupo IF (p=<0,001), IFHI
(<0,0001) e IFHR (<0,0001). Entretanto, ndo houve diferencas significativas na

comparacao entre 0s grupos submetidos a isquemia fria.
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Grafico 1. Niveis séricos de AST 4h ap6s a reperfusdo. S, grupo sham; IQ, grupo isquemia

quente; IF, grupo isquemia fria; IFHI, grupo isquemia fria tratado com NaCl7,5% antes da
isquemia; IFHR, grupo isquemia fria tratado com NaCl 7,5% antes da Reperfusdo. N =10 por

grupo. *p<0,05 comparado ao grupo sham; #p<0,05 comparado ao grupo Q.

4.1.2. Transaminase alanina aminotransferase (ALT)

Os niveis de ALT dos animais do grupo sham (100 + 38UI/L) foram
significativamente menores em comparacéo aos hiveis dos animais dos grupos
submetidos a isquemia IQ (6871 + 3079 UI/L; p<0,0001), IF (1409 + 768 UI/L;
p=0,016), IFHI (1205 + 435 UI/L; p=0,028) e IFHR (1373 + 717 UI/L; p=0,021).
Além disso, o0os animais do grupo IF apresentaram niveis de ALT
significativamente menores em comparacgao ao grupo IQ (p=0,031). Ndo houve
diferencas significativas nas comparacdes entre 0s grupos submetidos a

isquemia fria (Grafico 2).
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Gréafico 2. Niveis séricos de ALT 4h apd@s a reperfusdo. S, grupo sham; IQ, grupo isquemia

quente; IF, grupo isquemia fria; IFHI, grupo isquemia fria tratado com NaCl7,5% antes da

isquemia; IFHR, grupo isquemia fria tratado com NaCl 7,5% antes da Reperfusdo. N =10 por

grupo. *p<0,05 comparado ao grupo sham; #p<0,05 comparado ao grupo 1Q
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4.2. Analise dos Mediadores Inflamatérios

4.2.1. Interleucina-6 (IL-6)

Os niveis de IL-6 (Grafico 3) dos animais do grupo sham (223 + 74
pg/mL) foram significativamente menores em comparacdo aos niveis dos
animais dos grupos submetidos a isquemia 1Q (2405 + 1618pg/mL; p<0,0001),
IF (923 £ 618 pg/mL; p<0,0001), IFHI (1390 £ 861pg/mL; p=0,0001) e IFHR
(1139 + 401 pg/mL;p=0,0001). Adicionalmente o grupo IQ apresentou niveis
significativamente maiores em comparacgéo aos grupos IF (p=0,0145) e IFHR
(p=0,0273). Entretanto, ndo houve diferencas na comparacao entre 0s grupos

submetidos a isquemia fria.
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Grafico 3. Niveis séricos de IL-6 4h apos a reperfusdo. S, grupo sham; 1Q, grupo isquemia
quente; IF, grupo isquemia fria; IFHI, grupo isquemia fria tratado com NaCl7,5% antes da
isquemia; IFHR, grupo isquemia fria tratado com NaCl 7,5% antes da Reperfusdo. N =10 por

grupo. *p<0,05 comparado ao grupo sham; #p<0,05 comparado ao grupo 1Q.
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4.2.2. Interleucina 10 (IL- 10)

Os niveis de IL-10 (Grafico 4) dos animais do grupo sham (0 pg/mL)
foram significativamente menores em comparacao aos niveis dos animais dos
grupos submetidos a isquemia 1Q (545 = 327pg/mL; p<0,0001), IF (203 = 146
pg/mL; P<0,0001), IFHI (308 + 198pg/mL; p<0,0001) e IFHR (241 + 121pg/mL;
p<0,0001). Adicionalmente o grupo IQ apresentou niveis significativamente
maiores em comparacdo aos grupos IF (p=0,001) e IFHR (p=0,013).

Entretanto, ndo houve diferencas na comparagao entre os grupos submetidos a

isquemia fria.
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Grafico 4. Niveis séricos de IL-10 4h apoés a reperfusdo. S, grupo sham; 1Q, grupo isquemia
quente; IF, grupo isquemia fria; IFHI, grupo isquemia fria tratado com NaCl 7,5% antes da
isquemia; IFHR, grupo isquemia fria tratado com NaCl 7,5% antes da Reperfusdo. N =10 por

grupo. *p<0,05 comparado ao grupo sham; #p<0,05 comparado ao grupo 1Q
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4.2.3. Fator de Necrose Tumoral-alfa (TNF-a)

Os niveis de TNF-a (Grafico 5) dos animais do grupo sham (0 pg/mL)
foram significativamente menores em comparacao aos niveis dos animais dos
grupos submetidos a isquemia 1Q (83,80 £ 37,80 pg/mL; p<0,0001), IF (24,30
13,52 pg/mL; p<0,0001), IFHI (26,20 + 21,38 pg/mL, p<0,0001) e IFHR (53,40 +
18,25 pg/mL; p=0,0001). Adicionalmente, os animais do grupo 1Q apresentaram
niveis de TNF-a significativamente maiores em comparagdo aos grupos IF
(p<0,0001), IFHI (p=0,0005) e IFHR (p=0,0343). Em relacdo aos grupos
submetidos a isquemia fria, o grupo IFHR apresentou niveis de TNF- a

significativamente maiores que IF (p=0,003) e IFHI (p=0,006).
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Grafico 5. Niveis séricos de TNF-a 4h apds a reperfusdo. S, grupo sham; IQ, grupo isquemia
quente; IF, grupo isquemia fria; IFHI, grupo isquemia fria tratado com NaCl 7,5% antes da
isquemia; IFHR, grupo isquemia fria tratado com NaCl 7,5% antes da Reperfusdo. N =10 por
grupo. *p<0,05 comparado ao grupo sham, #p<0,05 comparado ao grupo 1Q, %p<0,05

comparado ao grupo IFHR



37

4.3. Escore Histoldgico

A mediana do escore histolégico (Gréfico 6) do grupo sham (1,5; 0-4) foi
significativamente menor em comparacéo ao grupo 1Q (8,5; 6-13; p<0,0001),
sendo que nao houve diferenca na comparagéo do grupo sham com os demais
grupos: IF (3,5: 0-8), IFHI (0; 0-5), IFHR (2,5; 0-10). Além disso o grupo 1Q
apresentou mediana significativamente maior que os grupos IF (p<0,0001),
IFHI (p<0,0001) e IFHR (p=0,0006). N&do houve diferengcas na comparacao

entre 0s grupos submetidos a isquemia fria.
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Grafico 6. Escore histolégico da lesé@o de reperfusdo hepética avaliado 4h apés a reperfusao.
S, grupo sham; 1Q, grupo isquemia quente; IF, grupo isquemia fria; IFHI, grupo isquemia fria
tratado com NaCl 7,5% antes da isquemia; IFHR, grupo isquemia fria tratado com NaCl 7,5%
antes da Reperfusdo. N =10 por grupo. *p<0,05 comparado ao grupo sham, #p<0,05

comparado ao grupo 1Q
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4.3.1. Necrose

O grau de necrose (Grafico 7) do grupo sham (0; 0-1) foi
significativamente menor em comparagao ao grupo 1Q (2; 1-3; p<0,0001), IF
(0,5: 0-2; p=0,0352), e IFHR (0,5: 0-2; 0,0453), mas sem diferenca em relacéo
ao grupo IFHI (0: 0-1). Além disso o grupo IQ apresentou mediana
significativamente maior que os grupos IF (p=0,0018), IFHI (p<0,0001) e IFHR
(p=0,0006). Entretanto, ndo houve diferencas na comparacao entre 0S grupos

submetidos a isquemia fria.
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Grafico 7. Grau de necrose hepdtica avaliado 4h apés a reperfuséo. S, grupo sham; 1Q, grupo
isquemia quente; IF, grupo isquemia fria; IFHI, grupo isquemia fria tratado com NaCl 7,5%
antes da isquemia; IFHR, grupo isquemia fria tratado com NaCl 7,5% antes da Reperfuséo.

