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RESUMO: Objetivo: As espécies ativas de oxigénio (EAO), originadas pela agdo da enzima xantina-oxidase,
tém importancia na fisiopatol ogia da sindrome isquémica-reperfusional. Foi nosso objetivo verificar o possivel
efeito citoprotetor do alopurinal (inibidor da xantina-oxidase) sobre as ateragdes histoldgicas decorrentes da
isquemia-reperfusdo hepatica. M étodos. Utilizaram-se 60 ratos Wistar assim divididos: grupo 1(n=20): pré-trata-
do com aopurinol e submetido a laparotomia e & exposi¢édo do pediculo hepético por 45 min.; grupo 2 (n=20):
tratado com a opurinol e submetido aisquemia hepatica seletivapor 45 min.; e grupo 3 (n=20): submetido apenas
aisquemia por 45 min. A cada 24 horas, durante quatro dias, cinco animais de cada grupo foram submetidos a
hepatectomias parciais para estudo histopatol égico. Resultados: Na analise das 24h, houve aumento significati-
vo da congestao vascular e da necrose nos grupos de animais submetidos aisquemia (2 e 3) quando comparados
aos do grupo controle (grupo 1) (p<0,05). Na andlise das 48h, os resultados se repetiram em relagdo a necrose
hepatica. Nao se observaram diferencas significativas nos tempos de 72 e 96h. Além disso, no periodo das 24h,
verificou-se uma diminuicdo significativa da necrose nos animais submetidos a isquemia e pré-tratados com
alopurinol quando comparados ao grupo ndo tratado. Conclusdes: A isquemia transitéria normotérmica hepética
causa significativas alteragdes histopatol dgicas nos figados de ratos. Em nosso estudo, o aopurinol exerceu
efeito benéfico em relagdo a necrose hepatocitéria, o que reforga o envolvimento da enzima xantina oxidase no
dano decorrente da isquemia-reperfusdo hepética.

Descritores. Isquemia-reperfusio hepética; Histologia; Alopurinol; Espécies ativas de oxigénio.

| NTRODUGAO

A isquemia-reperfusdo hepética, atitude necessaria
em diversas situacfes, tais como hepatectomia parcia e
transplante hepético, tem sido cada vez mais utilizada na
préticacirirgica® 2. No entanto, tal atitude é responsavel
por disfungdo hepética, produzindo alteractes histopato-
|6gicas consideraveis no figado isquémico 3 4.

Recentemente, vérios fatores tém sido correlaciona
dos com o dano tecidual decorrente da isgquemia-reperfu-
s80 hepética. Entre esses, diversos estudos salientam aim-
portanciadas espéci esativasde oxigénio (EAO), el ementos
instaveis, oriundos durante a fase reperfusional pela acéo
enzimati ca daxanti na-oxidase e que ocasionam reacfes de
lipoperoxidacdo das membranas dos hepatdcitos, causan-
do alteracbes naintegridade hepatocitaria, com consequiente
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dano ao tecido hepético envolvido 6 7:8.9, Histopatol ogi-
camente, as principais repercussdes da isquemia-reperfu-
sdo tecidual sobre o figado sdo: congestdo sinusoidal, ne-
crose hepatocitéria e apoptose celular 419,

E objetivo dos autores, no presente estudo, analisar
as alteragdes histopatol 6gi cas hepéticas em ratos submeti-
dos aisguemia normotérmicatransitéria do figado. Além
disso, desgja-se verificar o possivel efeito protetor do alo-
purinol (substénciafarmacol égicainibidoradaenzimaxan-
tina-oxidase) sobre as anormalidades teciduais decorren-
tes daisguemia-reperfusdo hepética.

Nor mas Bi oéti cas Adot adas
no Trabal ho

Todos os experimentos efetuados com os animais
foram realizados em laboratdrio especialmente adaptado
para o trabalho com os animais e por pessoas com experi-
éncia no manuseio cirdrgico de animais de experimenta-
¢80. Além disso, os animais foram mantidos em um bioté-
rio especia mente projetado parao fim proposto. Asnormas
gerais, brasileiraseinternacionais, que regem aexperimen-
tacdo com animais foram seguidas conforme Lanziotti et
al.n,

METODOS

Foram utilizados 60 ratos Wistar adultos (250-350g),
criados no Biotério da Disciplina de Farmacologia e To-
xicologiadaFundag&o Facul dade Federa de CiénciasMé-
dicas de Porto Alegre (FFFCMPA), os quais foram man-
tidos em condicdes controladas de luz (ciclo claro das 7
as 19h) e temperatura (22+2°C), recebendo racdo padro-
nizada (Purina®, Nutripal, Porto Alegre, RS, Brasil) e
agua ad libitum.

