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RESUMO 

 

Nascimento JJ. Avaliação da lesão celular, tecidual e da resposta 

inflamatória no pré e pós-cirúrgico de I/R hepática, submetido ao modelo 

de tolerância em camundongo. [dissertação]. São Paulo: Faculdade de 

Medicina, Universidade de São Paulo; 2022. 

 

Introdução: A isquemia se dá quando ocorre a obstrução do fluxo 
sanguíneo, seja por embolia, aterosclerose ou em procedimentos 
cirúrgicos. Essa interrupção interferirá no fornecimento de oxigênio e na 
produção de ATP, o déficit energético acarreta o desequilíbrio do 
transporte de cálcio, sódio e potássio. Havendo comprometimento da 
permeabilidade das membranas celulares causando edema celular e 
mitocondrial. Ao reperfundir pode-se induzir a ativação exacerbada de 
células da resposta imunológica com liberação de quimiocinas e citocinas 
inflamatórias, capaz de levar ao estado de estresse oxidativo local e 
sistêmico. Objetivo: O presente estudo analisou se a tolerância pode 
modular a resposta imunológica via Toll-like-receptor 4 com redução do 
processo inflamatório. Métodos: Camundongos Balb-C machos divididos 
em 5 grupos(n=10) por grupo. Grupo controle não foi submetido a nenhum 
procedimento (CT), grupo tolerante basal (TB) e tolerante com isquemia-
reperfusão (TIR) foram submetidos a aplicação de baixas doses de LPS 
via subcutânea de 1mg/kg por 5 dias. Grupo isquemia-reperfusão e grupo 
tolerante, foram submetidos à isquemia normotérmica à 36°C, realizada 
por clampeamento parcial do volume de 70%, abrangendo: artéria 
hepática, veia porta e ducto biliar, 90 minutos de isquemia, reperfusão com 
dois subgrupos de 4 ou de 24 horas. Grupo sham (SH) para avaliação do 
impacto cirúrgico. Foram coletados plasma, para determinação dos 
marcadores de lesão hepática AST/ALT e citocinas inflamatórias. Foi feita 
análise histológica do fígado isquêmico e não isquêmico. Averiguação da 
lesão local no fígado isquêmico e da lesão a distância no pulmão. 
Resultados: A indução de tolerância foi protetora das alterações teciduais 
e inflamatórias no fígado submetido a isquemia, houve menor ALT, escore 
tecidual e MDA. A isquemia produziu inflamação sistêmica, demonstrada 
pela elevação de IL-6 e IL-17 A. A lesão no pulmão, foi reduzida no grupo 
de animais tolerantes, houve menor quantidade de MDA e MPO.  

 

Descritores: Fígado; Isquemia; Reperfusão; Tolerância; Camundongo; 
Citocinas; Inflamação; Aspartato Aminotransferase; Alanina 
aminotransferase; Malondialdeído 

  



 
 

ABSTRACT 

 

Nascimento JJ. Evaluation of cell and tissue injury and inflammatory 

response in the pre and postoperative period of hepatic I/R, submitted to 

the mouse tolerance model [dissertation]. São Paulo: “Faculdade de 

Medicina, Universidade de São Paulo”; 2022. 

 

Introduction: Ischemia occurs when there’s a blood flow obstruction, 
through embolism, atherosclerosis or in surgical procedures. That 
obstruction interferes in the supply of oxygen and in the production of ATP. 
The energy deficit causes the calcium, sodium and potassium transport 
imbalance damaging the permeability of cell membranes causing 
mitochondrial and cell edema. When reperfusing it can be induced 
exacerbated activation of immune response cells by releasing of 
inflammatory cytokines capable of leading and systemic local oxidative 
stress state. Objective: The current study has analyzed if the tolerance can 
reduce the tissue injuries caused by hepatic I/R and if there is modulation 
of immune response. Methods: Males Balb-C mice were divided into 5 
groups (n=10) per group. Control group was not submitted to any 
procedure (CT), basal tolerant group (TB) and tolerant with ischemia-
reperfusion (TIR) were submitted to the application of low doses of LPS  
1mg/kg subcutaneous use per 5 days. Ischemia-reperfusion group and 
tolerant group, were submitted to normothermic ischemia by 36 C 
performed by a 70% partial volume clamping, covering: hepatic artery, 
portal venous and biliary duct. 90 minutes of ischemia-reperfusion with two 
subgroups 4 or 24 hours. Sham (SH) group to surgical impact evaluation. 
Plasma was collected to determine AST/ALT liver injury markers and 
inflammatory cytokines. It was made a histological analysis of ischemic and 
non-ischemic liver and an investigation of the local lesion in the ischemic 
liver and distant injury in the lung. Results: Tolerance induction was 
protective of tissue and inflammatory changes in the liver submitted to 
ischemia, there was lower ALT, tissue score and MDA. Ischemia produced 
systemic inflammation, demonstrated by the elevation of IL-6 and IL-17 A. 
Lung injury was reduced in the group of tolerant animals. There was a lower 
amount of MDA and MPO in the group of tolerant animals.  

 

Descriptors: Liver; Ischemic; Reperfusion; Tolerance; Mice, Cytokines, 

Inflammation; Aspartate aminotransferases; Alanine transaminase; 

Malondialdehyde 
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1 INTRODUÇÃO  

 

1.1 Isquemia e reperfusão  
 

Isquemia do grego isch - restrição e hema - sangue, ou seja, falta de 

perfusão sanguínea, o retorno do fluxo sanguíneo é a fase chamada de 

reperfusão, usaremos a abreviação I/R para denominar isquemia e reperfusão. 

(1) O fator tempo é crucial para o grau de lesões causadas pela isquemia e 

reperfusão, pois o tempo de isquemia definirá se essa lesão será reversível ou 

irreversível. (2) 

As causas da isquemia podem ser por formação de placas gordurosas, 

embolia, ou até mesmo originada intencionalmente, em procedimentos cirúrgicos 

de transplante e ressecções hepáticas, para retirada de tumores por exemplo.  

A isquemia hepática, tem sido reproduzida em modelos experimentais em 

animais, onde clampeia-se: artéria hepática- veia porta hepática- ducto biliar 

(tríade portal) restringindo o fluxo de 70% do volume total da massa hepática, 

mantendo 30% do volume em perfusão. Este modelo de isquemia está bem 

consolidado, com esta técnica evita-se a estase venosa e isquemia intestinal. 

(3). 

Entretanto a interrupção do fluxo sanguíneo, por patologia ou por 

intervenção cirúrgica, interferirá diretamente no fornecimento de oxigênio (0₂) às 

células. Devido a quantidade insuficiente de 0₂ que chega até a fase IV da cadeia 

oxidativa mitocondrial relacionado com o processo de respiração celular 

(redução e oxidação) na matriz mitocondrial ocorre a diminuição da produção de 

trifosfato de adenosina (ATP). A molécula de ATP atua como um carreador de 

energia nas células. Sua formação é a partir de ADP e de fosfato inorgânico, 

estando ela envolvida em muitas reações celulares. (4) 

Na falta da molécula de ATP, a célula passa a gerar energia por via 

anaeróbica com consequente produção de ácido lático que interfere na 

homeostase da célula. Quando ocorre a privação de oxigênio, inicia-se uma 
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sequência de eventos químicos, levando a disfunção mitocondrial, edema e 

morte celular, seja por apoptose, necrose ou ambas.(5) 

A redução de ATP intracelular também interfere nas trocas das bombas 

de sódio (Na) e potássio (K) na membrana das células. Este desequilíbrio de 

íons leva a alteração osmótica com a ocorrência de intumescimento nos 

lisossomos, vacuolização do retículo endoplasmático, disfunção com aumento 

da permeabilidade mitocondrial e consequente extravasamento de enzimas e 

proteínas para o meio extracelular. (6) (7) 

A reperfusão restaura a oferta de oxigênio e nutrientes, contudo, formam-

se radicais livres de oxigênio e nitrogênio, produzindo danos às células próximas 

e a microcirculação. Esta cascata de eventos inicialmente local, ao reperfundir 

se torna sistêmica, afetando outros órgãos, outros sistemas o que em um quadro 

mais grave, pode evoluir para lesão de múltiplos órgãos.(8) 

Sabe-se também, que o endotélio possui uma ação antitrombogênica, 

impedindo a coagulação do sangue, quando as células endoteliais são 

danificadas, por lesões, como por exemplo, as lesões provocadas pelas 

espécies reativas de oxigênio, provenientes do processo da resposta 

inflamatória, o tecido conjuntivo subendotelial é exposto, induzindo a agregação 

de plaquetas sanguíneas. (9)  

Esta agregação inicia uma cascata de eventos, que dá origem a formação 

de fibrina a partir do fibrinogênio presente no sangue, desta forma, um coágulo 

intravascular, ou trombo é formado, podendo obstruir completamente o fluxo 

vascular local. Parte desta massa sólida pode se separar e ser levada através 

do fluxo sanguíneo, com possibilidade de obstrução de vasos e capilares, com 

evolução do quadro para processo de embolia. O mecanismo antitrombogênico 

é um importante exemplo de complicação pós cirúrgica, por isso a importância 

de evitar o contato entre plaquetas e o tecido conjuntivo subendotelial. (9) 

Lesões locais e sistêmicas por isquemia-reperfusão também estão 

associadas ao acúmulo de neutrófilos nos tecidos.  Segundo Welbourn et al. 

,2005 os mediadores dessa resposta são: o fator ativador de plaquetas (PAF), 

leucotrieno (LT)B4 e radicais livres de oxigênio com um potencial enorme em 
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lesar tecidos, neutrófilos ativados  fixam-se e migram através do endotélio, 

causando destruição de tecidos pela liberação de radicais livres e enzimas, o 

que pode resultar em necrose celular por peroxidação lipídica. (10) 

Quando há perda da homeostasia na resposta imunológica há lesões, os 

mediadores inflamatórios como quimiocinas, citocinas, substâncias quimiotáticas 

do sistema complemento, assim como vasos dilatadores histamina, heparina, 

ericosanóides estão envolvidos neste processo de lesão endotelial, o óxido 

nítrico (NO) uma espécie reativa de nitrogênio também está envolvida neste 

mecanismo de dano tecidual, ele é encontrado em abundância no organismo 

atuando como uma molécula de sinalização. (11)  

Em um estudo, considerando uma análise tecidual, sugeriu que, o óxido 

nítrico também pode ter origem independente do endotélio, com função de 

vasorelaxamento. No estudo do Lima et al., 2005, foi apontado que a formação 

de NO, pode ser a partir de lipídios nitrozilados, apoiando seu papel como fonte 

endógena de óxido nítrico, que pode desempenhar a função de 

vasorelaxamento, independente do endotélio. Tendo papel importante como 

vasodilatador no combate ao processo inflamatório. (12) 

Entretanto na isquemia-reperfusão, o NO pode ser prejudicial, por reagir 

com o oxigênio tendo como produto o peroxinitrito (ONOO-) sendo esta 

molécula, altamente reativa, com a possibilidade de interação com proteínas, 

lipídios e com o ácido desoxiribonucléico (DNA).(13) Podendo ser lesiva aos 

tecidos, as células e ao DNA.  

Em contrapartida é sabido também, que, em resposta a situações 

patológicas, existem os mecanismos de controle do estresse oxidativo, via 

enzimas como a superóxido dismutase (SOD) e a catalase. 

Considerando as lesões da reperfusão e sua fisiologia no sangue, alguns 

estudos com ratos, sugerem que no combate ao NO, ele é prioritariamente 

conservado pela reação com a hoxiemoglobina, sendo uma parte destinada para 

a formação de apenas 10% de HbNO, enquanto a outra parte é oxidada em 

nitrito. No estudo do  Dikalov e Fink, 2005 este processo pode ser detectado pela 

técnica de EPR, essa reação se dá, por processo de difusão através dos tecidos 
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para os glóbulos vermelhos, onde o NO é convertido em nitrato, ao reagir com a 

hoxiemoglobina, controlando assim, a biodisponibilidade de óxido nítrico no 

plasma. (14) (15) 

 

1.2 Lesões por Isquemia-reperfusão - Espécies reativas de Oxigênio e 
Peroxidação Lipídica  
 

Ocorre a depleção na produção de ATP desencadeando um efeito em 

cascata, lesão mitocondrial, devido ao aumento da permeabilidade da parede 

celular e da parede mitocondrial, levando a quebra da homeostasia do meio intra 

e extracelular. Lesão da membrana celular por peroxidação lipídica, devido a 

ação de radicais livres como, as espécies reativas de oxigênio (EROs) ou do 

inglês Reactive Oxygen Species (ROS): ânion superóxido (0₂-), peróxido de 

hidrogênio (H₂O₂), radical hidroxila (OH), óxido nítrico (NO). (16) 

Radicais livres de oxigênio são moléculas que possuem um elétron na 

última camada desemparelhado, sendo uma molécula altamente reativa com 

produtos biológicos, o fato de estar desemparelhado, ou seja, solto na molécula, 

faz com que ele reaja com qualquer molécula, levando a roubo de elétron, 

oxidação dessas estruturas, modificações químicas, degradação dessas 

moléculas com consequente perda da função celular. 

No caso da produção de ROS nas Mitocôndrias ocorre na cadeia 

respiratória. Quando há desequilíbrio neste transporte, o elétron não chega ao 

complexo IV que possui estruturas específicas para promoção das reações 

químicas. O oxigênio fica entre os complexos I, III removendo elétrons e se 

tornando um radical superóxido, produzindo assim, as EROs na mitocôndria. A 

taxa de produção de ATP propicia o aumento da taxa de oxigênio e da produção 

das EROs. 

Nas moléculas de cadeia longa essa produção de radicais livres se dá 

pelos peroxissomos que participam na degradação de ácidos graxos, através 

das enzimas oxidases tendo como resultado o Peróxido de hidrogênio. A 

catalase promove a quebra do peróxido de hidrogênio. (17) 
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Independente das fontes de produção de radicais livres, a perda da 

homeostasia dos processos biológicos, por aumento ou diminuição das reações 

químicas e moleculares, funciona como gatilho para lesões celulares na matriz 

mitocondrial, no núcleo das células, e nas membranas, ou seja, morte celular por 

extravasamento do conteúdo intracelular para o meio extracelular. 

Na figura 1, está apresentada todas as lesões originadas na reperfusão 

pelas EROs, a nível celular, nas organelas e no tecido. 

 

Figura 1- Lesão celular e tecidual em resposta ao estresse a I/R 

 

 

Lesões por Isquemia-reperfusão  

Fonte: Robbins, Pathologic basis of disease (18) 

 

1.3 Estratégias para redução das lesões por I/R  
 

Durante ressecções hepáticas para retirada de tumor, por exemplo, são 

utilizadas diversas técnicas de proteção hepática, essas técnicas visam à 

proteção das lesões por isquemia-reperfusão como; uso de drogas, hipotermia, 

pré-condicionamento com clampeamento intermitente do pedículo hepático, com 

tempos diferentes.(19) 

O estudo de Liu et al., 2022, utilizou a técnica de hipotermia leve, neste 

estudo com camundongo foi possível proteger o fígado contra a ação das EROs, 

pela regulação aumentada da proteína de choque RBM3, induzida por 

hipotermia, a proteína RBM3 bloqueou as vias de sinalização p38 e JNK, 

reduzindo assim as lesões por isquemia-reperfusão. (20) 
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Como estratégia para a diminuição das lesões por isquemia-reperfusão com 

o uso de drogas, Canedo et al., 2007, fez a utilização do cloridrato de tirofiban 

para a proteção hepática e pulmonar secundária a I/R, neste estudo ocorreu a 

melhora dos parâmetros histológicos, bioquímicos e da respiração mitocondrial. 

(21) 

Em outro exemplo com o uso de drogas para a mitigação de lesões 

consequentes da isquemia-reperfusão Nogueira et al., 2014, utilizaram o 

diazóxido (uma droga que abre o canal seletivo do mito KATP, promove efeito 

protetor contra isquemia e mantém a função mitocondrial), neste estudo foi 

apontado que, o diazóxido conseguiu manter a função mitocondrial do fígado, 

reduzir a resposta inflamatória e aumentar a tolerância hepática à  lesão de 

isquemia-reperfusão.(22)  

O termo pré-condicionamento isquêmico foi introduzido por Murry  et al., 

1986, isto é, significa a indução de isquemia por um pequeno período, seguido 

por reperfusão. (23)  

Segundo estudo de Castro e Silva Jr et al., 2002, acredita-se que o pré-

condicionamento isquêmico promove a proteção das mitocôndrias, evita o 

intumescimento osmótico mitocondrial e inibe a produção de espécies reativas 

de oxigênio o que diminui a lipoperoxidação.(24) 

O modelo de tolerância seria outra proposta como estratégia de proteção 

para procedimentos cirúrgicos de isquemia-reperfusão hepática. O foco da 

investigação do nosso modelo seria a possibilidade de modulação da resposta 

imunológica com redução do processo inflamatório.  
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1.4 Tolerância /via TLR4 
 

O sistema imunológico inato possui mecanismos de defesa contra 

patógenos, para que isto ocorra utiliza-se de receptores de reconhecimento de 

padrões, receptores do tipo Toll like receptors (TLR). (25),(26)(27) (28) 

Esses receptores de reconhecimento de padrões estimulam a expressão 

de genes, que produzem a resposta inflamatória, induzindo a produção de 

quimiocinas e citocinas, seguido de recrutamento de neutrófilos para o local da 

inflamação. (29) 

O TLR4 tem sido muito estudado por se ligar ao lipopolissacarídeo (LPS) 

da parede de bactérias Gram negativas. O LPS é um lipopolissacarídeo parte 

integrante da membrana externa de bactérias Gram negativa. (30) 

O complexo CD14+LBP+LPS formado na superfície celular, conecta-se a 

proteína MD-2, que estabiliza a ligação do LPS na via TLR4. Assim ocorre a 

sinalização intracelular. 

No meio intracelular a proteína adaptadora Myeloid Differentiation Protein 

(MyD88) reconhece esta sinalização e ativa a quinase do receptor de IL-1 

(IRAK). (31) (32) (33)  

Quando se dá a fosforilação da IRAK, ocorre o recrutamento do fator 

associado ao receptor de TNF6 (TRAF6), este que se ao oligomerizar, ativa a 

proteína quinase (MAP3K).  

A quinase MAP3K ativa as quinases IKB1(IKK1) e IKB2(IKK2), IKB1 e 

IKB2 fosforilam resíduos de serina da IkB, degradando-a, dessa forma ocorre a 

liberação do fator de transcrição nuclear NF-Kβ. (34)  (35)  

Uma vez ativado, o fator de transcrição nuclear NF-Kβ migra para o núcleo 

da célula, na região do DNA promotora, desencadeando a produção de proteínas 

envolvidas no processo inflamatório. Como por exemplo: TNF, citocinas (IL-1, IL-

8 e IL-10), proteínas de adesão celular (ICAM, VCAM, INOS) dentre outras 

substâncias. (36) A ativação da via TLR4 e ativação do fator de transcrição 

nuclear NF-Kβ está apresentada na figura 2. 
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 Figura 2 - Via de sinalização TLR4 por LPS: Ativação do fator de transcrição 
NF- kB 

 

Via de sinalização TLR4: Ativação da via toll like receptor 4 por LPS, ativação do fator 

de transcrição NF- κB desencadeando produção de citocinas envolvidas no processo 

inflamatório.  

Fonte: Imagem Guo & Friedman, 2010 (37) 

 

A tolerância é a adaptação da resposta imune inata pela aplicação prévia 

de baixas doses de LPS aos animais. Segundo Pena et al., 2011, a tolerância é 

definida como uma capacidade de responder com menor grau de inflamação a 

insultos, após, um estímulo prévio deste insulto. (38) Os animais que recebem 

baixas doses de LPS se tornam resistentes a doses letais de LPS.  