N =10 por grupo. *p<0,05 comparado ao grupo sham, #p<0,05 comparado ao grupo IQ.
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Figura 12. Fotos de microscopia Optica, aumento de 40x, coloragdo HE, demonstrando os

seguintes achados histopatolégicos secundéarios ao processo de I/R hepatica, dos grupos IQ:
infiltrado mononuclear leve, esteatose microgoticular (seta cinza) e necrose de células isoladas
(seta preta); grupo IF: esteatose leve e focal (seta cinza), multiplos focos de necrose (seta
preta); grupo IFHI: arquitetura preservada, esteatose leve e focal (seta preta), necrose focal;
IFHR: arquitetura preservada, esteatose leve e focal (seta cinza).
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4.4. Atividade da Mieloperoxidase Pulmonar (MPO)

N&o foram observadas diferencas significativas na anélise comparativa
dos niveis de MPO (Gréfico 8) entre o grupo sham (0,038 + 0,013 DO a 490
nm) e os demais grupos: 1Q (0,0373 + 0,007 DO a 490 nm), IF (0,036 £+ 0,006
DO a 490 nm), IFHI (0,042 + 0,005 DO a 490 nm), IFHR (0,0367 + 0,007 DO a
490 nm). Entretanto, os niveis de MPO do grupo IFHI foram significativamente

maiores que o grupo IF (p<0,05).
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Gréafico 8. Atividade da MPO avaliada 4h apés a reperfusdo. S, grupo sham; IQ, grupo
isquemia quente; IF, grupo isquemia fria; IFHI, grupo isquemia fria tratado com NaCl 7,5%
antes da isquemia; IFHR, grupo isquemia fria tratado com NaCl 7,5% aantes da Reperfusdo. N

=10 por grupo. $p<0,05 comparado ao grupo IF.
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4.5. Estresse Oxidativo (MDA)

N&o foram observadas diferencas significativas na anélise comparativa
dos niveis de malonaldeido (Grafico 9) entre o grupo sham (2,24 + 1,08 nmol) e
os demais grupos: 1Q (3,18 + 1,06 nmol), IF (2,17 + 0,74 nmol), IFHI (1,47 =
0,48 nmol), IFHR (2,10 £ 1,10 nmol). Entretanto, o grupo 1Q apresentou niveis
de malonaldeido significativamente maiores que os grupos IF (p=0,0242), IFHI
(p=0,0002) e IFHR (p=0,0394). Além disso, o grupo IFHI apresentou niveis

significativamente menores que os do grupo IF (p=0,0221).
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Grafico 9. Os niveis de MDA avaliados no tecido hepatico 4h apés a reperfusédo. S, grupo
sham; 1Q, grupo isquemia quente; IF, grupo isquemia fria; IFHI, grupo isquemia fria tratado com
NaCl 7,5% antes da isquemia; IFHR, grupo isquemia fria tratado com NaCl 7,5% antes da

reperfuséo. N =10 por grupo. #p<0,05 comparado ao grupo 1Q, *p<0,05 comparado ao grupo IF
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4.6. Parametros Hemogasomeétricos

4.6.1. Bicarbonato (HCO3)

N&o foram observadas diferencas significativas na anélise comparativa
dos niveis de bicarbonato (Gréfico 10) entre o grupo sham (19,4 + 4,18 nmol/L)
e os demais grupos: 1Q (15,9 + 5,27 nmol/L), IF (20,1 £ 2,61 nmol/L), IFHI (20,8
+ 1,76 nmol/L), IFHR (19,7 2,96 nmol/L), nem entre 0os grupos submetidos a
isquemia fria. Entretanto, o grupo IQ apresentou niveis de bicarbonato

significativamente menores que o grupo IF (p=0,0115).
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Grafico 10. Niveis séricos de bicarbonato 4h apos a reperfusdo. S, grupo sham; IQ, grupo
isquemia quente; IF, grupo isquemia fria; IFHI, grupo isquemia fria tratado com NaCl 7,5%
antes da isquemia; IFHR, grupo isquemia fria tratado com NaCl 7,5% antes da Reperfusédo. N
=10 por grupo. #¥p<0,05 comparado ao grupo IQ.
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4.6.2. Excesso de Bases (SBE)

N&o foram observadas diferencas significativas na anélise comparativa
dos niveis de excesso de bases (Graficoll) entre o grupo sham (19,4 + 4,18
nmol/L) e os demais grupos: I1Q (15,9 £ 5,27 nmol/L), IF (20,1 + 2,61 nmol/L),
IFHI (20,8 £ 1,76 nmol/L), IFHR (19,7% 2,96 nmol/L); entre o grupos IQ e IF, ou
entre os grupos submetidos a isquemia fria. Entretanto, o grupo 1Q apresentou

niveis de excesso de base significativamente menores que IFHI (p=0,0115).
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Grafico 11. Niveis séricos de excesso de base 4h ap6s a reperfuséo. S, grupo sham; 1Q, grupo
isquemia quente; IF, grupo isquemia fria; IFHI, grupo isquemia fria tratado com NaCl 7,5%
antes da isquemia; IFHR, grupo isquemia fria tratado com NaCl 7,5% antes da Reperfusédo. N

=10 por grupo. #¥p<0,05 comparado ao grupo Q.



44

4.6.3. S6dio (Na+)

N&o foram observadas diferencas significativas na anélise comparativa
dos niveis de sédio sérico (Gréafico 12) entre o grupo sham (135 * 3,62 mEq/L)
e os demais grupos: 1Q (134 = 3,55 mEq/L), IF (134 + 3,77 mEqg/L), IFHI (138 £
2,62 mEqg/L), IFHR (137« 1,55 mEqg/L); nem entre os grupos IQ e IF. Entretanto,
os grupos IQ e IF apresentaram niveis de sddio significativamente menores
gue os grupos IFHI (p= 0,0189 e 0,0112, respectivamente) e IFHR (p=0,0242 e

0,0142, respectivamente).
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Grafico 12. Niveis séricos de sodio 4h apoés a reperfuséo. S, grupo sham; 1Q, grupo isquemia
quente; IF, grupo isquemia fria; IFHI, grupo isquemia fria tratado com NaCl 7,5% antes da
isquemia; IFHR, grupo isquemia fria tratado com NaCl 7,5% antes da Reperfusdo. N =10 por

grupo. #¥p<0,05 comparado ao grupo 1Q, $p<0,05 comparado ao grupo IF.
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4.6.4. Potassio (K+)

