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Resumo

Novos métodos para a caracterizacao de tecidos ou para investigar e analisar diversos
parametros teciduais tém sido buscados ultimamente. A avaliacdo da viabilidade do figado de
ratos pela “espectroscopia de fluorescéncia induzida por laser” apds isquemia normotérmica
visa mostrar a eficacia do método e delinear critérios objetivos na sua utilizagdo. A fungao
mitocondrial, provas bioquimicas ¢ a morfometria foram utilizadas como indicadores da
viabilidade hepatica. Estudos recentes mostram a eficicia do método em condicdes de
hipotermia. Outros estudos foram realizados com outros parametros.

Os animais foram divididos em dois grupos: G1(isquemia parcial de 1 hora), com 12
animais, G2(isquemia parcial de 2 horas), também com 12 animais. A isquemia parcial foi
realizada com oclusdo vascular do lobo mediano e do lobo lateral esquerdo, permitindo fluxo
sanguineo para o lobo caudado e para o lobo lateral direito. Apds o periodo de isquemia a
pin¢a vascular foi removida e as leituras da espectroscopia de fluorescéncia foram realizadas
antes da isquemia, ap6s o periodo de isquemia e 24 horas apds a reperfusdo. Imediatamente
apos as leituras espectroscopicas, foram realizadas coletas de sangue para dosagem das
bilirrubinas, AST, ALT e DHL. Apos a ultima coleta de sangue o tecido hepatico, do lobo
submetido a isquemia, foi retirado e encaminhado parte para o exame histopatologico
(morfometria) e parte para avaliagdo da fungao mitocondrial.

Foi possivel comparar os padrdes espectrais com a area de necrose. Os padroes
espectrais foram distintos nas 3 fases e foi possivel avaliar evidéncias de associacdo das
respostas da espectroscopia de fluorescéncia com relagdo a Morfometria, pelo Teste Exato de
Fisher (p<0,01), e também em relagao a sua concordancia, pelo Coeficiente Kappa, variando
de concordincia moderada & concordancia quase perfeita. Valores semelhantes foram obtidos
na avaliagdo do Potencial de Membrana mitocondrial.

A “espectroscopia de fluorescéncia induzida por laser” apos isquemia normotérmica

mostrou ser um método rapido e eficaz na avaliagdo de lesdes isquémicas e de tecidos vidveis.



Abstract

New methods that discriminate tissue characteristics or investigate and analyze
several tissue parameters have been lately under study. The experimental evaluation of
hepatic viability by laser induced fluorescence spectroscopy after normothermic ischemia
aims to show the efficacy of the method and to delineate objective tools in its utilization.
Mitochondrial function, biochemistry tests and morfometry were used as hepatic viability
indicators. Recently studies show the efficacy of the method for hypothermic conditions.
Many others studies were performed with different parameters.

The animals were divided into two groups: G1 (One hour partial hepatic ischemia),
with 12 animals and G2 (Two hours partial hepatic ischemia) with 12 animals as well. The
partial hepatic ischemia was performed with the vascular occlusion of the median lobe and of
the left lateral lobe, allowing circulation to the right lateral lobe and to caudate lobe. After
ischemia the vascular clamp was removed and laser induced fluorescence spectra were taken
before ischemia, after ischemia and 24 hours after reperfusion. Immediately after the
fluorescence measurement, blood harvest was done to laboratorial evaluation, for Bilirubin,
AST, ALT and DHL dosage. After the last blood harvest, the hepatic ischemic lobe was
removed. A tissue sample was used for morfometric analysis and another one for
mitochondrial function performance test.

It was possible to correlate spectral features with necrosis area. The spectral curve-
fitting were different at the 3 phases and it was possible to evaluate evidences of response of
laser induced fluorescence spectroscopy in relation to morfometry by Fisher’s exactly test
(p<0.01) and in relation of its concordance, as well, by Kappa coefficient, with results
between moderate concordance to almost perfect concordance. Similar results were acquired
in the evaluation of mitochondrial membrane potential.

The “laser induced fluorescence spectroscopy” after normothermic ischemia showed

to be a fast and efficient method to evaluate ischemic injury and viable tissues.
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1. Introduciao

a. Isquemia e Reperfusiao Hepatica

A lesdo isquémica do figado representa um importante problema nas grandes
cirurgias hepaticas, transplante de figado, choque e trauma. O tempo que células, tecidos e
orgaos ficam viaveis sem o suprimento sanguineo ¢ finito, mas pode variar dependendo do
orgao e da espécie. Alguns autores relatam que o figado humano pode suportar até 60 minutos
de isquemia, sem aumento das complicacdes poOs-operatdrias, faléncia hepdatica ou
mortalidade 2.

Isquemia e reperfusdo sdo eventos distintos. Sem oxigénio as células morrem. A

hipotermia protege, mas pode nao prevenir disfungdo progressiva e destruigdo. A

fisiopatologia do tecido sem suprimento sanguineo é bem descrita ® (Figura 1.1).

Isquemia
Hipoxemin
1
+ +
ate 4 PH |
Trangporte deNae K | Deformabilidades celula |

Extaze

Influxo de agua 1

/ \ Micro-trombose
Edema Calular Hemaconcentracho \

- Perfushs capilar |

Figura 1.1 — Mecanismos fisiopatologicos nas lesdes por isquemia (Adaptado de Prague Applications in
Microscopic Circulation, Vol 19, Menger MD, et al, p106. Copyright 1993) .

12



Hé4 diminuicdo energética com isquemia tecidual, inibicdo de transporte pela
membrana, sobrecarga de calcio, distirbios do metabolismo do acido aracddnico, elevada
producdo de agentes vasoconstrictores e aumento dos leucocitos endoteliais com interagdo dos
neutrofilos. Seqiielas de lesdo por isquemia e reperfusdo sdo observadas, como dano
endotelial, que pode contribuir para arteriopatia cronica, e resposta inflamatéria @ Ha um
aumento do volume das células endoteliais como um resultado do influxo de ions e de agua
®) com aumento do 6rgdo. Devido a migragio da dgua ocorre hemoconcentragdo. A anoxia
leva a acidose e também altera a visco-elasticidade dos leucécitos circulantes e dos
macrofagos, deixando-os compactados e obstruindo a microvasculatura levando a reducao

ainda maior do suprimento sanguineo. A captura e agregacdao passiva dos eritrocitos

acentuam o Processo.

ATP

I

ADP

!

AD™TP

!

isgrreanrice adenosina
inosina

xantina- desidrogenase

Ca*t catalase

Xantina-oxidase

hipoxantina "—- .y tina + () - (), =) )+

= OH + OH +0=
eeesss—————

reperfisio

Figura 1.2 - Mecanismos de producio de radicais livres pela acio da xantina oxidase ®.

Estes fatores em combina¢do podem obstruir o fluxo mesmo apds a reperfusao,

levando a isquemia adicional e maior dano as células ja lesadas. O aumento da sintese da
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prostaglandina H e da lipoxigenase, na presenga do NADH (nicotinamida adenina
dinucleotideo) ou do NADPH (NADP reduzido), ativa neutréfilos e produz superoxido (O,),
que também ¢é sintetizado na mitocondria ap6s isquemia e reperfusio 7.

A reperfusdo, em contraste, pode restaurar a oxigenacao e a viabilidade do tecido.
Ao mesmo tempo, a maior parte do dano associado com isquemia e reperfusdo, ¢ causada por
eventos associados com a reperfusao, o “paradoxo da reperfusao”, pela producao dos radicais

livres de oxigénio pela agdo da xantina-oxidase ® (Figura 1.2) e pela reducio da perfusio

capilar (Figura 1.3).

Hipoxantina T ‘ Isquemia
02 I— ‘ Perfuso capilar | —
Leucdcitos

; ! ! ]
Radicais livres de e [ Permeabilidade microvascular

Acido urico = - - — Edema intersticial
SURSNIC Inflamatérios Pressao tecidual
I—_i l——J
L 4
Peroxidagio
lipidica Hipéxia T

Dano tecidual

Reperfusdo

Figura 1.3 - Mecanismos fisiopatologicos nas lesdes por reperfusio (Adaptado de Prague Applications in
Microscopic Circulation, Vol 19, Menger MD, et al, p106. Copyright 1993).

b. Isquemia e Reperfusdo no Transplante Hepatico

O transplante de figado estd bem estabelecido como tratamento na insuficiéncia
hepéatica, e, maior atencdo deve ser dada na avaliagdo do Orgdo nas varias etapas do
transplante (Figura 1.4). Um fator critico para o sucesso no transplante ¢ a integridade do

metabolismo energético e balango de oxigénio micro-vascular e mitocondrial intracelular do
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figado. O suprimento de oxigénio para as cé¢lulas depende da saturacao de hemoglobina
(HbO,), fluxo sanguineo tecidual e pressdo parcial tecidual de oxigénio ®. A demanda de
oxigénio € especifica para cada 6rgdo.

O dano ao figado causado pela isquemia e reperfusdo representa um processo
continuo que culmina com lesdo hepatocelular. Este processo ¢ deflagrado quando o figado ¢
transitoriamente privado de oxigénio, ¢ pode ocorrer durante o processo de transplante. A
forma mais grave de disfun¢do do enxerto, que ¢ o Nao-Funcionamento Primario, ocorre em
somente de 10 a 20% dos figados transplantados, ¢ associado com alta taxa de faléncia
hepatica e retransplante precoce e morte 2.

Avaliagdo mais objetiva da lesdo por isquemia e reperfusdo poderia aumentar o
nimero de pacientes transplantados com sucesso, através da utilizacdo de uma parcela de
enxertos que sdo descartadas apos sua avaliagdo subjetiva. E importante, entdo, monitorar o
tecido, nos varios passos no transplante. Diferentes técnicas podem ser requeridas para a
avaliacdo da vitalidade tecidual .

Estas técnicas podem ser utilizadas comparando-as com os seguintes estagios do
procedimento de transplante: (1) durante o estagio de pré-transplante no doador, (2) durante a
preservagdo, (3) durante o transplante, propriamente dito, ¢ (4) durante o periodo poés-

transplante imediato.

MONITORAMENTO NOS ESTAGIOS DO TRANSPLANTE

Estagio | Estagio Il Estagio Il Estagio IV
Captacao do 6rgéao Preservacéao e Transplante Poés-transplante
transporte
Avaliacao Aperfeicoamento Avaliagado da Monitoramento
da do procedimento qualidade do para sinais de
qualidade enxerto pés funcionamento
do 6rgéo reperfusao do enxerto

Figura 1.4 — Estagios no transplante e objetivos da avaliacio em cada estagio.
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. . .. ~ . .. 13,14
A isquemia no transplante pode ser dividida em trés fases seqiienciais *'¥. A

primeira fase pode envolver episodios de isquemia quente causada por hipotensao do doador
com vasoconstriccdo, muitas vezes ampliada com uso de drogas vasoativas. Isquemia
adicional pode ser produzida durante o isolamento cirargico do 6rgdo e a remocao do tecido a
ser transplantado. A segunda fase envolve a isquemia fria associada a preservagao do 6rgao e
transporte. A terceira envolve um periodo de isquemia normotérmica, que ocorre durante a
revascularizacgao.

O restabelecimento do fluxo sangiiineo ao figado recém transplantado impde a ele
nova agressdo, agravando a lesdo causada pelo periodo de isquemia. Este fendmeno ¢
conhecido como lesao por reperfusdo e envolve, como ja referido anteriormente, disfun¢do
endotelial, seqiiestro de leucdcitos, agregagdo de plaquetas, lesdo por radicais livres de
oxigénio e disturbios da micro-circulagao hepatica.

A avaliagdo da fungdo tecidual nos varios estagios para o transplante ¢ relevante,
particularmente no momento da captagdo do 6rgao quando ¢ feita a decisdo da utilizacao do

orgdo ou ndo.

c. Espectroscopia de Fluorescéncia Induzida por Laser (EFIL)

A EFIL ¢ um método que se baseia na deteccdo e analise de um feixe de radiagdo
eletromagnética vinda de uma amostra do material.

