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RESUMO

Provenzano, Livia Paola Colchete. Influéncia do pré-condicionamento isquémico do figado
na concentracdo hepatica dos acidos graxos - estudo experimental em ratos. Dissertacdo de
Mestrado em Ciéncias Cirurgicas. Faculdade de Medicina, Universidade Federal do Rio de

Janeiro.

Introducio: A analise proposta neste estudo busca contribuir com a compreensao da fungao
do pré-condicionamento isquémico do figado no comportamento dos &cidos graxos nas
hepatectomias.

Objetivo: Avaliar se o pré-condicionamento isquémico do figado interfere na concentragao
hepatica de 4dcidos graxos nas hepatectomias.

Métodos: Vinte e quatro ratos Wistar foram distribuidos em 3 grupos: 8 para o GS - Grupo
Sham, 8 para o GSPC - Grupo Sem Pré-Condicionamento e 8 para 0 GCPC - Grupo Com Pré-
Condicionamento. No primeiro dia do experimento, foram efetuadas coleta sanguinea e
laparotomia mediana, em todos os animais. Quatro ratos do GS foram submetidos a
manipula¢do do figado e ressec¢do hepatica completa, sem isquemia, seguida de eutandsia,
por sobredose anestésica e nos outros quatro, houve apenas a manipulagao do figado. No
GSPC, foi realizada uma hepatectomia de 70% do parénquima sob 10 minutos ininterruptos
de isquemia. O GCPC foi submetido a uma isquemia transitoria do figado, através do
clampeamento do hilo hepatico por 10 minutos, seguido de 10 minutos de reperfusdo, antes
dos 10 minutos da isquemia para a ressec¢ao do espécime cirurgico. No segundo dia, todos os
grupos foram submetidos a nova coleta sanguinea e a remocao do completa do tecido hepatico
existente, seguido de eutandsia, por sobredose anestésica. No tecido sanguineo foi realizada a
analise bioquimica e, no hepatico, foram obtidos os preparos histolégicos, além da extragao,
através de cromatografia liquida, dos acidos Palmitico, Estearico, Palmitoleico, Oleico, Alfa-
Linolénico, Eicosapentaenodico, Docosahexaendico, Linoleico, Gama-Linolénico, Dihomo-
Gama-Linolénico, Araquidonico e Docosapentaenoico n-6.

Resultados: Observamos, no D1, concentracdes maiores de AST no GSPC quando
comparamos ao GCPC (699,75 + 209,65 versus 483,00 = 109,68; p = 0.05, EP 2.922). Nos

parametros histologicos, houve presenga mais acentuada de congestdo sinusoidal (12,75 +



2,43 versus 8,38 = 1,59; p = 0.01), infiltrado neutrofilico (3,25 + 1,58 versus 0,38 £ 0,51;p <
0.01), de células de Kupffer hemofagocitando (9,13 £ 1,64 versus 5,50 £ 2,13; p = 0.01) e de
esteatose (6,38 £ 3,16 versus 2,13 £ 3,68; p = 0.02) no DO do GCPC quando comparamos ao
D0 do GSPC. Comparando estes dois grupos no D1, esta diferenca se manteve significativa
apenas para o infiltrado neutrofilico (5,75 + 1,98 versus 1,38 £ 1,18, p < 0.01). A analise dos
acidos graxos demonstrou uma producao significativamente menor no DO do GCPC quando
comparamos ao DO do GSPC para os 4cidos: Araquidonico (423,92 + 169,64 versus 736,92 +
232,36; p < 0.01), Docosahexaenoico (69,96 + 32,50 versus 128,44 + 46,56, p = 0.01) e
Dihomo-Gama-Linolénico (12,47 £ 3,32 versus 19,97 £ 4,49; p < 0.01), que se manteve no
D1: Acido Araquidonico (342,39 + 11544 versus 647,86 + 265,93; p < 0.02), Acido
Docosahexaenoico (52,36 + 23,14 versus 115,32 £ 53,67; p < 0.01) e Acido Dihomo-Gama-
Linolénico (12,06 & 6,39 versus 22,83 + 7,83; p < 0.01). Por fim, a atividade enzimatica nao
demonstrou diferenca entre os dois grupos, porém o GSPC exibiu, isoladamente, aumento da
atividade de SCD-1 sobre o Acido Palmitico, no DO e no D1, e de A-6 dessaturase, além de
diminui¢do da atividade de A-5 dessaturase. E, em conjunto com o GCPC, apresentou
aumento na atividade de SCD-1 sobre o Acido Estearico, no D1.