O nivel sérico de potassio (Gréfico 13) do grupo sham (4,09 + 0,61
mEg/L) foi significativamente menor em comparacdo ao grupo 1Q (5,24 =
0,93mEq/L; p=0,0042) e IF (4,95+ 0,99 mEqg/L; p=0,0306). Além disso, 0s
niveis de potassio do grupo 1Q foram significativamente maiores que os do
grupo IFHI (4,29 = 0,64 mEqg/L; p= 0,0158). Entretanto, ndo foram observadas
diferencas significativas na andlise comparativa entre o grupo sham e o0s
grupos: IFHI e IFHR (4,80 + 1,47mEq/L); entre o grupo 1Q e IF, ou entre os

grupos submetidos a isquemia fria.
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Grafico 13. Niveis séricos de potassio 4h apos a reperfusdo. S, grupo sham; 1Q, grupo
isquemia quente; IF, grupo isquemia fria; IFHI, grupo isquemia fria tratado com NaCl 7,5%
antes da isquemia; IFHR, grupo isquemia fria tratado com NaCl 7,5% antes Reperfusdo. N =10

por grupo.
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4.6.5. Caélcio i6nico (iCa)

N&o foram observadas diferencas significativas na anélise comparativa
dos niveis de calcio idnico arterial (Grafico 14) entre o grupo sham (4,61 + 0,36
mMEQ/L) e os demais grupos: 1Q (4,32 £ 0,47mEq/L), IF (4,52 = 0,25mEq/L), IFHI
(4,35 £ 0,22mEq/L), IFHR (4,60 £ 0,27mEQq/L); entre os grupos IQ e IF, ou entre

0S grupos submetidos a isquemia fria.
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Grafico 14. Niveis séricos de caicio idnico 4h ap6s a reperfusdo. S, grupo sham; IQ, grupo
isquemia quente; IF, grupo isquemia fria; IFHI, grupo isquemia fria tratado com NaCl 7,5%
antes da isquemia; IFHR, grupo isquemia fria tratado com NaCl 7,5% antes da Reperfuséo.

N=10 por grupo. *p<0,005 comparado ao grupo sham. #p<0,05 comparado ao grupo 1Q.
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4.6.6. Lactato (Lac)

O nivel de lactato arterial do grupo sham (15,2 + 10,9 mg/dL) foi
significativamente menor em comparagdo aos grupos 1Q (36,0 £ 25,0 mg/dL;
p=0,0042) e IF (16,3t 8,64 mg/dL; p=0,0306). Além disso o grupo I1Q
apresentou niveis de lactato significativamente maiores que os grupos IF (16 +
9 mg/dl; p=0,011), IFHI (15,5 + 4,09 mg/dL; p=0,0199), e IFHR (16,0 + 7,15
mg/dL; p=0,0259). Entretanto, ndo foram observadas diferencas significativas
na analise comparativa entre o grupo sham e os grupos IFHI e IFHR; e entre o

grupo 1Q e IF (Gréfico 15).
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Grafico 15. Niveis de lactato arterial 4h apds a reperfusdo. S, grupo sham; 1Q, grupo isquemia
guente; IF, grupo isquemia fria; IFHI, grupo isquemia fria tratado com NaCl 7,5% antes da
isquemia; IFHR, grupo isquemia fria tratado com NaCl 7,5% antes da Reperfusdo. N =10 por

grupo. *p<0,005 comparado ao grupo sham, #¥p<0,05 comparado ao grupo 1Q
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4.6.7. Glicose (Glu)

Os niveis séricos de glicose dos animais do grupo sham (354 +
45mg/dL) foram significativamente maiores em compara¢do aos niveis dos
animais dos grupos submetidos a isquemia IQ (126 + 69 mg/dL; p<0,0001), IF
(230 +34 mg/dL; p<0,0001), IFHI (199 + 47 mg/dL; p<0,0001) e IFHR (202 + 62
mg/dL; p<0,0001). Adicionalmente o grupo IQ apresentou niveis de glicose
significativamente menores que os grupos IF (p<0,001), IFHI (p=0,0126) e
IFHR (p=0,0183). Nao houve diferencas significativas nas comparacoes entre

0s grupos submetidos a isquemia fria (Gréafico 16).
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Grafico 16.Niveis séricos de glicose 4h apoés a reperfusdo. S, grupo sham; IQ, grupo isquemia
quente; IF, grupo isquemia fria; IFHI, grupo isquemia fria tratado com NaCl 7,5% antes da
isquemia; IFHR, grupo isquemia fria tratado com NaCl 7,5% antes da Reperfusdo N =10 por

grupo. *p<0,005 comparado ao grupo sham.
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4.7. Analise de parametro hemodinamico

4.7.1. Pressao Arterial Média (PAM)

A PAM do grupo sham (124 £ 19 mmHg) foi significativamente maior em
comparacao ao grupo 1Q (90 + 24 mmHg; p=0,026). Entretanto, ndo foram
observadas diferencas significativas na analise comparativa entre o grupo
sham e os demais grupos: IF (102 £ 15mmHg), IFHI (105 £ 19 mmHg), IFHR
(106 £ 20 mmHg); entre o grupo IQ e IF, ou entre 0os grupos submetidos a

isquemia fria (Grafico 17).
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Grafico 17.Presséo arterial média 4h apos a reperfusdo. S, grupo sham; 1Q, grupo isquemia
quente; IF, grupo isquemia fria; IFHI, grupo isquemia fria tratado com NaCl 7,5% antes da
isquemia; IFHR, grupo isquemia fria tratado com NaCl 7,5% antes da Reperfusdo. N =10 por

grupo. *p<0,005 comparado ao grupo sham.
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5. DISCUSSAO

O desenvolvimento de pesquisas e 0 estudo continuo relacionados a
isquemia/reperfusdo de Orgdos tém se mostrado um campo promissor e
fecundo, visto que o transplante de 6rgdos tem se multiplicado em numero e
variedade, bem como as resseccdes hepaticas tém sido cada vez mais amplas
e extensas, mantendo margens limitrofes de 30% do parénquima
remanescente. Nesse contexto, a inovacao de tecnologias e métodos tém nos
permitido melhor conhecer e compreender 0s processos bioguimicos e
biofisicos que ocorrem durante os periodos de isquemia e reperfusdo, os quais
permanecem sendo muito significativos e determinantes para a sobrevida do
enxerto, do 6rgdo remanescente e do préprio paciente e, estdo relacionados
diretamente com o tempo de isquemia/reperfusao(50, 71), com a extenséo das
resseccdes(72) e os meios de preservacao(73).

Este estudo avaliou o impacto da solucdo hipertonica NaCl7,5% na
reducdo da lesdo de isquemia/reperfusdo hepéatica em animais submetidos a
hipotermia tépica do figado. Os principais resultados incluem uma acentuada
diminuicdo da necrose hepatocelular e do estresse oxidativo hepatico, e
normalizagédo dos niveis de excesso de base e do potassio séricos associados
a administracao de NaCl 7,5%.

O presente estudo segue um modelo experimental, ja bem estabelecido
e desenvolvido no LIM-37, com base em estudos realizados anteriormente(33,
64), para pesquisa na linha de isquemia/reperfusdo de 6rgaos e inflamacéo do

figado e pancreas(66, 74). Ele utiliza ratos machos wistar com intervalo de
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peso pré-determinado (230 a 300g). Neste modelo, produzimos a isquemia de
70% do o6rgéo, através do clampeamento dos pediculos vasculares dos lobos
mediano e lateral esquerdo do figado, preservando o fluxo portal dos lobos
direito (superior e inferior) e caudado, de modo a evitar a congestédo
esplancnica e permitir a andlise local e sistémica dos efeitos resultantes
exclusivamente do processo de I/R hepatica(54).