Estudos com o modelo de tolerância estão bem consolidados, no estudo 

experimental de Rao et al., 2013, foi feito o pré-condicionamento em doses 

baixas do lipopolissacarídeo em ratos, após injúria de isquemia e reperfusão 

(IRI), este estudo investigou a via ATF4-CHOP para redução de apoptose. (39) 

(40)(41) (42) (43)  A via ATF4-CHOP inibiu a apoptose hepatocelular, após a 

reperfusão, suprimindo a ativação da caspase-12 e caspase-3. Assim como foi 
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observada redução na expressão de citocinas inflamatórias, reprimindo as vias 

de sinalização pró inflamatórias (NF-Kβ e MAPK). Foi apontado que no pré-

condicionamento de baixas doses de LPS, a via ATF4-CHOP inibe a expressão 

de TNFα e IL6, e induz a expressão de IL-10, durante a isquemia e reperfusão 

do fígado. (44) (45,46)(47)(48) (49) 

Zhang et al., 2014, avaliaram se o pré-tratamento com LPS melhora a 

insuficiência hepática aguda (ALF), induzida por baixas doses de D-GaIN/LPS. 

O D-GaIN consome monofosfato de Uridina (UMP) nas células hepáticas 

diretamente, resultando na redução do ácido nucléico, glicoproteína e lipídeo, 

destruindo a organela, danificando a estrutura e a função da célula hepática, 

causando apoptose hepática. (50) (51) (52) O estudo com D-Gain/LPS apontou 

que a inibição de IRAK-1 poderia aliviar as reações inflamatórias por meio da 

regulação negativa de expressão de mediadores inflamatórios. (53) (54) 

O pré-condicionamento com LPS pode ter um papel importante na 

interação das vias de sinal que regulam o equilíbrio imunológico, podendo ter um 

impacto na autofosforilação de moléculas de sinal, como IRAK-1 e TLR-4, 

levando a integração de vias de sinalização complexas. Além disso, o 

silenciamento da expressão de TLR-4 tem uma correlação com a inibição de 

citocinas IL-6 e IL-8 em resposta ao LPS. Este estudo confirmou que o pré-

tratamento com LPS foi capaz de melhorar a sobrevivência dos animais e a lesão 

hepática induzida por D-Gain/LPS. (55) 

A compreensão e o aprofundamento no estudo dos mecanismos da 

tolerância no fenômeno da isquemia-reperfusão hepática, nos auxiliará na busca 

de respostas sobre a viabilidade da modulação da resposta imunológica, assim 

como na possibilidade de redução da resposta inflamatória no pós cirúrgico, 

sendo este, talvez, uma nova opção de tratamento com a tolerância no futuro.   
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2 OBJETIVOS 

 

2.1 Geral  

 

A indução de tolerância ao Lipopolissacarídeo poderia influenciar 

beneficamente as lesões de isquemia-reperfusão hepáticas pelos seus efeitos 

na resposta a inflamação. 

 

2.2 Específicos  

• Análise dos danos isquêmicos no fígado e proteção pela tolerância: 

A- Dosagem de biomarcadores plasmáticos AST e ALT para 

quantificar a intensidade da lesão hepática causadas durante a I/R  

B-Verificação da peroxidação lipídica no fígado isquêmico para 

avaliação da lesão local, quanto no pulmão para averiguação da 

lesão à distância. 

C- Análise histopatológica para avaliação das diferentes alterações 

histopatológicas decorrentes da I/R. 

• Análise da inflamação sistêmica realizada pela dosagem de citocinas 

plasmáticas. 

• Análise de inflamação de órgão à distância: 

A- Dosagem de malondialdeído tecidual de pulmão, como 

indicador de estresse oxidativo, 

B- Dosagem de mieloperoxidase do tecido pulmonar como 

indicador de infiltrado neutrofílico. 

 

  



30 
 

3 MATERIAIS E MÉTODOS 

 

3.1 Local de realização dos experimentos 
 

As cirurgias e testes bioquímicos deste projeto foram executados no 

Laboratório de Emergências Clínicas – LIM51, respeitando as normas de 

segurança laboratorial com uso de EPIs, conforme as normas estipuladas pela 

Faculdade de Medicina da Universidade de São Paulo. 

 

3.2 Comitê de Ética 
 

O projeto de PROTOCOLO:1188/2018 foi submetido ao comitê de ética e 

obedeceu a todos os critérios estipulados pelo CEUA. Seguindo protocolos de 

ética em animais. (56) 

 

3.3 Cuidados com os animais 
 

Os animais foram mantidos em gaiolas de polipropileno com grade de aço 

inox, forradas com maravalha de Pinus, com livre acesso a água filtrada e ração 

para ratos e camundongos CR1- NUVILAB.  

Os camundongos foram divididos em 5 grupos (5 animais por caixa para 

evitar o estresse por superlotação) foram mantidos no Biotério de 

Experimentação do Departamento de Clínica Médica da FMUSP no terceiro 

andar, respeitando o ciclo circadiano fase clara/fase escura, sob cuidados do 

biólogo responsável. 
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3.4 Grupos experimentais  
 

Grupo CT, TB, SH, IR e TIR 

Grupo controle – (CT) não foi submetido a nenhum procedimento, apenas 

eutanásia e coleta dos órgãos.  

Grupo tolerante sem isquemia reperfusão – tolerante controle – (TB) foi 

submetido ao modelo de tolerância de 5 dias e eutanásia com coleta dos órgãos, 

para avaliação da tolerância sozinha.  

Grupo sham – (SH) foi submetido a laparotomia, manipulação dos lobos 

lateral esquerdo e mediano para visualização da tríade hepática, seguido de 

sutura, sem I/R hepática, avaliação do impacto cirúrgico. 

Grupo IR foi submetido a cirurgia de Isquemia e reperfusão hepática no 

8°dia, seguido de eutanásia e coleta dos órgãos. 

Grupo tolerante submetido a I/R – (TIR) foi submetido ao modelo de 

tolerância no período de cinco dias e submetido a cirurgia de I/R hepática no 

8°dia, seguido de eutanásia e coleta dos órgãos.  

A isquemia normotérmica, foi mantida pelo período de 90 minutos à 36ºC 

(aquecimento por luz infravermelho), seguida pela reperfusão com 4h ou 24h, ao 

final deste período os animais foram submetidos a eutanásia, e coleta do material 

biológico. 
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Tabela 1 Divisão dos grupos 

 

Animais foram divididos em 5 grupos: Tolerante basal (TB); controle (CT); sham (SH) 

avaliação impacto da laparotomia; isquemia e reperfusão (IR) e tolerante com I/R (TIR). 

Foram utilizados 10 animais por grupo, divididos em 50 animais com 4h de reperfusão, 

mais 50 animais com 24h de reperfusão. Ao todo foram utilizados 100 animais.  

Fonte: Desenvolvida pelo autor, 2022 

 

3.5 Modelo de Tolerância por LPS 
 

Foi aplicado nos grupos TB e TIR baixas doses de LPS, via s.c 

diariamente, durante cinco dias seguidos, com pausa apenas no 6º e 7º dia.  

No 8º dia foi executado procedimento cirúrgico I/R hepática nos grupos: 

IR animais não tolerantes e TIR animais tolerantes, decorridas 4h ou 24h de 

reperfusão foi feita a eutanásia.  

Foram aplicadas via subcutâneas doses de 1mg/Kg de LPS (Escherichia 

coli 026:B6/Sigma: L3755) no dorso de cada animal, durante cinco dias seguidos, 

sempre no período da manhã (figura 3). 

  

GRUPOS OPERADOS ISQUEMIA 
 

REPERFUSÃO 
 

REPERFUSÃO  

N° 
 

 NORMOTÉRMICA N 4h N 24h N 

1 CT  

NÃO 

NÃO 

10 

 

 

 

 

 

4h COLETA 

 

10 

 

 

 

 

 

24h COLETA 

 

 

 

10 

 

2 TB NÃO 

3 SH  

 

SIM 

 

SIM 

4 IR  

90min 

 

INDIVIDUOS 

50 

 

INDIVIDUOS 

50 

 5 TIR 

Total 

  100 
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Figura 3 - Modelo de tolerância e linha do tempo de execução da I/R 

 

A tolerância ao LPS foi induzida através da aplicação via subcutânea de doses de 

1mg/Kg de LPS (Escherichia coli 026:B6/Sigma:L3755) no dorso de cada animal, 

durante cinco dias seguidos, sempre no período da manhã. Na linha cronológica, está 

apresentado a sequência de execução dos procedimentos, no oitavo dia os animais 

foram submetidos a laparotomia, isquemia normotérmica de 90 minutos com reperfusão 

pontual de 4h com coleta do material biológico no mesmo dia da cirurgia. No nono dia 

reperfusão tardia de 24h seguida de coleta dos órgãos, um dia após a cirurgia isquemia-

reperfusão. 

 

Fonte: Desenvolvida pelo autor, 2022. 

 

3.6 Procedimento cirúrgico: Isquemia e reperfusão hepática em BalbC 
 

Os animais foram anestesiados com 100mg/kg Ketamina e 20mg/kg 

Xylazina, via intraperitoneal, a avaliação da profundidade anestésica, antes de 

se iniciar qualquer procedimento cirúrgico, foi feita por meio da presença ou 

ausência de determinados sinais, como: reflexo caudal, reflexo palpebral, reflexo 

contração muscular em resposta ao toque. (57) 
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Foi realizada laparotomia mediana de 2 cm, a partir do apêndice xifoide, 

colocados afastadores, possibilitando a localização e exteriorização cuidadosa 

do lobo lateral esquerdo do fígado, foi utilizado cotonetes embebidos com 

solução salina, os pedículos hepáticos, foram identificados  e o pedículo do lobo 

lateral esquerdo e lobo mediano, ocluído, utilizando pinça microvascular 

atraumática, esta manobra, resulta na isquemia de cerca de 70% do órgão. A 

isquemia destes lobos, foi avaliada visualmente pela mudança de cor dos 

segmentos isquêmicos, em relação aos segmentos com perfusão normal (figura 

4). 

 

Figura 4 - Isquemia parcial 70 % do volume da massa hepática de 
camundongo 

 

 

Imagem modificada da representação do modelo de isquemia parcial de 70% do volume 

total da massa hepática, de camundongo.  

Fonte: Imagem adaptada de Abe Y et al. 2009 (3)  

 

Após confirmação da presença visual da isquemia de 70% do volume total 

do fígado, este é recolocado em sua situação anatômica, parede abdominal foi 

suturada com fio de algodão 4-0, e a pele com nylon 4-0. 

Os animais foram mantidos em normotermia (36ºC ) durante o período de 

90 minutos de isquemia. 
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Após o período de isquemia, o abdome foi reaberto, as pinças vasculares 

removidas, e os lobos isquêmicos reperfundidos. Após reperfusão, os animais 

foram estudados nos tempos de 4 ou 24h pós reperfusão.  
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3.7 Observações Clínicas 
 

Camundongos foram submetidos ao modelo de tolerância, induzida por 

baixas doses controladas de LPS, via s.c., diariamente, por 5 dias. Estes cinco 

animais tolerantes, foram chamados de grupo TIR, mais catorze camundongos 

não submetidos a tolerância, chamados de grupo IR, ambos os grupos, 

passaram pelo modelo cirúrgico de I/R hepática, com isquemia de 70% do valor 

total da massa hepática. Foi clampeado apenas a tríade hepática: veia porta, 

artéria hepática e ducto biliar. 

Para evitar-se víeis nos procedimentos cirúrgicos, foi elaborado um protocolo 

cirúrgico detalhado, com todos os procedimentos executados durante a cirurgia, 

produzindo um relatório cirúrgico no término de cada cirurgia e um relatório das 

observações clínicas, dos camundongos durante às 72h do pós-cirúrgico. 

O nosso intuito inicial, era produzir uma curva de mortalidade, entretanto, ao 

longo dos procedimentos cirúrgicos para otimizar nosso modelo, foi observado 

que, para o modelo no camundongo, a isquemia-reperfusão hepática de 70% 

com 4h de reperfusão, não era o suficiente para levar a óbito, dentro do período 

de 72h observado. 

As observações clínicas feitas durante este período, estão descritas nos 

resultados.  
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3.8 Coleta do material biológico 
 

Após término do tempo de reperfusão (4 ou 24 h) foi feita a eutanásia, por 

dose anestésica de 100mg/kg Ketamina e 20mg/kg Xylazina por via 

intraperitoneal. 

Foram coletadas amostras do plasma, dos lobos isquêmicos, não 

isquêmicos e dos pulmões (tabela 2). 

Tabela 2 - Amostras coletadas 

ANIMAL PLASMA  FÍG.ISQ           FÍG.ÑISQ        PULMÃO 

      1 

 

 

 

 

Citocinas    ½  histologia ½  histologia  MPO 

  

H&E 

 

 Extração 

 Proteína total 

 MDA       H&E 

 Extração 

 Proteína total 

 MDA 

                   Bioclin                                                                     

KIT    transaminase    ½ Duo Set® ELISA Development System, MILLIPLEX e 

BRADFORD 
 

     

ANÁLISE   AST/ALT 

   CITOCINAS 

INFLAMATÓRIAS  PEROX.LIP    

 

Sangue (Plasma), fígado isquêmico (lobo lateral esquerdo), fígado não isquêmico (lobo 

caudado) e pulmão. 

Fonte: Desenvolvida pelo autor, 2022. 
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3.9 Coleta do sangue 
 

O sangue foi coletado imediatamente, após a eutanásia, através da veia 

cava, com seringa de 1,0 ml, o embolo foi banhado previamente com heparina 

5.000 U.l/ml -Hepamax-5 (Blow Farmacêutica S.A). Observamos que os animais 

dos grupos TIR e IR apresentaram dificuldade para a coleta do sangue. 

O sangue foi centrifugado (Centrifuge 5424R- Eppendorf) a 2500 rpm, 

durante 15 minutos a 4°C, e o plasma  armazenado no Freezer -80 (So-low) até 

a execução do ensaio para análise das enzimas AST e ALT assim como das 

Citocinas pró e anti-inflamatórias.  

 

3.10 Análise da atividade enzimática AST/ALT 
 

Avaliação da atividade enzimática foi feita utilizando n=5 para grupo TB e 

n= 8 animais para grupos CT, SH, IR e TIR, total de 148 amostras de plasma 

analisadas (74 amostras de 4h + 74 amostras de 24h). Foi utilizado kit Bioclin-

Transaminase TGO/AST ref-K034 e Transaminase TGP/ALT ref-K035. (58) A 

quantificação foi feita por teste colorimétrico, para uso diagnóstico in vitro. 

Resultado foi lido no Espectofotometro (Molecular Device- Versa Max 

BNR06368) comprimento de onda 505nm.  

 

3.11 Coleta do Fígado Isquêmico e Fígado não isquêmico 
 

Após a coleta do sangue, procedemos com a ressecção do lobo- caudado 

(não isquêmico), e lobo lateral esquerdo (isquêmico). Cada lobo foi dividido em 

dois fragmentos iguais, metade do lobo foi colocado em falcon de 15ml com 

formaldeído solução 10% para análise histológica. O tecido foi englobado em 

blocos de parafina e cortados em lâmina 3 µm, foi utilizado a técnica de coloração 

hematoxilina-eosina (H&E) para averiguação da lesão tecidual.  
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A outra metade do fígado foi armazenada em tubo criogênico de 2,0ml e 

mantido no nitrogênio líquido, até o momento de ser transportado até o Freezer 

-80 (So-low) para devido armazenamento das amostras.  

Optamos por fazer extração de proteína total, citocina e peroxidação 

lipídica (MDA) apenas no fígado isquêmico, para verificação das lesões causada 

pela I/R a nível tecidual e celular. No fígado isquêmico verificamos o dano local 

e no Pulmão o dano à distância.  

 

3.12 Extração de Proteínas Total (BRADFORD)  
 

Para avaliação de proteína total foi utilizado o BRADFORD, um método 

de ensaio colorimétrico, para a elaboração da curva padrão, utilizamos Albumina 

1mg com diluição seriada de: 0,5 – 0,25 – 0,125 – 0,062 e 0,031, foram utilizados 

10µl de cada amostra por poço. Leitura dos resultados 595nm. A quantidade de 

proteína foi utilizada para normalização de cada amostra nas dosagens de 

citocinas, obtendo o valor final em pg/ml.  

 

3.13 Avaliação das Citocinas Inflamatórias no fígado isquêmico e no Plasma 
(Milliplex) 
 

Foi feita a dosagem das citocinas inflamatórias (IFNγ, IL-1, IL-2, IL-6, IL-

10, IL-17α e TNFα) utilizamos o Kit Milliplex® Map (Mouse) COD:MHSTCMAG-

70K (Merck Millipore Co., Germany). 

 Foram avaliadas 70 amostras (sendo 35 com 4h de reperfusão e 35 com 

24h de reperfusão) o tecido hepático isquêmico foi macerado, e dividido em 

alíquotas de 200mg por frasco de 1,5ml. Foi feita a ressuspensão dessas 

amostras em 1ml de NaCl 0,9%, e centrifugação a 10.000 rpm, por 20minutos à 

4°C. Foi retirado o sobrenadante e armazenado no -20 para a próxima etapa do 

ensaio.  
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O plasma dos mesmos 70 animais foram utilizadas para as dosagens de 

citocinas plasmáticas, utilizamos a técnica ELISA, montando o Standard e o 

branco para cada placa, junto com nossas amostras. 

O método Milliplex®, é um método que mostra os resultados através da 

coloração de microesferas de polietileno (beads), elas são coradas internamente 

com dois corantes fluorescentes. Essas microesferas são revestidas com 

anticorpo de captura específica. No processo de incubação, essas esferas 

capturam o analito da amostra, neste momento, ocorre a ligação do anticorpo 

biotinilado. Esse processo de incubação é feito com o conjugado 

estreptoavidina-ficoeritrina. 

A estreptoavidina emite um sinal fluorescente e um laser ativa os corantes 

das microesferas, enquanto outro laser ativa o corante da estreptoavidina, 

processadores digitais de sinais, identificam o código de cor, específico, para 

cada analito. A leitura foi feita no aparelho MAGPIX Technology no leitor de 

microplacas, com o programa Luminex™ 100/200 System (Luminex, Texas, 

EUA). 

 

3.14 Peroxidação Lipídica Fígado Isquêmico (TBARs/MDA) 
 

Foram utilizadas 70 amostras (sendo 35 com 4h de reperfusão e 35 com 

24h de reperfusão) o tecido hepático isquêmico foi macerado e dividido em 

alíquotas de 100mg por amostra no frasco de 1,5ml. Cada amostra do tecido 

passou por processo de ressuspensão, e homogeneização em 1ml KCl 1,15%. 

Essa solução foi centrifugada a 10.000 rpm por 40 minutos à 4C°.  

Após centrifugação, foram transferidos 100µl do sobrenadante de cada 

amostra para outro frasco, para quantificação da peroxidação lipídica, dosando 

a concentração de malondialdeído (MDA) por meio de substâncias reativas ao 

ácido tiobarbitúrico (TBARs) como indicador. Para que esta reação ocorresse, 

foram utilizadas em um tubo de vidro 100µl  do sobrenadante, 100µl de duodecil 

de sulfato de sódio (SDS) à 8,1% , 750 µl de ácido acético à 20% e 750 µl de 

ácido tiobarbitúrico (TBA) à 0,8%. 
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Para a curva padrão do MDA, foi utilizado os valores de 300nM, 30nM, 

3nM, 0,3nM,  branco 400 µl de água destilada. Esta mistura foi aquecida durante 

60 minutos em banho-maria, na temperatura de 95C°. As amostras foram 

armazenadas em geladeira, para processo de precipitação, durante o período de 

overnight. No dia seguinte, foram transferidos 200 µl de cada amostra, e da curva 

padrão para uma placa de Elisa, e lido a 532nm no Espectofotometro Molecular 

Device- Versa Max BNR06368.(59) 

Na avaliação de extração de proteína total do MDA, foi utilizado o 

BRADFORD. Considerando Albumina 1mg com diluição seriada de 

respectivamente: 0,5 – 0,25 – 0,125 – 0,062 e 0,031 para elaboração da curva. 

Foram utilizadas 10µl por amostra. Leitura dos resultados foram lidas a 595nm. 

O resultado do MDA, foi dividido pelo resultado da concentração de proteína 

total, obtendo o valor final em nMol/mg. 

 

3.15 Coleta do Pulmão 
 

O tecido pulmonar foi coletado e armazenado em tubo criogênico de 2,0ml 

mantido no nitrogênio líquido temporariamente, e em seguida armazenado no 

Freezer -80 (So-low). 