O fendmeno de fluorescéncia foi descoberto por Stokes, em 1852, quando notou esse
tipo de emissdo do fluoreto. Ele verificou que, quando iluminadas com luz ultravioleta (UV),
as amostras de fluoreto emitiam radiagdo em comprimentos de ondas maiores. Mas foi
somente no século 20 que o potencial da fluorescéncia para fins médicos comegou a ser
investigado. Stubel, em 1911, notou que tecidos de animais emitiam luz fluorescente, quando
expostos a radiagdo UV. A fluorescéncia era observada a olho nu e classificada de acordo
com a coloragdo da luz emitida !

Técnicas de espectroscopia Optica tém sido investigadas ultimamente em busca de
novos métodos minimamente invasivos ou mesmo nao-invasivos, para a caracterizacdo de
tecidos ou para investigacdo e andlise de diversos parametros teciduais. Quando comparado as
técnicas de imagem baseadas na radiagdo ionizante ou técnicas de ressonincia magnética,
podemos dizer que a fluorescéncia ¢ uma técnica de inspecao superficial, uma vez que a luz
de excitagdo da fluorescéncia penetra apenas nas camadas superficiais do tecido biologico.

Sistemas que conseguem imagens a partir das superficies teciduais sdo importantes, do ponto
16



de vista diagndstico, por permitirem analisar rapidamente areas sem remover tecidos. Essas
técnicas desenvolvidas para a caracterizagdo dos tecidos sdo freqlientemente chamadas de
“bidpsias” Opticas, um termo contraditério, uma vez que “bidpsia” implica em retirada de
amostras do tecido, enquanto “Optico” sugere um a avaliacdo baseada em meios Opticos nao
invasivos e ndo destrutivos. A base de todas as técnicas de espectroscopia Optica é que
alteragoes fisioldgicas, morfologicas ou bioquimicas associadas com desordens fisicas, afetam
a interagdo do tecido com a luz. Portanto, o aspecto-chave ¢ encontrar os padrdes de sinais
opticos caracteristicos para cada situagdo clinica.

A EFIL, por exemplo, avalia a relagdo entre o aporte e o consumo de oxigénio pela
medida nas alteracdes de oxi-hemoglobina, desoxi-hemoglobina e o volume de sangue total
tecidual. A luz de excitacdo ¢ conduzida para o tecido através de uma ou de um conjunto de
fibras Opticas. A emissdo da luz, junto com a luz retro-espalhada no comprimento de onda de
excitagdo, ¢ transferida para o espectrofotometro através de outro conjunto de fibras. A
quantidade de luz recuperada apds a interagdao dos fotons com o tecido depende da quantidade
de luz absorvida pelos cromoforos teciduais, da quantidade de luz dispersada e também do
quanto o tecido transforma a luz absorvida em fluorescéncia. E importante saber que tipo de
interagdo ocorre entre a radiacdo e a matéria e que tipo de informagdo pode ser obtido com

cada técnica espectroscopica 9.

As alteragdes medidas pela fluorescéncia e pelo retro-
espalhamento sdo calculadas em porcentagens como valores relativos com o sinal de
calibragdo sem a luz. O tipo de calibracdo ndo ¢ absoluto, mas oferece resultados seguros e
reprodutiveis de diferentes animais e entre diferentes laboratorios ' 7'®.

Na espectroscopia da fluorescéncia, uma amostra ¢ irradiada com luz UV-visivel e
detecta-se a radiacdo emitida pela amostra submetida a iluminac¢do. Experimentalmente
procura-se determinar a intensidade com que ocorre a emissao em cada comprimento de onda,
o desvio na dire¢ao de polarizagdo quando a luz incidente € polarizada e o intervalo de tempo
no qual a molécula permanece em estado excitado %

Moléculas biologicas sdo em geral configuragdes eletronicas muito complexas.
Quando uma molécula em seu estado fundamental absorve energia suficiente, a partir da luz
incidente, ela ¢ excitada para um estado eletronico de maior energia. Essa transi¢ao eletronica
das moléculas ocorre tao rapido que o nicleo ndo muda sua posi¢ao relativa no movimento
vibracional. Isso leva a uma excitacdo que ndo necessariamente ¢ o menor nivel vibracional
no estado excitado, mas freqiientemente um nivel maior. Uma vez que os estados excitados

sdo instaveis, a molécula tende a perder o excesso de energia e retornar ao nivel de menor
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energia. Segue-se um rapido relaxamento para o menor nivel rotacional-vibracional do estado
excitado. Esse processo chama-se conversao interna (CI). O tempo de relaxamento ¢ da ordem
de pico-segundo (ps). A energia perdida nesse relaxamento pode ser absorvida pelas
moléculas vizinhas e convertida em calor, em um processo ndo radioativo, isto ¢ sem emissao
de luz. Apos as perdas de energia pela CI no estado excitado, a molécula retorna para o estado
fundamental emitindo fétons de menor energia (maior comprimento de onda) quando
comparados com a energia dos fotons de excitacdo. Esse processo chama-se fluorescéncia e a
luz emitida, quando comparada a luz de excitacdo, ¢ deslocada em direcdo a regido do
vermelho (conhecido como deslocamento de Stokes), devido a energia perdida pela CI. O

tempo de fluorescéncia ¢ da ordem de nano-segundo (ns) (1) (Figura 1.5).

o |
L

Abs § L @
P
S
v

g |
y -
>

ML

So

Figura 1.5 - A figura corresponde ao diagrama de Jablonski, que demonstra de
forma esquematica a mudanca da molécula do estado fundamental ao estado
excitado e a ocorréncia da conversao interna e fluorescéncia. Abs — absorcio.
IC — conversao interna. F — fluorescéncia. S, — estado fundamental. S; e S, —
estados excitados.

Quando expostos a luz UV ou proximos ao UV, os tecidos dos mamiferos emitem
luz fluorescente com comprimento de onda préoximo a regido azul-verde do espectro
eletromagnético. Essa fluorescéncia ¢ freqiientemente chamada de auto-fluorescéncia tecidual
e origina-se dos fluor6foros enddgenos dos tecidos, que sao biomoléculas capazes de absorver

a energia e devolvé-las na forma de luz. Os fluoroforos teciduais mais importantes sao
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triptofano, colageno e elastina, nicotinamida adenina dinucleotideo (NADH) e seu fosfato
(NADPH), flavinas e flavoproteinas, beta-caroteno e porfirinas. Na EFIL pode ser analisada a
fluorescéncia dos fluordforos teciduais endogenos ou dos marcadores fluorescente exdgenos,
usados para aumentar o contraste entre os tecidos sadios dos tumorais '),

Quando se planeja utilizar a espectroscopia, deve-se levar em consideragdo a fonte de
luz de excitacdo, o comprimento de onda de excitagdo, o método de deteccao do espectro e,
por fim, o método de avaliagio do espectro ).

As fontes de luz de excitacdo para estudos de fluorescéncia podem ser divididas em
dois grupos, ldmpadas e laser. A escolha da fonte de luz baseia-se em alguns fatores como,
por exemplo, a regido do espectro eletromagnético adequado para excitagao do tecido-alvo,
além da técnica de detec¢do usada, a portabilidade e a operabilidade. O laser tem varias
vantagens como a emissao de alta intensidade numa regido de comprimento de onda estreito,
além de oferecer um feixe altamente colimado (paralelo), permitindo acoplamento eficiente
da luz em fibras Opticas. Nesse sentido a utilizagao do sistema pode ser realizada em 6rgaos
internos acessiveis a fibra optica, como es6fago e pulmao (bronquios). No caso das lampadas
como fontes de excitagdo, convencionalmente sdo empregadas aquelas com linhas especificas
de emissdo, possibilitando a escolha de regides diferentes do espectro eletromagnético. No
campo do fotodiagndstico em sistemas biologicos, a excitagdo mais utilizada ¢ na regido do
UV e violeta 1.

Entre os aspectos de fluorescéncia que podem ser analisados estdo a intensidade de
emissdo em fun¢do do comprimento de onda, e o tempo de vida do estado excitado. A maioria
dos sistemas adaptados para as atividades clinicas examina pelo menos um desses parametros.
Equipamentos usados para investigacdo de fluorescéncia geralmente sdo divididos em duas
categorias: espectroscopia e sistemas de imagem. A espectroscopia de fluorescéncia oferece
toda a informacao espectral para cada ponto investigado, enquanto nas técnicas de imagem
apenas uma fra¢ao de toda informagdo espectral ¢ normalmente usada, uma vez que se avalia
apenas a diferenciagdo macroscopica de emissdo do tecido. Assim, a regido do espectro
visivel com maior intensidade de emissdo, serd visualizada. A primeira categoria inclui
sistemas que sdo usados para caracterizar a amostra em um unico ponto por meio da captacao
da fluorescéncia. Geralmente, somente uma pequena area (habitualmente na ordem de 1 mm
quadrado) ¢ investigada por vez; no entanto, pode-se coletar informagdes de diversos pontos,
analisando assim, uma grande area da lesdo. O sistema de imagem mais simples consiste no

uso do olho nu para avaliar a fluorescéncia emitida. Isso ¢ possivel, por exemplo, com
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marcadores tumorais fluorescentes baseados em porfirina que podem ser excitados com luz
violeta ou verde ",

Virios autores tém descrito o método e sua eficdcia em variadas linhas de pesquisa.
O monitoramento do NADH na superficie de 6rgaos (cérebro, rins, figado, testiculos e etc.)
pode ser realizado com técnica fluorimétrica baseada no artigo original de Chance e Williams
(719 Um método combinado de espectroscopia da fluorescéncia com correcdo do espectro de
absor¢do e andlise do padrdo da curva pode quantificar HbO, e Hb no sinusoéide hepatico
2021 Recentes experimentos tém demonstrado que as propriedades teciduais do figado tém

~ A . 15,22 23-2
forte correlagio com o espectro da fluorescéncia !> ). Outros estudos **2

j4 demonstraram
a sensibilidade do método para monitoramento da atividade metabdlica in vivo. As
propriedades de fluorescéncia de co-enzimas como NADPH e flavinas podem ser captadas
gerando informagdes do estado redox de células e tecidos ®®. A contribuicdo de fluoréforos
endogenos, como as proteinas, NADPH, flavinas, vitamina A e acido aracddnico, foi

analisada por espectrofluorometria no tecido hepatico e nos hepatocitos isolados ?7%.

2
De acordo com Croce e colaboradores

, condicdes de preservagdo e isquemia fria
induzem a um aumento do sinal da amplitude da espectroscopia, principalmente atribuido ao
NADPH e flavinas, as co-enzimas envolvidas no metabolismo energético. Em modelo
experimental em ratos no estdgio I, o mesmo grupo avaliou a viabilidade da auto-
fluorescéncia no monitoramento in vivo da funcionalidade hepatica *?.

Castro e Silva e colaboradores observaram o mesmo comportamento, na isquemia
fria, com luz de excitagdo de 532 nm, com provavel correlagdo com os mesmos fluoréforos
(29)

Andlise espectrofluorimétrica foi realizada com figado de ratos durante isquemia fria
(4C), em solugdes padrdo (Wisconsin) e em solugdo para dano proposital (Eurocollins, com
20, 43 e 72h). Durante o periodo de isquemia fria foram observadas aumento da amplitude do
sinal, principalmente atribuido ao NADPH, e modificagdo do formato espectral, como
contribuicdo do NADPH e das flavinas, resultado da acentuada perda de energia pelo tecido.
Apds reaquecimento e reoxigenacdo a amplitude do sinal da fluorescéncia diminuiu,
dependendo das condigdes de preservagdo. O estudo foi comparado com analise bioquimica e
histopatologica. A dosagem de bilirrubina ndo apresentou alteragdo significativa tanto na
solugdo de Wisconsin (UW) quanto na solu¢do Eurocollins (EU). Pequenas alteracdes foram

observadas na dosagem de DHL e de peroxidacdo lipidica na solugdo UW enquanto que na

solugdo EU os dois pardmetros sofreram alteragdes importantes. A quantidade de ATP
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tecidual permaneceu muito maior em figados preservados com a solugdo UW do que nos
figados preservados com a solucao EU. Alteracdes estruturais e enzimaticas (DHL) teciduais
foram observadas nos tecidos preservados com solu¢do EU, que se tornaram mais evidentes
com o tempo de preservagio. 2.