Foram utilizados os seguintes farmacos

# suspensdo de alopurinol preparada em solugéo
fisiolégica (0,9% NaCl);

# solucdo anestésica composta (1:1) de cloridrato de
xilazina (20mg/ml): cloridrato de quetamina (50mg/ml).

Os animais foram divididos em trés grupos:

» Grupo 1 (Alo/n=20): ratos pré-tratados com asuspensio
dealopurinol (50mg/kg; viai.p.) cinco e umahoraantes
de serem submetidos a laparotomia mediana de 4cm de
extensdo e adisseccdo do pedicul o hepético, sob aneste-
siacom areferida solucdo na dose de 1ml/kg; viai.p. A
cavidade abdomina permaneceu aberta por um periodo
de 45 min. e, em seguida, procedeu-se a sintese da mes-
ma com fio monofilamentar (Mononylon 3.0) deforma
continua e em plano unico.

e Grupo2(Alo+ isg/n=20): neste grupo, osanimaistam-
bém receberam pré-tratamento com alopurinol e anes-
tesiaconforme o grupo anterior; porém, esses ratos fo-
ram submetidos a isquemia dos lobos mediano e
esguerdo (correspondente a 75% do tecido hepatico),

através do pingamento do pedicul o desses|obos duran-
te 45 min., utilizando-se para isso pingas vasculares
atrauméticas. Apos esse periodo detempo, removeu-se
aspincas e procedeu-se ao fechamento da cavidade ab-
dominal conforme ja descrito.

e Grupo 3(isg/n=20): apbs anestesia e laparotomiacon-
forme a descrigéo prévia, os ratos desse grupo foram
submetidos apenas ao pincamento do pediculo doslo-
bos hepaticos mediano e esquerdo, por um periodo de
45 min. Apés o término do tempo de isquemia, proce-
deu-se ao fechamento da cavidade abdominal confor-
me descrito anteriormente.

Ap6s os procedimentos efetuados em cada grupo,
todos os animais foram acondicionados em gaiolas plasti-
cas (47x34x18cm), em nimero de cinco animais por gaio-
la, recebendo ragéo padronizada e &gua ad libitum.
A cada 24 horas, durante quatro dias consecutivos,
cinco animais de cadagrupo foram submetidosanovaanes-
tesiae alaparotomiapararealizacdo de hepatectomias par-
ciais, abrangendo os lobos mediano e esquerdo dos figa-
dos dos animais. O tecido hepético removido foi incisado
vériasvezes (no intuito de permitir a penetracdo adequada
do fixador), identificado e acondicionado em recipientes
contendo solucéo fixadora (formol a 10%). Esse material
foi colocado em &cool etilico a 100% por 12 horas; em
seguida, foi banhado em xilol e, depois, preparado para
inclusdo em parafina. Posteriormente, os blocos de parafi-
na foram cortados em micrétomos e este materia foi dis-
posto sobre [&minas de vidro e corado com Hematoxilina:
eosina e Picrossirius, sendo, a seguir, analisados em
microscopia Optica por um médico patologista que ndo
conhecia 0s grupamentos aos quais pertenciam as amos-
tras teciduais. Apés as hepatectomias, todos os animais
foram sacrificadosem cAmarade didxido de carbono (CO.,).
Foram avaliadas e quantificadas as alteracfes decor-
rentes daisquemia sobre as seguintes caracteristicas histo-
|6gicas: congestdo vascular (sinusoidal, centrolobular e
espaco portal), necrose e esteatose hepética.
A intensidade das caracteristicas histopatol 6gicas foi
expressaem cruzes (0 a3+), obtidaatravésdamédiadetrés
campos microscopicos aeatérios, sendo avaiados em au-
mento de 200 vezes, considerando-se a seguinte graduaco:
e O+ ausénciade alteracdes
e 1+: dteracBes de intensidade leve (menos de 25% do
campo analisado);

e 2+: alteragBes deintensidade moderada (25 a 50% do
campo analisado);

o 3+ alteragBes deintensidade severa (mais de 50% do
campo analisado).