O tecido foi macerado, o tecido pulverizado foi dividido em alíquotas no 

frasco de 1,5ml e guardado no Freezer -80C. Posteriormente foi feita a 

ressuspensão deste tecido em 1ml KCl. Para avaliar o mecanismo de danos por 

peroxidação lipídica das membranas celulares, através da quantificação da 

produção de espécies reativas de oxigênio.  

As substâncias reativas do ácido tiobarbitúrico (Tbars), que são produtos 

da peroxidação lipídica, reagem com o marcador de estresse oxidativo 

malondialdeído (MDA). A dosagem de MDA, é utilizada como representativa da 

produção das espécies reativas de oxigênio, utilizamos este método, para 

identificar os produtos dessa reação. E neste caso, para avaliar o dano à 

distância no pós-cirúrgico de I/R hepática. 
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3.16 Peroxidação Lipídica Pulmão MDA (EROs) 
 

Foram utilizadas 70 amostras (sendo 35 com 4h de reperfusão e 35 com 

24h de reperfusão) do pulmão , foi macerado em pó e dividido em alíquotas de 

100mg por amostra no eppendorf de 1,5ml. Cada amostra do tecido passou por 

processo de ressuspensão e homogeneização em 1ml KCl 1,15%. Essa solução 

foi centrifugada a 10.000 rpm por 40 minutos à 4C°. 

Após centrifugação foi transferido 100µl do sobrenadante de cada 

amostra para outro frasco, para quantificação da peroxidação lipídica, dosando 

a concentração de malondialdeído (MDA), por meio de substâncias reativas ao 

ácido tiobarbitúrico (TBARS) como indicador. Para que esta reação ocorresse, 

foram utilizadas em um tubo de vidro 100µl do sobrenadante, 100µl de duodecil 

de sulfato de sódio (SDS) à 8,1% , 750 µl de ácido acético à 20% e 750 µl de 

ácido tiobarbitúrico (TBA) à 0,8%.  

Para a curva padrão do MDA foram utilizados os valores de 300nM, 30nM, 

3nM, 0,3nM, branco 400 µl de água destilada. Esta mistura foi aquecida durante 

60 minutos em banho-maria, na temperatura de 95C°. Decorrido o período do 

banho-maria, as amostras que atingiram o ponto maior da curva apresentaram 

coloração rosa. As amostras foram armazenadas em geladeira para processo de 

precipitação no período da noite. No dia seguinte foram transferidos 200 µl de 

cada amostra e da curva padrão para uma placa de Elisa e lido a 532nm no 

Espectofotometro Molecular Device- Versa Max BNR06368. 

Na avaliação de extração de proteína total do MDA foi utilizado o 

BRADFORD, considerando Albumina 1mg com diluição seriada de 

respectivamente: 0,5 – 0,25 – 0,125 – 0,062 e 0,031 para elaboração da curva. 

Foram utilizadas 10µl por amostra. Leitura dos resultados foram lidas a 595nm. 

O resultado do MDA foi dividido pelo resultado da concentração de proteína total 

do pulmão, obtendo o valor final em pM/mg. 
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3.17 Avaliação de processo inflamatório no Pulmão (MPO - índice de infiltração 
por neutrófilos) 
 

No intuito de avaliar o índice de infiltração neutrofílica foi executada a 

quantificação da mieloperoxidase (MPO). Mieloperoxidase é uma enzima que 

está relacionada com células brancas, associada a processo inflamatório. A 

dosagem de microperoxidase foi utilizada como um índice de infiltração 

neutrofílica nos tecidos. (60) 

Foram utilizadas 70 amostras (sendo 35 com 4h de reperfusão e 35 com 

24h de reperfusão) do pulmão, foi macerado em pó e dividido em alíquotas de 

50 mg por amostra no eppendorf de 1,5ml. Cada amostra do tecido, passou por 

processo de ressuspensão e homogeneização em 1ml de solução de MOPS 

(10mM e hexa-decil-trimetil-amonio-brometo (HTBA)125mg para cada 25ml de 

solução). As 70 amostras, com a solução de MOPS ficaram no período de uma 

hora no agitador gangorra. Após uma hora esse processo foi realizado 3 vezes, 

durante 3 segundos cada no sonificador (Fisher Scientific® Sonic dismembrator 

model 100) terminado o período de homogeneização no sonicador, as amostras 

foram centrifugadas a 15.000g por 20 minutos à 4°C. 

O experimento constituiu em reagir amostras ou os padrões, em volume 

de 20 µl com 20 µl de tetrametilbenzidina 16nM em DMSO, e 140 µl de tampão 

fosfato (NaPP) composto por Fosfato de Sódio (NaH2PO4) e Fosfato de Sódio 

Dibásico (Na2HPO4). Após 5 minutos, foi adicionado 20 µl de peróxido de 

hidrogênio (H₂0₂) a 0,03%. Reação foi parada com adição de Ácido Sulfúrico 

(H2SO42N). A leitura da absorbância, foi feita no comprimento de onda de 650nm 

em leitor de placa Versa Max TM Microplate Reader (Molecular devices, 

Minnesota, USA). 
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3.18 Avaliação das lâminas histológicas 
 

As lâminas foram preparadas na técnica de coloração hematoxilina-

eosina (H&E), leitura em procedimento cego, executada no microscópio (modelo: 

Leica Microsystems DMLB) aumento de 200x áreas de necrose – congestão 

sinusoidal – infiltrado inflamatório e de 400x para Kupffer hemofagocitando e 

esteatose.  

Foi observado nas zonas I, II e III dos lobos hepáticos, a presença ou 

ausência de necrose, congestão sinusoidal, infiltrado neutrofílico, Kupffer 

hemofagocitando e esteatose hepática. 

As lesões hepáticas causadas pela cirurgia de I/R nos animais com 

reperfusão de 4h ou 24h, montando um escore de 0-3 com base no modelo do 

protocolo de Quireze et al. 2006. (61) 

No entanto não foi possível avaliar apoptose, pois não apareceram 

claramente na técnica de coloração H&E. Desta forma há a necessidade de dar 

continuidade neste estudo, para averiguar apoptose na técnica imuno-

histoquímica, assim como também a necessidade da verificação da função 

mitocondrial, para obtermos mais dados que possam responder as nossas 

perguntas.  
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Tabela 3 Escore 

As lesões foram avaliadas no tecido hepático baseado na graduação de 0-3 por 

parâmetro, com leitura de 10 campos por lâmina - aumentos de 200x necrose, 

congestão sinusoidal, infiltrado neutrofílico, e de 400x para Kupffer hemofagocitando e 

esteatose.  

Fonte: Desenvolvida pelo autor, 2022. 

  

Parâmetros Aumento Número de campos 

Observados 

Áreas de necrose 200x 10 campos 

Localização da necrose no 

lóbulo hepático 

Zona I = periportal 

Zona II = médio-zonal 

Zona III = centrolobular 

 

 

Score de 0-3 

 

0= ausente (< 1) 

1= mínimo (1-25%) 

2= moderado (25-50%) 

3= intenso (>50%) 

Áreas de congestão 

sinusoidal 

200x 

Áreas de infiltrado 

neutrofílico 

200x 

Kupffer 

Hemofagocitando 

 

400x 

Esteatose 400x 
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3.19 Análise Estatística das lâminas histológicas  
 

Todos os dados foram expressos em forma de tabelas, com valores da 

média e erro padrão da média. Foi observado no tecido hepático isquemiado 

(F.ISQ) e no tecido hepático que continuou em perfusão (F.Ñ.ISQ) nos dois 

tempos de reperfusão tanto de 4h quanto de 24h, considerando um número entre 

8 e 10 animais por grupo.  

Para análise dos danos de todos os parâmetros juntos, os dados foram 

expressos em forma de tabela e gráfico. Entre 2019-2021 foram avaliadas 196 

lâminas sendo 50 F.ISQ 4h, 48 F.ISQ 24h (lobo lateral esquerdo) e 50 F.ÑISQ 

4h, 48 F.ÑISQ (lobo caudado). 

Na avaliação dos 5 parâmetros foi considerado o escore de 0 a 3 

equivalentes: 

0- Ausente abaixo de 1 

1- Mínimo 1-25% 

2- Moderado 25-50%  

3- Intenso acima de 50%.  

Em cada campo foi avaliado a presença ou ausência de: 1-Necrose; 2 -

congestão sinusoidal; 3- infiltrado neutrofílico; 4- Kupffer hemofagocitando; e 5-

esteatose. Total de 10 campos avaliados por lâmina. Foi executado a soma dos 

danos dos 10 campos e calculada a média. Os resultados foram expressos como 

média + EPM. Na análise de cada parâmetro foram utilizadas 108 lâminas sendo 

(59 F.ISQ 4h, 49 F.ISQ 24h) representado na tabela 4. 

Para procedimentos estatísticos das lâminas histológicas e montagem 

dos gráficos de todos os experimentos deste estudo foi utilizado o programa 

GraphPad PRISMA, One-way ANOVA (não paramétrico) com Pós-teste de 

Tukey, considerando significância para *P< 0,05.  
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4 RESULTADOS  

 

4.1 Observações clínicas: pós-cirúrgico  
 

A observação clínica do pós-cirúrgico foi executada em 19 animais. 

Sendo: 5 animais tolerantes (TIR) e 14 animais I/R hepática (IR). Observados no 

período de 3 dias.  

O grupo TIR ficou prostrado nas primeiras 24h do pós-cirúrgico, 

apresentou pelo eriçado, sugerindo “quadro de febre” entre 12-24h. Após 48h do 

procedimento não apresentou mais “febre”, tendo uma recuperação considerável 

após 72h, sem óbitos.  

Enquanto o grupo IR continuou ativo nas primeiras horas do pós-cirúrgico, 

declinando entre 12- 24h após a execução do procedimento, sugerindo quadro 

de “febre” entre 48h-72h. Após 72h apresentou melhora, sem óbitos. Foi 

observado que grupo IR e TIR apresentam diferenças no tempo de prostração e 

febre (figura 5). 
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Figura 5 - Linha do tempo: observação clínica pós-cirúrgico I/R 

 

 

Observação clínica do pós-cirúrgico de isquemia e reperfusão hepática em 

camundongo, com tempos diferentes para quadro sugestivo de febre, para o grupo TIR 

(submetido a tolerância + I/R 4h) e para o grupo IR (submetido apenas a cirurgia de 

isquemia e reperfusão 4h). n - 5 animais tolerantes e 14 animais isquemia e reperfusão 

hepática.  

Fonte: Desenvolvida pelo autor, 2022. 

 

  

TIR

R 
IR 
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4.2 Enzimas hepáticas: ALT/AST 4-24h 
 

Para análise da atividade enzimática, foi utilizado o kit Bioclin-

Transaminase TGO/AST ref-K034 e Transaminase TGP/ALT ref-K035. Por teste 

colorimétrico, para uso diagnóstico in vitro. As amostras foram quantificadas no 

Espectrofotômetro (Molecular Device- Versa Max BNR06368) no comprimento 

de onda 505nm. 

Na figura 6 a atividade enzimática dos grupos CT e TB não foi detectável 

em A, B, C e D apresentando valores abaixo de 0, em adição no grupo SH a 

atividade enzimática não foi detectável em 24h de reperfusão em B e D. 

As dosagens de ALT de 4h dos grupos IR e TIR apresentaram diferenças 

significantes quando comparados aos grupos CT, TB e SH. Interessante realçar 

que o grupo TIR apresentou atividade enzimática menor com valor significante 

p<0,05 para Alanina aminotransferase, quando comparado ao grupo IR (A). 

ALT 24h- Grupo IR e TIR também apresentaram atividade enzimática 

significante quando comparados aos grupos CT, TB e SH (B).  

AST 4h – grupos IR e TIR apresentaram diferenças significantes na 

atividade enzimática comparados aos grupos CT, TB e SH, a atividade do grupo 

TIR ficou acima da atividade do grupo IR. O aumento de AST é um indicativo de 

fase aguda (C). Em AST 24h as diferenças não foram significantes (D). 

Neste estudo foi observado que o pico das transaminases ocorreu em 4h, 

e que ALT e AST diminuem a atividade enzimática ao longo do tempo. 

Mantendo-se os valores de ALT acima de AST quando comparados (figura 6). 
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Figura 6 - Atividade enzimática AST e ALT em Balb-c após procedimento de 
I/R hepática em dois tempos de reperfusão 4h – 24h 

 

 

A atividade enzimática de TB e CT não foram detectáveis em A, B, C e D apresentando 

valores abaixo de 0, grupo SH não detectável nos grupos com 24h de reperfusão em B 

e D. ALT 4h- Grupo IR e TIR apresentaram diferenças significantes (*) P<0,05 quando 

comparados aos grupos CT, TB e SH, grupo TIR apresentou menor quantidade de ALT 

com (***) P<0,05 quando comparado ao grupo IR (A). ALT 24h – Grupo IR e TIR também 

apresentaram atividade significante de (*) P<0,05 quando comparados aos grupos CT, 

TB e SH (B). AST 4h – IR e TIR apresentaram diferenças significativas versos CT, TB e 

SH (*) P<0,05. Em AST 4h atividade do grupo TIR apareceu mais elevado quando 

comparado ao grupo IR (C). Em AST 24h diferenças não significantes (D). Para CT, SH, 

IR, TIR n-8, TB n-5.  

Fonte: Desenvolvida pelo autor, 2022. 
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4.3 Avaliação total das lesões hepáticas – Fígado isquêmico e fígado não 
isquêmico em 4h e 24h 
 

Lobo lateral esquerdo - Fígado isquêmico 

Grupos SH, IR e TIR 4h que foram submetidos ao procedimento cirúrgico, 

apresentaram maior número de lesões, quando comparados aos grupos TB e 

CT que não passaram por cirurgia.  

Em 4h grupo CT apresentou valor dentro do score 0- ausente (abaixo de 

0), mantendo-se os grupos SH e TB em torno do grau mínimo (1-25%), TIR em 

torno do grau 2-moderado (25-50%) de lesão para este escore, enquanto grupo 

IR apresentou grau 3- intenso acima de 50% de lesão com valor significante para 

(#) p<0,05 quando comparado ao grupo CT. O grupo TIR apresentou menor 

quantidade de lesão celular, após procedimento de isquemia e reperfusão 

hepática, quando comparado ao grupo IR (A). 

Fígado isquêmico após 24h de reperfusão, as lesões de todos os grupos 

diminuíram, mantendo -se os grupos TB, CT e SH no grau 0 e grupos IR e TIR 

grau 1- mínimo (B). 

 

Lobo caudado - Fígado não isquêmico 

Apesar de ter continuado em perfusão o lobo não isquêmico, também 

apresentou lesões. De fato, em menor grau, quando comparado ao lobo que foi 

isquemiado. 

Em 4h para o fígado não isquêmico, os grupos TB, CT, SH, IR e TIR se 

mantiveram entre o grau 1 e 2 de lesões, considerado moderado para este 

escore. Grupos SH, IR e TIR apresentaram valores equivalentes, pois foram os 

grupos que foram submetidos ao procedimento cirúrgico (C). 

Fígado não isquêmico: Após 24h os grupos TB, SH e TIR apresentaram 

grau- 0 de lesões, considerado ausente para este escore, enquanto grupos CT 

e IR apresentaram grau 1-mínimo. Nota-se também a diminuição de lesões nos 

grupos TB, SH e TIR quando comparados aos grupos de 4h reperfusão. 
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Enquanto CT e IR se mantiveram próximos dos mesmos valores, quando 

comparados aos grupos de 4h (D). Foi observado também que, na comparação 

entre o lobo caudado, e o lobo lateral esquerdo, apresentaram aumento na 

quantidade de lesões no grupo IR, e redução das lesões no grupo TIR no lobo 

não isquemiado após 24h da reperfusão (B e D). Um dado a ser considerado, é 

que não se deve esquecer que com exclusão do lobo mediano e esquerdo, todo 

o fluxo sanguíneo intestinal foi para o lobo caudado, causando um hiper fluxo e 

possivelmente lesões decorrentes desse processo neste lobo. Não houve 

valores significantes para p<0,05 em B, C e D (Figura 7). 
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Figura 7 - Análise do índice total das lesões hepáticas encontradas no pós-
cirúrgico de I/R hepática submetido a tolerância em Balb-c 

 

 

Analisamos os dois lobos hepático para averiguação de lesões da massa hepática, que 

continuou em perfusão, e da parte da massa hepática que foi submetida a I/R. Fígado 

isquêmico: Em 4h grupo CT apresentou valor dentro do score 0- ausente (abaixo de 0), 

TB e SH apresentaram lesões no grau 1-mínimo (1-25%), grupo TIR apresentou grau 

2-moderado (25-50%) e grupo IR apresentou o maior grau de lesões no nível 3-intenso 

(>50%) com valor significante para (#) p<0,05 v.s. CT (A). Fígado isquêmico após 24h 

de reperfusão as lesões de todos os grupos diminuíram, mantendo-se os grupos CT, TB 

e SH no grau 0 e grupos IR e TIR grau 1, sem valores significantes (B). Fígado não 

isquêmico em 4h os cinco grupos avaliados se mantiveram entre o grau 1 e 2 de lesões, 

grupos SH e TIR apresentaram valores equivalentes (C). Fígado não isquêmico: Após 

24h os grupos TB, SH e TIR apresentaram grau- 0 de lesões considerado ausente para 

este escore, enquanto grupos CT e IR apresentaram grau 1-mínimo (D). Obtivemos 

valores significantes p<0,05, apenas em 4h. n-10 para todos os grupos com 4h de 

reperfusão e n -10 para os grupos TB, CT, SH, IR apenas para grupo TIR n-8. Ao 

todo196 lâminas foram analisadas.  

Fonte: Desenvolvida pelo autor, 2022. 
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4.4 Achados histológicos encontrados no pós-cirúrgico de I/R hepática em 4-24 
horas  
 

 Para elucidar as lesões encontradas no pós-cirúrgico de isquemia-

reperfusão hepática foram considerados nestes resultados os grupos CT, IR e 

TIR. Dos cinco parâmetros avaliados, os grupos IR e TIR apresentaram maior 

número de lâminas com congestão sinusoidal de moderada a intensa, nas zonas 

periportal, médio-zonal e centrolobular, a zona centrolobular foi mais recorrente 

para as lesões de necrose e congestão sinusoidal para ambos os grupos.  

Grupos IR e TIR também apresentaram valores de esteatose 

microgoticular semelhantes. O grupo TIR apresentou  maior quantidade de 

Kupffer hemofagocitando.  

Não foi observado grandes quantidades de infiltrado neutrofílico nos 

grupos estudados. Foi encontrado pequena quantidade de infiltrado neutrofílico 

apenas nos grupos TIR e IR, os dois grupos submetidos ao procedimento 

cirúrgico. 

Tentamos avaliar apoptose também, entretanto não foi possível avaliar 

com clareza na técnica H&E, sendo necessário talvez dar continuidade no 

estudo, para avaliação de apoptose pela técnica de imuno-histoquímica (uma 

técnica mais adequada para ver apoptose). 
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 Figura 8 - Achados histológicos no pós-cirúrgico de I/R hepática em 4 horas 

 

 

Lesões encontradas após 4 horas de reperfusão hepática: Tecido normal com 
hepatócitos preservados com tamanhos uniformes, cordões e espaçamento sinusoidal 
preservados (A). Necrose com perda da morfologia dos hepatócitos e esteatose 
microgoticular com distribuição difusa dos vacúolos lipídicos nos hepatócitos (B). 
Hepatócitos em processo de necrose extensa a direita da imagem, com ruptura do 
tecido, perda da morfologia, congestão sinusoidal e esteatose microgoticular difusa (C). 
Aumento de 200x (A-B-C). Mesmas lâminas com zoom para melhor visualização das 
lesões aumento de 400x (D-E-F). Lâmina controle com todas as estruturas preservadas 
(D). Esteatose na zona centrolobular e médio-zonal, com necrose na zona periportal (E). 
Congestão sinusoidal extensa, e células de Kupffer hemofagocitando (F). n-199 lâminas 
avaliadas, técnica de coloração H&E. Microscópio Leica Microsystems DMLB, Imagens 
obtidas no programa Nis Element (NIKON).  