A auto-fluorescéncia de co-enzimas como o NADPH e¢ flavinas oferece informagdes
do estado energético de células e tecidos *”. Uma analise separada de NADPH livre ¢ ligada,

- - 30,31
com base nas suas propriedades foto-fisicas %"

, pode gerar informagdes uteis do
metabolismo energético. Medidas simultaneas de flavinas e NADPH foram propostas para
investigacdo mais completa do estado metabélico estavel do hepatocito isolado in vivo 2. A
fluorescéncia foi considerada método adequado para acesso da atividade metabolica de
figados intactos em diferentes condigdes experimentais de acrobiose e anaerobiose ©*°).

Croce e colaboradores submeteram os espectros da auto-fluorescéncia captados, no
tecido hepatico, a analise de padrao espectral, para avaliar a contribuicdo relativa de cada
fluoréforo envolvido na emissdo total da luz *? (Tabela 1.1).

Tabela 1.1 - Analise do padrdo espectral em condi¢des basais (auto-fluorescéncia) por
fluoréforos, com area de contribuigdo espectral.

Fluoréforo Pico central - Largura do Area de Contribui¢io
Comprimento de espectro (nm) Espectral (%)
Onda (nm)

NAD(P)H ligado 444 105 15,8

NAD(P)H livre 463 115 39,4

Flavinas 526 81 5,2

Vitamina A 488 102 20,9

Acido Aracdénico 470 90 13,3

Lipopigmentos 587 80 1,6

Porfirinas 630 22 0,6

Outros fluoroforos 440 3,2

Total 440-700 100

O monitoramento do figado foi descrito por Mayevsky e colaboradores em quase 30
artigos na proporcao de 2 para 1 entre modelos animais e seres humanos, respectivamente. De
19 estudos em animais o rato foi usado em 15, o coelho em 2 ¢ o porco em 2. A Fungao
Mitocondrial foi monitorada em 10 estudos, o fluxo sanguineo total foi monitorado em 6 e o
HbO, em & (3638 A medida direta da PO, foi rara e somente em 3 artigos o oxigénio foi
avaliado por gasometria. Os principais artigos publicados referentes ao monitoramento da
vitalidade hepatica em ratos, durante o transplante, estdo listados na Tabela 1.2.

Considerando todos os dados listados anteriormente pode-se dizer que a espectroscopia de
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fluorescéncia induzida por laser ¢ um método que esta sendo bastante estudado mas ainda

precisa ser validado.

Tabela 1.2 - Principais artigos publicados referentes ao monitoramento da vitalidade hepatica
durante o transplante.

Autor Ano de | Parametro Tecnologia Estagio do
publicacéo monitorado aplicada Transplante
Tokunaga Y 1987 9 NADH Fluorometria L 1I
(nicotinamida
adenina
dinucleotideo)
Okamura R 1991 “9 NADH Fluorometria 11
Post S 1992 @D TBF(Fluxo LDF (Dopler- | I, IV
sanguineo Fluorimetria por
tecidual) Laser)
Wheatley AM | 1993 @2 TBF LDF I, 111
Ohdan H 1994 TBF LDF v
Naundorf M 1995 @ NADH Fluorometria I
Ohdan H 1995 @ HbO, Espectroscopia | IV
(saturacao de
de hemoglobina) | infravermelho
Citocromo a,a3 | proximo
Thorniley MS | 1995 ©¥ NADH Fluorometria I, 11, I1I
Thorniley MS | 1995 “® NADH Fluorometria 111, IV
Thorniley MS | 1996 7 NADH Fluorometria 11, 111
Seehofer D 1997 @9 Verificagao Video- II
da microscopia
Micro-circulacao
Thorniley MS | 1997 ** HbO, Espectroscopia | L, 11, I
de
infravermelho
proximo
Barbiro E 1998 ©¥ NADH Fluorometria | I, II, III
TBF LDF
Fan XH 1999 G TBF LDF LIV
Fan XH 2000 &% HbO, Espectroscopia | I
de
infravermelho
proximo
Sankarankutty | 2006 Padréo de EFIL L IL, I11, IV
AK fluorescéncia
Castro-e-Silva | 2008 ©*” Padrio de EFIL L 1L, 111, IV
0] fluorescéncia
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d. Métodos Comparativos

i.Avaliacao Laboratorial

A avaliacdo laboratorial se faz necessaria para comparacao com o método empregado
e para avaliar o modelo adotado. Para comparar os grupos que serdo estudados serdao
utilizadas dosagens de bilirrubinas, AST, ALT, DHL e provas para avaliar a funcdo
mitocondrial.

A bilirrubina formada no organismo ¢ derivada a partir do radical heme da
hemoglobina de hemdcias maduras. O radical heme ¢ convertido em biliverdina que se
transforma em bilirrubina, um pigmento livre, insoluvel em agua, transportado na corrente
sanguinea pela albumina. No hepatocito a bilirrubina desprende-se da albumina e no reticulo
endoplasmatico liso do hepatdcito a bilirrubina livre conjuga-se com o acido glicurénico
dando origem a bilirrubina conjugada, a qual ¢ solivel em 4gua. A bilirrubina ¢ facilmente
excretada sendo climinada na bile. Alteragdes nos seus niveis séricos refletem disfuncdo do
seu metabolismo, na sua maioria ligada a doencas hepaticas .

As aminotransferases ALT (alanina aminotransferase) e AST (aspartato
aminotransferase) sdo enzimas que catalisam a transferéncia de um grupo alfa-aminico de um
aminodcido para um alfa-cetoacido. Sdo enzimas intracelulares, sendo que a AST ¢ de
localizagdo principalmente citoplasmatica e estd presente em menor concentracdo nas
mitocondrias. A ALT, por sua vez, tem localizacdo exclusivamente citoplasmatica. Os valores
séricos absolutos das aminotransferases e/ou relagio ALT/AST podem servir como
indicadores da integridade hepatocelular. Niveis séricos elevados dessas enzimas estdo
associados a comprometimento hepatocelular agudo ©.

A desidrogenase latica (DHL) ¢ uma enzima presente no citosol das células de quase
todos os tecidos do organismo. E uma enzima de transferéncia de hidrogénio. Atua na via
glicolitica catalisando a reagdo de acido piruvico em 4acido latico com simultinea oxidagdo do
NADH a NAD. Esta reagdo ocorre quando a quantidade de oxigénio celular ¢ limitada, como
no caso de intensa atividade muscular. Em casos de dano tecidual causado por trauma,
isquemia ou infecgdo, a DHL tem seus niveis aumentados no soro ©*.

A maior parte da DHL, presente no soro, origina-se dos eritrocitos e plaquetas e €

liberada durante a atividade fisioldgica dessas células. A DHL ¢ um tetramero (quatro

polipeptidios) que pode ser composto de dois tipos de mondmeros: o tipo H(coragdo) e o tipo
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M(musculos e figado). Existem cinco combinagdes possiveis dessas pequenas moléculas
protéicas conhecidas como isoenzimas (DHL1 a DHLS). Um aumento da DHL sérica nao ¢
especifico. Um diagnostico mais preciso poderia ser alcancado pela separagdo de suas iso-
enzimas ©7.

A disfun¢do mitocondrial é o primeiro evento que ocorre nos processos isquémicos
do figado. A mitocondria processa energia para os eventos metabolicos basicos e a sua
disfuncdo compromete o metabolismo celular levando a diminuicao da fosforilagdo oxidativa,
ineficiente transporte de ions, aumento do fluxo oxidante e diminui¢do da expressdo genética,
que pode contribuir com altera¢des na fluidicidade e composi¢do fosfolipidica da membrana
mitocondrial. Estas mudangas podem afetar a habilidade da mitocondria de transportar
substratos e para gerar suficiente for¢a motiva protdonica para alimentar a necessidade

Y A fungio mitocondrial pode ser

energética celular e manter o potencial de membrana
avaliada pelo potencial de membrana e pela respiragdo mitocondrial. A respiragdo
mitocondrial pode ser avaliada pela Taxa de Controle Respiratorio (RCR) e pelo ADP/O
(quantidade de oxigénio requerida para a fosforilacdo total de uma quantidade conhecida de
ADP). O ADP/O da idéia da fosforilagdo e da oxidacdo bioldgica na cadeia respiratoria 69 0
RCR ¢ definido como a fragdo entre o consumo de oxigénio no Estagio III (fase ativa da
fosforilagao oxidativa com consumo de oxigénio e formagdao de ATP [adenosina trifosfato] e

no Estagio IV (respiragdo basal depois da fosforilagdo de ADP [adenosina difosfato] para
ATP).

ii. Avaliacdo Histopatolégica e Morfométrica

A avaliagdo microscdpica permite uma analise tecidual que possibilita estabelecer o
diagnostico e promover comparagdes com a avaliagdo espectroscopica ©®. A morfometria foi
escolhida como o método comparativo, pois permite “medir estruturas anatomicas”. Esse
método tem por funcdo tornar mais objetiva e precisa a coleta, a apresentagdo e a andlise dos

resultados obtidos, permitindo ainda se relacionar as diferentes estruturas anatomicas ©°.
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2. Objetivo

Avaliar a Espectroscopia de Fluorescéncia Induzida por Laser (EFIL) como método
diagnoéstico de lesdes isquémicas, em um modelo de isquemia normotérmica induzida em

ratos Wistar, através da:
1. Analise dos espectros obtidos dos tecidos
2. Comparagao dos espectros obtidos com os pardmetros bioquimicos e

3. Comparagao dos espectros obtidos com os achados histopatologicos.
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3. Método

O projeto foi realizado de acordo com os Principios Eticos na Experimentacio
Animal adotado pelo Colégio Brasileiro de Experimentacdo Animal (COBEA) e foi aprovado
pela Comissio de Etica em Experimentagio Animal (CETEA) da FMRP-USP sob o Protocolo
no. 014/2006 em 29 de maio de 2006. O local de estudo foi a unidade de Cirurgia
Experimental da Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto — USP, Ribeirdo Preto-SP.

a. Animal de Experimentacio

Foram utilizados 40 ratos, Rattus norvegicus, linhagem Wistar, machos, com peso
corporal entre 250 e 300 gramas, fornecidos pelo Biotério Central da FMRP-USP, sendo 16
animais utilizados no projeto piloto e 24 animais no experimento. Foram alimentados com
dieta padrao de laboratério (Ragdo para Ratos, Camundongos e Hamsters — Ralston Purina) e
agua a vontade, mantidos em temperatura ambiente sob um ciclo de 12 horas claro-escuro em

gaiolas de polipropileno, com populagdo maxima de cinco animais.

b.Delineamento de Pesquisa

Inicialmente foi realizado um estudo piloto, nos mesmos moldes do procedimento
operatério do experimento principal, que determinou o protocolo experimental. Foram
estudados 16 animais em trés etapas. Na primeira etapa do projeto piloto trés animais foram
submetidos a isquemia total (o 6rgao fica privado de sangue totalmente) do figado por 1 hora.
Dois animais foram a obito durante o tempo de isquemia proposto e o outro animal, apesar de
suportar o tempo de isquemia, estava em péssimas condi¢des antes de ser morto. Como a
isquemia total proporciona isquemia mesentérica, que aumenta a mortalidade ©” (Figura 3.1),
decidiu-se induzir isquemia de apenas parte do figado eliminando a isquemia mesentérica
como fator complicador. Esta isquemia foi realizada com oclusdo do feixe vascular para o
lobo mediano e para o lobo lateral esquerdo, permitindo fluxo sanguineo para o lobo caudado

e para o lobo lateral direito, ndo causando estase venosa mesentérica. Na segunda etapa quatro
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Isquemia Mesentérica
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Figura 3.1 — Efeitos da isquemia mesentérica ©”.