Os dados obtidos foram expressos através de media-
na e analisados estatisticamente pelo teste de Kruskal-
Wallis, seguido pelo método de Dunn, sempre consideran-
do-se um p<0,05.
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RESUL TADOS

Naavaliacdo das 24 horas apds 0s procedimentos, 0
estudo histopatol égico demonstrou maior congestao vas-
cular (CV) - sinusoidal, centrolobular e espaco portal - e
necrose hepatocitaria naqueles animais submetidos a is-
guemia hepdtica (grupos 2 e 3) quando comparados aos
animais controle (grupo 1) (p<0,05).

Observou-se também que, entre os grupos submeti-
dos a isgquemia hepética, os animais que receberam pré-
tratamento com alopurinol (grupo 2) apresentavam um grau
menor de necrose quando comparados aos animais que nao
receberam o pré-tratamento com tal substancia (grupo 3)
(p<0,05) (Figuras 1 e 2).

A avaliacdo histopatoldgica efetuada nas 48 horas
apos o procedimento demonstrou uma maior congestdo
vascular nos animais do grupo 2 em relagdo ao grupo 1
(p<0,05), ndo havendo, entretanto, diferenca significativa
entre os grupos 2 e 3 (p>0,05).

COM ALOPURI NOL E SUBMETI DOS A | SQUEM A:  REPERFUSAO HEPATI CA

Asavaliages posteriores (72 e 96h) ndo demonstra-
ram variagéo significativaentre os distintos grupos de ani-
mais (p>0,05). Além disso, aesteatose hepética (E) ndo foi
observada em nenhum dos animais (Tabela 1).

DI SCUSSAO

Asateraces histopatol 6gicas decorrentes daisque-
mia-reperfusdo hepaticasdo, certamente, de origem multi-
fatorial. Neste contexto, a participacdo das EAO durante o
evento isquémico-reperfusional tem recebido cadavez mais
atencao, devido a suaimportanciafisiopatol 6gica®  11- 13,

No que concerne a origem das EAO na isquemia-
reperfusdo tecidual, McCord (1985), de maneira simplifi-
cada, descreve a rota enzimética da xantina-oxidase: du-
rante a isquemia tecidual, h& degradacdo das reservas
celularesde ATP (trifosfato de adenosina), com conseqliente
formag&o de adenosina mono e difosfatada (AMP, ADP),
aém de inosina e hipoxantina. A deplecdo energética re-
sultaem falénciade varios sistemas de transporte ativo das

' a’ s ¥ ! '.L". L l"j
Figura 1 — Aspecto microscopico de figado de rato submetido a
isquemia hepatica durante 45 minutos seguida por 24 horas de
reperfusdo. Pode-se observar a presenca de necrose hepatoce-
lular (hematoxilina-eosina; aumento de 100X).

Figura 2 — Aspecto microscopico da congestao vascular em fi-
gado de rato submetido a isquemia hepatica durante 45 minu-
tos, seguida de 24 horas de reperfusio. Indmeros eritrcitos sdo
observados dentro da veia centrolobular (hematoxilina-eosing;
aumento de 100X).

Tabel a 1
Estudo histopatol 6gico em diferentes periodos pos-operatorios de ratos submetidos a isquemia hepética
e tratados ou ndo com alopurinol

24h 48h 72h 96h
Cv N E N E Cv N E Cv N E
Grupo 1 (Alo/n=20) 1 0 0 0 0 1 0 0 1 0 0
Grupo 2 (Alo+isg/n=20) 3* 2* 0 2* 0 1 0 0 1 0 0
Grupo 3 (iso/n=20) ¥ 3F@ O 3 0 1 0 0 1 0 0

Cv: congestdo vascular; N:necrose; E: esteatose
* diferenca dos grupos 2 e 3 em relacdo ao grupo 1; p<0,05
@ diferenca entre os grupos 2 e 3; p<0,05

Teste de Kruskal-Wallis, seguido pelo método de Dunn (p<0,05).
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membranas celulares, levando ao aumento do influxo de
jons Ca*?, ativando o sistema protease-calmodulina-de-
pendente natransformag&o de xanti na-dehidrogenase (for-
ma inativa) em xantina-oxidase (forma ativa). Na reper-
fusdo tecidual, a xantina-oxidase, enzima aceptora de
elétrons do oxigénio molecular (O,), originaas EAO, des-
tacando-se, entre esses elementos, o radical superéxido
(Oy), o peroxido de hidrogénio (H,O,) e o radical hidro-
xil (OH") 14,