Concluséao: A hepatectomia de 70% realizada em ratos, sob isquemia continua de 10 minutos,
com ou sem pré condicionamento, acarreta alteracdes significativas e diferenciadas na
concentragdo hepatica geral e individual dos 4acidos graxos. Estas alteragdes, no grupo
submetido ao pré-condicionamento isquémico, se relacionam a restauragdo das alteragdes
histologicas e bioquimicas observadas nos animais que ndo receberam o condicionamento
isquémico antes da hepatectomia e a preservacdo da atividade das enzimas que metabolizam
os acidos graxos poliinsaturados das séries 6mega-3 e -6, demonstrando assim, o efeito

hepatoprotetor desta estratégia.

Descritores: Pré-condicionamento isquémico; Acidos graxos; Cirurgia hepatica; Lipidomica.



ABSTRACT

Provenzano, Livia Paola Colchete. Influéncia do pré-condicionamento isquémico do figado na
concentragdo hepética dos acidos graxos - estudo experimental em ratos. Dissertagdo de
Mestrado em Ciéncias Cirurgicas. Faculdade de Medicina, Universidade Federal do Rio de

Janeiro.

Background: The analysis proposed in this study seeks to contribute to the understanding of
the role of ischemic preconditioning of the liver in the behavior of fatty acids in liver
surgeries.

Objective: To assess whether ischemic preconditioning of the liver interferes with the hepatic
concentration of fatty acids in hepatectomies.

Method: Twenty four Wistar rats were distributed into 3 groups: 8 to the SG - Sham Group, 8
to the NPCG - No Pre-Conditioning Group and 8 to the PCG - Pre-Conditioning Group. On
the first day of the experiment, blood collection and median laparotomy were performed on
all animals. Four rats from the SG underwent liver manipulation and completely hepatic
resection, followed by death without suffering, due to anesthetic overdose, the others four
only had the liver manipulated. At NPCG, a hepatectomy of 70% of the parenchyma was
performed under 10 uninterrupted minutes of ischemia. The PCG was subjected to transient
ischemia of the liver by clamping the hepatic hilum for 10 minutes, followed by 10 minutes of
reperfusion, before 10 minutes of ischemia for resection of the surgical specimen. On the
second day, all groups underwent a new blood collection and complete removal of the existing
liver tissue, followed by death without suffering, due to anesthetic overdose. Biochemical
analysis was performed on the blood tissue and from the liver histological preparations were
obtained, in addition to the extraction, through liquid chromatography, of Palmitic, Stearic,
Palmitoleic, Oleic, Alpha-Linolenic, Eicosapentaenoic, Docosahexaenoic, Linoleic, Gamma-
Linolenic, Dihomo-Gamma-Linolenic, Arachidonic and Docosapentaenoic n-6 acids..
Outcomes: We observed, on D1, higher AST of NPCG when compared to PCG (699,75 +
209,65 versus 483,00 = 109,68; p = 0.05, SE 2.922). In the histological parameters, there was
a more pronounced presence of sinusoidal congestion (12,75 £ 2,43 versus 8,38 = 1,59; p =

0.01), neutrophilic infiltrate (3,25 + 1,58 versus 0,38 = 0,51; p < 0.01), hemophagocytizing