N .

animais foram submetidos a isquemia por 4,3,2 ¢ 1 h, com reavaliagdo 20 minutos apos
reperfusdo. Foram observadas alteragdes no lobo hepatico submetido a isquemia, mas nao foi
observada isquemia mesentérica em nenhum dos animais. Na terceira etapa foram avaliados 8
animais divididos em quatro grupos. O primeiro grupo foi submetido a isquemia do figado
por 4 horas, sendo que um animal seria avaliado 24 h apds a reperfusdo e o outro 48 h apos a
reperfusdo, mas os dois evoluiram ao 6bito antes de 24 h. O segundo grupo, submetido a 3
horas de isquemia, evoluiu da mesma maneira que o primeiro grupo. O terceiro grupo foi
submetido a isquemia por 2 horas e o animal reavaliado, 24 horas apods a reperfusao, estava
inapetente e com a freqiiéncia respiratdria elevada antes de ser anestesiado. O figado
apresentava-se esbranquicado, endurecido e com fibrina no local de contato entre os
segmentos isquémicos. O animal que seria reavaliado 48 horas apds a reperfusdo evoluiu a
obito antes disso. O quarto grupo foi submetido a isquemia por 1 hora. Foram reavaliados 24
e 48 horas apds a reperfusdo, sendo que os animais estavam bem, com a freqliéncia
respiratoria normal e aceitando alimentagdo antes de serem anestesiados. Os figados
apresentavam-se praticamente normais, com poucas areas esbranquicadas. Ficou definido o
modelo com isquemia hepatica parcial de 1 e 2 horas com avaliagio 24 horas apds a
reperfusdo, considerando que o animal submetido a 2 horas de isquemia evolui para o 6bito

no periodo de 24 a 48 horas.
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c.Procedimento Operatorio

O jejum pré-operatério foi de 12 horas ©®. Os animais foram anestesiados com
Thionembutal, na dose de 50 mg/Kg de peso, por via intraperitoneal. A manutencdo da
anestesia foi realizada com Thionembutal na veia da cauda do animal, conforme a
necessidade, na dose de 25 mg/Kg de peso. Os animais foram posicionados em decubito
dorsal. As patas foram presas com fitas de esparadrapo. A via de acesso de escolha em todos
os animais foi por incisdo mediana, a partir do processo xiféide, com aproximadamente 3 cm
de comprimento .

Os animais foram divididos em dois grupos: Gl(isquemia de 1 hora), com 12
animais, ¢ G2(isquemia de 2 horas), também com 12 animais. A isquemia foi realizada com
oclusdo, com pinga vascular, do feixe vascular para o lobo mediano e para o lobo lateral

esquerdo, permitindo fluxo sanguineo para o lobo caudado e para o lobo lateral direito, ndo

causando estase venosa mesentérica °* (Figuras 3.2 e 3.3).

Lobo mediano

~

: "~ Lobo lateral esquerdo
\’— Lobo caudado

Figura 3.2 - A isquemia parcial foi realizada com oclusio do feixe vascular para
o lobo mediano e para o lobo lateral esquerdo, permitindo fluxo sanguineo para
o lobo caudado e para o lobo lateral direito.

Lobo lateral direito
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Figura 3.3 — Pinca vascular ocluindo o suprimento sanguineo para os lobos
mediano e lateral esquerdo.

A oclusdo parcial foi confirmada no transoperatorio pela presenca de palidez
importante nos lobos mediano e lateral esquerdo, a0 mesmo tempo em que os lobos inferiores
ndo sujeitos a isquemia (caudado e lateral direito) preservaram a coloragdo habitual. Durante
o periodo de isquemia a parede abdominal foi suturada, com pontos separados, em plano
unico, a fim de manter a temperatura da cavidade abdominal do animal. Durante o periodo de
isquemia as patas dos animais ficaram soltas. Para finalizar o periodo de isquemia as patas
dos animais foram presas novamente ¢ o abdome reaberto, ap6s liberacao dos pontos totais. A
pinga vascular foi removida, observando-se a reperfusao dos lobos isquémicos, € o abdome
foi suturado em 2 planos, com sutura continua. Vinte e quatro horas apos a reperfusdo o
animal foi submetido a novo procedimento anestésico com reabertura da cavidade abdominal.

Nos grupos G1 e G2 foram realizadas, antes da isquemia, ap6s o periodo de isquemia
e 24 horas apo0s a reperfusdo, as leituras da espectroscopia de fluorescéncia e, imediatamente
apos, as coletas de sangue para avaliacdo laboratorial, para dosagem das bilirrubinas, AST,
ALT e DHL. As coletas de sangue foram realizadas na veia cava inferior, na quantidade de
1,5 ml por retirada (figura 3.4). Em animais de pequeno porte, pressupondo volemia inicial
equivalente a 5% do peso corporal, o volume a ser sangrado para reduzir o hematdcrito a 20,
25 e 30% ¢ respectivamente, de 3,0, 2,25 e 1,5% do peso corporeo 3 Em animais com peso
de 250 a 350g, com volemia inicial de 12,5 ml a 17,5 ml, a retirada de 1,5ml significa 0,6 a
0,43% do peso corpoéreo. Portanto a retirada total de 4,5 ml significa 1,8 a 1,29% do peso

corporeo, reduzindo o hematocrito, no maximo, a 26,67%.
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Apos a tltima coleta de sangue o tecido hepatico, do lobo submetido a isquemia, foi
retirado e encaminhado parte para o exame histopatologico e parte para avaliagao da fungao
mitocondrial, neste caso, com a necessidade e comparacdo com o tecido hepatico de um
animal ndo submetido ao experimento (controle). Os animais foram sacrificados por

exsanguinagao.

-
Figura 3.4 - Visualizacio da veia cava inferior do rato, de onde foram
realizadas as coletas de sangue.

d. Espectroscopia de Fluorescéncia Induzida por Laser

O equipamento utilizado para a leitura por autofluorescéncia foi o prototipo do
Instituto de Fisica da USP — Sdo Carlos — Grupo de Optica (figuras 3.5 e 3.6). O aparato
experimental ¢ composto por um laser de excitagdo em 532nm (Nd:YAG dobrado) ,
espectrometro USB 2000(Ocean Optics, USA), que permite avaliagdo do espectro no
intervalo entre 350 nm e 1000 nm, computador portatil acoplado com o programa “base32”
(Figura 3.7) utilizado para realizar as leituras e salvar os dados, e uma sonda de aplicacdo do
tipo Y(Ocean Optics, USA). A sonda Y ¢ composta por duas fibras opticas de 600 pm, uma
fibra, que leva a luz de excitacdo, e outra fibra coletora da luz emitida pelo tecido avaliado. O
laser de excitagdo, acoplado a sonda, ¢ entregue a superficie do tecido a ser analisada. A

sonda deve ser mantida em leve contato com o tecido e o mais perpendicularmente possivel.
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A outra extremidade da sonda ¢ conectada ao espectrofotometro, levando a luz coletada do
tecido. A poténcia do laser na extremidade de investigagdo ¢ de 8 mW, insuficiente para
causar uma reac¢ao térmica no tecido alvo. Um filtro (OGGS550, Schott, USA) foi usado para
remover o retro-espalhamento e possibilitar a analise somente da fluorescéncia. Para protecao
contra contaminacdo da fibra, utilizou-se um filme de plastico transparente, flexivel, entre a
ponta da fibra e o tecido hepatico. Uma leitura foi realizada, inicialmente, com a luz
desligada, para calibragdo e, depois, foi realizada a leitura (Figuras 3.8 - 3.10), na superficie
do lobo submetido a isquemia, com leitura em nove pontos. Como o procedimento ¢ manual,

as leituras foram realizadas pela mesma pessoa, procurando empregar a mesma pressao.

Figura 3.5 - Protétipo do Instituto de Fisica — Grupo de Optica — USP/Sao
Carlos.
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Figura 3.6 - Protétipo do Instituto de Fisica — Grupo de Optica — USP/Sio
Carlos.
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Figura 3.9 - Visualizacio do feixe de luz antes do contato com o figado.
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Figura 3.10 - Momento da leitura por espectroscopia de fluorescéncia.

e. Analise das componentes principais (PCA)®"

Os dados obtidos neste experimento, observados em uma curva, foram armazenados
em uma matriz, em particular, nesse caso, dos espectros de fluorescéncia, onde cada espectro
¢ composto por um conjunto de pontos de intensidade em fun¢ao do comprimento de onda.

O que se busca, neste caso, ¢ um método para analisar a variacdo da forma do
espectro em fun¢do da necrose do tecido hepatico devido a isquemia. A variagdo que pode
ocorrer em um espectro nada mais ¢ que uma mudanca no valor da intensidade para
determinados comprimentos de onda. Dessa forma, cada comprimento de onda ¢ uma variavel
que assume valores que dependem do momento e do tecido em que o espectro foi obtido.
Nesse equipamento utilizado para obteng¢do dos espectros temos um total de 638 pontos, e,
portanto 638 variaveis. As mudangas dessas 638 variaveis estdo correlacionadas com as
alteragdes no tecido hepatico submetido a isquemia. O conjunto de todas as medidas
realizadas forma entdo uma matriz de dados. Quando calculamos as componentes principais
desse sistema podemos representar em torno de 90% das informagdes do sistema, isto ¢, do
espectro obtido, em apenas duas componentes dessa nova base. Portanto o grafico das
componentes principais (PC1 versus PC2) nos fornece um ponto de vista muito privilegiado
para a andlise dos dados do que nas 638 dimensdes que tinhamos anteriormente. Em outras
palavras, temos uma reducdo bastante significativa do numero de varidveis analisadas, neste

caso especifico, os comprimentos de onda que trazem a mesma informagao sao considerados
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uma unica vez e aqueles que ndo apresentam nenhuma correlagdo podem ser descartados.
Cada ponto representa um conjunto de espectros de fluorescéncia coletados para um animal
em um determinado periodo do experimento.

As medidas realizadas para cada animal, com determinada alteragdo tecidual, se
agrupam, como era de se esperar, pois os espectros de fluorescéncia obtidos no tecido com as
mesmas caracteristicas sao mais semelhantes entre si que os espectros obtidos em tecidos com
caracteristicas distintas. A partir desses conjuntos de pontos, que caracterizam cada fase do
experimento comparado com a necrose tecidual, podemos utilizar varios métodos
matematicos para a determinacdo da viabilidade tecidual. O conjunto de componentes
principais foi obtido a partir de um pacote matematico disponivel no software cientifico The
Unscrambler®, cujos calculos explicitos das matrizes de covaridncia ndo estdo disponiveis

a0s usuarios.

f. Estudo Laboratorial

O material para avaliagdo da fung¢do mitocondrial assim como o sangue para analise

laboratorial foi encaminhado para o Laboratorio de Cirurgia Experimental da FMRP/USP.