A limitacdo deste estudo, deve-se ao curto periodo de isquemia quente
toleravel pelos animais (menos de uma hora), visto que a isquemia quente de
uma hora gera necrose hepatocelular grave, praticamente irreversivel,
inviabilizando uma analise por tempo superior a 40 minutos, promovendo morte
dos animais antes do término do experimento, como pdde ser observado no
periodo do estudo piloto.

O tempo de reperfuséo foi determinado em quatro horas, pois estudos
anteriores ja evidenciaram que a fase inflamatéria mais intensa, pos
reperfusdo, se estende por no maximo quatro a seis horas e é o periodo de
maior atividade das células de Kupffer e de producao de espécies reativas de
oxigénio secundaria a disfungdo mitocondrial(17, 56, 66, 75-78).

O uso da solucao salina hipertdnica em sua concentracdo, dose, via e
velocidade de infusdo, foi determinado com base no modelo previamente
desenvolvido: 4ml/Kg IV lento, administrado durante 5 minutos através da veia
peniana, visto ndo promover efeitos secundarios a hipernatremia, produzindo
apenas elevacéo rapida e curta do nivel sérico de sodio(66, 79). Assinalamos
gue neste estudo nao foram identificadas diferencas significantes na analise
comparativa das medidas do sodio entre os diferentes grupos de animais

estudados, tratados ou ndo com SSH a 7,5%, corroborando as hipéteses de
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estudos anteriores, de que a SSH a 7,5% utilizada na dose e modo sugeridas,
nao produz elevacdo do sodio sérico, nem efeitos secundarios(62, 63).Na
analise da literatura, verificamos que as solucdes salinas hipertdnicas a 7,5%,
usadas em dose padrdao de 4ml/kg de peso corporal, como fluidos de
ressuscitacdo no paciente grave, apresentam propriedades antioxidantes e
efeito protetor na microcirculacdo do figado submetido a isquemia quente, o
que também foi descrito em modelo de choque hemorragico, tratado com
administracdo de solucéo salina hiperténica-Dextran 6% (HSD)(65-67).

As transaminases ALT e AST, enzimas hepaticas utilizadas como
marcadores de lesdo hepatica celular, presentes em niveis acima da
normalidade na corrente sanguinea quando da presenca de isquemia e ou
alteracdo grave de permeabilidade da membrana celular, estdo diretamente
relacionadas ao grau e extensdo da lesdo hepatocelular. De modo que, o0s
niveis dessas enzimas sdo amplamente utilizados em estudos e analises que
envolvam avaliacdo do grau de lesdo hepatocelular, ou como meio de validar
acOes hepatoprotetoras(80).

Neste estudo houve marcada reducdo dos niveis das transaminases
AST (74,4%) e ALT (76,6%) nos animais submetidos a isquemia hipotérmica do
figado e tratados com SSH a 7,5%, comparados aos animais submetidos a
isquemia normotérmica. Houve também diminuicdo do grau histolégico da
leséo de IR e de necrose hepatocelular comparavel ao grupo sham e menor em
relacdo ao grupo isquemia quente. Da analise comparativa do grau de necrose,
destacamos que o grupo submetido a hipotermia e tratado com SSH a 7,5%
antes da isquemia, apresentou resultado igual ao sham, com presenca de

apenas 30% de necrose leve, enquanto 0 grupo submetido somente a
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hipotermia, sem tratamento com SSH, apresentou 30% de necrose moderada e
20% necrose leve, resultando em grau de necrose maior que o sham. Quanto
ao grau de lesédo histologica, o grupo IFHI apresentou niveis muito reduzidos,
aproximados ao sham.

Em estudo similar realizado no LIM-37, Figueira ER et al(66)avaliaram
os efeitos da SSH nas lesdes resultantes da isquemia/reperfusdo
normotérmica. Estudo experimental em ratos evidenciou niveis de
transaminases AST e ALT significativamente menores nos animais tratados
com SSH, bem como necrose hepatocelular menos intensa, quando
administrado no periodo pré-reperfusdo, diferentemente de nossos achados,
nos quais 0s menores niveis de transaminases e necrose hepatocelular foram
obtidos no grupo tratado com SSH antes da isquemia, associado a hipotermia.

Os animais submetidos a isquemia fria e tratados com solucdo salina
hipertdnica a 7,5% apresentaram niveis reduzidos de IL-6, IL-10 e TNF-alfa em
relacdo ao grupo submetido a isquemia normotérmica do figado. Por sua vez,
0s animais submetidos a IQ apresentaram maiores niveis séricos arteriais de
potadssio e lactato e, menores niveis de glicose do que o grupo sham,
acompanhado de maior hipotenséo arterial. Conforme conhecimento prévio, a
isquemia quente & muito mal tolerada pelos 6rgdos, ocorrendo mais leséo
celular com perda de potassio do meio intracelular e elevacdo deste no meio
extracelular, ativacdo das vias anaerobicas de producédo de energia e maior
producao de lactato. A isquemia normotérmica quando estendida até uma hora
ou mais, estabelece danos aos tecidos, considerados irreversiveis, dado o grau

de necrose e de lesdo histopatologica instalada (81, 82).
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Em estudo analisando os efeitos da SSH sobre a expressédo da enzima
heme oxigenase-1(HO-1) na lesdo secundaria a IR hepatica em ratos, Ke QH
et al(33), obtiveram resultados similares a Attuwaybi B, et al(64). Ambos
identificaram que os animais tratados com SSH previamente a isquemia,
apresentavam aumento significativo de HO-1 e importante reducdo dos niveis
séricos de ALT, TNF-a, bem como da atividade de MPO e ET-1. Constataram
também, a anadlise histologica, apenas edema moderado dos hepatécitos e
suave infiltracdo neutrofilica no figado.

Do mesmo modo, em estudo analisando a habilidade da SSH como pré-
tratamento na IR hepatica, Ke QH et al(36) demonstraram a capacidade da
SSH de diminuir os niveis de AST e ALT, inibir a liberacdo de TNF-a, diminuir o
sequestro neutrofilico no figado e a atividade da MPO, promovendo, por outro
lado, significante aumento na producdo de citocinas anti-inflamatorias, em
especial a IL-10, resultando em reducdo de lesdo hepatocelular(36, 83).
Consideraram também que os mesmos beneficios do uso da SSH, ou seja, 0
efeito anti-inflamatério e inibicdo de fung¢des neutrofilicas, quando utilizado
como fluido de ressuscitagdo no choque, no trauma e em infeccdo severa,
foram encontrados e, observaram haver poucos estudos sobre o uso da SSH
no tratamento das lesfes secundarias a IR hepaticas, explorando sua a¢ao no
pré-tratamento. Citam ainda as duas fases caracteristicas que ocorrem nas
lesGes hepaticas de IR: a inicial, que envolve ativacdo das células de Kupffer e
producdo de ERO, que produzem lesdo hepatocelular; e a tardia, que €
caracterizada por ativacdo ainda maior das células de Kupffer e citocinas

inflamatorias com aumento exponencial da lesdo hepatocelular.
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Oreopoulos GD et al(83) realizaram estudo utlizando o pré
condicionamento com SSH, para analise da prevencdo de lesdo secundaria a
IR hepatica em ratos e, avaliaram o papel da interleucina-10 (IL-10). A SSH,
guando utilizada em estados criticos como meio de ressuscitacao, havia - em
recentes estudos ““in vivo"’ (37, 62) - demonstrado efeitos anti-inflamatorios,
devido ao aumento da producdo de IL-10. Ja os estudos “'in vitro”
documentaram efeitos da SSH sobre muitos tipos de células, como neutrofilos,
macrofagos e células endoteliais, com o mesmo efeito. Naqueles utilizando
animais com deficiéncia de IL-10, foi sugerida que a habilidade da SSH no pré-
tratamento em induzir a producdo de IL-10 é central em seu efeito anti-
inflamatorio, como estratégia de pré-condicionamento. O achado principal
nessa analise, foi que o uso da SSH reduziu a geracdo de TNF-a no figado
seguido de IR, através da inducdo da expressao de citocinas anti-inflamatorias
como a IL-10(83).