Kupfter cells (9,13 £ 1,64 versus 5,50 = 2,13; p = 0.01) and steatosis (6,38 + 3,16 versus 2,13
+ 3,68; p = 0.02) on DO of PCG when compared to DO of NPCG. Comparing these two
groups on D1, this difference remained significant only for the neutrophilic infiltrate (5,75 +
1,98 versus 1,38 + 1,18, p < 0.01). Finally, the analysis of fatty acids demonstrated a
significantly lower production on DO of PCG when compared to DO of NPCG for the
following acids: Arachidonic (423.92 + 169.64 versus 736.92 + 232.36; p < 0.01),
Docosahexaenoic (69.96 + 32.50 versus 128.44 + 46.56; p = 0.01) and Dihomo-Gamma-
Linolenic (12.47 £+ 3.32 versus 19.97 £ 4.49; p < 0.01), which remained on D1: Arachidonic
Acid (342.39 + 115.44 versus 647.86 = 265.93; p < 0.02), Docosahexaenoic Acid (52.36 =
23.14 versus 115.32 + 53.67; p < 0.01) and Dihomo-Gamma-Linolenic Acid (12.06 + 6.39
versus 22.83 + 7.83; p < 0.01). Finally, the enzymatic activity showed no difference between
the two groups, however, NPCG exhibited, singly, an increase in the activity of SCD-1 on
Palmitic Acid, on DO and D1, and of A-6 desaturase, in addition to a decrease in the activity of
A-5 desaturase. And, together with PCG, it showed an increase in the activity of SCD-1 on
Stearic Acid, on DI.

Conclusion: A 70% hepatectomy performed in rats under continuous ischemia for 10
minutes, with or without preconditioning, results in significant and differentiated changes in
the overall and individual hepatic concentration of fatty acids. These changes, in the group
submitted to ischemic preconditioning, are related to the restoration of the histological and
biochemical alterations observed in animals that did not receive ischemic conditioning before
hepatectomy and to the preservation of the activity of the enzymes that metabolize
polyunsaturated fatty acids of the omega-3 and -6 series, thus demonstrating the

hepatoprotective effect of this strategy.

Keywords: Ischemic preconditioning; Free fatty acids; Liver surgery; Lipidomic.
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1 INTRODUCAO

Desde os anos 1980, quando os indices de mortalidade nas hepatectomias reduziram
dos sombrios 50% (nas hepatectomias de lobo direito) e 18% (nas ressec¢des do lobo
esquerdo) relatados por Alexander Brunschwig (1), para cerca de 10% (2), percebeu-se uma
ampliacdo na indicagdo do tratamento cirurgico para as hepatopatias, bem como uma
expansdo da area hepdatica a ser ressecada. A consequéncia foi o surgimento de outro
limitador: a insuficiéncia hepética pos-operatoria (IHPO), com graves repercussdes na taxa de
mortalidade (3).

Autores da época relatavam o assustador cenario da faléncia progressiva e
praticamente irreversivel do figado, tendo sido a IHPO rapidamente reconhecida como a
principal causa isolada de morte apds hepatectomias (4). Contudo, apenas em 2011 o Grupo
Internacional de Estudo de Cirurgia do Figado (ISGLS, Internacional Study Group of Liver
Surgery) estabeleceu a defini¢do desta nova condi¢do, unificando o conceito de insuficiéncia
hepatica pos-operatoria, como sendo um prejuizo na capacidade do figado de manter suas
fungdes de sintese, excregdo e destoxificagdo, como veremos adiante (5).

Esta padronizagdo facilitou a busca pela etiologia da IHPO. Foram sugeridas como
principais hipoteses os desequilibrios do balango energético em decorréncia da disfuncao
mitocondrial induzida pela injuria isquémica (4,6), levando a uma impossibilidade de atender
as elevadas demandas organicas, proprias dos pds-operatérios, e a deflagracdo de um processo
inflamatério muito intenso devido a importante liberagdo de citocinas e de espécies reativas
de oxigénio (ERO), na fase de reperfusao do figado (7).