Fonte: Desenvolvida pelo autor, 2022. 
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Figura 9 - Tecido hepático integro 

 

 

CT- Cordões de hepatócitos preservados A-200x 

 Fonte: Desenvolvida pelo autor, 2022. 
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100 µm 
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Figura 10 - Lesões características da lesão de isquemia-reperfusão 

 

TIR -  4 horas após reperfusão A- 200x 

 

IR 4 horas após reperfusão A-200x 

Fonte: Desenvolvida pelo autor, 2022. 
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 Figura 11 - Infiltrado neutrofílico 

 

 

TIR- 4 horas após reperfusão 50 µm A- 400x 

Fonte: Desenvolvida pelo autor, 2022.  
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4.5 Análise histológica por parâmetro 4h e 24 
 

Ao avaliar o grau de acometimento por parâmetro notou-se que após 24h 

de reperfusão os achados histológicos de lesões são menores do que em 4h. 

Enquadrando-se na maior parte na graduação 0-ausente. 

Quando comparados os 5 parâmetros, o grupo IR apresentou maior 

quantidade de necrose e congestão sinusoidal quando comparado ao grupo TIR 

em 4h. Após 24h da reperfusão, foi observado, presença de infiltrado neutrofílico 

nos grupos IR e TIR. Sugerindo que a presença do infiltrado neutrofílico, possa 

estar diretamente relacionado com a ação das células de Kupffer, e o 

recrutamento de neutrófilos para o local da lesão.  

Grupos TB, SH e TIR apresentaram maiores quantidades de Kupffer 

hemofagocitando em 4h, seria este talvez um indício de que a tolerância na I/R 

pode estar atuando na ativação de Kupffer. No parâmetro esteatose em 4 horas 

grupos IR e TIR foram os que apresentaram maiores valores. 

Obtivemos mais resultados no período de reperfusão de 4h do que no 

período de 24h. n-10 ou 12 por grupo. Para elaboração da tabela, foi considerado 

média e erro padrão da média. Valores não significantes p<0,05 na análise do 

GraphPad Prisma (tabela 4). 
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Tabela 4 - Grau de acometimento da lesão pontual da I/R hepática no fígado 

isquêmico : análise por parâmetro 

 

 

 

Graduação: 0 ausente (abaixo de 1), 1- mínimo (1-25%), 2 -moderado (25-50%) e 3 

intenso (> de 50%) de acometimento dos hepatócitos. Baseado neste escore, todos os 

grupos enquadram-se na graduação de ausente, entretanto quando comparados os 

parâmetros o grupo IR apresentou maior quantidade de (¨) necrose e (&) congestão 

sinusoidal v.s. o grupo TIR em 4h, e em 24h maior quantidade de (**) infiltrado 

neutrofílico. Grupos TB, SH, e TIR apresentaram maiores quantidades de (#) Kupffer 

hemofagocitando em 4h. No parâmetro (*) esteatose em 4h grupos IR e TIR foram os 

que apresentaram maiores valores. Obtivemos mais resultados no período de 

reperfusão de 4h do que no período de 24h. n-10 ou 12 por grupo. Foi considerado 

média e erro padrão da média. Valores não significantes para p<0,05 na análise 

estatística- GraphPad Prisma, pós teste de Tukey.  

Fonte: Desenvolvido pelo autor, 2022. 
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4.6 - Lesão local por estresse oxidativo no fígado isquêmico peroxidação lipídica 
(MDA-TBARs) 
 

Observamos que em 4h a concentração de malondialdeído (MDA) no 

fígado isquêmico, após o procedimento de isquemia-reperfusão foi maior no 

grupo IR, com valor significante quando comparado ao grupo controle. Sugerindo 

maior quantidade de reações por substâncias reativas ao ácido tiobarbitúrico 

(TBARs). Enquanto o grupo TIR, apresentou  valor mais próximo do grupo CT 

(A). 

Na comparação dos grupos CT, IR e TIR com 24h de reperfusão, o grupo 

IR apresentou o valor mais próximo do grupo controle, quando comparado ao 

grupo TIR. O grupo TIR em 24 horas apresentou o maior valor de 

malondialdeído,  sem valor significante para p< 0,05 (B). 

Nos dois períodos 4 e 24 horas,  o grupo CT apresentou estabilidade, se 

mantendo próximo a 2 nMol/mg. O grupo IR apresentou variações se mantendo 

entre 6 – 2 nMol/mg, com valor mais expressivo de MDA em 4h. Grupo TIR 

apresentou maior estabilidade do que o grupo IR apresentando  valor próximo 

de 4 nMol/mg, nos dois períodos avaliados (A-B).  
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Figura 12 - Lesão local por estresse oxidativo no fígado isquêmico peroxidação 
lipídica (MDA-TBARs) 

 

 

Em 4 horas a concentração de malondialdeído no fígado isquêmico foi maior no grupo 

IR com (#) P<0,05 significante quando comparado com o grupo CT, enquanto os valores 

do grupo TIR ficaram mais próximo do valor do grupo CT (A). Na comparação dos 3 

grupos em 24horas o grupo IR apresentou valor mais próximo do grupo CT v.s. o grupo 

TIR. Em 24h grupo TIR apresentou o maior valor de MDA, sem valor significante para 

P<0,05 (B). n- 4-7 por grupo.  

Fonte: Desenvolvida pelo autor, 2022.  
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4.7- Resultados Citocinas pró-inflamatórias no fígado isquêmico: TNFα, IL-1, IL-
6 e IL-17 A, com 2 tempos de reperfusão 4 e 24h 

 

 Para averiguação da lesão tecidual local, no fígado isquemiado, 

seguimos o mesmo protocolo de análise, que fizemos no plasma. Observamos 

que tanto em 4h quanto em 24h os valores de TNF alpha tecidual foram baixos. 

 Em 4h o grupo TIR apresentou maior quantidade de TNF alpha com valor 

significante para P<0,05 v.s. grupos TB. Os grupos SH, IR e TIR que foram 

submetidos a procedimento cirúrgico, apresentaram os valores maiores de TNF. 

Apresentando os menores valores os grupos CT e TB (A).  

Após 24 horas da reperfusão todos os grupos apresentaram discreta 

diminuição de TNF, grupo TIR apresentou novamente valor significante (P<0,05 

v.s. grupos TB (B). 

Os grupos SH e TIR apresentaram os maiores valores de IL-1 com P<0,05 

quando comparados aos grupos CT e TB em 4h. CT e TB mantiveram valores 

basais. Enquanto grupo IR ficou em torno de 0,2 pg/mg (C).  

Em 24h os grupos CT, TB, SH e IR reduzem a IL-1, enquanto o grupo TIR 

aumenta apresentando valores significante para P<0,05 versus os demais 

grupos(D). Conforme apresentado na (figura 13). 
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Figura 13 - Citocinas pró-inflamatórias no fígado isquêmico em dois tempos de 
reperfusão 4h – 24h TNF alpha e IL-1 

 

 

Tanto em 4h quanto em 24h os valores de TNF alpha tecidual foi bem baixa. Em 4h o 

grupo TIR apresentou maior quantidade de TNF alpha com valor significante (*) P<0,05 

v.s. grupos TB. Os grupos SH, IR e TIR que foram submetidos a procedimento cirúrgico 

apresentaram os valores maiores de TNF. Apresentando os menores valores os grupos 

CT e TB (A). Após 24h da reperfusão todos os grupos apresentaram discreta diminuição 

de TNF, grupo TIR apresentou novamente valor significante (*) P<0,05 v.s. grupos TB 

(B). Os grupos SH e TIR apresentaram os maiores valores com (# *) P<0,05 v.s. grupos 

CT e TB em 4h. CT e TB mantiveram valores basais. Enquanto grupo IR ficou em torno 

de 0,2 pg/mg (C). Em 24h os grupos CT, TB, SH e IR reduzem a IL-1 enquanto o grupo 

TIR aumenta apresentando valores significante (# * ** ***) P<0,05 v.s. os demais 

grupos(D). n- 7 por grupo.  

Fonte: Desenvolvida pelo autor, 2022. 
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No fígado isquêmico do grupo IR a IL-6 apresentou maior valor com 

valores significantes para P<0,05 versus grupos CT, TB e SH. Grupo TIR 

apresentou valores em torno de 49 pg/mg de IL-6, valor mais baixo quando 

comparado ao grupo IR com aproximadamente 70 pg/mg em 4h de reperfusão 

(A). 

Em 24h Grupos CT, TB diminuem, assim como os grupos IR e TIR quando 

comparados aos grupos IR e TIR 4h. IR e TIR apresentam valor significante 

versus grupo sham (B).  

No tecido hepático a IL-17 alpha, apresentou valores abaixo de 1,0. O 

Grupo TIR que foi submetido a I/R e tolerância, apresentou o maior valor com 

valores significantes para P<0,05 v.s. grupos CT, TB e SH em 4h de reperfusão. 

O que é interessante, pois tanto no tecido quanto no plasma, a IL-17 A 

apresentou valores consideráveis(C).  

Após 24h os grupos CT, TB e SH se mantiveram baixos, o grupo IR 

apresentou discreta diminuição de IL-17-A. O grupo TIR 24h apresentou redução 

da IL-17 alpha quando comparado ao grupo TIR 4h, caindo para o valor basal, 

se igualando aos demais grupos de 24 horas (D). Conforme apresentado na 

(figura 14).  
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 Figura 14 - Citocinas pró-inflamatórias no fígado isquêmico em dois tempos de 
reperfusão 4h – 24h IL-6 e IL-17 alpha 

 

 

No fígado isquêmico a IL-6 apresentou maior valor com valores significantes (# * **) 

P<0,05 v.s. grupos CT, TB e SH. Grupo TIR apresentou valores em torno de 49 pg/mg 

de IL-6, valor mais baixo quando comparado ao grupo IR com aproximadamente 

70pg/mg em 4h de reperfusão (A). Em 24h o grupo SH aumenta consideravelmente 

quando comparado ao SH de 4h, apresentando valores significantes para os grupos CT 

e TB. Grupos CT, TB diminuíram, assim como os grupos IR e TIR quando comparados 

aos grupos IR e TIR 4h. IR e TIR apresentam valor significante v.s. SH (B). No tecido 

hepático a IL-17 alpha, apresentou valores abaixo de 1,0 considerado baixo. O Grupo 

TIR que foi submetido a I/R e tolerância, apresentou o maior valor com valores 

significantes (# * **) P<0,05 v.s. grupos CT, TB e SH em 4h de reperfusão (C). Após 24h 

os grupos CT, TB e SH se mantiveram baixos, enquanto grupo IR apresentou discreta 

diminuição de IL-17-A. O grupo TIR apresentou redução da IL-17 alpha quando 

comparado ao grupo TIR 4h, caindo para o valor basal, se igualando aos demais grupos 

de 24h (D). n- 7 por grupo.  

Fonte: Desenvolvida pelo autor, 2022. 
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4.8- Resultados Citocinas modulatórias e anti-inflamatórias no fígado isquêmico 
com 2 tempos de reperfusão 4 e 24h IFNγ, IL-2 e IL-10  

 

Em 4h o grupo IR apresentou a maior quantidade de IFNγ no fígado 

isquêmico. Grupo TIR apresentou a menor quantidade, mantendo-se os grupos 

CT, TB e SH com valores próximos. Entretanto sem valores significantes(A).  

Após 24h de reperfusão apresentaram queda nos valores de interferon, 

os grupos CT, TB, IR e TIR. Não foi possível detectar interferon no grupo SH 

após reperfusão de 24h (B).  

Em 4h podemos ver que os grupos IR e TIR, apresentaram valores 

equivalentes para IL-2 no fígado isquêmico. Sendo que o grupo TIR apresentou 

valor significante para (**) P<0,05 v.s. grupo SH. O grupo TB que foi submetido 

apenas a tolerância, apresentou valor semelhante ao do grupo CT. Sendo que o 

grupo SH apresentou o menor valor de IL-2 tecidual (C).  

Após 24 os grupos CT e TB se mantiveram equiparados, com discreto 

aumento, quando comparados aos de 4h. Grupo SH também aumentou a 

quantidade de IL-2. Em contrapartida grupos IR e TIR ao longo do tempo 

diminuíram a quantidade de IL-2 presente no fígado isquêmico. Sem valores 

significantes (D).  

Em 4h a IL-10 do grupo CT apresentou o valor mais elevado, assim como 

o grupo TB, grupo SH expressou o menor valor de IL-10. Grupos IR e TIR 

apresentaram valores semelhantes de IL-10 no tecido hepático. Sem valores 

significantes para P<0,05 (E).  

Após 24h os grupos IR e TIR variaram pouco quando comparados aos 

grupos de 4h. Mantendo-se os grupos IR, SH, e CT estáveis. O grupo SH 

apresentou valor significante (#) P<0,05 quando comparado ao grupo CT. Os 

grupos TB e TIR submetidos a tolerância apresentaram discreta redução de IL-

10 no fígado após 24h da reperfusão (F).  
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 Figura 15 - Citocinas no fígado isquêmico em dois tempos de reperfusão 4h e 
24h IFN gama, IL-2 e IL-10 

 

 

Em 4h o grupo IR apresentou a maior quantidade de IFN gamma no fígado isquêmico. 

Grupo TIR apresentou a menor quantidade, mantendo-se os grupos CT, TB e SH com 

valores próximos. Entretanto sem valores significantes (A). Após 24h de reperfusão 

apresentaram queda nos valores de interferon, os grupos CT, TB, IR e TIR. Não foi 

possível detectar interferon no grupo SH após reperfusão de 24h (B). Em 4h podemos 

ver que os grupos IR e TIR, apresentam valores equivalentes para IL-2 no fígado 

isquêmico. Sendo que o grupo TIR apresentou valor significante para (**) P<0,05 v.s. o 

grupo SH. O grupo TB que foi submetido apenas a tolerância, apresentou valor 

semelhante ao do grupo CT. Grupo SH apresentou o menor valor de IL-2 tecidual (C). 
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Após 24 os Grupos CT e TB se mantiveram equiparados, com discreto aumento, quando 

comparados aos de 4h. Grupo SH também aumentou a quantidade IL-2. Em 

contrapartida grupos TIR e IR diminuíram a quantidade de IL-2 presentes no fígado 

isquêmico. Sem valores significantes (D). Em 4h a IL-10 do grupo CT apresentou o valor 

mais elevado, assim como o grupo TB, grupo SH expressou o menor valor de IL-10. 

Grupos IR e TIR apresentaram valores semelhantes de IL-10 no tecido hepático. Sem 

valores significantes para P<0,05 (E). Após 24h os grupos IR e TIR variaram pouco 

quando comparados aos grupos de 4h. Mantendo-se os grupos IR, SH, e CT estáveis. 

O grupo SH apresentou valor significante (#) P<0,05 quando comparado ao grupo CT. 

Os grupos TB e TIR submetidos a tolerância apresentaram discreta redução de IL-10 

no tecido isquêmico após 24h da reperfusão (F). n- 7 por grupo.  

Fonte: Desenvolvida pelo autor, 2022. 
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4.9 -Resultados Citocinas pró-inflamatórias circulantes no plasma: TNFα, IL-1, 
IL-6 e IL-17A, com 2 tempos de reperfusão 4-24h 
 

O TNF é um  indicador de dano tecidual, possui ação sinérgica com a IL-

1 ativando IL-6 fazendo com que os hepatócitos  produzam proteínas da fase 

aguda da inflamação 70,71. Em 4h o grupo CT apresentou a maior quantidade de 

TNF circulante, quando comparado aos demais grupos. Por outro lado, os grupos 

TB e TIR submetidos a tolerância, apresentaram as menores quantidades de 

TNF no plasma. Entretanto não houve valor significante(A).  

Após 24h de reperfusão, não foi possível detectar grandes variações, o 

valor de todos os grupos apresentou diminuição considerável, mantendo-se 

abaixo de 2pg/ml, também sem valores significantes(B). 

Nossos achados para IL-1 mostraram que em 4h apresentaram valores 

parecidos entre os grupos CT,TB e IR mantendo-se próximo a 0,8 pg/ml 

enquanto os grupos SH e TIR apresentaram valores um pouco menor para a 

presença de IL-1 circulante. Sem valor significante (C).  

Após 24h da reperfusão os grupos CT e TIR apresentaram estabilidade 

v.s. CT e TIR 4h, não aumentaram e nem diminuíram. Grupos TB e SH 

diminuíram, ficando próximos a 0,5 pg/ml. Enquanto o grupo IR apresentou 

discreta redução de IL-1 quando comparado ao grupo IR de 4h. Sem valor 

significante (D). Talvez um indicativo de que não houve uma expressão 

considerável para  IL-1 no nosso modelo, não sendo tão lesivo (figura 16).  
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 Figura 16 - Citocinas pró-inflamatórias circulantes no plasma em dois tempos 
de reperfusão 4h e 24h TNF alpha e IL-1 

 

 

Em 4h o grupo CT apresentou a maior quantidade de TNF circulante, quando 

comparado aos demais grupos. Mantendo-se os grupos TB e TIR submetidos a 

tolerância, com as menores quantidades de TNF no plasma, não houve valor significante 

(A). Após 24h de reperfusão, o valor de todos os grupos apresentou diminuição 

considerável, mantendo-se abaixo de 2pg/ml, também sem valores significantes (B). A 

IL-1 em 4h apresentou valores parecidos entre os grupos CT, TB e IR mantendo-se 

próximo a 1,0 pg/ml enquanto os grupos SH e TIR apresentaram valores um pouco 

menor para a presença de IL-1 circulante. Sem valor significante (C). Em 24 os grupos 

SH e TIR apresentaram estabilidade v.s. SH e TIR 4h, não aumentaram e nem 

diminuíram. Grupos CT, TB e IR diminuíram ficando próximos a 0,5 pg/ml. Sem valor 

significante (D). n- 7 por grupo.  

Fonte: Desenvolvida pelo autor, 2022. 

 

  



72 
 

A interleucina 6 pode ser ativada pelo LPS, é uma citocina pró-inflamatória 

mediadora de fase aguda na inflamação. A quantidade de IL-6 circulante em 4h 

foi 10x maior v.s. a quantidade de IL-6 após 24h como pode ser observado na 

escala, o que faz sentido, visto que é uma proteína de fase aguda.  

Em 4h de reperfusão os grupos TB e CT apresentaram valores baixos 

para IL-6, um ótimo sinal, considerando que são grupos basais. Os grupos 

submetidos a procedimentos como SH e TIR apresentaram valores próximos 

entre 2400-2300pg/ml respectivamente. Enquanto grupo IR apresentou em torno 

3000 pg/ml de IL-6 circulante. Indicando que houve mais expressão de IL-6 

nesse grupo. Apresentando talvez maior potencial para inflamação sistêmica. 

Grupos SH, IR e TIR apresentaram valores significantes para P<0,05 v.s. grupo 

TB e o grupo CT (A). 

 Após 24 de reperfusão os valores de todos os grupos caem bastante, 

mantendo-se abaixo de 100 pg/ml os grupos TB, IR e TIR. Enquanto os valores 

dos grupos CT e SH apresentaram valores próximos a 150 pg/ml. Sem valor 

significante (B). 

As principais fontes de IL-17A são as células TH17, produzida também 

por Células T CD4+, e macrófagos. Nos nossos resultados a IL-17A apresentou 

aumento expressivo quando comparamos 4h v.s. 24h.  

Em 4h o grupo TB apresentou o menor valor de IL-17A circulante, grupo 

CT apresentou valor próximo 25 pg/ml com P<0,05 quando comparado ao grupo 

TB. Valores coerentes visto que são grupos de referência basal. Grupo SH 

apresentou valor próximo 40 pg/ml com P<0,05 quando comparado ao grupo CT 

e TB. Grupo IR apresentou valor próximo à 50 pg/ml com P<0,05 v.s. grupos 

CT,TB e SH. O grupo TIR apresentou o maior valor de IL-17A com valores 

significantes para os 4 grupos com P<0,05 (C).  

Talvez os resultados elevados da IL-17A dos grupos IR e TIR, possam ser 

um indicativo de marcador de lesão da isquemia e reperfusão hepática, 

corroborando com a literatura.  
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Após 24h de reperfusão a quantidade da IL-17 aumenta em todos os 

grupos, aparentemente seguindo o mesmo padrão mostrado em 4h, o TB 

apresentou o menor valor, quando comparado aos demais grupos, e o grupo TIR 

o maior valor. O que nos chama atenção para o fato de que, a tolerância sozinha 

não eleva a expressão de IL-17A circulante, mas quando submetido a I/R 

hepática ela aparece aumentada, como podemos averiguar nos resultados do 

grupo TIR.  