Em outros experimentos, evidenciamos aimportan-
ciadas EAO sobre a lipoperoxidacdo das membranas he-
patocitérias®. Nesse contexto, constatou-se que as reacoes
de lipoperoxidagdo sdo eventos causadores de alteracoes
daarquiteturadas membranas celulares, pelaproducéo sig-
nificativa de malondiadeido (produto da peroxidacdo de
componentes lipidicos das membranas celulares) e pela
emissdo de energia luminosa de carbonilas excitadas ava-
liada pela quimiluminescéncia em ratos submetidos ais-
guemia-reperfusdo hepética®. Além disso, acredita-se que
haumaforte correlacdo entre o dano secundario aagdo das
EAO easadteracdes histol 6gicas observaveis apds o even-
to isquémico-reperfusonal hepético 1°.

Por outro lado, varios autores vém demonstrando
gue determinados farmacos exercem papel protetor sobre
ainjuriatecidual causada pelas EAO durante o episodio
isguémico-reperfusional . Nesse contexto, podemos citar
o efeito benéfico da dimetiltiouréia 6, do a-tocoferol %7,
do alopurinol %8, dos blogueadores do canal de Ca™219, da
L-arginina?° e de outras substancias.

Segundo aliteraturaclassica, o figado infartado, de-
corrente do clampeamento prolongado do pediculo hepé-
tico, pode ser sitio deimportante congestéo vascular, bem
como de atrofia secundéria a hipéxia tecidual 2. Assim,
amaioria dos estudos tem demonstrado que a congestdo
sinusoidal, o0 edema, aapoptose celular e anecrose multi-
focal com infiltracéo neutrofilica sdo os achados histopa-
tol6gicos mais frequientes apds isquemia-reperfusdo he-
patica® 419,

Alguns autores, contudo, supdem que as alteractes
hi stopatol 6gi cas ndo sao dependentes unicamente daisque-
miahepéticae, sim, do bindmio isquemia-reperfusdo 10 15
21,22 Assim, durante aisguemia, o endotélio é submetido a
alteragdes bioquimicas que eventualmente levam ao esti-
mulo de suas células, induzindo a ativacdo de vérios meca
ni smos pds-i sgquémi cos como a ativacao do complemento,
guimiotaxia de granulécitos, producéo de edema e perda
daintegridade endotelial 3 13 23, Esses eventos pos-isqué-
Micos S30 responsavels, a0 menos em parte, pela injdria
associada areperfusdo, levando auma alteracdo damicro-
circulagdo sangiiinea (“reperfusdo paradoxal”) que pode
prolongar ou agravar os efeitos da isquemia 3 13 23,24, A
“sindrome pos-isquémica paradoxal” é desencadeadapela
distensdo sinusoidal nafaseisquémica, devidaao aumento
do contelido de Ca*2, podendo ser responsavel por um pro-
longamento do periodo de isquemia normotérmica, com
pronunciada congestéo vascular 15 2,

Em um estudo elegantemente desenvolvido, Xia et
al. evidenciaram que, ap0s 60 e 90 min. de isquemia he-

patica, aproximadamente 50% das células avaliadas mi-
croscopicamente apresentavam necrose. Além disso, esse
mesmos autores demonstraram que a isquemia continua
produz, de modo significativo, maior grau de anormalida-
des microscopi cas quando comparada aisquemiahepética
intermitente 2.

Deacordo com alguns autores 2 15, as anormalidades
histol 6gi cas evidenciadas no presente estudo tornaram-se
mais relevantes nas primeiras 48 horas ap6s a isquemia
transitéria do figado, apresentando uma regressdo de in-
tensidade nos dias subseqiientes.

Em nosso estudo, a avaliacéo histopatol égica do te-
cido hepatico, amicroscopiadptica, demonstrou que o dano
decorrente da isgquemia-reperfusdo ocorre em niveis vas-
cular etecidual. Congest&o vascular (sinusoidal, centrolo-
bular e do espaco portal) foi a caracteristicamais evidente
entre agqueles animais submetidos a isquemia hepatica;
porém, sem clara distingdo entre o grupo pré-tratado e o
grupo ndo tratado com aopurinol.