i. Funcao Mitocondrial

As mitocondrias sdo isoladas por centrifugagio diferencial ©?. O figado é removido
e lavado em solugdo salina a 0,9% e depois novamente lavado e picotado em 10 ml de Meio 1
(Sacarose 250 mmol 42,8g, EGTA 1 mmol 190,17 mg e Hepes-KOH 10 mmol, pH 7,2 1,1915
g) 500 ml e, entdo, homogeneizado em Potter-Elvehjem através de 3 ciclos com 1 minuto de
intervalo. O homogeneizado ¢ centrifugado a 750g (2500 rpm) por 5 minutos. O sobrenadante
resultante ¢ centrifugado a 1200g (10000 rpm) por 10 minutos. O sedimento obtido ¢
suspenso em 10 ml de Meio 2 (Sacarose 250 mmol 42,8g, EGTA 0,3 mmol 57,025 mg e
Hepes-KOH 10 mmol, pH 7,2 1,1915 g) e centrifugado a 4320g (6000 rpm) por 15 minutos.
O sedimento final ¢ suspenso em aproximadamente 0,5 ml de Meio 3 (Sacarose 250 mmol
42,8g, e Hepes-KOH 10 mmol, pH 7,2 1,1915 g). Todas as etapas de isolamento sao
conduzidas a 4 °C. A quantidade de proteina mitocondrial foi determinada por reagio

biurética. A respiracdo mitocondrial foi monitorada por polarografia com oxigrafo equipado
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com eletrédio de oxigénio tipo Clark (Gilson Medical Electronics, Middlenton, WI, USA). O
experimento foi realizado a 30 °C usando mitocOndria energizada por 5 mmol de succinato de
potéssio. O experimento foi realizado em meio com Sacarose 125 mmol, 0,1 mmol EGTA,
MgCl, 1 mmol, NaH,PO4 2 umol e Hepes-KOH 10 mmol, pH 7,4. O Estdgio 3 da respiragao
mitocondrial foi determinado com adi¢do de 400 nmoléculas de ADP enquanto que o Estagio
4 da respiracao foi determinado apds a fosforilagdo do ADP adicionado. Os parametros
mitocondriais foram expressos em atomos de o/min/mg de proteina. A diferenca do potencial
de membrana foi monitorada espectroscopicamente usando 5 umol de 6xido de safranina,
como um indicador, e um SLM-Aminco, Bowman, espectrdmetro de luminescéncia, série 2, a
um comprimento de onda de excitagao/emissdao de 495/586 nm. O experimento foi realizado
em meio com Sacarose 200 mmol, MgCl, 1 mmol, NaH,PO4 2,5 pmol e Hepes-KOH 10
mmol, pH 7,4. A mitocondria foi energizada por 5 mmol de succinato de sdédio. O potencial

de membrana foi expresso em mv®.

ii. Bioquimica

Para dosagem de ALT e AST foram utilizados, respectivamente, o kit ALT/GPT
Liquiform (cat.74) e AST/GOT Liquiform (cat.75) da Labtest Diagnostica S.A. A
metodologia empregada foi a Cinética UV-IFCC. A metodologia cinética para medi¢do da
atividade de ALT e AST foi introduzida por Karmen 9 sendo posteriormente otimizada por
Henry e colaboradores ©”* Foi utilizado um fotdmetro com cubeta termostatizada capaz de
medir com exatiddo a absorbancia em 340 ou 365 nm. No caso da ALT adicionou-se o
reagente 1(Tampao Tris 100mmol/l, L-alanina 625 mmol/l e azida sddica 0,095%) com o
reagente 2(NADH 900 umol/l, cetoglutarato 75 mmol/l e azida sodica 0,095%), com
homogeneizagdo suave, obteve-se o reagente de trabalho (Tampao 80 mmol/l pH 7.8, L-
alanina 500 mmol/l, 2-cetoglutarato 15 mmol/l, NADH 180 umol/l, mais de 1000 U/l de DHL
e azida sodica 0,095%). Para a AST foi adicionado o reagente 1(Tampao Tris 80mmol/l, L-
aspartato 300 mmol/l, mais de 750 U/l de Malato Desidrogenase (MDH), mais de 1125 U/l de
DHL e azida sédica 0,095%) com o reagente 2(NADH 900 pmol/l, a-cetoglutarato 60 mmol/l
e azida sodica 0,095%), com homogeneizacdo suave, obteve-se o reagente de trabalho
(Tampao Tris 64 mmol/l pH 7,8, L-aspartato 240 mmol/l, a-cetoglutarato 12 mmol/l, NADH
180 pwmol/l, mais de 900 U/l de DHL, mais de 600 U/l de MDH e azida sédica 0,095%).

Homogeneizando 1,0 ml do reagente de trabalho com 0,1 ml de amostra (sangue) e
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transferindo imediatamente para a cubeta a 37 °C, apds 1 minuto, foi realizada a leitura da
absorbancia inicial. A leitura foi repetida apds 2 minutos. Foram realizados, entdo, os calculos
onde a atividade de ALT ou ALT (em U/l) ¢ igual a diferenca da absorbancia (A;-A,)/2
multiplicado pelo fator 1746 para medi¢do em 340 nm e pelo fator 3333 para medigdo em 365
nm.

A Desidrogenase Lactica (DHL) foi determinada com o kit LDH Liquiform (cat.86)
da Labtest Diagnostica S.A., em soro, por método cinético (Piruvato-Lactato). Foi utilizado
um fotdmetro com cubeta termostatizada capaz de medir com exatiddo a absorbancia em 340
nm. O soro foi separado até 1 hora apds a colheita. O conjunto de um frasco do Reagente
1(NADH 360 pmol/l e azida sodica 0,095%) e um frasco do Reagente 2(Tampao 250 mmol/l
pH 7,5, piruvato de s6dio 6 mmol/l e azida sodica 0,095%) permite preparar o Reagente de
Trabalho (Tampao pH 7,5, piruvato de soédio 1,2 mmol/l, NADH 300 pmol/l e azida sodica)
por homogeneizagao por inversao. Homogeneizando 1,0 ml do reagente de trabalho com 0,02
ml de amostra (soro) e transferindo imediatamente para a cubeta a 37 °C, ap6s 1 minuto, foi
realizada a leitura da absorbancia inicial. A leitura foi repetida apos 2 minutos. Foram
realizados, entdo, os calculos onde a atividade de DHL (em U/l) ¢ igual a diferenca da
absorbancia (A;-A,)/2 multiplicado pelo fator 8095 para medi¢do em 340 nm.

As bilirrubinas foram dosadas por sistema para a determinagdo das bilirrubinas direta
e total, kit Bilirrubina (cat.31) da Labtest Diagndstica S.A., em amostras de sangue, por
reacdo de ponto final, pela metodologia Sims-Hom. A bilirrubina ¢ dosada por diazotizagdo e
formag¢ao de azobilirrubina vermelha com absor¢do maxima de 525 nm. A bilirrubina direta
(diglicurdnide) ¢ dosada em meio aquoso, enquanto a total (direta e indireta) ¢ dosada por
acdo de potente solubilizador de 4gua catalisadora. Foi utilizado um fotometro capaz de
medir, com exatiddo, a absorbancia entre 500 ¢ 540 nm. Foi utilizado um Produto Padrao
Bilirrubina Labtest (cat.32) para a calibragdo. O procedimento usado para a calibragdo e teste
foi idéntico. Foi preparado o Diazo Reagente adicionando 0,01 ml de Nitrito de Sédio (Nitrito
de Sodio 72,5 mmol/l e estabilizador) a 0,3 mL de Acido Sulfanilico (Acido Sulfanilico 5,75
mmol/l e estabilizador). No tubo de ensaio Branco foram adicionados Agua destilada 1,0 ml,
Acido Sulfanilico 0,1 ml e a amostra 0,05ml. No tubo de ensaio para Bilirrubina Direta foram
adicionados Agua destilada 1,0 ml, Diazo Reagente 0,1 ml e a amostra 0,05 ml. No tubo de
ensaio da Bilirrubina Total foram adicionados o Acelerador (cafeinal30 mmol/l, benzoato de
sodio 260 mmol/l, acetato de sdédio 460 mmol/l e surfactante), que promove rapida

solubilizagcdo e diazotizagdo da bilirrubina indireta possibilitando obter solugdes coradas
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totalmente livres de turvagdo, o Diazo Reagente 0,1 ml e a amostra 0,05 ml. Apds 5 minutos
foram determinadas as absorbancias das bilirrubinas direta e total em 525 nm ou filtro verde
(500 a 540), acertando o zero com o branco. A bilirrubina foi calculada (mg/dl) pela
Absorbancia do Teste/ Absorbancia Padrdo multiplicado por 10. A bilirrubina indireta foi

obtida pela diferenga entre as bilirrubinas total e direta.

g.Estudo Histopatologico e Morfométrico

O material para avaliacdo foi encaminhado para o laboratorio de patologia da
FMRP/USP, onde foram realizados dois cortes de cada amostra de cerca de 1,0 cm cada e
posteriormente fixados em formol tamponado. As amostras foram processadas e emblocadas
em parafina e posteriormente realizados cortes de 5 micras e coradas pela hematoxilina-

eosina.

Figura 3.11 - Exemplificacio da selecdo da area de necrose com o programa
“ImageJ” (Coloraciio pela hematoxilina-eosina com aumento de 40X).

A avaliagdo morfométrica foi realizada no Instituto de Anatomia Patologica (IAP)
em Sao Carlos/SP, utilizando-se microscopio Nikon eclipse 501, com camera digital Samsung
acoplada e de programa de laudo de imagem calibrado em 1,0mm em aumento de 4X através

da régua de Breslow. Foram realizadas 20 fotos de cada amostra, representando um campo

38



total de 2,0 cm da amostra. Apds a realizacao das fotos, estas foram inseridas no programa
“Imagel” e através de ferramenta de selecdo, foi calculada a porcentagem de areas necrdticas

em relacdo a areas de tecido hepatico viavel (Figura 3.11).

h.Analise Estatistica - Objetivo e Metodologia

Inicialmente a avaliagdo estatistica verifica se existem evidéncias de associagdo de
algumas variaveis respostas da espectroscopia de fluorescéncia com relagdo a Morfometria e
também a sua concordancia ©*%”,

Para verificar a associagao, foi utilizado o teste exato de Fisher. Este teste tem como
hipotese nula, que ndo existem evidéncias de associag@o entre as variaveis, ou seja, as mesmas
sao independentes.

Para verificar a concordancia foi utilizado o coeficiente de concordincia kappa,
introduzido por Cohen (1960). Este mede o grau de concordancia quando as variaveis sao
categoricas. Quando este coeficiente assume seu valor maximo (1,00) corresponde a uma
perfeita concordancia. Um coeficiente kappa igual a zero indica que a concordancia ¢ igual
aquela esperada pelo acaso. Valores negativos ocorrem quando a concordancia ¢ mais fraca

do que a esperada pelo acaso, mas segundo Agresti (1990), isto raramente ocorre.

Landis e Koch (1977) fornecem as seguintes categorizacdes para o coeficiente kappa:

Coeficiente For¢a da concordincia
kappa

Menor que zero Pobre

0,00 -0,20 Desprezivel
0,21-0,40 Suave

0,41 -0,60 Moderada

0,61 —0,80 Substancial (grande)
0,81 —-1,00 Quase perfeita

Para comparar se houveram evidéncias de diferenca na distribui¢do das variaveis
respostas da Fungdo Mitocondrial segundo niveis de morfometria foi utilizado o teste ndo-

paramétrico para duas amostras independentes de Wilcoxon. Este teste tem como hipotese
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nula, que dois grupos foram extraidos da mesma populacao. Um pressuposto ¢ que os dados
apresentados sejam representados por uma variavel continua ou que atinja, pelo menos, um
grau de mensuracao ordinal. (Siegel, 1988)

Pelo fato do tamanho amostral ser pequeno, quando ndo houve empates entre as
respostas, foi utilizada a versdo exata do teste de Wilcoxon. Os resultados foram obtidos
através do Software R7%"".

Com o objetivo de comparar as variaveis dependentes (ALT/AST, bilirrubinas e DHL)
nos niveis das varidveis independentes (grupo e tempo), foi proposto um modelo linear de
efeitos mistos 2.

Os modelos lineares de efeitos mistos (efeitos aleatorios e fixos) sdo utilizados na
analise de dados onde as respostas de um mesmo individuo estdo agrupadas e a suposicao de
independéncia entre observagdes num mesmo grupo nao ¢ adequada.

No modelo de efeitos mistos utilizado, foram considerados como efeito aleatorio os
individuos e, como efeitos fixos, o grupo, o tempo ¢ a interagao entre eles.