Grupos TB e CT apresentaram valores entre 50-100 pg/ml com P<0,05 vs 

grupo CT. Enquanto grupos IR, SH e TIR apresentaram valores acima de 100 

pg/ml valores significantes com P<0,05 versus grupos TB e CT, P<0,05 v.s. 

grupos TB, CT e SH, o grupo TIR apresentou valores significantes P<0,05 

quando comparado aos grupos TB, CT, SH e IR (D). Conforme apresentado na 

(figura 17).  
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Figura 17 - Citocinas pró-inflamatórias plasmáticas em dois tempos de 
reperfusão 4h e 24h IL-6 e IL-17 alpha 

 

 

A quantidade de IL-6 circulante em 4h foi 10x maior vs a quantidade de IL-6 após 24h, 

como pode ser observado na escala. Em 4h de reperfusão os grupos CT e TB 

apresentaram valores baixos para IL-6, os grupos SH e TIR apresentaram valores 

próximos entre 2400-2300 pg/ml respectivamente. Enquanto grupo IR apresentou em 

torno 3000 pg/ml de IL-6 circulante. Grupos SH, IR e TIR apresentaram valores 

significantes para (#) P<0,05 vs grupo CT, e (*) P<0,05 vs grupo TB (A). Após 24 de 

reperfusão os valores de todos os grupos caem bastante, mantendo-se abaixo de 100 

pg/ml os grupos TB, IR e TIR. Enquanto os valores dos grupos CT e SH apresentaram 

valores próximos à 120 pg/ml. Sem valor significante (B). A IL-17 alpha apresentou 

aumento expressivo quando comparamos 4h vs 24h. Em 4h o grupo TB apresentou o 

menor valor de IL-17 alpha circulante, grupo TB apresentou valor próximo 25 pg/ml com 

(#) P<0,05 quando comparado ao grupo CT. Grupo SH apresentou valor próximo 40 

pg/ml com (# *) P<0,05 quando comparado ao grupo CT e TB. Grupo IR apresentou 

valor próximo à 50 pg/ml com (# * **) P<0,05 vs grupos CT, TB e SH. O grupo TIR 

apresentou o maior valor de IL-17 A com valores significantes para os 4 grupos (# * ** 

***) P<0,05 (C). Após 24h de reperfusão a circulação da IL-17 aumenta em todos os 

grupos, aparentemente seguindo o mesmo padrão mostrado em 4h, o TB apresentou o 

menor valor quando comparado aos demais grupos e o grupo TIR o maior valor. Grupos 

CT e TB apresentaram valores entre 50-100 pg/ml com (#) P<0,05 vs Grupo CT. 

Enquanto grupos SH, IR e TIR apresentaram valores acima de 100 pg/ml valores 

significantes com (# *) P<0,05 vs grupos CT e TB, (# * **) P<0,05 v.s. grupos CT, TB e 
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SH, o grupo TIR apresentou valores significantes ( # * ** ***) P<0,05 v.s. CT, TB, SH e 

IR (D). n- 7 por grupo.  

Fonte: Desenvolvida pelo autor, 2022. 
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4.10- Resultados Citocinas modulatórias e anti-inflamatórias circulantes no 
plasma com 2 tempos de reperfusão 4-24h, IFN γ, IL-2 e IL-10  
 

Interferon γ é uma citocina que atua contra patógenos intracelulares. 

Partindo desse princípio, foi observado em nosso estudo que, em 4h IFNγ 

apresentou valores baixos, ficando todos os grupos estudados abaixo de 0,6 

pg/ml. Apresentando o menor valor o grupo SH e o valor mais elevado o grupo 

TIR.  

Após 24h de reperfusão não foi possível detectar os valores dos grupos 

CT, SH e IR. Mantendo-se os grupos TB e TIR, submetidos a tolerância, 

próximos à 0.2 pg/ml de IFN γ. Sugerindo talvez a estimulação imunológica do 

IFN γ pela tolerância. Não obtivemos valores significantes para P<0,05 (B). 

A interleucina 2 é uma citocina de modulação da resposta inflamatória, 

produzida por linfócito T em resposta ao reconhecimento de antígenos. Uma de 

suas principais funções consiste em  ser fator de crescimento para linfócitos. 

A IL-2 favorece a proliferação e diferenciação de linfócito B e células 

natural killer (NK). Os grupos TB e TIR submetidos a tolerância, em 4h de 

reperfusão apresentaram maior quantidade de IL-2 circulante, quando 

comparados aos grupos CT, SH e IR.  

Os grupos IR e SH apresentaram valores próximos a 100 pg/ml, grupo SH 

com valor significante P<0,05 v.s. grupo TB. Grupo TIR apresentou valor próximo 

de 200 pg/ml. Sem valor significante (C). 

Após 24h todos os valores ficam abaixo de 100pg/ml. Apresentando o 

menor valor de IL-2 grupo IR, e o maior valor grupo TB, um indicativo de que 

pode haver alguma relação com a produção de IL-2 ativando linfócitos e a 

tolerância, tanto em 4h quanto em 24h após a reperfusão (D).  

Em nossos resultados de 4h após a reperfusão, a quantidade de IL-10 

circulante encontrada, foi maior do que em 24h. O grupo IR apresentou a maior 

quantidade de IL-10 v.s. os grupos CT, TB, SH e TIR, com valor significante para 

P<0,05 v.s. grupos CT e TB. Grupo TIR apresentou valores semelhantes ao 

grupo SH, próximo à 50 pg/ml. Um bom resultado do pós-cirúrgico também, visto 

que ficou com valores próximo ao grupo sham um grupo de referência(E).  
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 Em 24h não foi detectado a presença de IL-10 nos grupos SH, IR e TIR, 

apenas dos grupos CT e TB, ou seja, nos grupos de referência. Ainda assim 

valores bem baixos (F). Conforme apresentado na figura 18. 
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Figura 18 - Citocinas circulantes no plasma em dois tempos de reperfusão INF 
g, IL-2 e IL-10 

 

 

Em 4h IFN gama apresentou valores baixos, ficando todos os grupos estudados abaixo 

de 0,6 pg/ml. Apresentando o menor valor grupo SH e o valor mais elevado o grupo TIR. 

Sem valores significantes (A). Após 24h de reperfusão não foi possível detectar os 

valores dos grupos CT, SH e IR. Mantendo-se os grupos TB e TIR, submetidos a 

tolerância, próximos à 0.2 pg/ml de IFN gama. Sem valores significantes para P<0,05 

(B). Os grupos TB e TIR submetidos a tolerância, em 4h de reperfusão apresentaram 

maior quantidade de IL-2 circulante, quando comparados aos grupos CT, SH e IR. Os 

grupos CT e IR apresentaram valores próximos a 100 pg/ml. O grupo SH apresentou 

valor significante (*) P<0,05 vs grupo TB. Grupo TIR apresentou valor próximo de 200 
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pg/ml. Sem valor significante (C). Após 24h todos os valores ficam abaixo de 100pg/ml. 

Apresentando o menor valor de IL-2, grupo IR e o maior valor grupo TB (D). Em 4h a 

quantidade de IL-10 circulante encontrada, foi maior do que em 24h. O grupo IR 

apresentou a maior quantidade v.s. os grupos CT, TB, SH e TIR. Com valor significante 

(#*) P<0,05 v.s. grupos CT e TB. Grupo TIR apresentou valores semelhantes ao grupo 

SH, próximo à 50 pg/ml. Sem valor significante (E).  Em 24h não foi detectado a 

presença de IL-10 nos grupos SH, IR e TIR, apenas dos grupos CT e TB. Ainda assim 

concentrações baixas de IL-10 circulante no plasma (F). n- 6-7 por grupo.  

Fonte: Desenvolvida pelo autor, 2022. 
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4.11- Lesão a distância – Inflamação no pulmão 
 

Para a avaliação da ação das espécies reativas de oxigênio, levando ao 

processo de peroxidação lipídica no órgão a distância e processo inflamatório, 

foi efetuado a dosagem da concentração de malondialdeído no pulmão. 

Após a reperfusão de 4 horas o grupo IR apresentou concentração de 

malondialdeído no pulmão, com valor significante para p< 0,05 quando 

comparado ao grupo controle. O grupo TIR não apresentou valor significante 

quando comparado ao grupo CT (A). 

Em 24 horas após o procedimento cirúrgico de isquemia-reperfusão, o 

grupo IR aumentou a quantidade de MDA, com valor significante versus o grupo 

CT. Enquanto o grupo TIR apresentou quantidade menor de MDA no pulmão, 

quando comparado ao grupo IR (B). 

Quando comparado os dois períodos do estudo 4-24 horas, o grupo TIR 

de 24 horas apresentou discreta elevação versus o grupo TIR de 4 horas, com 

indicativo de menor variação, enquanto o grupo IR de 24 horas apresentou 

elevação mais significativa da concentração de malondialdeído no órgão a 

distância quando comparado ao grupo IR de 4 horas, apresentando nos dois 

períodos avaliados, valor significante versus o grupo controle (A-B). 
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 Figura 19 - Lesão a distância por estresse oxidativo no pulmão – Peroxidação 
lipídica (MDA-TBARs) 

 

 

Na averiguação da lesão a distância a concentração de malondialdeído no pulmão, após 

reperfusão de 4 horas foi maior no grupo IR com (#) P<0,05 significante quando 

comparado com o grupo CT. Enquanto o grupo TIR não apresenta valor significante v.s 

o grupo CT (A). Após reperfusão de 24 horas, o grupo IR aumenta a quantidade de MDA 

no pulmão com (#) P<0,05 significante v.s. o grupo CT. Em 24h grupo TIR apresenta 

quantidade menor de MDA no pulmão quando comparado ao grupo IR em 24horas (B). 

Grupo TIR apresenta discreta elevação, enquanto o grupo IR apresenta elevação mais 

significativa, quando comparado os dois períodos de reperfusão (A-B). n- 5-7 por grupo.  

Fonte: Desenvolvida pelo autor, 2022.  
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4.12- Lesão a distância inflamação por infiltração neutrofílica (MPO- Pulmão) 
4horas e 24horas após I/R hepática 
 

Para avaliação de possível processo inflamatório no pulmão por infiltração 

neutrofílica, foi executado a análise da concentração da proteína 

mieloperoxidase (MPO).  

Em 4 horas a concentração de mieloperoxidase no pulmão foi menor no 

grupo IR versus o grupo controle. Os valores do grupo TIR apareceram 

elevados quando comparado aos grupos IR e CT, sem valor significante para 

p < 0,05 (A). 

Após 24 horas o grupo IR apresentou o maior valor, com valor significante 

para p < 0,05 versus o grupo CT. O grupo TIR em 24 horas apresentou o 

menor valor de mieloperoxidase com valor significante para p<0,05 quando 

comparado ao grupo IR (B). 

Após o procedimento cirúrgico de isquemia-reperfusão hepática o grupo 

TIR apresentou estabilidade, se mantendo entre 1 - 1,5 U/mg de 

mieloperoxidase quando comparamos 4 - 24 horas, em contra partida o grupo 

IR apresentou elevação em torno de 0,8 - 5,0U/mg (A-B). 

 

Figura 20 - Lesão a distância por infiltração neutrofílica (MPO- Pulmão) 4horas 
e 24horas após I/R hepática 

 

Em 4 horas a concentração de mieloperoxidase no pulmão foi menor no grupo IR 

quando comparado com o grupo CT, enquanto os valores do grupo TIR foram elevados 

v.s.  IR e grupo CT, sem valor significante para P<0,05 (A). Em 24horas o grupo IR 

apresentou o maior valor, com valor significante para (#) P<0,05 v.s. o grupo CT. Em 

24h grupo TIR apresentou menor valor de mieloperoxidase com valor significante para 

(***) P<0,05 v.s. o grupo IR (B). O grupo TIR apresentou estabilidade se mantendo entre 

1 - 1,5 U/mg de mieloperoxidase, em 4 horas e em 24 horas, após o procedimento 

cirúrgico de I/R hepática (A-B). n- 4-7 por grupo.  

Fonte: Desenvolvida pelo autor, 2022.  
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5 DISCUSSÃO 

 

A biologia é o estudo da vida, e ao estudar todos os fenômenos envolvidos 

neste processo, do micro ao macro, nota-se padrões, organização, e 

principalmente equilíbrio (homeostasia) em cada processo que mantém a vida. 

Pode-se dizer que para a manutenção da vida, o equilíbrio do bom 

funcionamento das moléculas de comunicação no organismo, mantendo a 

função celular e fisiológica, é estratégia “chave” para a manutenção de um 

organismo saudável.  

A saúde é compreendida quando o funcionamento do corpo mantém esta 

homeostasia, a nível celular, tecidual e na comunicação entre os sistemas. 

Quando ocorre por algum motivo, a quebra desta homeostasia dá-se a patologia. 

Seja por um gatilho externo ou interno (autoimune).  

Na busca de respostas relacionadas à perda desta homeostasia, neste 

estudo analisamos as lesões da I/R no tecido hepático e no plasma de 

camundongos submetidos ao modelo de tolerância, no intuito de modular esta 

resposta inflamatória via TLR4. Compreender os mecanismos envolvidos no 

processo de defesa do nosso organismo à patógenos, é crucial para a busca de 

respostas e para restaurar o equilíbrio que foi perdido.  

Assim como o entendimento em cada etapa deste processo, desde o 

processo de reconhecimento, recrutamento, englobamento e fagocitose de 

corpos estranhos, juntamente com a ativação da resposta imune, e da expressão 

gênica de proteínas mediadoras da inflamação.  

Todos estes eventos citados acima, tem sido alvo de muitos estudos 

experimentais, com modelos animais, ou estudos clínicos. Com o único objetivo, 

de prevenir as lesões causadas pela isquemia e reperfusão. Como uso de 

drogas, hipotermia, pré-condicionamento isquêmico que foi introduzido por Murry 

et al., com clampeamento intermitente do pedículo hepático, com tempos 

diferentes. (23)  
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Segundo estudo de Castro e Silva Jr et al., acredita-se que o pré-

condicionamento isquêmico promove a proteção das mitocôndrias, evita o 

intumescimento osmótico mitocondrial e inibe a produção de espécies reativas 

de oxigênio o que diminui a lipoperoxidação. (24) 

Há também estudos de proteção da lesão pulmonar por I/R, com diferentes 

soluções de prevenção pulmonar, uso de hiper insuflação pulmonar. (62) (63) 

Uso de vasodilatadores e antioxidantes. (64) (65) 

A lesão por I/R está intimamente ligada ao fator tempo, no período de 

isquemia é observado: a presença de anóxia ou hipóxia, tendo como uma de 

suas consequências a depleção de ATP, sendo esta, a causadora de edema 

celular, por quebra do equilíbrio osmótico entre as bombas de sódio e potássio 

na  membrana celular, edemaciando assim a célula, com destruição da 

membrana e das organelas citoplasmática.  

É sabido que em um procedimento cirúrgico deve-se respeitar o prazo 

máximo da isquemia, não devendo passar de 1:30 a 2:00h, respeitar o fator 

tempo, é crucial para o sucesso do procedimento e manutenção do fornecimento 

de oxigênio aos tecidos. Existe um fenômeno chamado não recirculação, do 

inglês (no-reflow phenomenon) que ocorre durante a reperfusão. Neste 

fenômeno a obstrução da microcirculação torna a tentativa de reperfusão 

ineficaz. Há teorias de que possa ser devido ao edema celular que bloqueia a 

passagem do fluxo sanguíneo, ou talvez pela perda na capacidade de 

relaxamento do músculo liso, ou até mesmo pela auto regulação inapropriada do 

fluxo sanguíneo, devido ao decréscimo na demanda metabólica do tecido pós-

isquêmico. De fato, um fenômeno ainda pouco compreendido. (5) 

No ato da reperfusão, o destaque se dá para a lesão ocasionada pelas 

espécies reativas de oxigênio, ativada de forma exacerbada causando lesões ao 

tecido, com resposta inflamatória intensa, conhecida também como lesão por 

reperfusão. As espécies reativas de oxigênio (EROs), lesionam o endotélio, com 

potencial enorme em evoluir para formação de trombos, resultando em embolia, 

com complicações sistêmicas, agravando ainda mais as lesões por I/R. Sendo 

esta, ainda mais lesiva por agir, no órgão local e nos órgãos à distância, ou seja, 
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a reperfusão tem potencial maior de lesão, por possuir capacidade de ação 

sistêmica. (66)  

Sendo assim, as lesões se dão em etapas, talvez a resposta para a solução 

de todas essas lesões, também estejam em ações executadas em cada etapa 

da gênese de cada lesão. As lesões causadas por I/R são extremamente 

complexas, sendo assim necessário um conjunto de estratégias de prevenção 

quanto de mitigação das lesões já estabelecidas, buscando assim um equilíbrio, 

entre, a ativação da via de apoptose e da via de ativação da necrose.  

A compreensão do papel das células T e sua subpopulação, células B, 

assim como da ativação da célula de Kupffer e ação do sistema complemento 

com liberação de quimiocinas e citocinas, nesse processo, também são cruciais 

na busca de respostas, para a mitigação das lesões por I/R hepática. Talvez a 

resposta possa estar entre o equilíbrio na ativação das vias de necrose e 

apoptose, modulando a expressão gênica de quimiocinas e citocinas, via 

linfócitos e fagócitos, buscando à otimização da resposta das células do sistema 

de defesa, no combate às lesões teciduais e sistêmicas. Assim como, na lesão 

tecidual, é necessário a otimização das respostas das células de Kupffer e dos 

macrófagos M1 e M2 no processo de fagocitose e desbridamento de células 

mortas, para tentar combater os mediadores inflamatórios, com redução do 

extravasamento do conteúdo citoplasmático de células mortas, impactando 

diretamente nas células vizinhas, e consequentemente reduzindo a morte por 

necrose. 
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5.1 Resposta Imunológica  

 

A invasão de patógenos no organismo quebrando barreiras naturais de 

proteção desencadeia a infecção. Os macrófagos sentinelas prontamente 

detectam as bactérias e a secreção de quimiocinas e citocinas deflagra a 

resposta inflamatória local para eliminar o agente infeccioso.  

Esse processo desencadeia uma série de reações da resposta celular na 

imunidade inata. No sangue existem células do sistema imune inato e adquirido 

na forma circulante. Por outro lado, as células do sistema imune encontram-se 

como aglomerados anatomicamente definidos nos órgãos linfoides, estes órgãos 

linfoides encontram-se espalhados praticamente em todos os tecidos. A 

organização anatômica dessas células e sua capacidade de circular e realizar 

trocas entre o sangue a linfa e os tecidos, é de extrema importância para geração 

de resposta imunológica protetora, eficaz, contra patógenos. (67) 

Essa resposta de defesa, se dá inicialmente de forma mais rápida pela 

imunidade inata, sendo está uma resposta inespecífica e generalizada. A 

resposta adaptativa depende dos linfócitos B e T identificarem antígenos do 

agente invasor nas células apresentadoras. Na sequência há o desenvolvimento 

de um clone de linfócitos B, que produza anticorpos específicos e em quantidade 

para combater o invasor, este processo todo demora de 15 a 20 dias para ser 

atingido.  

A resposta adaptativa ou adquirida como também é conhecida, gera uma 

resposta específica para cada tipo de patógeno, no caso de reinfecção pelo 

mesmo patógeno há uma resposta mais rápida. Isso a torna extremamente 

eficiente. 