No estudo realizado por Yang et al(84), foi reportada a acédo inibitéria da
IL-10 endégena sobre a producdo de TNF-a, servindo como protegcdo das
lesbes secundarias a IR miocéardica e, quando a IL-10 foi administrada de
forma exdgena, também inibiu a lesdo secundaria & IR hepatica. E conhecido
que a IL-10 é regulada predominantemente pelos niveis de fatores de
transcricdo, assim como spl, sp2 e STAT3 contribuem para sua transcricao,
sendo o STAT3 o mais importante. Nesse estudo foi sugerido que o pré
tratamento com SSH pode ativar STAT3, resultando na inducdo da liberacéo
endogena de IL-10. Conclui assim que o pré tratamento com SSH antes da IR
pode induzir uma marcada liberacdo da IL-10, que pode inibir o TNF-a e a

infiltracdo neutrofilica dentro do figado, reduzir os niveis de ALT e de atividade
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da MPO, evitando lesdo secundaria a IR hepatica, demonstrando que o uso da
SSH é uma boa estratégia como prevencéo da leséo de IR hepatica(83, 84).

Avaliando a implicacdo da apoptose como um importante mecanismo
contributivo para inflamacéo e lesdo hepatica apos a IR, Reinehr et al(85),
através do uso de SSH pré IR, identificaram aumento expressivo da atividade
da caspase 3, sugerindo que a hiperosmolaridade sensibiliza hepatoécitos por
inducdo de apoptose através de CD95 ligand. Embora a SSH induza ao
prejuizo na translocacdo de NF-kB, removendo o maior sinal anti-apoptético no
figado, considerados conjuntamente, parece improvavel que o efeito protetor
do pré-tratamento com SSH seja devido apenas a inibicdo da apoptose
hepatocitica.

O wevento de ma perfusdo e hipoxia tecidual, gerando
isquemial/reperfusdo hepatica, resulta em imediata ativacdo de neutrofilos e
células de kupffer, adesdo destes ao endotélio promovendo lesdo
microvascular, estimulacdo da producdo de citocinas pro-inflamatérias,
principalmente TNF-a e a IL-1. Por sua vez, o TNF-a e a IL-1 ativam a sintese
de IL-8 e de moléculas de adesao (selectinas e integrinas). Estas moléculas de
adesdo promovem maior interacdo entre neutrofilos e células endoteliais e
producdo ainda maior de citocinas. O TNF-a é considerado a mais importante
citocina, devido ao seu papel quimiotaxico, ativador de neutrofilos, e por
estimular as células de kiupffer a produzir ERO e mais TNF-a(86, 87).

As células de Kupffer, aléem de sua funcdo fagocitica, estimulam a
producdo de varios outros agentes inflamatérios - como a interleucina 6, o
interferon gama, o oOxido nitrico, o fator ativador de plaguetas, além dos ja

citados, TNF-a e IL-1 - desencadeando uma cascata inflamatoria que pode
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conduzir a lesdo hepatocitica grave com dano celular irreversivel(16, 86, 87). A
producdo de tais fatores tem relacdo direta com a extensdo da lesdo
inflamatoria decorrente da isquemia/reperfuséo hepatica, de modo a justificar a
determinacdo dos niveis das citocinas produzidas, como meio de inferir a
gravidade da leséo.

Simultaneamente, elementos protetores também séo ativados, incluindo
a HO-1 (heme oxigenase enddgena) e a IL-10, que tém importancia na
reversibilidade do processo de lesdo secundaria a IR. A IL-10 € uma molécula
com potente acdo anti-inflamatodria, anti-apoptética, anti-oxidante e
mantenedora da microcirculacdo, considerada até o momento como 0 mais
importante fator no mecanismo citoprotetor, dentro do processo que envolve a
lesé@o de IR hepatica(36).

A hipdxia decorrente da interrupcdo do fluxo sanguineo ao 6rgdo e
presente no periodo de estocagem em meio de preservacao, gera alteracao do
metabolismo de energia e das fun¢gbes enzimaticas celulares, comprometendo
a disponibilidade de ATP para os processos bioquimicos, afetando diretamente
0s sistemas energia dependentes, como por exemplo, a importante funcao da
bomba de troca Na2+K+ATPase, resultando em acumulo intracelular de sodio e
subsequente edema, assim como aumento da concentracdo intracelular de
calcio. A isquemia e andxia resultantes promovem acumulo da enzima xantina-
oxidase no citosol, gerando alteracéo temporaria da permeabilidade dos canais
da membrana mitocondrial, causando fosforilagdo oxidativa, producédo de
espécies reativas de oxigénio e reducdo dos niveis de ATP mitocondrial.
Dentre as principais ERO produzidas, destacamos o radical superoxido, o

hidroxil e o perdxido de hidrogénio, que por sua vez, lesam diretamente



58

lipideos, proteinas, enzimas, membranas celulares, acidos nucleicos (DNA e
RNA) e mesmo, o citoesqueleto, promovendo lesédo tecidual(16).

Neste estudo, a analise do estresse oxidativo, através de produtos da
peroxidacao lipidica do tecido hepatico, pela determinacdo da concentracdo do
malonaldeido (MDA), mostrou que as mais baixas concentracdes encontradas
ocorreram no grupo submetido a hipotermia do figado tratado com SSH a 7,5%
antes da isquemia, comparado ao grupo submetido apenas a hipotermia. Por
sua vez, o grupo IQ, apresentou as mais altas concentracbes de MDA do
estudo, comparado aos demais grupos de animais avaliados. Esse resultado,
obtido através da analise indireta da ocorréncia de peroxidacao lipidica, sugere
gue o tratamento com SSH a 7,5% associado a hipotermia, quando utilizado no
periodo pré-isquemia, promove reducdo na producédo de espécies reativas de
oxigénio e, consequentemente, menos morte celular e lesdo histopatolégica
secundéaria a IR hepética. Pdde ser observado, também, que as mais altas
taxas de MDA, portanto de estresse oxidativo, ocorreram no grupo submetido a
isquemia normotérmica, corroborando dados de literatura(7).

Importante salientar que as baixas concentracdes de oxigénio e NADPH
presentes no periodo de isquemia levam a diminuicdo da producdo de Oxido
nitrico, e que na reperfusdo, observa-se niveis altos de producéo de NO, de
forma limitada e rapida, devido ao influxo de ions calcio nas células e estimulo
da acdo da enzima Oxido nitrico sintetase (eNOS). Tal aumento pode ser lesivo
porque o NO reage com o superoxido e produz peroxinitrito que € um oxidante
altamente toxico. No periodo de reperfusdo ocorre aumento da resisténcia
vascular, reducdo do fluxo e da viscosidade sanguinea, com subsequente

deformacéo dos eritrécitos e destruicdo dos mesmos por radicais livres de
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oxigénio, aumentando a disponibilidade de seus produtos de degradacéo,
como por exemplo, o MDA(88).