Tal modelo, tem como pressuposto, que o residuo obtido através da diferenca entre
os valores preditos pelo modelo e os valores observados tenha distribuicdo normal com média
0 e variancia constante. Nas situagdes em que tal pressuposto ndo foi observado,
transformagdes na variavel resposta foram utilizadas. O ajuste do modelo foi feito através do

software SAS versio 9 7>,

i.Metodologia para a Apresentacio

A metodologia adotada para a elaboracdo da dissertacio de mestrado seguiu as
“Diretrizes para apresentacdo de dissertacdes e teses da USP: documento eletrdnico e

impresso” ),
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4. RESULTADOS

Seis animais vieram a Obito antes da ultima etapa da pesquisa e, portanto, foram
descartados. Os resultados espectroscopicos estdo representados pelos graficos com
comparagdo das curvas espectrais na pré-isquemia, na pés-isquemia e 24 horas apos a
reperfusdo. A analise dos componentes principais foi realizada na pré-isquemia, na pos-
isquemia e 24 horas ap06s a reperfusdo, de acordo com a area de necrose.

Todos os resultados laboratoriais estdo apresentados em tabelas e separados por
grupos de animais e por tipo de exame.

A andlise morfométrica (para area necrotica) ¢ apresentada em tabela. Os padroes

microscopicos encontrados sdo apresentados nas figuras.

a. Espectroscopia de Fluorescéncia Induzida por Laser

As leituras espectroscopicas permitiram a confec¢do de graficos por animal, nas trés
fases do experimento: pré-isquemia (autofluorescéncia), pds-isquemia e 24 horas apos a
reperfusdo (Graficos 4.1 — 4.18). E possivel comparar os padrdes espectrais com a area de

necrose, avaliada por morfometria 24 horas apds a reperfusao.

Grifico 4.1 — Padriao espectral do animal 1 comparado com a area de necrose avaliada por morfometria.
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Grifico 4.2 - Padrao espectral do animal 2 comparado com a drea de necrose avaliada por morfometria.
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Grifico 4.3 - Padrao espectral do animal 3 comparado com a drea de necrose avaliada por morfometria.
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Grifico 4.4 - Padrao espectral do animal 4 comparado com a drea de necrose avaliada por morfometria.
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Grifico 4.5 - Padrio espectral do animal 5 comparado com a drea de necrose avaliada por morfometria.
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Grifico 4.6 - Padrao espectral do animal 6 comparado com a drea de necrose avaliada por morfometria.
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Grifico 4.7 - Padrao espectral do animal 7 comparado com a drea de necrose avaliada por morfometria.
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Grifico 4.8 - Padrio espectral do animal 8 comparado com a drea de necrose avaliada por morfometria.
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Grafico 4.9 - Padrio espectral do animal 9 comparado com a area de necrose avaliada por morfometria.
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Grifico 4.10 - Padrio espectral do animal 10 comparado com a drea de necrose avaliada por morfometria.
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Grifico 4.11 - Padrao espectral do animal 11 comparado com a area de necrose avaliada por morfometria.
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Grifico 4.12 - Padrio espectral do animal 12 comparado com a drea de necrose avaliada por morfometria.

Intensidade (u.a.)

1800

1600

1400

1200

1000

800

600

400

200

Rato 12 - 96,5 % de necrose na morfometria

autofluorescéncia
—— pos-iquemia
—— po6s 24 horas

0 200 500 600 700 800 900 1000 1100
Comprimento de onda (nm)

Grifico 4.13 - Padrio espectral do animal 13 comparado com a area de necrose avaliada por morfometria.
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Grifico 4.14 - Padrio espectral do animal 14 comparado com a drea de necrose avaliada por morfometria.
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Grifico 4.15 - Padrio espectral do animal 15 comparado com a area de necrose avaliada por morfometria.
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Grifico 4.16 - Padrio espectral do animal 16 comparado com a area de necrose avaliada por morfometria.
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Grifico 4.17 - Padrao espectral do animal 17 comparado com a area de necrose avaliada por morfometria.
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Grifico 4.18 - Padrio espectral do animal 18 comparado com a drea de necrose avaliada por morfometria.
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Os padrdes espectrais foram distintos nas 3 fases sendo possivel avaliar bem o
padrdo no periodo pos isquemia em animal onde o tecido sofreu necrose intensa (exemplo —
rato 15) (Grafico 4.19) e em animal onde o tecido ndo sofreu necrose (exemplo — rato 10)

(Grafico 4.20).

Grifico 4.19 - Padroes espectrais do animal 15, que sofreu necrose hepatica intensa, nos periodo pré-
isquemia, pés-isquemia e 24 horas apds a reperfusao, onde o eixo Y representa a intensidade (u.a.) e X

representa o comprimento de onda (nm).
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Grifico 4.20 - Padroes espectrais do animal 10, sem alteracoes no tecido hepatico, nos periodo pré-
isquemia, pés-isquemia e 24 horas apoés a reperfusio, onde o eixo Y representa a intensidade (u.a.) e X

representa o comprimento de onda (nm).
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b. Analise das Componentes Principais (PCA)

Os resultados obtidos quando as componentes principais sdo calculadas a partir dos
espectros de fluorescéncia, utilizando apenas as duas maiores componentes, uma vez que
representam mais de 90% dos dados (graficos 4.21 —4.32).

Grifico 4.21 — Distribuicao dos animais no periodo pré-isquemia apds analise das componentes principais.
O comparativo PC1 X PC2 nio tem padrio significativo.

PC2 Scores
EDDD ]
] 17
. 16
1DDD __ ...............................................................
] 14
] : 18 15 !
03 L CED. :
. : 10 3 .
. 2 12 ] g :
. : o
] f :
-1000 _: ...............................................................
. 13
~lfi[i] = a8dccacaanoanananannsoonsonsaaasasol6eonasaeo0nsenaoaansosaossos
PC1
[T [rrTTTrTT [rrT T [rrTTTrTT T UMM prrTTTTT T
4000 -3000 -2000  -1000 0 1000 2000 2000

RESULTT, ¥-expl: B2%,15%

51



Grifico 4.22 - Distribuicido dos animais no periodo pré-isquemia apos analise das componentes principais,
onde as letras A indicam animais que evoluiram com necrose menor que 50% e as letras B indicam
animais que evoluiram com necrose maior que 50%.
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Grafico 4.23 - Distribuicdo dos animais no periodo pré-isquemia apo6s analise das componentes principais,
onde as letras A indicam animais que evoluiram com necrose menor que 70% e as letras B indicam
animais que evoluiram com necrose maior que 70%.
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Grifico 4.24 - Distribuicido dos animais no periodo pré-isquemia apos analise das componentes principais,
onde as letras A indicam animais que evoluiram com necrose menor que 85% e as letras B indicam
animais que evoluiram com necrose maior que 85%.
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Grifico 4.25 - Distribuicao dos animais no periodo pos-isquemia apos analise das componentes principais.
O comparativo PC1 X PC2 tem padrio significativo, sendo que em PC1 estio os animais que
apresentaram dissociacio espectral.
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Grifico 1.26 - Distribuicdo dos animais no periodo pos-isquemia apods analise das componentes principais,
onde as letras A indicam animais que evoluiram com necrose menor que 50% e as letras B indicam
animais que evoluiram com necrose maior que 50%.
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Grafico 4.27 - Distribuicdo dos animais no periodo pés-isquemia ap6s analise das componentes principais,
onde as letras A indicam animais que evoluiram com necrose menor que 70% e as letras B indicam
animais que evoluiram com necrose maior que 70%.
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Grifico 4.28 - Distribuicio dos animais no periodo pos-isquemia apods analise das componentes principais,
onde as letras A indicam animais que evoluiram com necrose menor que 85% e as letras B indicam
animais que evoluiram com necrose maior que 85%.
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Griafico 4.29 - Distribuicio dos animais no periodo 24 horas apds a reperfusdo apds analise das
componentes principais. O comparativo PC1 X PC2 tem padrio significativo, sendo que em PC1 estio os
animais que apresentaram dissociacio espectral.
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Grifico 4.30 - Distribuicio dos animais no periodo 24 horas apds a reperfusdo apds analise das
componentes principais, onde as letras A indicam animais que evoluiram com necrose menor que 50% e

as letras B indicam animais que evoluiram com necrose maior que 50%.
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Grafico 4.31 - Distribuicdo dos animais no periodo pré-isquemia ap6s analise das componentes principais,
onde as letras A indicam animais que evoluiram com necrose menor que 70% e as letras B indicam
animais que evoluiram com necrose maior que 70%.
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Grifico 4.32 - Distribuicido dos animais no periodo pré-isquemia apos analise das componentes principais,
onde as letras A indicam animais que evoluiram com necrose menor que 85% e as letras B indicam
animais que evoluiram com necrose maior que 85%.
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E possivel ver que as medidas relativas a mesma extensdo de necrose se agrupam em
torno de uma regido, o que ¢ uma das caracteristicas que se espera obter de uma analise em
componentes principais, onde amostras semelhantes se agrupem numa mesma regido e

amostras distintas se mantenham espacadas nesse espago de PC1 versus PC2.
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c. Resultados Laboratoriais

Para AST, ALT, Bilirrubinas ¢ DHL os dados pré-isquemia sdo os dados controle.
Na Funcao Mitocondrial (Potencial de Membrana, ADP/O, RCR, Estagio 3 e Estdgio 4) cada

animal tem o seu controle. A seguir seguem os resultados laboratoriais (Tabelas 4.1 — 4.9).

Tabela 4.1 — AST (U/L) por animal, por tempo de isquemia e nos periodos pré-isquemia, pos-isquemia e
24 horas apés a reperfusio.

Pré-isquemia Pos-isquemia 24h pés reperfusédo

1hisquemia
rato 1 122 272 1942
rato 2 112 129 3707
rato 3 113 82 3940
rato 4 120 461 166
rato 5 127 150 883
rato 6 108 176 3012
rato 7 138 166 157
rato 18 127 225 155
2h isquemia
rato 8 178 171 3836
rato 9 190 164 4044
rato 10 159 339 2724
rato 11 182 691 2198
rato 12 92 174 8168
rato 13 93 178 6656
rato 14 89 206 3193
rato 15 103 161 7428
rato 16 115 141 2174
rato 17 112 155 155

Tabela 4.2 - ALT (U/L) por animal, por tempo de isquemia e nos periodos pré-isquemia, pés-isquemia e 24
horas apés a reperfusio.

Pré-isquemia Poés-isquemia 24h pés reperfuséo

1h isquemia

rato 1 30 100 1589
rato 2 40 72 3090
rato 3 33 37 3800
rato 4 35 171 176
rato 5 23 49 1140
rato 6 30 72 1774
rato 7 31 49 72
rato 18 61 131 77
2h isquemia

rato 8 12 49 3476
rato 9 28 56 3088
rato 10 30 110 112
rato 11 35 202 719
rato 12 26 791 7036
rato 13 40 1013 5150
rato 14 28 1013 3172
rato 15 38 98 7120
rato 16 26 49 2031
rato 17 23 79 110
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Tabela 4.3 - DHL (U/L) por animal, por tempo de isquemia e nos periodos pré-isquemia, pdés-isquemia e

24 horas apés a reperfusio.

Pré-isquemia Pdés-isquemia 24h poés reperfusao

1hisquemia
rato 1
rato 2
rato 3
rato 4
rato 5
rato 6
rato 7
rato 18

2h isquemia
rato 8
rato 9
rato 10
rato 11
rato 12
rato 13
rato 14
rato 15
rato 16
rato 17

2222
2478
3189
2422
3277
2378
3611
1355

4588
5033
3922
2633
1133
878
989
1178
1378
1555

2189
1733
1189
2244
2511
1744
2389
1878

433
2322
3133
2400
1255
2433
1922
2733
1433
1511

1011
1200
1186
1578
1000
733
1355
1200

4566
1199
2444
1489
16665
1444
567
7000
744
833

Tabela 4.4 — Bilirrubina Total (mg/dL) por animal, por tempo de isquemia e nos periodos pré-isquemia,
pos-isquemia e 24 horas apos a reperfusio.