A necrose hepatocitéria, naavaliacdo histopatol 6-
gicadas 24h, foi significativamente maior naqueles ani-
mais que ndo receberam alopurinol no pré-operatério,
gquando comparados aos animais nos quais esta droga
foi administrada, o que nos sugere o envolvimento da
via xantina-oxidase na geracdo das EAO durante a is-
guemia-reperfusao hepética. Estes aspectos pressupdem
0 envolvimento de tais espécies de oxigénio como im-
portantes elementos causadores das reacdes de lipope-
roxidacdo das membranas hepatocitarias, com conse-
guente desarranjo da arquitetura celular, evidenciado
pelas alteracdes histopatol dgicas do figado isquémico.
Esses achados sé&o corroborados pel o trabal ho de Nauta
et al. noqual o alopurinol reduziu, significativamente, a
necrose hepatocitaria em ratos submetidos a isquemia
hepatica transitéria 1°.

Sendo a andxiatecidual uma causa possivel de este-
atose hepética, propusemo-nos a analisar a ocorréncia de
tal anormalidade no tecido hepético isquémico; contudo,
nado evidenciamos acimulo significativo de compostos li-
pidicos em nenhum figado. Tal achado pode ser o resulta-
do da a¢do das EAO, formadas durante a fase reperfusio-
nal, visto que esses e ementos sdo considerados mediadores
das reagdes de oxidacao lipidica durante a reoxigenagéo
tecidual 2L,

A necrose hepatocitériaé um evento inequivoco que
se segue a isquemia hepética transitoria. O efeito reper-
fusional e a consequiente formagao de elementos quimi-
cos instaveis (EAO), ja evidenciados por diversos auto-
res 89 11,12, 13 narticipam, também do dano imposto a
economiahepatica. O alopurinol, substanciacapaz dein-
terferir na producdo de EAO, demonstrou, pelo menos
em parte, um potencial efeito protetor em relacdo a ne-
crose hepética. Além disso, a enzima xantina-oxidase
demonstraumaatividade significativano nivel do tecido
hepatico; entretanto, outras vias metabdlicas, taisquaisa
do éxido nitrico (NO) e ado acido araquiddnico, devem
exercer acOes relevantes durante o fendémeno i squémico-
reperfusional hepatico.

376 — Revista do Colégio Brasileiro de Cirurgibes — Vol. 27 —n° 6



ANALI SE DAS ALTERAQCES H STOPATOLOG CAS DOS Fi GADO DE RATOS PRE- TRATADCS
COM ALGPUR! NOL E SUBMETI DOS A | SQUEM A REPERFUSAO HEPATI CA

ABSTRACT

Objective: Reactive oxygen species (ROS), origined from the xanthine oxidase activity, have great importancein
the ischemia-reperfusion syndrome. Our objective was study the effect of allopurinol (a xanthine oxidase inhibi-
tor) onthehistologic alterationsinischemicliversinrats. Methods: Sxty Wistar ratswere utilized and dividided
into three groups. Group 1 (n=20): pretreated with allopurinol and submitted to |aparatomy and exposition of the
hepatic pedicle for 45 minutes; Group 2 (n=20): pretreated with allopurinol and submitted to hepatic ischemia
for 45 minutes; and Group 3 (n=20): submitted to hepatic ischemia for 45 minutes. To every 24 hours, during four
days, five rats of every group were submitted to partial hepatectomy to study the liver histology. Results: In the
analysis of 24h, vascular congestion and hepatic necrosis significantly increase in the ischemic groups (2 and 3)
when compared with group 1 (p<0,05). In the 48h, the results repeated in relation to necrosis. We didn't observe
significative difference in the histologic alterations between the groups in the 72 and 96h after the proceedings.
Furthermore, in the 24h, we observed a significative decrease of hepatic necrosis on the pretreated ischemic rats
when compared with no-treated animals. Conclusions. The transitory normotermic hepatic ischemia causes
significative histopathologic alterationsin the livers of rats. In this study, allopurinol exerted a beneficial effect
on the hepatic necrosis, emphatyzing the importance of the xanthine oxidase enzyme in the damage induced by

hepatic ischemia-reperfusion.

K ey Words. Hepatic ischemia-reperfusion; Histology; Allopurinol; Reactive oxygen species.
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