As principais células e tecidos do sistema imunológico que participam 

dessas importantes funções de reconhecimento, ingestão e destruição de 

patógenos, através do processo de fagocitose são: neutrófilo – eosinófilo – 

basófilo e monócito, células circulantes. As células residentes (não circulante) 

presentes no tecido são:  mastócito - macrófago - célula natural killer (NK) e 

células dendríticas. Os monócitos estão sempre presentes no sangue e podem 

ser rapidamente transportados para qualquer lugar do corpo. (68) 
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Os macrófagos são fagócitos que estão presentes constitutivamente nos 

tecidos, e respondem rapidamente aos micro-organismos que entram nos 

tecidos.  É uma célula muito eficiente, pois após processo de fagocitose, ela não 

morre, diferente do neutrófilo, que apesar de ter em abundância no organismo 

em torno de 60-70%, após o processo de fagocitose ele morre. Neutrófilo possui 

tempo de vida muito curta entre 6 a 8 horas. Porém, ambos possuem papel de 

grande importância na resposta imune inata. (69) 

A captura de antígeno e seu transporte para os órgãos linfoides, são as 

primeiras etapas, da resposta imune adaptativa/ adquirida. Antígenos que são 

transportados para os órgãos linfoides, são apresentados pelas células 

apresentadoras de antígenos, do inglês, antigen presenting cells (APC) para 

reconhecimento por linfócitos T específicos. Quase todos os tecidos têm células 

dendríticas que são APCs especializadas em capturar antígenos microbianos, 

transportá-los aos tecidos linfoides e apresentá-los para o reconhecimento por 

linfócitos T. Os linfócitos B, os macrófagos como a célula de Kupffer, e a célula 

dendrítica são APCs.  

Essas células através do mecanismo de processamento de antígenos, 

digerem parcialmente as proteínas, transformando-as em pequenos peptídeos. 

Esses peptídeos, são ligados às moléculas MHC. O processamento do antígeno, 

é essencial, para a ativação dos linfócitos T, porque estas células, não 

reconhecem as moléculas antigênicas nativas. As células T só reconhecem 

antígenos, quando associados a moléculas MHC II, enquanto as células B 

reconhecem as moléculas antigênicas (proteínas, pequenos peptídeos, lipídios, 

polissacarídeos) diretamente sem a necessidade de apresentação. (67) 

Os linfócitos T representam 65-75% dos linfócitos no sangue. Originam-

se na medula óssea, penetram nos capilares por movimentação amebóide, 

circulam no corpo através da corrente sanguínea, sofrem processo de maturação 

no timo. Exceto linfócito B que sofre processo de maturação na medula óssea 

(MO).  O linfócito possui uma subpopulação muito importante para o sistema de 

defesa, conhecida como: linfócito T helper (LTh), linfócito T de memória (LTm), 

linfócito T supressor (LTs), linfócito T citotóxico (LTc), linfócito T regulador 

(Tregs). (9)  
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O linfócito T citotóxico age diretamente sobre as células alteradas, e 

infectadas por vírus ou bactérias, produzindo a proteína perforina que provoca 

lise das células, formando orifícios na membrana celular. O linfócito T supressor 

inibe a resposta humoral e celular, apressando a resposta imunitária. Quando 

estimulados os linfócitos T helper e linfócitos supressor são células reguladoras 

de antígenos, células B e T proliferam, passando por diversos ciclos mitóticos, 

um processo chamado de expansão clonal (neste processo ocorre a formação 

das células de memória). O linfócito T helper também estimula a transformação 

dos linfócitos B em plasmócitos. (9) Pode-se observar a resposta imunológica de 

defesa contra antígenos e microrganismos na (figura 21). 

 

Figura 21 - Resposta imunológica de defesa contra antígeno e microrganismos 

 

Resposta imunológica de defesa contra antígeno e microrganismos, primeira linha de 

defesa barreira (pele) e resposta inata-inespecífica mediada por fagócitos: neutrófilos, 

macrófagos, células dendríticas, sistema complemento e NK. Segunda linha de defesa 

imunidade adaptativa/adquirida- específica com produção de anticorpos por linfócito B 

(Plasmócito), e ativação de linfócitos T pelo antígeno levando a produção de clones das 

células efetoras combatendo a infecção, conhecido como processo de expansão clonal.  

Fonte: ABBAS et al., 2011(67)  
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5.2 Resposta Imunológica - Sistema complemento 

 

O sistema complemento é formado por um conjunto de 30 proteínas 

inativas circulantes na corrente sanguínea. Compõe a imunidade inata, contudo 

a via clássica inicia-se com a interação antígeno-anticorpo para ser ativado. O 

sistema complemento age no combate a patógenos, produção de quimiocinas e 

no processo de opsonização. (70) 

Uma das ações do sistema complemento é a lise osmótica pela produção 

de poros nas membranas plasmáticas. Conhecido, como complexo de ataque a 

membrana (MAC). Este processo também pode se dar em membranas de 

células infectadas por patógenos, potencializando o processo inflamatório.(69) 

Esse processo se dá por 3 vias: via clássica, via alternativa e via da 

lectina. 

Na via clássica do complemento há necessidade da interação do 

anticorpo com o antígeno, imunoglobulina M ou G (IgM, IgG). Dá início ao 

processo de clivagem com o fragmento C1q, que se liga a fração constante do 

anticorpo IgM ou IgG. Isso gera a ativação dos fragmentos C1r e C1s, que clivam 

os fragmentos C2 e C4. (68) 

Durante o processo de clivagem os fragmentos C3a e C5a não participam 

do complexo de ataque à membrana, mas possuem papel importante no 

recrutamento de células com a liberação de quimiocinas circulantes. Agindo no 

plasma, liberam anafilotoxinas e quimiocinas, que atraem mastócitos e basófilos 

para o local da inflamação, ocorre também, a liberação de histamina que possui 

ação vasodilatadora, facilitando o processo de diapedese. (68)  

Na via alternativa do complemento não há necessidade de interação do 

anticorpo com o antígeno, o processo ocorre direto. Tendo início o processo de 

clivagem com o fragmento C3, diferença esta, que a distingue da via clássica, 

que inicia com o fragmento C1q. 

Nesta via o fator B é clivado pelo fator D em Bb e Ba. Ba é descartado, 

enquanto o fator Bb fica associado com o C3b, formando C3bBb=C3 convertase 

da via alternativa. Mais um C3 se associa, formando C3bBbC3b= C5 convertase 
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da via alternativa. O processo se repete, formando sequencialmente os fatores 

C5b, C6, C7, C8 finalizando no C9, onde ocorre o término do processo de 

clivagem e consequentemente a formação de um poro na membrana plasmática. 

Na via das lectinas do complemento não há necessidade de interação com o 

anticorpo, esta via está relacionada com os receptores de reconhecimento de 

padrões. O processo é iniciado pela ligação da lectina ligadora de manose na 

própria manose, que se encontra na superfície de fungos e bactérias. O restante 

é semelhante à via clássica (cliva C2 e C4).(71) A manose é um açúcar, que se 

encontra na superfície das membranas de fungos e bactérias. A lectina ligadora 

de manose é uma proteína complemento, que se liga a manose, ativando a via, 

clivando C2 e C4.(71) 

Compreender os mecanismos envolvidos no processo de defesa do nosso 

organismo à patógenos, é crucial para a busca de respostas e para restaurar o 

equilíbrio que foi perdido, assim como o entendimento e compreensão em cada 

etapa do processo de reconhecimento, recrutamento, englobamento e 

fagocitose de corpos estranhos, juntamente com a ativação da resposta imune, 

e da expressão gênica de proteínas mediadoras da inflamação. Na busca de 

resposta para diminuição das lesões causadas pela isquemia-reperfusão.  
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5.3 Observações clínicas: pós-cirúrgico 
 

Ao comparar os dois grupos, foi observado que, IR e TIR apresentaram 

diferenças no tempo de declínio e febre. Conforme apresentado na figura 7 dos 

resultados.  

Existem estudos que mostram que as  citocinas IL-1B, IL-6 e TNFα, são 

consideradas  importantes mediadoras endógenas, na febre, induzida por 

polissacarídeo. Possuindo papel importante nos quadros febris. (72) 

Entretanto, segundo Roth et al., 2009, apontou que há vários estudos, 

demonstrando que as respostas febris, estão relacionadas com a ação central 

de prostaglandinas (PGs). Em especial a PGE2, considerada uma mediadora 

final da febre. (73) 

A PGE2 pode ser sintetizada localmente ou ser transportada através do 

sangue para o hipotálamo. A PGE2 inibe os neurônios sensíveis ao calor, e, ativa 

os neurônios sensíveis ao frio. Resultando em respostas de retenção e gênese 

de calor. (74) 

Há estudos que indicam, que, quando o LPS tem contato com o fígado, 

as células de Kupffer ligam-se a ele, induzindo assim a ativação da cascata de 

complemento. Neste processo de ativação, é produzido o fator complemento 

C5a. O fator C5a ativa as células de Kupffer, que por sua vez, libera 

prostaglandina E2 (PGE2), causando a febre. (75) No estudo LI et al., 2006, as 

células de Kupffer localizadas no fígado, aparentemente possuem papel 

importante na febre induzida por LPS, visto que, animais que apresentam 

redução das células de Kupffer, não apresentam resposta febril característica. 

Outro estudo que apresentou resultados interessantes, foi o estudo do 

Gomes, com ratos Wistar, que em 2017 avaliou a produção de espécies reativas 

de oxigênio e nitrogênio, durante o período de febre, em resposta a influência 

dos seguintes fármacos: dipirona, ibuprofeno, celecoxibe e n-acetilcisteína. O 

estudo apontou que durante o período de febre há aumento importante da 

biodisponibilidade de NO, e que o pré-tratamento apenas com a dipirona, 

promoveu a redução dessa biodisponibilidade. (76) 
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Comparando este estudo ao nosso estudo, o grupo que foi submetido a 

tolerância apresentou pelo eriçado sugerindo “quadro de febre” nas primeiras 

24h do pós-cirúrgico. Enquanto, o grupo IR apenas submetido a isquemia e 

reperfusão, apresentou, quadro sugestivo de “febre” entre 48h-72h, após o 

procedimento cirúrgico, sugerindo talvez, tempos diferentes da ação das 

espécies reativas de nitrogênio ou de oxigênio, quando comparamos o grupo TIR 

versus o grupo IR.  

Outra hipótese também, é da ação do fator C5a, ativando as células de 

Kupffer, liberando prostaglandina E2 (PGE2) ocasionando assim, o processo de 

febre ativado pelo LPS.  
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5.4 Enzimas hepáticas: ALT/ AST 4-24 horas 
 

AST e ALT são enzimas também conhecidas como transaminases 

(TGO/TGP) possuem a função da transferência do agrupamento Amino de um 

Alfa-aminoácido para um Alfa Cetoácido. A detecção de níveis elevados no 

plasma é um indicador de dano hepático. As enzimas AST e ALT são 

ferramentas importante para auxiliar na investigação dos danos hepáticos, são 

medidas de forma indireta. Mede-se por sua atividade catalítica e não por sua 

concentração molar ou massa total. Avalia-se as duas juntas, o aumento de AST 

é comum na fase aguda, e de ALT na fase crônica. A Alanina aminotransferase 

é hepato-específica devido sua grande atividade no citoplasma dos hepatócitos.  

Ambas as enzimas são encontradas no citosol, sendo AST também 

encontrada nas mitocôndrias. A sensibilidade e especificidade de ALT e AST é 

variável, dependendo da patologia. O estudo de Gonzalez 2003, indicou que 

congestão hepática e esteatose podem causar discreto aumento de ALT, 

enquanto os aumentos de AST são observados em quadros de cirrose, hepatite 

tóxica, fígado gorduroso, hemólise e obstrução biliar.  (77) (78)  

Após ser liberada do fígado AST possui uma meia vida plasmática de 5 

horas, com pico em torno de 24 horas após a agressão. ALT possui meia vida 

plasmática de 10 horas após agressão. As atividades das transaminases são 

mais altas no período da tarde do que no início da manhã. (79) 

ALT pode ser encontrada no coração, rins, músculo esquelético, e mais 

abundantemente encontrada no citosol de hepatócitos, praticamente uma 

enzima hepato-específica. As alterações nas membranas celulares, causam 

aumento de permeabilidade e consequente extravasamento, aumentando a 

quantidade de ALT circulante. Sabe-se que ALT tem uma meia vida plasmática 

em torno de 10 horas, longa se comparado a AST que tem meia vida de 5 horas. 

Ao longo do dia, a atividade de ALT varia entre 10% e 30%. A variação diurna é 

significativa, no período da tarde, esta atividade pode ser 45% mais alta do que 

no período da manhã. (80) (81) (82)  

Foi observado que os grupos CT e TB apresentaram valores enzimáticos 

equivalentes a zero, tanto em 4h quanto em 24h.  Entretanto o grupo SH que 
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passou pelo procedimento de laparotomia e sutura apresentou uma discreta 

elevação da atividade enzimática quando comparado ao grupo CT e ao grupo 

TB nas análises de 4h. Contudo, após 24h da reperfusão as enzimas do grupo 

SH não foram mais detectáveis.  

Notou-se também que os grupos que passaram por cirurgia como IR e 

TIR, apresentaram aumento dos valores enzimáticos significantes na reperfusão 

de 4 horas quando comparados ao grupo CT. O grupo TIR apresentou valores 

séricos próximos do valor basal quando comparado ao grupo IR para Alanina 

aminotransferase. Para Aspartato aminotransferase os valores enzimáticos do 

grupo TIR apareceram elevados em 4h e 24h de reperfusão quando comparado 

ao grupo IR. 

Ambas as enzimas são encontradas no citosol, sendo AST também 

encontrada nas mitocôndrias. Quando há um aumento expressivo de sua 

atividade sérica é um forte indício de hemólise, degeneração muscular ou danos 

hepáticos mitocondriais, que pode ter presença ou ausência de necrose 

hepática. Não necessariamente todo dano causará morte celular. Uma hipótese 

para explicar este aumento de atividade enzimática de AST em comparação ao 

grupo IR seria a quantidade de congestão sinusoidal encontrada e 

consequentemente processo de hemólise, pode ter sido também por ação de 

lesões pela aplicação do anestésico ou por lesão mitocondrial. Sabe-se que a 

aplicação de injeção por via intramuscular pode causar irritação tecidual no 

músculo suficiente para elevar a concentração de CK, AST ou LDH no sangue. 

Segundo Gonzalez 2003, os aumentos de AST podem ser observados em 

hepatite infecciosa tóxica, cirrose, fígado gorduroso, obstrução biliar, hemólise, 

deficiência de selênio/vitamina E, no exercício intenso e em lesões musculares. 

(77) 

No nosso trabalho foi observado que tanto ALT quanto AST tendem a 

diminuir a atividade enzimática ao longo do tempo. Mantendo-se os valores de 

ALT acima de AST quando comparados. O que nos sugere danos relacionados 

a processo inflamatório.  
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Ao considerar o intervalo entre 4-24 horas nas figuras A e B , nota-se que 

o grupo tolerante mostrou variação menor da atividade enzimática para ALT, 

quando comparado ao grupo IR  que apresentou maior variação. Caindo 

praticamente pela metade após 24 horas de reperfusão. 

Enquanto as figuras C e D nos mostrou que a queda da atividade 

enzimática é bem mais expressiva em AST quando comparamos 4 horas versus 

24 horas, tanto para tolerantes quanto para animais submetidos apenas a 

isquemia e reperfusão.  

Os nossos resultados em 4 horas, apresentados nas figuras A e C, 

indicaram que a tolerância auxilia na diminuição da atividade enzimática da 

Alanina aminotransferase, mas para Aspartato aminotransferase a atividade 

enzimática aumenta. 
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5.5 Análise do índice total das lesões hepáticas encontradas no pós-cirúrgico de 
I/R hepática submetido a tolerância em Balb-c 
 

Analisamos os dois lobos hepático para averiguação de lesões da massa 

hepática, que continuou em perfusão e da parte da massa hepática que foi 

submetida a I/R.  As lesões nos sugerem que, para a lesão tecidual, a tolerância 

apresentou menos lesões no pós-cirúrgico, do que o grupo IR  após 4 horas da 

reperfusão . O lobo que continuou em perfusão o (fígado não isquêmico) em 4h 

após a reperfusão os cinco grupos avaliados se mantiveram entre o grau 1-

mínimo e 2-moderado para as lesões, grupos SH e TIR apresentaram valores  

semelhantes. No fígado isquêmico após 24h de reperfusão as lesões de todos 

os grupos diminuíram. Um indicativo de que a lesão maior se deu em 4 horas, 

com processo de recuperação parcial em 24 horas após a agressão do 

procedimento cirúrgico de I/R hepática.  

A redução das lesões histológicas ao longo do tempo está de acordo com 

os resultados da atividade enzimática de ALT/AST, pois após 24h as lesões 

também diminuíram. 

Não pudemos deixar de observar que os grupos TB, SH e TIR 

apresentaram poucas lesões nos achados histológicos após 24 horas , enquanto 

os grupos CT e IR mantiveram o padrão encontrado em 4 horas, sugerindo uma 

estabilidade dentro dos dois períodos analisados, sem muitas mudanças.  

Em síntese, tanto  o lobo isquemiado quanto o lobo não isquemiado, 

apresentaram lesões teciduais causadas pela isquemia e reperfusão hepática, 

neste modelo experimental. Em especial, os resultados após 4 horas de 

reperfusão, que demonstraram a redução das lesões teciduais do grau 

moderado para o grupo submetido a tolerância com I/R, enquanto o grupo 

submetido apenas a I/R, apresentou lesões no grau intenso, com valor 

significante para p<0,05 quando comparado ao grupo controle. Considerado por 

nós um bom indicativo, na busca de soluções para reduzir as lesões causadas 

pela isquemia e reperfusão. 
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5.6 Achados histológicos no pós-cirúrgico de I/R hepática em 4 horas 
 

Foram considerados nestes resultados os grupos CT, IR e TIR, pois 

apresentaram maior quantidade de lesões.  

Dos cinco parâmetros avaliados, os grupos IR e TIR apresentaram maior 

número de lâminas com congestão sinusoidal de moderada a intensa, nas zonas 

periportal, médio-zonal e centrolobular. Sendo a zona centrolobular mais 

recorrente para as lesões de necrose e congestão sinusoidal para ambos os 

grupos. 

Os grupos SH e TIR apresentaram maior quantidade de Kupffer 

hemofagocitando, e esteatose microgoticular, corroborando com os resultados 

da avaliação pontual por parâmetro, como apresentado na tabela 4. 

Não foi observado grandes quantidades de infiltrado neutrofílico nos 

grupos estudados. Foi encontrado pequena quantidade de infiltrado neutrofílico 

apenas nos grupos IR e TIR após 24 horas de reperfusão. 

Foram encontrados mais achados histológicos no período de quatro horas 

após a reperfusão do que em 24 horas para a lesão local. Corroborando com os 

resultados da atividade enzimática de AST e ALT, e da avaliação das citocinas 

no plasma, assim como, no resultado da peroxidação lipídica no fígado 

isquêmico, que também se mostraram mais ativos neste período. Sugerindo que 

nosso horário chave para este estudo, foi o de 4 horas para estas análises. Não 

conseguindo visualizar muitos achados após 24 horas na avaliação da lesão 

local, um indicativo de possível atividade do processo de recuperação do fígado 

dentro deste período. 
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5.7 Grau de acometimento da lesão pontual da I/R hepática no fígado isquêmico 
análise por parâmetro 
 

Após 4h de reperfusão os resultados pontuais do presente estudo 

revelaram danos característicos da I/R hepática. 

Grupo CT apresentou no lobo lateral esquerdo: pequena quantidade de 

necrose nas zonas I periportal e II médio-zonal, valor não significante quando 

comparado aos grupos IR e TIR. Para lobo caudado o dano foi ausente.  

Os danos dos 5 parâmetros foram ausentes para o grupo TB. Enquanto 

grupo SH apresentou pequena quantidade de necrose na zona I periportal. 

Grupo IR apresentou no lobo lateral esquerdo: necrose e congestão 

sinusoidal entre 1-25% na zona II médio-zonal e na zona III centrolobular. O que 

pode levar a morte celular por infarto hemorrágico devido ao excesso de 

hemácias. Lobo caudado não apresentou necrose ou congestão após 4 horas 

de reperfusão. Foi observado no grupo IR a presença de infiltrado neutrofílico, 

assim como de esteatose microgoticular em maior quantidade e de esteatose 

macrogoticular em menor quantidade. Fenômeno este que segundo a literatura 

é um indicativo de fase inicial de lesões causadas pela reperfusão, o que 

explicaria esses achados apenas nos grupos de 4 horas.  

Na comparação deste resultado com o resultado do Aspartato para o 

grupo tolerante, vemos uma relação entre a congestão sinusoidal por hemáceas 

e o aumento da concentração do AST no plasma, sugerindo uma ativação desta 

enzima pelo processo de hemólise, lesão mitocondrial ou da esteatose. 