Pré-isquemia Pds-isquemia 24h pés reperfusao

1hisquemia
rato 1 0,2
rato 2 0,7
rato 3 0,1
rato 4 0,1
rato 5 0,5
rato 6 0,1
rato 7 1,1
rato 18 0,2
2h isquemia
rato 8 0,1
rato 9 0,4
rato 10 0,1
rato 11 0,15
rato 12 1
rato 13 0,1
rato 14 0,3
rato 15 0,15
rato 16 0,3
rato 17 0,4

0,1
0,1
0,1
0,1
0,1
0,1
0,2
0,7

0,3
0,4
0,4
0,1
0,5
0,3
0,5
0,6
0,3
0,6

0,1
0,15
0,1
0,1
0,1
0,1
0,2
0,4

0,7
0,3
0,2
0,1
1,2
0,4
0,3
0,2
0,2
0,3
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Tabela 4.5 — Potencial de Membrana Mitocondrial (mv), por animal e por periodo de isquemia,
comparado com o animal controle.

Potencial de Membrana Controle

1hisquemia
rato 1 125 127
rato 2 125 127
rato 3 12 127
rato 4 126 127
rato 5 126 127
rato 6 122 127
rato 7 126 127
rato 18 131 126
2h isquemia
rato 8 16 128
rato 9 10 128
rato 10 126 128
rato 11 126 128
rato 12 0 126
rato 13 33 126
rato 14 125 126
rato 15 0 126
rato 16 127 126
rato 17 128 126

Tabela 4.6 — ADP/O (atomos de O/min/mg de proteinas) , por animal e por periodo de isquemia,
comparado com o animal controle.

ADP/O  Controle

1h isquemia
rato 1 1,8 1,3
rato 2 15 1,3
rato 3 2,2 1,3
rato 4 1,6 1,3
rato 5 1,2 1,3
rato 6 1,1 1,3
rato 7 1,2 1,3
rato 18 0 1,2

2h isquemia
rato 8 2,2 1,4
rato 9 2 1,4
rato 10 1.4 1.4
rato 11 1,6 1.4
rato 12 1,1 1,2
rato 13 1,1 1,2
rato 14 1,9 1,2
rato 15 0 1,2
rato 16 15 1,2

rato 17 1,8 1,2




Tabela 4.7 — RCR (atomos de O/min/mg de proteinas), por animal e por periodo de isquemia, comparado
com o animal controle.

1h isquemia
rato 1
rato 2
rato 3
rato 4
rato 5
rato 6
rato 7
rato 18

2h isquemia
rato 8
rato 9
rato 10
rato 11
rato 12
rato 13
rato 14
rato 15
rato 16
rato 17

RCR Controle

2,3
2,8
1,2
2
3,6
2
3,3
3,4

2,8
11
2,7
3,8
13

3,5
1,9
2,7
6,3

54
54
54
54
54
54
54
4,1

3,5
3,5
3,5
3,5
4,1
4,1
4,1
4,1
4,1
4,1

Tabela 4.8 — Estagio 4 (Atomos de O/min/mg de proteinas ), por animal e por periodo de isquemia,

comparado com o animal controle.

1hisquemia
rato 1
rato 2
rato 3
rato 4
rato 5
rato 6
rato 7
rato 18

2h isquemia
rato 8
rato 9
rato 10
rato 11
rato 12
rato 13
rato 14
rato 15
rato 16
rato 17

Estagio 4

32,14
22,97
21,93
26,16
22,59
37,27

21,9

9,73

3,86
24,51
27,02
17,28
21,92
10,39

25,9

9,24
26,26
20,22

Controle

11,17
11,17
11,17
11,17
11,17
11,17
11,17
23,01

14,09
14,09
14,09
14,09
23,01
23,01
23,01
23,01
23,01
23,01
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Tabela 4.9 — Estagio 3 (Atomos de O/min/mg de proteinas ), por animal e por periodo de isquemia,
comparado com o animal controle.

Estadgio3 Controle

1h isquemia
rato 1 73,3 60,48
rato 2 64,8 60,48
rato 3 26,13 60,48
rato 4 51,79 60,48
rato 5 81,19 60,48
rato 6 75,02 60,48
rato 7 71,35 60,48
rato 18 74 94,38
2h isquemia
rato 8 10,84 49,65
rato 9 26,61 49,65
rato 10 67,08 49,65
rato 11 66,32 49,65
rato 12 12,37 94,38
rato 13 29,32 94,38
rato 14 93,17 94,38
rato 15 17,97 94,38
rato 16 70,42 94,38
rato 17 65,46 94,38

d. Resultados Histopatoldgicos e Morfométricos

O tipo de necrose encontrada foi coagulativa, sendo que nas amostras submetidas a 1
hora de isquemia (Figuras 4.1 — 4.3) ha predominio de necrose nas areas peri-vénula hepatica
terminal com acometimento de zona 3 (total) e zona 2 (parcial). A maior parte do tecido
hepatico peri-espaco-porta apresenta-se preservado. Este fato seria o esperado ja que, com a
diminui¢ao do fluxo sanguineo local, os hepatdcitos da zona 1 e parcialmente da zona 2 estdo
mais proximos dos vasos penetrantes, responsaveis pelo suprimento sanguineo local.

Nas amostras submetidas a 2 horas de isquemia (Figuras 4.4 — 4.7) a extensdo do
processo de necrose para a zona 1, com necrose lobular total na maior parte dos recortes e
preservagdo de algumas raras areas peri-espago porta, formando verdadeiras “ilhas” de tecido

hepatico “viavel” peri-portal em meio a extensas areas de necrose coagulativa.
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Estudo microscdpico no tecido hepatico submetido a isquemia parcial de 1 hora.

Figura 4.1 - Tecido de animal submetido a isquemia por 1 hora. Apresenta extensio da necrose do tecido a
partir da veia hepatica terminal, em direcio ao espaco porta (Coloragao pela hematoxilina-eosina, com
aumento de 100X).

Figura 4.2 - Tecido de animal submetido a isquemia por 1 hora. Apresenta necrose em torno da veia
hepatica terminal (Coloracio pela hematoxilina-eosina, com aumento de 200X).

63



Figura 4.3 - Tecido de animal submetido a isquemia por 1 hora. Relacio da area de necrose com a triade
porta e veia hepatica terminal (Coloracio pela hematoxilina-eosina, com aumento de 200X).

Estudo microscdpico no tecido hepatico submetido a isquemia parcial de 2 horas.

Figura 4.4 - Tecido de animal submetido a isquemia por 2 horas. Apresenta avanco do processo de necrose
em direcdo ao espaco porta (Coloracio pela hematoxilina-eosina, com aumento de 200X).
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Figura 4.5 - Tecido de animal submetido a isquemia por 2 horas. Apresenta extensa area de necrose
(Coloracio pela hematoxilina-eosina, com aumento de 40X).

ecrose extensa

Figura 4.6 - Tecido de animal submetido 2 isquemia por 2 horas. Apresenta extensa necrose com
acometimento do espaco porta (Coloracio pela hematoxilina-eosina, com aumento de 400X).
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Figura 4.7 - Tecido de animal submetido a isquemia por 2 horas. Apresenta “ilha” de tecido hepatico peri-
portal vidvel em meio a extensa necrose (Coloracio pela hematoxilina-eosina, com aumento de 40X).

wespaco periportal tintegro” em meio a extensa area necratica
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A area de necrose foi avaliada pela morfometria, pelo tempo de isquemia, pelo
Programa “Imagel” (Tabela 4.10).

Tabela 4.10 — Area de necrose avaliada pelo Porgrama “ImageJ”, por animal e por tempo de isquemia.

Amostra| Tempo de %
n’ Isquemia(h) | necrose
1 1 32
2 1 55
3 1 85
4 1 1
5 1 22,5
6 1 73
7 1 1.5
8 2 92
9 2 88,5
10 2 0
11 2 73
12 2 96,5
13 2 95,5
14 2 85,5
15 2 98
16 2 36,5
17 2 3
18 1 0
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e. Resultados Estatisticos

Os resultados da morfometria sdo comparados com os resultados da EFIL pelo teste
exato de Fisher e coeficiente kappa (Tabelas 4.11 — 4.13).

Coeficiente For¢a da concordincia
kappa

menor que zero poor (pobre)

0,00 — 0,20 dlight (desprezivel)

0,21 -0,40 fair (suave)

0,41 -0,60 moder ate (moderada)

0,61 -0,80 substantial (substancial, grande)
0,81 -1,00 almost perfect (quase perfeita)

Tabela 4.11 - Contagem das varidveis segundo morfometria (animais que evoluiram com necrose <50% e
>50%) e resultados do teste exato de Fisher e coeficiente kappa.

Morfometria

., _ -
Variavel <50 [n (%)] >50 [n (%)] p-valor kappa (IC 95%)
Pés Isquemia
PC2 8 3 .
PC1 0 7 <0,01 0,67 (0,36;0,99)
P6s Reperfusdo
PC2 8 4 .
PC1 0 6 <0,01 0,57 (0,24;0,91)

Tabela 4.12 - Contagem das varidveis segundo morfometria (animais que evoluiram com necrose <70% e
>70%) e resultados do teste exato de Fisher e coeficiente kappa.

Morfometria

., _ ; -
Variavel <70 [n (%)] > 70 [n (%)] p-valor kappa (IC 95%)
P6s Isguemia
PC2 9 2 .
PCl1 0 7 <0,01 0,78 (0,49;1,00)
P6s Reperfusio
PC2 9 3 '
PC1 0 6 <0,01 0,67 (0,34;0,99)
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Tabela 4.13 - Contagem das varidveis segundo morfometria(animais que evoluiram com necrose <85% e

>85%) e resultados do teste exato de Fisher e coeficiente kappa.

Morfometria

ia - 0
Variavel <85 [n (%)] >85 [n (%)] p-valor kappa (IC 95%)
Pés Isquemia
PC2 11 0 '
PC1 0 7 <0,01 1,00 (1,00;1,00)
P06s Reperfusio
PC2 11 1 .
PC1 0 <0,01 0,88 (0,65;1,00)

Para comparar a fun¢do mitocondrial com a morfometria foi utilizado o teste nao-
paramétrico para duas amostras independentes de Wilcoxon. Quando ndao houve empates
entre as respostas, foi utilizada a versao exata do teste de Wilcoxon (Tabela 4.14 e graficos

424 - 428).

Tabela 4.14 — Fun¢io mitocondrial

Variavel Grupo Mediana QI1 Q3 Grupo Mediana QI Q3 p-valor
Estagio3 <85 70,42 65,89 73,65 >85 26,13 15,17 27,96 0,01
<70 70,42 65,46 73,3 >70 26,61 17,97 66,32 0,08
<50 70,88 66,68 73,48 >50 27,96 20,01 65,94 0,06
Estagio4 <85 22,97 21,06 26,64 >85 21,92 9,82 23,22 0,13
<70 22,97 21,9 26,26 >70 21,92 10,39 24,51 0,26
<50 24,38 21,48 26,45 >50 21,92 12,11 24,12 0,32
RCR <85 2,8 2,5 3,5 >85 1,4 1,25 2,35 0,03
<70 2,8 2,7 3.4 >70 1,9 1,3 2,8 0,08
<50 3 2,6 345 >50 1,95 1,32 2,8 0,11
ADP/O <85 1,5 1,2 1.60 >85 1,9 1,1 2,1 0,44
<70 1,5 1,2 1,6 >70 1,6 1,1 2 0,66
<50 1,45 1,2 1,65 >50 1,55 1,1 1,98 0,66
PM <85 126 125,5 126,5 >85 12 5 24,5 <0,01
<70 126 126 127 >70 16 10 122 <0,01
<50 126 126 127,25 >50 24,5 10,5 124,25 <0,01

69



80

Morfometria

Grifico 4.24 - Graficos de dispersio para o Estagio 3 segundo Morfometria.
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Estagio 4
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Grafico 4.25 - Grafico de dispersio para o Estagio 4 segundo Morfometria.
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Grifico 4.26 - Grifico de dispersido para RCR segundo Morfometria.
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Modelo linear de efeitos mistos com comparagdo das variaveis dependentes
(ALT/AST, bilirrubinas e DHL). Foram considerados como efeito aleatorio os individuos e,
como efeitos fixos, o grupo, o tempo e a interagdo entre eles. Quando foram observadas
evidéncias de significancias para os fatores ao nivel de 0,05 de significancia (Tabela 4.15),
contrastes ortogonais foram utilizados para verificar quais os pares de médias eram diferentes

(Tabelas 4.16 — 4.18).