A hipotermia como meio de preservacao de orgaos solidos é algo ja bem
estabelecido e amplamente usado, porém, permanecem desconhecidos ou
incertos 0s exatos mecanismos através dos quais isto ocorre (39, 40). O que
tem sido proposto € que a hipotermia promova reducéo do metabolismo celular
e, com isto, reducéo do requerimento de oxigénio para suas funcdes, de modo
a evitar o inicio do metabolismo anaerébico e producdo de espécies reativas de
oxigénio, bem como reduza a ativacdo de neutréfilos. Deste modo, toda a
cascata inflamatdria que produz a lesdo secundaria a IR hepatica fica
impedida, temporariamente, de ocorrer (26, 41, 53, 89).

Attuwaybi B, et al(64) em um estudo analisando o uso da SSH a 7,5%
comparado ao uso da solu¢do RL na IR mesentérica, demonstrou reducao da
inflamagéo do intestino, da lesdo da mucosa e da lentificagdo do transito,
através da inducdo da producdo da enzima hemi-oxigenase 1(HO-1), que
estava associada com a reducéo da atividade de MPO (indicio da presenca de
PMN), da leséo de mucosa, e do transito intestinal. A HO-1 tem demonstrado
acao protetora nas situacdes de isquemia/reperfusdo, apresentando acao
contra o stress oxidativo em varios tecidos como coracao, pulmao, figado e
rins, responsavel por um dos mais importantes sistemas citoprotetores na IR
hepatica(90-93): A HO-1 é capaz de eliminar os metabdlitos da reacgéo
oxidativa: catalisa e limita as taxas de degradacdo do heme, produzindo
guantidades equimolares de biliverdina, monoxido de carbono(CO) e ferro livre,
0S quais tém importante papel na citoprotecdo(65, 94). A bilirrubina € um

conhecido antioxidante e promove protecdo contra lesdo por radicais livres; o
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CO por meio da ativacdo da guanyiciclase e consequente formacdo de
monofosfato de guanosinaciclase causa vasodilatacao, inibicdo da agregacao
plaquetéaria, e € um importante modulador da resposta inflamatodria; a ferritina
induzida pela HO-1 promove citoprotecao através do sequestro do ferro livre e
consequente reducéo do estado pré-oxidante celular(91).

Na andlise das medidas de mieloperoxidase pulmonar (MPO), com
vistas a determinar o efeito sobre a reducéo do recrutamento de neutréfilos no
figado e em oOrgdos a distancia, observou-se que o0 grupo submetido a
hipotermia do figado, tratado com solucéo salina hiperténica a 7,5% antes da
isquemia, apresentou niveis de MPO significativamente reduzidos em relacdo
ao grupo que foi submetido apenas a hipotermia, reduzindo a infiltracdo de
PMN a nivel pulmonar devido a IR hepatica, conforme visto em outros
estudos(53) e anteriormente demonstrado em estudo realizado no LIM-37 da
FMUSP(66). Salientamos que o pico de elevacdo de MPO ocorre mais
tardiamente, cerca de 8 a 12 horas ap6s o inicio da reperfusdo, sendo que
neste estudo a coleta de material para analise ocorreu 4 horas apos a IR
hepética, tempo ja suficiente para demonstrar o beneficio do tratamento com
solucéo salina hipertbnica a 7,5%, administrado antes da isquemia e associado
a hipotermia, na reducéo da resposta inflamatoria local e sistémica, produzida
pela IR hepatica.

Na analise bioquimica do bicarbonato (HCO3) e excesso de bases
(SBE), destacamos que o grupo IQ apresentou 0s niveis mais baixos de
bicarbonato e excesso de bases comparado aos demais grupos do estudo,
evidenciando deste modo que a isquemia normotérmica do figado € muito mal

tolerada, com elevada producdo de &acidos (ERO), gerando consumo de
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bicarbonato e bases para promover tamponamento iénico. Quanto ao sodio, 0s
grupos tratados com solucdo salina hipertbnica a 7,5% apresentaram niveis
significativamente maiores que 0s grupos nao tratados, porém mantiveram-se
dentro dos padrées de normalidade, comprovando deste modo que a SSH
utilizada na dose recomendada no modelo deste estudo, promove elevacdes
curtas e rapidas dos niveis de sodio, ndo causando elevacbes acima da
normalidade, nem efeitos deletérios. Os niveis de potassio do grupo IQ foram
significativamente maiores que os do grupo IFHI, provavelmente devido a maior
lesd@o celular presente na isquemia, sugerindo efeito protetor adicional da SSH
a 7,5% para a hipotermia (82). Em relacdo ao calcio i6nico, ndo foram
observadas diferencas na andlise entre os grupos de animais do estudo.
Quanto ao lactato, destacamos que o0 grupo IQ apresentou niveis
significativamente maiores que os grupos submetidos a hipotermia hepatica e
tratados com solugcédo salina hipertonica a 7,5%, seja antes da isquemia ou
antes da reperfuséo, permitindo observar que o tratamento com SSH agregado
a hipotermia nestes grupos promoveu reducéo da lactatemia, por provavel acao
hemodindmica, com restabelecimento da perfusdo e do fluxo sanguineo,
aumento do aporte e liberagdo de O2 aos tecidos, reducao da hipdxia tecidual,
da producdo de espécies reativas de oxigénio e de citocinas inflamatdrias,
desencadeadas pelo processo de IR hepatica. Quanto a glicose, assinalamos
que o grupo IQ apresentou niveis significativamente reduzidos em relacdo aos
demais grupos de animais do estudo, que se justificam pelo elevado grau de
consumo de glicose para producéo de energia via metabolismo anaerdbico,

naqueles submetidos a isquemia normotérmica do figado.
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Em estudos comparativos entre a Solu¢cdo Salina Hipertbnica a 7,5%
(SSH) e o uso de Ringer lactato ou Soro Fisiolégico 0,9%, foi demonstrado seu
potencial e superior efeito benéfico hemodinamico e anti-inflamatoério, em
situacdes que envolvem alteracdes do fluxo sanguineo a nivel sistémico ou
local, com restabelecimento do volume circulatorio, do débito cardiaco, da
pressdo arterial média, com consequente reducdo do dano celular secundario
ao hipofluxo. Sua acdo osmdética, reduz edema celular e intersticial,
promovendo, num segundo momento, uma melhora circulatéria generalizada,
permitindo uma otimizacdo na entrega de O2 e carregando os produtos acidos
resultantes do metabolismo. Deste modo, a liberacdo de agentes pré-
inflamatorios responsaveis pela cadeia oxidativa, que resulta em morte celular
e faléncia multipla de érgéos, € reduzida (62, 63, 67, 95)

O estudo realizado por Coimbra R et al(62) sugeriu uma potencial
propriedade imuno moduladora da SSH, quando comparada ao uso de RL,
devido a restauracdo da supressdo de células T, melhora do padrédo
perfusional, hemodindmico e microcirculatorio; reduzir edema celular pulmonar;
diminuir o periodo isquémico; produzir menor lesdo dos Orgaos(figado e
pulm&o)(95); e reduzir mortalidade apds choque hemorragico em ratos seguido
de sepses(21, 63, 67). Menciona ainda, que o mecanismo através do qual a
SSH teria uma funcdo de melhorar a resposta imune celular era, até entao,
desconhecido.