Grupo TIR apresentou no lobo lateral esquerdo: necrose e congestão 

sinusoidal nas zonas I periportal e II médio-zonal, mas em menor quantidade, 

quando comparado ao grupo IR. Notou-se também que o número de Kupffer 

hemofagocitando no espaço sinusoidal foi maior neste grupo. Assim como no 

grupo SH e no grupo TB. Um indicativo talvez de que, a tolerância possa estar 

de alguma forma relacionada com a ativação das células de Kupffer na resposta 

imunológica e tecidual no combate ou prevenção das lesões geradas pela 
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isquemia e reperfusão. Tendo este grupo talvez, uma participação maior de 

macrófagos ativos no espaço sinusoidal em resposta a esta agressão. 

Outro ponto interessante observado, foi a presença do infiltrado 

neutrofílico apenas nos grupos submetidos à I/R, um indicativo de que possa ter 

ocorrido ativação das células de Kupffer, recrutando neutrófilos para o local da 

lesão. Estas observações quando comparadas ao resultado das citocinas 

circulantes, nos indica que também possa ter ocorrido alguma relação entre 

ativação das células de Kupffer e a citocina IL-17 A. 

Segundo Kono et al., 2011, as principais fontes de IL-17 A, são as células 

TH17, produzida também por Células T CD4+, e macrófagos. Esta citocina é 

reguladora chave no início da resposta inflamatória induzida por neutrófilos, fase 

subaguda após reperfusão. (83) 

Nos nossos achados histológicos as lesões encontradas no lobo lateral 

esquerdo foram maiores do que as lesões encontradas no lobo caudado, após 

reperfusão de 4 horas. Na reperfusão de 24 horas as lesões não foram mais 

encontradas na maioria das lâminas analisadas.  

Sofreu mais agressão o lobo que passou por processo de isquemia do 

que o lobo que continuou em perfusão, entretanto, não podemos descartar que 

o lobo caudado também apresentou lesões, porém, em menor quantidade 

quando comparado ao lobo lateral esquerdo. A lesão no lobo caudado pode ser 

explicada pelo hiper fluxo neste lobo, como resposta ao lobo que foi isquemiado.  

Para este modelo de ensaio também foi observado que as lesões resultantes do 

procedimento cirúrgico de I/R hepática submetida à tolerância são visíveis em 4 

horas, após 24 horas essas lesões teciduais foram pouco encontradas. Tabela 

4. 
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5.8 Inflamação local por estresse oxidativo no fígado isquêmico – Peroxidação 
lipídica (MDA-TBARs) 
 

As lesões por reperfusão estão relacionadas com a formação das 

espécies reativas de oxigênio, levando a aumento da permeabilidade vascular, 

ativação de citocinas e do sistema complemento, assim como de neutrófilos 

lesionando o endotélio. (84) 

Sobre a observação da lesão local, notamos que em  4h a concentração 

de malondialdeído (MDA) no fígado isquêmico foi maior no grupo IR. Sugerindo 

talvez, maior quantidade de  estresse oxidativo por peroxidação lipídica. 

Observamos que em 4 horas a concentração de malondialdeído (MDA) 

no fígado isquêmico, após o procedimento de isquemia-reperfusão foi maior no 

grupo IR, com valor significante quando comparado ao grupo controle. Sugerindo 

maior quantidade de estresse oxidativo neste grupo. 

Na comparação dos grupos CT, IR e TIR com 24 horas de reperfusão, o 

grupo IR reduz, apresentando o valor mais próximo do grupo controle, quando 

comparado ao grupo TIR em 24 horas. 

Nos dois períodos 4 e 24 horas,  o grupo CT apresentou estabilidade, se 

mantendo próximo a 2 nMol/mg. O grupo IR apresentou variações se mantendo 

entre 6 – 2 nMol/mg, com valor mais expressivo de MDA em 4 horas.  Grupo TIR 

apresentou maior estabilidade do que o grupo IR apresentando  valor próximo 

de 4 nMol/mg, nos dois períodos avaliados, sem valor significante. 

Os resultados apontam que o estresse oxidativo se deu em maior 

quantidade após a isquemia-reperfusão de 4 horas no grupo submetido apenas 

a I/R hepática, com evolução para um quadro de recuperação em 24horas após 

o procedimento cirúrgico. Aparentemente o tratamento prévio com LPS feito no 

grupo TIR antes do procedimento de I/R hepática, auxiliou na melhora da 

resposta por estresse oxidativo, com possível redução da evolução do quadro 

para processo inflamatório no fígado, apresentando estabilidade na 

concentração de malondialdeído nos dois períodos  avaliados. Sugerindo 

diminuição da resposta do estresse oxidativo e consequentemente da evolução 

do quadro, para um processo inflamatório no fígado.  
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Em síntese, para a lesão local nossos achados indicaram que o grupo que 

passou pelo  pré-tratamento com LPS apresentou redução do estresse oxidativo 

e do processo inflamatório.  
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5.9 Citocinas  
 

Citocinas e quimiocinas, são proteínas mediadoras da resposta imune que 

enviam sinais estimulatórios, modulatórios ou inibitórios, para diferentes células 

do sistema imunológico. Quimiocinas atraem células para o local da inflamação, 

através de estímulo químico denominado quimiotaxia. Esses sinais, servem 

como um potente canal de comunicação, entre as células do sistema imune.  

 Possuem ação: 

- Autócrina: quando age na própria célula produtora 

- Parácrina: quando age em células próximas  

- Endócrina: quando age a distância 

São ativadas após estimulação antigênica e atuam em concentrações 

baixas. A homeostasia imunológica é mantida devido a uma baixa concentração 

das citocinas no plasma e pelas ações de contrabalanço entre suas ações. 

Existem as citocinas pró-inflamatórias que ativam os mecanismos 

inflamatórios como por exemplo: IL-1, TNF α, IL-6, IL-17α, IL-14. Assim como, 

existem citocinas que atuam como imunomoduladoras IL-2, TGF-β, e uma ação 

imunossupressora pelas citocinas IL-13, IL-10 e IL-19, enquanto a IL-10 é 

considerada uma citocina anti-inflamatória, com função principal de inibir a 

síntese de outras citocinas. (85)As citocinas são liberadas pelas células do 

sistema imune inato e adaptativo, como por exemplo: neutrófilos, fagócitos, 

macrófagos, linfócito T CD4+, entre outras. 

As células Th1, são caracterizadas por expressar o fator de transcrição T- 

bet, produzindo: TNF α e IFN-γ. Ambas com papel importante na estimulação de 

fagocitose. Enquanto as células Th2 são caracterizadas por expressarem o fator 

de transcrição Gata-3, produzindo: IL-4, IL-5, IL-10 e IL-13, com papel importante 

na defesa contra parasitas. (86) O equilíbrio entre Th1 e Th2, é crucial, para uma 

boa resposta ao processo inflamatório, e para o sucesso no combate eficiente, 

de corpos estranhos no organismo. Sendo a IL-10 uma citocina anti-inflamatória, 

importante, por sua ação imunobiológica de regulação do balanço entre Th1 e 

Th2. 
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São muitos os processos que ocorrem no combate a invasão de corpos 

estranhos no organismo, mas, uma informação importante a ser citada, é que 

assim que o patógeno entra no organismo, ele é reconhecido pela via Toll like, 

presente na membrana das células, a via TLRs possui padrões de 

reconhecimento molecular associados a patógenos (PAMPs). Esse 

reconhecimento, ativa a via TLR4, específica para LPS, desencadeando uma 

cascata de eventos fisiopatológicos, que em um dos seus processos finais, ativa 

o fator de transcrição NF-κB, desencadeando a expressão de citocinas e 

quimiocinas. Como podemos observar na figura 22. 
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Figura 22 - Reconhecimento de antígeno pelo macrófago com liberação de 
citocinas e apresentação do antígeno pelas células dendríticas ao LT 

 

Em resposta ao processo inflamatório: Macrófagos e neutrófilos executando processo 

de fagocitose e destruição de microrganismos, com liberação de citocinas envolvidas na 

resposta imune inata e adaptativa (a). Células dendríticas (DC) apresentando o antígeno 

aos linfócitos Th0 (naive), Th1 e Th2 com o auxílio do MHC II (b). 

Fonte: Buer,2003 (87)  

 

Fator de necrose tecidual alpha  

Citocina: TNFα  

Linhagem: LinfócitoTh1 Ativação clássica  

Resposta Imune Inata  

Produzida: Macrófagos, Monócitos, Células T ativadas CD4+, Células NK 

 TNF é uma citocina pró-inflamatória que regula múltiplos processos 

biológicos como: proliferação celular, diferenciação, apoptose, metabolismo 

lipídico e coagulação. Produzido por macrófagos e fagócitos ativados por 

endotoxina. Mas se estimulado por LPS, também pode ser sintetizado por 

monócitos, neutrófilos, células T e NK.(88) TNF possui ação sinérgica com a IL-

1 induzindo a produção de IL-6 fazendo com que os hepatócitos produzam 

proteínas da fase aguda na inflamação. (89) (90)  
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É uma citocina pleiotrópica (apresenta efeitos diferentes em locais 

diferentes do corpo). Inicialmente chamada de caquexina por induzir a perda de 

peso, resultando em uma aparência de magreza extrema. 

Utilizadas como biomarcadores para piora no quadro de Choque séptico 

quando há diminuição da IL-10 e aumento na expressão de IL-1B, IL-6, TNF 

Alpha e IFN-y. (91) 

 

Interleucina 1 

Citocina: IL-1  

Linhagem: Linfócito 

Resposta Imune Inata  

Produzida: Monócitos, Macrófagos, Linfócitos B e T 

IL-1 estimula células CD4+ a secretarem IL-2, estimula a proliferação e 

ativação de linfócito B, neutrófilos, monócitos e macrófagos aumentando as 

atividades quimiotáticas e fagocitárias.  

Estimula a adesão de leucócitos, aumenta a expressão das moléculas de 

adesão pelas células endoteliais, inibe a proliferação das células endoteliais, 

aumenta a atividade de coagulação, tendo participação na gênese da 

coagulação intravascular disseminada. (92) (93)   

É ativada pelo LPS e IL-1 também estimula hepatócitos a produzirem 

proteínas de fase aguda no processo inflamatório.(94) 

Em baixa concentração a IL-1 é mediadora da inflamação local, em altas 

concentrações na circulação, ela apresenta uma ação mais sistêmica, podendo 

ser lesiva. 
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Interleucina 6 

Citocina: IL-6 

Linhagem: Linfócito Th2 Ativação alternativa  

Resposta Imune Inata  

Produzida por: Monócitos, Células B, Células T 

 A IL-6 pode ser ativada pelo LPS, é uma citocina pró-inflamatória 

mediadora de fase aguda na inflamação. 

Associada a diabetes mellitus, artrite reumatoide, piora de quadro séptico 

quando aumentada. Uma citocina chave em sepse grave associada a alto risco 

de morte. Considerada também fator crítico nos controles dos sistemas imune e 

hematopoiético. No hepatócito promove a produção de proteínas de fase aguda 

e o aumento da concentração de zinco. (95) (96) (97) (98)  

 

Interferon gama  

Citocina: IFN-γ 

Linhagem: LinfócitoTh1 Ativação clássica 

Resposta Imune Adquirida 

Produzida por: Linfócitos B, NK, TCD4, TCD8 

Interferon gama é uma citocina que atua contra patógenos intracelulares. 

Na imunidade inata tem maior importância, ativando macrófagos e 

potencializando sua ação. Na imunidade adquirida estimula a produção de IgG 

e IgM via linfócito B. 

Uma de suas funções é aumentar a via de apresentação do antígeno 

classe I, dessa forma facilita o reconhecimento de células infectadas pela célula 

T citotóxica.(99) Relacionado com resposta a infecção e estimulação 

imunológica. IFN-γ é indutor da IL-2 agindo no perfil da resposta imunológica Th2 

para Th1. (100) 
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Interleucina 17 Alpha 

Citocina: IL-17 A 

Linhagem: Linfócito Th17 

Resposta imune adquirida 

Produzida por: Células T CD4+ ativadas, Macrófagos, Células endoteliais 

A interleucina 17 alfa é uma citocina pró-inflamatória que possui função 

importante na resposta imune contra bactérias e fungos. Induz a produção de 

TNFα que recruta monócitos e neutrófilos para o sítio de infecção. As principais 

fontes de IL-17 A são as células TH17. (101).(102) 

Segundo Kono et al., 2011 esta citocina é reguladora chave no início da 

resposta inflamatória induzindo o recrutamento de neutrófilos. (83) 

 

Interleucina 2 

Citocina: IL-2 

Linhagem: LinfócitoTh2 Ativação alternativa  

Resposta imune adquirida 

Produzida: Linfócito T 

 A interleucina 2 é uma citocina de modulação da resposta inflamatória, 

produzida por linfócito T em resposta ao reconhecimento de antígenos.  

Uma de suas principais funções consiste em ser fator de crescimento para 

linfócitos. As células apresentadoras de antígeno (APC) ativa o linfócito e 

executa o processo de expansão clonal das células após o reconhecimento 

antigênico. Através dos linfócitos TCD4 efetores que combatem a infecção 

diretamente, e através dos linfócitos TCD4 de memória que tem ação importante 

para uma resposta mais rápida no caso de reinfecção pelo mesmo patógeno. 

A IL-2 favorece a proliferação e diferenciação de linfócito B e células 

natural killer (NK). Na inflamação crônica atua como regulador humoral. (102) 
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Interleucina 10 

Citocina: IL-10 

Linhagem: Linfócito Th2 Ativação alternativa  

Resposta Imune Adquirida 

Produzida: Linfócitos Th₂, CD8+ ativadas, Macrófagos, Mastócitos  

Interleucina 10 é uma citocina anti-inflamatória. Importante por sua ação 

imunobiológica de regulação do balanço entre Th1 e Th2. Atua inibindo a 

formação de outras citocinas. É também promotora da resposta Th2 para inibição 

da produção de IFN-γ.(103) 

 

5.10 Citocinas pró-inflamatórias no fígado isquêmico em dois tempos de 
reperfusão 4h – 24h (TNF alpha, IL-1, IL6 e IL-17 A) 
 

Na busca de compreender melhor, e avaliar as lesões locais (lesões 

teciduais) ocasionadas por células residentes no fígado, como Kupffer por 

exemplo, foi executado a avaliação das citocinas pró-inflamatórias : TNF A, IL-1, 

IL-6 e IL-17 A e citocinas modulatórias e anti-inflamatória: IFN gamma, IL-2 e IL-

10, para averiguação da lesão tecidual local, no fígado isquemiado, seguimos o 

mesmo protocolo de análise, que foi executado no plasma.  

Foi observado que tanto em 4 horas quanto em 24h os valores de TNF 

alpha tecidual foram baixos, indicativo de menor lesão tecidual para este grupo. 

Em 4 horas o grupo TIR apresentou maior quantidade de TNF alpha com valor 

significante quando comparado ao grupo tol basal. Os grupos SH, IR e TIR que 

foram submetidos a procedimento cirúrgico, apresentaram os valores maiores 

de fator de necrose tecidual, esperado, visto que todo procedimento cirúrgico 

leva a algum grau de injúria. Apresentando os menores valores os grupos basais 

CT e TB. Após 24 horas da reperfusão todos os grupos apresentaram discreta 

diminuição de TNF, grupo TIR apresentou novamente valor significante versus o 

grupo tol basal, que foi submetido apenas ao modelo de tolerância.  
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Os grupos SH e TIR apresentaram os maiores valores de IL-1 quando 

comparados aos grupos CT e TB em 4 horas, CT e TB mantiveram valores 

basais, enquanto grupo IR ficou em torno de 0,2 pg/mg . Em baixa concentração 

a IL-1 é mediadora da inflamação local, este é um indicativo de que o LPS ativou 

moderadamente esta interleucina. Assim como a estimulação de hepatócitos a 

produzirem proteínas de fase aguda no processo inflamatório. (90) 

Em 24 horas os grupos CT, TB, SH e IR reduzem a IL-1, o grupo TIR 

aumenta a concentração de interleucina 1 apresentando valor significante versus 

os demais grupos.  

A IL-6 é uma citocina pró-inflamatória, mediadora de fase aguda na 

inflamação, que pode ser ativada pelo LPS. Quando aumentada é associada a 

um mal prognóstico na piora de quadro séptico, considerada uma citocina chave 

em sepse grave associada a alto risco de morte. Considerada também fator 

crítico nos controles dos sistemas imune e hematopoiético. No hepatócito 

promove a produção de proteínas de fase aguda e o aumento da concentração 

de zinco. (95) (96) (97) (98) 

No fígado isquêmico do grupo IR a IL-6 apresentou maior valor com 

valores significantes versus grupos CT, TB e SH. Grupo TIR apresentou valores 

em torno de 49 pg/mg de IL-6, valor mais baixo quando comparado ao grupo IR 

com aproximadamente 70 pg/mg em 4 horas de reperfusão. Um bom indicativo 

de que o grupo tolerante apresentou menor concentração de interleucina 6, com 

menor potencial de inflamação por lesão de isquemia-reperfusão. Após 24h 

grupos CT, TB diminuem, assim como os grupos IR e TIR quando comparados 

aos grupos IR e TIR 4 horas. IR e TIR apresentam valor significante versus o 

grupo sham que foi submetido apenas ao procedimento para avaliação do 

impacto cirúrgico. 

No tecido hepático a IL-17 alpha, apresentou valores abaixo de 1,0. O 

Grupo TIR que foi submetido a tolerância e a isquemia-reperfusão, apresentou 

o maior valor com valores significantes quando comparado aos grupos CT, TB e 

SH em 4 horas de reperfusão. Após 24 horas os grupos CT, TB e SH se 

mantiveram baixos, o grupo IR apresentou discreta diminuição de IL-17-A. O 

grupo TIR 24h apresentou redução da IL-17 alpha quando comparado ao grupo 
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TIR 4 horas, caindo para o valor basal, se igualando aos demais grupos de 24 

horas.  

O que é interessante, pois no tecido a IL-17 A apresentou diminuição ao 

longo do tempo, mas no plasma, ela apresentou aumento ao longo do tempo. 

Um indicativo também de que esta citocina possa estar envolvida na lesão local 

de forma mais modesta, e mais intensa na lesão sistêmica no pós-cirúrgico de 

I/R hepática.  

 

5.11 Citocinas moduladoras e anti-inflamatórias encontradas no fígado 
isquêmico 
 

Em 4 horas o grupo IR apresentou a maior quantidade de IFNγ no fígado 

isquêmico. Grupo TIR apresentou a menor quantidade, mantendo-se os grupos 

CT, TB e SH com valores próximos. Entretanto sem valores significantes. Após 

24 horas de reperfusão apresentaram queda nos valores de interferon os grupos 

CT, TB, IR e TIR. Não foi possível detectar interferon no grupo SH após 

reperfusão de 24 horas.  

A interleucina 2 é uma citocina de modulação da resposta inflamatória, 

produzida por linfócito T em resposta ao reconhecimento de antígenos. Em 4h 

podemos observar que os grupos IR e TIR, apresentaram valores equivalentes 

para IL-2 no fígado isquêmico. Sendo que o grupo TIR apresentou valor 

significante quando comparado ao grupo sham. O grupo tolerante basal que foi 

submetido apenas a tolerância, apresentou valor semelhante ao do grupo CT,  

enquanto o grupo SH apresentou o menor valor de IL-2 tecidual. Os dois grupos 

que foram submetidos a isquemia-reperfusão foram os grupos que apresentaram 

maior concentração de IL-2 no fígado isquêmico.  

Após 24 os grupos CT e TB se mantiveram equiparados, com discreto 

aumento, quando comparados aos grupos de 4 horas. Grupo SH também 

aumentou a quantidade de IL-2. Em contrapartida grupos IR e TIR diminuíram a 

quantidade de IL-2 presente no fígado isquêmico, sem valores significantes. 

Sugerindo que para os grupos IR e TIR a elevação da interleucina-2 se deu no 

período de 4 horas após a reperfusão, ao longo do tempo ela apresenta redução. 
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Talvez porque neste período o fígado já se encontre em processo de 

recuperação. 

Na concentração da IL-10 em 4 horas o valor mais elevado foi o do grupo 

CT, assim como o grupo TB, grupo SH expressou o menor valor de IL-10. A 

Interleucina 10 é uma citocina anti-inflamatória. Importante por sua ação 

imunobiológica de regulação do balanço entre Th1 e Th2.  