Tabela 4.15 - Resultados do modelo linear de efeitos mistos para os fatores considerados.

Variavel Corte da Morfometria Fator p-valor
tempo 0,57
85 morfometria 0,61
tempo*morfometria 0,03
tempo 0,34
DHL (log.) 70 morfometria 0,72
tempo*morfometria 0,14
tempo 0,27
50 morfometria 0,78
tempo*morfometria 0,20
tempo 0,83
85 morfometria 0,17
tempo*morfometria 0,03
tempo 0,87
Bilirrubina 70 morfometria 0,93
tempo*morfometria 0,08
tempo 0,83
50 morfometria 0,97
tempo*morfometria 0,40
tempo <0,01
85 morfometria 0,06
tempo*morfometria 0,054
tempo <0,01
ALT/AST 70 morfometria 0,22
tempo*morfometria 0,18
tempo <0,01
50 morfometria 0,15
tempo*morfometria 0,26
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Tabela 4.16 - Comparacées entre grupos fixando o tempo para as varidveis dependentes.

Varidvel Tempo Grupo Média  D.P. Grupo Média  D.P. p-value
1 7,76 0,37 7,54 0,77 0,48
DHL(log.) 2 <85 7,63 0,24 >85 7,33 0,064 0,32
3 7,06 0,36 7,83 1,20 0,01
1 0,35 0,31 0,31 0,33 0,57
Bilirrubina 2 <85 0,25 0,22 >85 0,39 0,17 0,08
3 0,18 0,10 0,46 0,38 0,04

Tabela 4.17 - Comparacoes entre tempos fixando o grupo para as variaveis dependentes.

Variavel Grupo Tempo Média D.P. p-value
DHL (log.) 1 7,76 0,37 0,62
<85 2 7,63 0,24 0,01
3 7,06 036 0,04
1 7,54 0,77 0,52
>85 2 7,33 0,64 0,39
3 7,83 1,20 0,14
1 0,35 031 0,19
<85 2 0,25 0,22 0,06
S 3 0,18 0,10 0,56
Bilirrubina I 031 033 008
>85 2 0,39 0,17 0,09
2 0,46 0,38 0,94

Tabela 4.18 Comparacdes entre tempos independente de grupo.

Variavel  Tempo Média D. P. p-value
1 0,26 0,10 <0,01
ALT/AST 2 1,17 1,78 <0,01
3 0,76 0,30 0,81
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5. Discussao

A EFIL foi comparada, inicialmente, com a morfometria, que avaliou a taxa de
necrose, apds indugdo da isquemia e da reperfusdo. A morfometria, apesar de ser um
procedimento demorado, tem grande sensibilidade e especificidade. Seria esperado que os
animais submetidos a isquemia por 2 horas teriam maior acometimento tecidual, com maior
area de necrose, o que ocorreu na maior parte dos animais. Entretanto, alguns animais deste
grupo ndo apresentaram a necrose esperada, provavelmente pelo clampeamento insuficiente.
O fato ¢ que a EFIL detectou, apos a isquemia e 24 horas apds a reperfusdo, as mesmas
alteragdes detectadas pela morfometria, de modo significativo. Tomando como exemplo o
padrdo espectral, nas 3 fases, em animais que os resultados foram distintos, por exemplo,
animal no.15 com necrose de 98%, na avaliagdo morfométrica, € animal no.10 com necrose
de 0%, pode-se observar que, no animal com maior necrose, surgem diferencas entre o
periodo pré-isquemia e o periodo 24 horas apos a reperfusdo, porém nao tao evidente quanto a
difereng¢a do periodo pds-isquemia onde a alteragdo espectral ¢ muito grande em todos os
espectros. Quando ndo ha necrose ou a necrose ¢ baixa a alteragdo espectral ndo ¢ evidente.
Quanto maior a necrose mais o espectro se deforma. A EFIL permitiu avaliar o tecido
hepatico e, apos as leituras espectroscopicas e insercao das leituras nos programas
computacionais, com andlise de dados multivariados, pode-se dizer se o tecido suportara a
isquemia imposta e mesmo apds um periodo de reperfusdo, se por rejeicdo ou outro motivo,
ainda continua viavel.

Quando foi realizada a analise das componentes principais 0s pontos relativos ao grau
de necrose tecidual se separaram muito bem entre si, portanto foi possivel distinguir esses
grupos, o que nao ocorre com os grupos sem alteracdes teciduais ou alteragdes nado
significativas, onde existe uma sobreposi¢ao de pontos que faz com que haja uma incerteza
maior nos resultados. A partir dessas regides definidas podemos determinar uma
probabilidade de uma medida realizada em um animal, cujo periodo de isquemia e evolucao
para necrose ¢ desconhecido, pertencer a um desses determinados grupos. A idéia se baseia
em primeiramente fazer um conjunto de medidas de espectros de fluorescéncia, que quando
representados nessa base ja determinada pelo banco de dados, sera representado por um
ponto. A seguir ¢ realizada uma contagem do total de pontos que incide dentro de uma regiao

qualquer, e posteriormente ¢ calculada a razdo entre o nlimero de pontos no interior de cada
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regido individual e esse niumero total, fornecendo a propor¢do de pontos de cada regido, que
pode ser interpretada como a probabilidade de o animal pertencer a cada um desses grupos.

O resultado pela contagem das variaveis, segundo a morfometria, foi altamente
significativo (p < 0,01). Apesar disto ¢ necessario avaliar a “for¢a da concordancia pelo
coeficiente kappa” para cada grupo. Conforme descrito anteriormente, a forca de
concordancia pode ser pobre, desprezivel, suave, moderada, substancial ou grande e quase
perfeita. No grupo com morfometria com necrose <50% e >50% a forca da concordancia foi
substancial no periodo po6s isquemia e moderada no periodo 24 horas ap6s a reperfusdo. Nos
grupos com area com necrose <70% e >70%, nos periodos pds-isquemia e 24 horas pods
reperfusdo, a for¢ca de concordancia foi substancial. No grupo com morfometria com area com
necrose <85% e >85% a forga da concordéncia foi perfeita no periodo pos-isquemia e quase
perfeita no periodo 24 horas apds a reperfusao.

O fato é que nos casos em que ¢ necessario avaliar, o0 mais precocemente possivel, o
grau de tecido comprometido pela isquemia, como nos casos de transplante, seja no doador ou
apds o transplante, como método controle, a espectroscopia de fluorescéncia induzida por
laser com a analise das componentes principais ¢ substancial para areas de acometimento de
necrose de até 70%, considerando 25 a 30% de area viavel toleravel para o funcionamento
hepatico.

A mitocondria, que ¢ afetada mais precocemente em relagdo as outras estruturas, com
deplecdo energética, foi avaliada pela analise da Fun¢do Mitocondrial e dosagem da AST.

A Fungdo Mitocondrial ¢ um método mais demorado e mais invasivo. Os resultados,
pelo teste ndo-paramétrico para duas amostras independentes de Wilcoxon e com a utilizagao
da versdo exata do teste de Wilcoxon, mostraram que existe uma tendéncia em ser um método
analitico adequado (p entre 0,051 e 0,10) para o Estigio 3 nos grupos com avaliagdo
morfométrica para necrose <50% e >50% e <70% e >70% e para o RCR no grupo com
morfometria com necrose <70% e >70%. E significativo (p entre 0,01 e 0,05) para o Estagio 3
e RCR, no grupo com avaliagdo morfométrica para necrose <85% e >85%, e altamente
significativo para avalia¢do pelo Potencial de Membrana nos 3 grupos avaliados.

A AST, que presenga citoplasmatica e, em menor concentragdo, na mitocondria, sendo
que sua dosagem sérica, apesar de ndo ser invasiva, ¢ mais demorada que a EFIL. A ALT ¢
uma enzima especifica do figado, mas tem presenga citoplasmatica. A relagdo ALT/AST ¢
altamente significativa, em comparagdes entre tempos independentes de grupo, no periodo

pos-isquemia. Quando esta relagdo foi avaliada pelos resultados de modo linear de efeitos
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mistos foi altamente significativa em relacdo ao tempo, para os 3 grupos, € apresentou
tendéncia em significancia em relagao a morfometria.

A DHL, que catalisa o piruvato, produto da agdo da ALT sobre a L-alanina, em L-
lactato, necessita de tanto tempo para ser analisada quanto a ALT e a AST. A dosagem da
DHL se mostrou significativa, quando comparada entre tempos ¢ fixando o grupo para as
varaveis dependentes, nos periodos pos-isquemia e 24 horas pos reperfusao, para o grupo com
avaliacdo morfométrica para necrose <85% e >85%. Quando comparada entre grupos fixando
o tempo para variaveis dependentes teve resultado significativo para o grupo com avaliagao
morfométrica para necrose <85% e >85%.

A bilirrubina avalia o hepatocito na conjugacao e na excrecao e avalia as vias biliares
extra-hepaticas na excre¢ao da bile. Considerando os resultados do modelo linear de efeitos
mistos, a bilirrubina apresenta resultado significativo para o grupo com avaliacao
morfométrica para necrose <85% e >85%, no periodo pés-isquemia e apresenta tendéncia em
ser eficaz na avaliacdo no mesmo grupo € no mesmo periodo. A dosagem da bilirrubina
poderia estar mais alterada se o modelo de isquemia hepatica utilizado fosse o total. Como o
modelo utilizado foi o parcial a dosagem de bilirrubina foi util para mostrar que a excre¢ao
ndo estava interrompida.

Considerando todos os métodos comparativos € possivel dizer que a EFIL ¢ um método
rapido, pouco invasivo e potencialmente util na avaliagdo da isquemia hepatica normotérmica

em ratos.
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6. Conclusao

A Espectroscopia de Fluorescéncia Induzida por Laser ¢ um método adequado para o
diagnoéstico de lesdes isquémicas através da andlise dos espectros obtidos dos tecidos,
comparados com os espectros obtidos com os parametros bioquimicos e com os achados

histopatologicos.
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8. Abreviaturas

um - micrometro
pumol - micromole

ADP - adenosina difosfato

ADP/O - quantidade de oxigénio requerida para a fosforilag@o total de uma quantidade

conhecida de ADP

ALT - alanina aminotransferase
AMP - adenosina monofosfato

AST - aspartato aminotransferase
ATP - adenosina trifosfato

Ca"" - calcio

CI - conversao interna

DHL - desidrogenase latica

dl - decilitro

EFIL - espectroscopia de fluorescéncia induzida por laser
EGTA - 4cido tetra-acético etileno glicol
EU - Solugao Eurocollins

g - grama

h - hora

H,O - 4gua

H,0; - peroxido de hidrogénio

Hb - hemoglobina

HbO; - saturagdo de hemoglobina
Kg - kilograma

KOH - Hidroxido de potéssio

1 - litro

LDF - Dopler-Fluorimetria por Laser
MDH - malato desidrogenase

mg - miligrama

MgCl; - cloreto de magnésio

min - minuto

ml - mililitro
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mmol - milimole

mv - milivolt

mW - miliwatt

NADH - nicotinamida adenina dinucleotideo
NADPH - NADP reduzido
NaH,PO, - fosfato diacido de sddio
nm - nandmetro

ns - nano-segundo

O, - superoxido

°C - graus Celsius

OH - radical livre de oxigénio

PCA - analise das componentes principais

pH - potencial hidrogenidnico; indicador de solucdo 4cido-base

PO; - pressao de oxigénio

ps - pico-segundo

RCR - Taxa de Controle Respiratorio
rpm - rotacdes por minuto

TBF - Fluxo sanguineo tecidual

u.a. - unidade arbitraria

UV - luz ultravioleta

UW - Solugao de Wisconsin

89