Em estudo desenvolvido por Vollmar, B. et al(21), foi mencionado que
uma das caracteristicas das células dos mamiferos € a nao tolerancia a
variacbes nos gradientes de pressao hidrostatica, e que alteracbes entre a

osmolaridade do meio intra e extra-celulares sdo seguidas de movimentacéo
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de agua através de sua membrana, com modificacdo do volume celular(62). A
ndo manutencdo dos gradientes de pressdo hidrostatica constantes
desencadeia uma série de eventos sinalizadores intracelulares, com a
mudanca no potencial elétrico das membranas celulares e no balanco i6nico
intracelular, estimula mensageiros secundarios, a expressao génica e a
fosforilacdo de diversas proteinas(17, 35)

A cascata de ativacdo mitogénica da proteina quinase foi identificada
como um caminho sinalizador que traduz a resposta ao stress osmolar(66, 96).
A adenosina trifosfato guanosina (ATG) é ativada através do stress osmotico e
pode induzir a remodelacéo do citoesqueleto cortical nas células epiteliais, com
adaptacdes moleculares compensatdrias podendo levar a morte celular
programada; por outro lado as células epiteliais também s&o suscetiveis a
hipertonicidade, como documentado em Powers, K. et al(97),que utilizou um
modelo de choque hemorragico, em que a ressuscitagdo com SSH reduziu a
apoptose no intestino delgado.

A SSH tem significancia documentada e grande importancia na
regulacdo do volume celular, na funcdo dos eritrécitos, na transferéncia
epitelial, na regulagdo do metabolismo, na liberagdo de hormoénios, e na
contracdo, migracao e proliferacédo celular. Pesquisadores tém mostrado que a
ressuscitacdo com SSH tem profundos efeitos na traducdo de sinais precoces
gue regulam a expressdo génica do stress em neutrofilos, células endoteliais,
macroéfagos alveolares, e células epiteliais intestinais(79, 98).

Com base em publicacdes anteriores, buscamos no presente estudo
examinar os beneficios do uso da solucéo salina hiperténica a 7,5% associada

a hipotermia, com vistas a identificarmos provavel acdo somatoria destas duas
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intervencdes, no periodo pré- isquemia e pré-reperfusdo. Com base na analise
dos resultados se identificaria 0 momento mais indicado para a utilizacdo do
tratamento com SSH, com vistas a obtermos a menor extensdo possivel de
lesdo secundaria a acdo inflamatéria da IR hepatica. Neste estudo, as
evidéncias sinalizam para a acdo benéfica da hipotermia, haja vista a marcada
diminuicdo dos niveis de transaminases AST e ALT, do grau histolégico da
leséo de IR, de necrose hepatocelular, e niveis diminuidos de IL-6 e IL-10, nos
animais submetidos a hipotermia do figado comparavel ao grupo sham, e TNF-
alfa reduzido em comparacao aos animais submetidos a 1Q. Destacamos que o
grupo IFHI apresentou grau de necrose muito baixo, comparavel ao sham, e
meédia do grau de lesdo histolégica menor que o sham, sugerindo fortemente
que a SSH a 7,5% associada a hipotermia, quando utilizada no periodo pré-
isquemia pode apresentar acdo benéfica, reduzindo a lesdo secundaria a
isquemia/reperfusao hepética.

Considerando que este estudo buscou avaliar os efeitos do uso da
solucéo salina hipertonica a 7,5% associada ao uso da hipotermia e, dado os
beneficios identificados na reducdo de lesdo histopatoldgica do figado,
secundaria ao processo de isquemia/reperfusdo hepatica, seria recomendavel
gque mais estudos fossem realizados no intuito de podermos num futuro
proximo, utilizar a SSH em humanos, submetidos a procedimentos cirargicos

onde a IR esteja presente.
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6. CONCLUSAO

Baseado nos resultados deste estudo, podemos afirmar que nos animais

submetidos a isquemia/reperfusao hepética:

A associagdo da solugcédo salina hiperténica (NaCl 7,5%) a hipotermia
regional do figado em ratos reduz a lesdo hepatocelular, o estresse
oxidativo e os disturbios idnicos secundarios a isquemia/reperfusdo, em

especial quando utilizada no periodo pré-isquemia.
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8. ANEXOS

ANEXO 1. Identificacdo dos ratos (R) por grupos:

SHAM 1Q IF IFHI IFHR
R4 R1 R14 R49 R3
R5 R9 R15 R50 R6

R12 R13 R18 R51 R30
R16 R17 R26 R52 R31
R19 R22 R35 R53 R32
R29 R33 R37 R54 R44
R36 R41 R43 R55 R47
R38 R46 R61 R57 R59
R62 R60 R69 R58 R74
R73 R65 R72 R59 R75

ANEXO 2. Valores séricos de AST por grupos:

SHAM 1Q IF IFHI IFHR
720 6720 3320 2570 2250
120 4780 2200 3290 1720
1050 16200 1500 2730 3680
480 7390 3730 1230 4330
190 10680 2970 930 2350
280 11880 3740 2018 3360
240 11240 1650 2769 1267
210 5265 1260 2230 1710
87 13790 1907 2340 1473
187 11400 1326 1710 1730

Média 356,4 9934,5 | 2360,3 | 2181,7 2387
DP 308,08 | 3763,79 | 990,44 728,3 | 1045,55




ANEXO 3. Valores séricos de ALT por grupos:

SHAM 1Q IF IFHI IFHR
120 5440 1390 1400 1160
56 2850 1130 1830 770
170 13050 1020 1590 2030
120 4190 2100 705 2840
80 7320 1510 540 1440
140 10100 3280 959 2070
80 7450 915 1595 865
110 3708 670 1400 780
43 7750 936 1250 708
84 6856 1138 780 1066
Média | 100,3 | 6871,4 | 1408,9 | 1204,9 | 1372,9
DP 38,93 |[3079,05| 767,77 | 434,92 | 717,19

ANEXO 4. Valores séricos de IL-6 por grupos:

SHAM 1Q IF IFHI IFHR
1588 450 2556 548
756 398 1674 1330
4800 264 942 1444
2500 566 488 1164
250 4100 608 606 894
338 1820 1516 1240 1658
124 4800 524 1950 1360
204 514 1400 2926 1172
250 1050 1470 994 1400
172 2126 2038 525 420
Média 223 24054 | 923,4 | 1390,1 | 1139
DP 74,09 11618,39| 618,34 | 860,85 | 400,53
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ANEXO 5. Valores séricos de IL-10 por grupos:

SHAM 1Q IF IFHI IFHR
551 177 518 123
137 74 103 437
817 35 181 233
418 130 39 257
0 1050 82 236 150
0 512 406 393 313
0 1050 88 254 164
0 180 426 706 122
0 373 329 373 440
0 361 286 275 170
Media 0 544.,9 203,3 307.8 240,9
DP 0 327,35 | 146,23 | 198,23 | 120,58

ANEXO 6. Valores séricos de TNF- a por grupos:

SHAM [®) IF IFHI IFHR
0 152 26 74 66
0 36 10 26 62
0 66 20 14 66
0 70 24 8 54
0 124 48 4 28
0 112 32 14 84
0 104 0 20 26
0 48 38 24 38
0 48 20 52 51
0 78 25 26 59
Média 0 83,8 24,3 26,2 53,4
DP 0 37,8 13,52 21,38 18,25




ANEXO 7. Valores do Escore Histoldgico por grupos:

SHAM 1Q IF IFHI IFHR

2 12 3 3 10

4 9 4 0 0

2 13 1 0 2

0 6 8 0 4

1 12 6 0 5

2 6 0 0 0

0 0 0 2

1 7 1 3

1 12 4 3 0

2 7 0 5 8

Media 2 3 1 3
DP 1 3 1 3

ANEXO 8. Valores de Grau de Necrose por grupos:

SHAM 1Q IF IFHI IFHR

0 3 0 1 2

1 2 1 0 0

0 3 0 0 0

0 1 2 0 1

0 3 2 0 1

0 1 0 0 0

0 2 0 0 0

0 2 2 0 1

0 3 1 1 0

0 2 0 1 2

Média 0 2 1 0 1
DP 0 1 1 0 1
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ANEXO 9. Valores da atividade de MPO por grupos:
SHAM IQ IF IFHI IFHR
0,018 0,03 0,026 0,044 0,029
0,05 0,036 0,032 0,042 0,03
0,06 0,032 0,03 0,037 0,04
0,022 0,037 0,04 0,042 0,05
0,04 0,044 0,038 0,045 0,045
0,035 0,043 0,04 0,04 0,036
0,034 0,05 0,041 0,04 0,04
0,051 0,036 0,045 0,043 0,036
0,034 0,037 0,035 0,055 0,032
0,033 0,028 0,028 0,036 0,03
Média 0,04 0,04 0,04 0,04 0,04
DP 0,01 0,01 0,01 0,01 0,01

ANEXO 10. Valores da atividade de MDA por grupos:

SHAM IQ IF IFHI IFHR
3,3 4,35 1,3 1,1 3
35 1,52 2,25 2 1,1
1,1 2,3 2,43 1,2 2,9
1,2 2,9 3,4 1,1 3,7
1,2 2,9 2,4 2,1 3,6
2,24 3,53 2,9 2,3 1,3
2,4 3,8 1,2 1,2 1,2
4,13 3,75 2,7 1,1 1,1
1,94 4,8 1,6 1,5 1,01
1,4 1,9 1,5 1,1 2,1
Média 2,24 3,18 2,17 1,47 2,1
DP 1,08 1,06 0,74 0,48 1,1
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ANEXO 11. Valores séricos de HCO3 por grupos:

SHAM 1Q IF IFHI IFHR
16,4 17,8 19,1 215 20,8
20,1 14,7 19,5 22,7 18,4
10,7 15,9 21,9 16,9 13,2
21,3 19,7 20,6 22,7 24,1
22,9 7,2 25,1 22 21,9
16 21,3 19,4 21,9 20
24,9 11,9 22,2 20 20,8
22,5 22,5 19,3 19,5 20,5
21,2 19,4 18,8 20,7 20,1
18,3 8,6 15,2 20,5 17
Média 19,43 15,9 20,11 20,84 19,68
DP 4,18 5,26 2,61 1,76 2,96

ANEXO 12. Valores séricos de SBE por grupos:

SHAM IQ IF | IFHI IFHR
-5,9 5,8 .55 -2,3 14

4.4 -9,8 -3,7 -1,8 5,7
12,7 | -11,3 -2,8 7.7 -10,1

-2,9 -4,2 -4,3 -1,2 0,7

-1,8 -20,6 1,8 -2,9 2,1

7.7 2,3 45 2,2 4.4

1 -14,3 -2,3 -4.6 -3,9

-1 2,7 -4,2 -3,3 -3,3

15 -3.4 -5 -2,8 ‘5,5

75 154 | -11,2 -3,3 -6,9
Média | -444 | -898 | -417 | -321 | -4,26
DP 4,08 6,31 3,22 1,83 3,04
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ANEXO 13. Valores séricos de Soddio por grupos:

SHAM 1Q IF IFHI IFHR
140 130 137 137 137
135 134 131 138 138
127 138 135 143 137
139 137 129 133 140
135 136 130 135 136
137 132 131 138 139
135 129 131 138 136
133 134 135 139 138
133 132 139 139 136
136 140 139 138 135
Média 135 134,2 133,7 137,8 137,2
DP 3,62 3,55 3,77 2,62 1,55

ANEXO 14. Valores séricos de Potassio por grupos:

SHAM 1Q IF IFHI IFHR

5 5,2 4,4 3,7 4

4,1 4 59 5 4,3

53 7,1 4,7 4,4 8,7

3,4 6 4,7 3,7 4,3

4,1 55 4,6 3,9 4,5

4 51 6,4 3,6 4,9

3,8 59 4,4 54 55

3,6 4,6 4 4,6 3,8

3,7 4,8 3,8 4,8 4,4

3,9 4,2 6,6 3,8 3,6

Média 4,09 5,24 4,95 4,29 4,8
DP 0,6 0,93 0,99 0,64 1,47




ANEXO 15. Valores séricos de Calcio por grupos:

SHAM IQ IF IFHI IFHR
4,75 4,63 4,65 4,36 4,76
4,55 3,98 4,33 4,48 5,02
4,15 4,91 4,86 4,17 4,2
5,03 4,64 4,43 4,14 4,16
4,73 4,38 4,4 4,01 4,53
3,88 4,18 4,32 4,66 4,6
4,99 4,13 4,19 4,41 4,49
4,53 4,84 4,48 4,31 4,7
4,59 4,21 4,6 4,29 4,68
4,88 3,31 4,97 4,7 4,81
Média | 4,61 4,32 4,52 4,35 4,6
DP 0,36 0,47 0,25 0,22 0,27

ANEXO 16. Valores séricos de Lactato por grupos:

SHAM 1Q IF IFHI IFHR

19 22 12 9 25

15 18 16 15 19

43 50 20 21 30

27 9 20 20

94 10 16 12
15 34 17 11 9

58 12 20 12

11 13 14 12

13 19 15 17 10

19 27 39 12 11

Média 15 36 16 15 16
DP 11 25 9 4 7
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ANEXO 17. Valores séricos de Glicose por grupos:

SHAM IQ IF IFHI IFHR
431 230 216 182 309
403 171 219 265 249
372 119 274 105 74
300 117 244 235 154
296 35 188 241 228
328 139 233 225 192
364 47 271 157 213
389 224 176 178 202
334 128 214 200 178
319 49 263 202 221
Média | 353,6 125,9 229,8 199 202
DP 45,41 69,28 33,6 46,47 61,63
ANEXO 18. Valores da PAM por grupos:
SHAM IQ IF IFHI IFHR
107 93,6 82,1 102,73 106
87 86 110 92,46 90,05
131 91,2 98,8 133,97 83,5
131,67 105 97,4 124,22 87
114 45,4 97,8 117,33 94,1
149,2 95 81,7 109,89 | 103,98
116 56,08 | 117,67 | 74,84 | 116,55
150,8 | 121,02 | 97,82 83,7 117,2
119,72 | 91,04 | 131,01 | 89,64 | 104,59
134,88 | 119,56 | 108,01 | 117,2 | 152,06
Média | 124,13 | 90,39 | 102,23 | 104,6 105,5
DP 19,49 24,17 15,13 19,13 20,07
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