Grupos IR e TIR apresentaram valores semelhantes de IL-10 no tecido 

hepático, indicativo de que ambos os grupos responderam bem ao procedimento 

cirúrgico e às injúrias sofridas, sem indicativos de complicações e processo 

inflamatório expressivo no pós-cirúrgico. Sem valores significantes. 

Após 24h os grupos IR e TIR variaram pouco quando comparados aos 

grupos de 4h mantendo-se os grupos CT, SH e IR estáveis. O grupo SH 

apresentou valor significante quando comparado ao grupo CT, o que nos revela 

que o simples fato de abrir ou fechar, pode causar um impacto na resposta do 

organismo, como pudemos observar na comparação entre os grupos CT e SH. 

Os grupos TB e TIR submetidos a tolerância apresentaram discreta redução de 

IL-10 no combate a lesão local após 24h da reperfusão, a baixa de IL-10 no 

fígado nos sugere ausência de processo inflamatório expressivo, sem 

necessidade de expressão significativa da interleucina 10.  
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5.12 Citocinas inflamatórias encontradas no plasma TNF A, IL-1, IL-6 e IL-17 A 
 

A inflamação ocorre como resposta a um estímulo, este estímulo pode ser 

uma infecção (bactérias/vírus), trauma mecânico, doença autoimune, radiação 

ou por isquemia, causando lesões, por falta do suprimento sanguíneo adequado 

aos tecidos, induzindo as células a processo de necrose ou apoptose. É 

importante citar que enquanto todos esses processos ocorrem de forma 

equilibrada, é benéfico. Entretanto, quando ocorre desbalanço na fisiologia 

desses processos, leva a injurias, e consequência danosa ao organismo.  

No nosso desenho de estudo, foi utilizado o modelo de tolerância para 

induzir uma resposta inflamatória menos intensa no insulto isquêmico. O qual se 

baseia na ativação da resposta imunológica induzida, por aplicação de baixas 

doses de LPS, em Balb-C. A tolerância se dá após um período exposto a 

endotoxina, de maneira que o organismo apresente uma hipo-reatividade do 

sistema imune. Resposta esta, que foi ativada pelas baixas doses de LPS, que 

foram aplicadas durante o período de 5 dias. (104) 

Alguns estudos apontam que a tolerância é caracterizada pela redução 

das citocinas pró-inflamatórias e aumento da quantidade ou atividade das 

citocinas reguladoras, por células T. O estudo da relação entre a tolerância e as 

células T e sua subpopulação, tem sido muito importante para a melhor 

compreensão do mecanismo de modulação da resposta imune contra 

agressões, visto que, essa subpopulação está intimamente ligada a manutenção 

da homeostase imune e da auto-tolerância. Segundo o estudo de Hesse et al., 

2004 a célula T reguladora (Treg) é a principal célula de interesse para prevenir 

patologias durante quadros de infecções. Durante infecções, as Tregs podem 

prevenir patologias associadas com excesso da resposta imunológica e 

aumentar a sobrevivência.(105) 

O linfócito T helper 17 (Th17), também é uma célula de grande interesse, 

para compreensão dessa resposta imunológica. Andrade em 2016 demonstrou 

em seu estudo que, a redução da mortalidade após a tolerância foi previamente 

observada, isto pode estar associado com o aumento da população de células T 

regulatórias e citocinas reguladoras, que podem ser responsáveis pela 
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imunorregulação da hiper inflamação. Enquanto os linfócitos Th17 podem ser 

uma das células responsáveis pelo recrutamento de neutrófilos que tem sido 

associado com o sucesso da tolerância ao LPS. (106) 

Nosso interesse, foi tentar modular a resposta inflamatória nas lesões 

causadas pela I/R hepática. Para  averiguação desta modulação, foi considerado 

também o fato de que, durante o processo inflamatório, ocorre uma resposta 

vascular. Como por exemplo: vasoconstrição reflexa, vasodilatação por 

(histamina/heparina) que propiciam a passagem dos neutrófilos para o tecido, 

processo conhecido como diapedese. Este que, em desequilíbrio pode levar ao 

aumento de neutrófilos no tecido hepático, ou seja, infiltrado neutrofílico. 

Para compreender melhor, as lesões circulatórias, com potencial de se 

tornar lesões sistêmicas, como por exemplo no caso das lesões endoteliais, 

ocasionadas pelas espécies reativas de oxigênio ou nitrogênio, assim como das 

quimiocinas e citocinas liberadas por neutrófilos e monócitos. 

Foi executado a análise das seguintes citocinas inflamatórias TNF α, IL-1, 

IL-6 e IL-17A e das citocinas modulatórias e anti-inflamatória: IFNγ, IL-2 e IL-10 

circulantes no plasma, com potencial imenso de levar a processo inflamatório 

sistêmico. Nosso estudo foi analisado a expressão de citocinas circulantes em 

dois períodos, em 4 horas a lesão pontual, e em 24 horas a lesão tardia, após a 

reperfusão. Obtendo os seguintes resultados: 

Na análise da expressão do fator de necrose tecidual em 4 horas os 

grupos TB e TIR submetidos a tolerância, apresentaram as menores 

quantidades de TNF no plasma, o que nos sugere lesão sistêmica menor, 

quando comparado aos demais grupos.  

Nossos achados mostraram que em 4 horas a IL-1 apresentou valores 

parecidos entre os grupos CT, TB e IR mantendo-se próximo a 1,0 pg/ml 

enquanto os grupos SH e TIR apresentaram valores um pouco menores para a 

presença de IL-1 circulante. Sugerindo que o LPS e o procedimento cirúrgico 

ativaram de forma discreta a expressão de IL-1. Após 24 horas os valores de IL-

1 circulante se mantiveram entre 0,5 e 1,0pg/ml para os grupos basais e para o 

grupo TIR, com discreta redução de IL-1para o grupo IR. Sem valor significante 
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para ambos os horários avaliados. Considerando assim baixo potencial 

inflamatório induzido por IL-1 . 

Na avaliação da interleucina-6 em 4 horas de reperfusão os grupos 

apresentaram diferenças interessantes nos dois períodos avaliados, em 4 horas 

a concentração de IL-6 circulante foi dez vezes maior do que a concentração de 

IL-6 após 24 horas do procedimento de isquemia-reperfusão hepática. Em quatro 

horas os grupos basais CT e TB apresentaram concentrações baixas de IL-6, os 

grupos SH submetido apenas a laparotomia, e grupo TIR submetido a baixas 

doses de LPS e isquemia-reperfusão apresentaram valores um pouco mais 

elevados entre 2300-2200 pg/ml respectivamente. O grupo IR submetido apenas 

a isquemia-reperfusão apresentou o maior valor quando comparado aos demais 

grupos, com concentração em torno de 3000 pg/ml da IL-6 no plasma, sugerindo 

maior possibilidade de processo inflamatório neste grupo induzido por IL-6. Foi 

observado que os três grupos que passaram por procedimento cirúrgico SH, IR 

e TIR, apresentaram valores significantes quando comparados aos grupos 

basais CT e TB. O fato do resultado do grupo TIR ter apresentado valores mais 

próximos do grupo SH considerado um grupo basal, do que do grupo IR, nos 

sugere que o potencial de inflamação sistêmica no grupo submetido a tolerância 

com isquemia-reperfusão foi menor do que no grupo submetido apenas ao 

procedimento cirúrgico de I/R hepática. Assim como este resultado também 

indica a presença do processo inflamatório sistêmico.   

 Em 24 horas as concentrações de IL-6 no plasma caem mantendo-se 

abaixo de 100 pg/ml para os grupos TB, IR e TIR. Sendo que para os grupos CT 

e SH a concentração de IL-6 se manteve em torno de 120 pg/ml, sem valor 

significante.  

No estudo de Kono et al., 2011, foi comparado as diferenças dos níveis 

séricos do TNF alpha com a IL-17 A, mostrando que o pico inicial da IL-17 A 

sérica foi de 6 horas após a isquemia-reperfusão, sendo anterior ao segundo 

pico de TNF alpha. Em contraste, os níveis séricos de IL-17 A aumentaram 

continuamente 36 horas após a isquemia-reperfusão, no entanto os níveis 

séricos de TNF alpha diminuíram na fase subaguda após a I/R.(83) 
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O estudo de Kono corrobora nossos resultados, pois no nosso estudo a 

IL-17A também apresentou elevação no período de 4 horas para 24 horas. Em 

contrapartida o TNF alpha diminuiu quando comparamos 4 e 24 horas. Nossos 

resultados apontam aumento expressivo da IL-17 A no plasma, ao longo do 

tempo. Sendo talvez os resultados elevados da IL-17 A circulante considerando 

o aumento mais expressivo nos grupos IR e TIR, um indicativo de marcador de 

lesão da isquemia e reperfusão hepática, corroborando com a literatura. Esta 

citocina é ativadora de neutrófilos, e podemos estabelecer uma correlação com 

os dados histológicos obtidos neste trabalho, onde há infiltrado neutrofílico 

nestes dois grupos IR-TIR após 24 horas da reperfusão, apresentado na tabela 

4 lesão pontual, análise por parâmetro.  

Outra observação importante a ser citada, é o fato de que na avaliação da 

lesão local (fígado) a ação por estrese oxidativo e do processo inflamatório se 

deu em 4 horas, com recuperação da lesão do fígado após 24 horas do 

procedimento cirúrgico. Mas para a lesão a distância (pulmão) a ação do 

estresse oxidativo e do processo inflamatório por infiltração neutrofílica, se deu 

após 24 horas do procedimento de I/R hepática. Talvez seja este,  um indicativo 

de que as lesões apareçam em tempos diferentes quando consideramos a lesão 

local e a lesão à distância. 

Após 24h de reperfusão a circulação da IL-17 aumenta em todos os 

grupos, aparentemente seguindo o mesmo padrão mostrado em 4 horas, o TB 

apresentou o menor valor, quando comparado aos demais grupos, e o grupo TIR 

o maior valor. O que nos chama atenção para o fato de que, a tolerância sozinha 

não eleva a expressão de IL-17 A circulante, mas quando submetido a I/R 

hepática ela aparece aumentada, como podemos averiguar nos resultados do 

grupo TIR. Sugerindo talvez uma conexão com a lesão por I/R .  
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5.13 Citocinas moduladoras e anti-inflamatórias encontradas no plasma 

IFN-y, IL-2 e IL-10 

 

O IFN-γ na imunidade adquirida estimula a produção de IgG e IgM via 

linfócito B. Também relacionado com resposta a infecção e estimulação 

imunológica. IFN-γ é indutor da IL-2 agindo no perfil da resposta imunológica Th2 

para Th1. (100) 

Nossos resultados indicaram pequena quantidade da concentração de 

interferon. Sugerindo pouca concentração de interferon gama no plasma nos 

dois períodos avaliados.  

A concentração de IL-2 em 4 horas foi maior nos 2 grupos que foram 

submetidos a tolerância grupo tol basal e no grupo TIR. Entretanto sem valores 

significantes. Em 24 horas a expressão de IL-2 também apareceu em baixas 

concentrações. 

A IL-10, assim como o interferon e a interleucina-2, apresentou maior 

concentração no período de 4 horas após a reperfusão. O grupo IR apresentou 

um valor elevado de interleucina 10 quando comparado aos grupos SH, TIR, CT 

e TB. Sugerindo que para a avaliação do quadro sistêmico, a expressão da 

interleucina10 não foi tão intensa para o grupo tolerante, talvez este grupo não 

tenha inflamado tanto, a ponto de ativar a expressão desta citocina de ação anti-

inflamatória. Diferentemente do grupo isquemia-reperfusão onde a expressão da 

IL-10 foi maior, um indicativo de que este grupo estava combatendo processo 

inflamatório após 4 horas de reperfusão. Indicativo de que, este talvez, tenha 

sido o melhor período para esta análise, pois após 24 horas do procedimento 

cirúrgico, as concentrações de IL-10 circulantes no plasma, foram baixas, não 

detectadas no teste para os grupos SH, IR e TIR, detectadas apenas nos grupos 

CT e TB. 

 Para nós este resultado foi importante, pois é um indicativo de que houve 

menor ativação do processo inflamatório para o grupo TIR, não havendo 

necessidade de expressão e recrutamento da citocina anti-inflamatória IL-10 

neste grupo, sugerindo proteção sistêmica. 
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5.14 Lesão a distância por estresse oxidativo no pulmão – Peroxidação lipídica  
 

Na avaliação da ação das espécies reativas de oxigênio, levando ao 

processo de peroxidação lipídica e inflamação no órgão a distância, foi efetuado 

a dosagem da concentração de malondialdeído no pulmão. 

 Após a reperfusão de 4 horas o grupo IR apresentou o maior valor 

significante quando comparado ao grupo controle. O grupo TIR não apresentou 

valor significante quando comparado ao grupo CT. Tanto o grupo IR quanto o 

grupo TIR apresentaram valores próximo ao valor de referência do grupo 

controle.  

Após 24 horas do procedimento cirúrgico de isquemia-reperfusão, o grupo 

IR aumentou a quantidade de MDA, com valor significante versus o grupo CT. 

Enquanto o grupo TIR apresentou quantidade menor de MDA no pulmão, quando 

comparado ao grupo IR. 

 Ao observar os dois períodos do estudo, o grupo TIR apresentou discreta 

elevação, se mantendo constante nos dois períodos, enquanto o grupo IR 

apresentou elevação mais significativa. Diferente do que foi encontrado na lesão 

local do fígado em 4 horas, a lesão a distância no pulmão mais significante se 

deu após 24 horas da reperfusão. O que sugere uma diferença no tempo de ação 

da lesão por estresse oxidativo e tempo de recuperação, no fígado e no pulmão. 

O grupo tolerante também apresentou estabilidade na comparação dos 

dois períodos analisados, enquanto o grupo IR continuou aumentando. Este 

achado para nós é um possível indicativo da ação da tolerância segurando o  

processo de estresse oxidativo e inflamação no pulmão, com diminuição da lesão 

a distância, conforme apresentado na (figura 19). 

Em um estudo com ratos, que avaliou o pré tratamento com LPS e sua 

ação protetora na lesão de isquemia-reperfusão hepática, mostrou que o pré 

tratamento com baixas doses de LPS aumenta os níveis de TNF e AST em 

resposta a I/R hepática, mas também pode apresentar ação protetora na lesão 

pulmonar. Um indicativo de que o pré tratamento com LPS possa ser eficiente 

na proteção das lesões a distância. (46) 
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Na lesão local nossos achados indicaram que o grupo que passou pelo 

pré-tratamento com LPS apresentou melhor resposta, ao estresse oxidativo e na 

resposta inflamatória em 4 horas.  

Na lesão a distância o grupo tolerante apresenta diminuição na 

concentração de MDA no pulmão em 4 e 24 horas. Um possível indicativo da 

ação da tolerância segurando o processo inflamatório no pulmão, com 

diminuição da lesão a distância.  
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5.15 Lesão a distância inflamação por infiltração neutrofílica (MPO- Pulmão) 
4horas e 24horas após I/R hepática 
 

As lesões por reperfusão estão relacionadas com a formação das 

espécies reativas de oxigênio, levando a aumento da permeabilidade vascular, 

ativação de citocinas e do sistema complemento, assim como de neutrófilos 

lesionando o endotélio. (84) 

Para avaliação de possível processo inflamatório no pulmão por infiltração 

neutrofílica, foi executado a análise da concentração da enzima mieloperoxidase 

(MPO).  

Segundo Deeb et al., 1990, nas primeiras 4 horas da lesão de reperfusão, 

depende da presença de neutrófilos e macrófagos, sendo que após este período, 

os neutrófilos são predominantes.(107)  

No trabalho do Ferrari et al., 2015, foi apontado que em casos de 

transplante de pulmão, os neutrófilos têm a característica de infiltrar 

progressivamente durante as primeiras 24 horas após a reperfusão. Sabe-se que 

neutrófilos tem papel importante na fase tardia da lesão por reperfusão.(108) 

Nossos resultados apontaram que em 4 horas a concentração da 

mieloperoxidase no pulmão foi menor no grupo IR quando comparado  ao grupo 

controle. Os valores do grupo TIR apareceram elevados quando comparado aos 

grupos IR e CT.  Mas após 24 horas da reperfusão, o grupo IR apresentou o 

maior valor, com valor significante versus o grupo controle, um indicativo de que 

este grupo inflamou mais do que os demais grupos analisados. Sendo que o 

grupo tolerante em 24 horas apresentou o menor valor de mieloperoxidase com 

valor significante quando comparado ao grupo IR. 

O grupo submetido a tolerância e isquemia-reperfusão apresentou 

estabilidade, se mantendo com valores próximo a 1,3U/mg de mieloperoxidase 

em 4 horas e 1,5U/mg em 24 horas, sugerindo que este grupo apresentou menor 

potencial de inflamação no órgão a distância por infiltração neutrofílica, no pós-

cirúrgico de isquemia-reperfusão hepática, conseguindo acompanhar o valor de 

referência do grupo controle. 
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 Pode-se dizer que o grupo controle e o grupo TIR apresentaram quadros 

mais estáveis entre 4-24 horas no pós cirúrgico. Enquanto o grupo submetido 

apenas ao processo de isquemia-reperfusão hepática, apresentou valores 

próximos a 0,8U/mg em 4 horas e 5,8U/mg em 24 horas, sugerindo processo 

inflamatório por infiltração neutrofílica após 24 horas da reperfusão. Ou seja, 

enquanto o grupo TIR estava apresentando recuperação da agressão por I/R em 

24 horas, o grupo IR estava apresentando aumento do processo inflamatório. 

Este resultado corrobora com a literatura e com os resultados da 

concentração de MDA encontrada no pulmão do grupo IR, que também se 

elevou no período de 24 horas após a reperfusão. Conforme apresentado nas 

figuras  19 e 20. Foi observado que para a lesão a distância no pulmão, o período 

de 24 horas do pós-cirúrgico de isquemia-reperfusão foi o período chave para 

este estudo. Entretanto, para a avaliação da lesão local no fígado isquêmico, o 

período chave foi o de 4 horas, pois após 24 horas os resultados do fígado 

indicavam processo de recuperação das lesões originadas por isquemia-

reperfusão. 

Outra observação importante que notamos no nosso estudo, foi que o 

valor de IL-17 A circulante aumentou, ao longo do tempo, mas o infiltrado 

neutrofílico não aumentou no fígado e no pulmão para o grupo tolerante. No 

estudo de Ariga et al., 2014, sobre migração de neutrófilos, foi apontado que a 

tolerância reduziu moléculas de adesão nos endotélios. O estudo de Ariga 

corrobora o nosso estudo, pois a tolerância reduziu moléculas de adesão no 

endotélio, isso pode explicar menor infiltração neutrofílica no fígado e  pulmão 

do nosso estudo, ou seja, os neutrófilos não conseguiram migrar porque suas 

moléculas de adesão não foram ativadas, a tolerância evitou esse processo. 

(109)  
O presente estudo analisou se a tolerância reduz as lesões hepáticas 

causadas pela I/R e se ocorre a modulação da resposta imunológica. Nossos 

resultados apontaram que há diferenças  na resposta do grupo com baixas doses 

de LPS e isquemia-reperfusão (TIR) versus o grupo isquemia-reperfusão (IR). 

Em relação a avaliação da lesão local e na atividade enzimática AST/ALT, assim 

como nos achados histológicos, o grupo tolerante apresentou menor grau de 

dano do que o grupo IR em 4 horas de reperfusão, com quadro de boa 
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recuperação após 24 horas do procedimento cirúrgico. Na avaliação da lesão a 

distância, a tolerância protegeu o pulmão com redução de MDA e MPO no 

período de 24 horas após o procedimento cirúrgico, apresentando assim 

diferenças no tempo de resposta da proteção do fígado e do pulmão.  
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6 CONCLUSÃO 

 

 A indução de tolerância ao LPS reduziu as lesões locais e à distância 

decorrentes do processo de isquemia e reperfusão hepática. Houve 

menor ALT, escore tecidual, MDA no fígado isquêmico. A lesão no 

pulmão, foi reduzida no grupo de animais tolerantes, também houve 

menor quantidade de MDA e MPO.  
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