Tornou-se inquestionavel a associa¢do da isquemia seguida de reperfusdo ao risco de
desenvolvimento de IHPO (8). Entretanto, uma vez que o figado possui uma rica
vascularizagdo (Figura 1), ¢ altamente recomendada a interrup¢do do fluxo sanguineo, e sua
posterior retomada, para a realizacdo de hepatectomias.

Compreendendo que o processo de isquemia/reperfusdo (I/R) era inevitdvel nas
hepatectomias maiores, foi necessario elaborar outras estratégias para prevenir a ocorréncia da
[HPO. Neste contexto, conceitos de pré-condicionamento isquémico, utilizados em
cardiologia hd mais de 40 anos (9) foram reavivados, inferindo que, de forma analoga ao

coragao, o figado também poderia ser “treinado" com curtas sequéncias de isquemia, seguidas
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de reperfusdo, a fim de estar preparado para um grande intervalo isquémico. Chegou-se a
conclusao, através de resultados concisos de menor 1) elevagao das enzimas hepaticas (10), 2)
risco de formagdo de ascite e 3) necessidade de hemotransfusdo (11) que, a utilizagdo da
isquemia e da reperfusdo, de modo controlado e orquestrado, promovia uma melhor

recuperacdo pos-operatoria com menor chance de desenvolvimento da IHPO (12).

Figura 1 - Vascularizacao hepatica

Fonte: Extraido de https://www.istockphoto.com/br/fotos/
blood-supply-liver, acesso em 11 de margo de 2024, as 13:35h

O entendimento do mecanismo, porém, ndo esta elucidado. Diversas pesquisas foram
realizadas com este fim, demonstrando-se a possivel atuagdo de agentes como as interleucinas
1 e 6 (II-1 e 11-6) (13), as enzimas adenosina (14), heme-oxigenase 1 (HO-1) (15) e
superoxido dismutase (SOD) (16) e células do sistema imune como os macrdfagos (17) e
mondcitos (18), mas com evidéncias controversas ou nao reprodutiveis. No entanto, fica claro
que a acdo do pré-condicionamento isquémico se da pela alteracdo da fisiopatologia da injaria
por isquemia/reperfusdo, na medida em que a técnica ndo pressupde o uso de nenhuma

substancia, mas tdo somente a manipulacao destas duas variaveis.
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Observando mais atentamente estes mecanismos fisiopatologicos, percebemos a
participagdo dos acidos graxos tanto na fase de isquemia, quando deixam de sofrer a B-
oxidacdo nas mitocondrias, como na fase de reperfusdo, quando sdo liberados dos
fosfolipidios de membrana e se convertem em diversos bioativos, tornando-os potenciais
elementos de associagdo com o risco de IHPO e de cooperagdo para os efeitos do pré-
condicionamento isquémico.

Todavia, apds uma extensa revisdo da literatura nas bases PubMed, Scopus e Google
Scholar sobre artigos dos ultimos 10 anos que correlacionassem os temas 1) 4cidos graxos, 2)
hepatectomia, 3) injuria por isquemia e reperfusao e 4) pré-condicionamento isquémico,
encontramos poucos dados sobre a concentracdo dos acidos graxos no tecido hepatico nas
situagdes 1) de normalidade e 2) apds um periodo de isquemia e ndo encontramos nenhuma
informagdo sobre a concentracdo dos acidos graxos 3) apds a aplicagdo do pré-
condicionamento isquémico. Sobre acidos graxos nas hepatectomias, contamos apenas com
pesquisas que apontam que a suplementacdo com alguns 4cidos pode diminuir a lesdo por
isquemia/reperfusdo em ratos submetidos a resseccdo de 70% do parénquima do figado, que
sugerem que os receptores de acidos graxos podem ser novos alvos terapéuticos para o
tratamento das hepatopatias e que propdem o acido araquidonico como um marcador precoce
de inflamagdo na doenga gordurosa hepatica nao alcoodlica (19-21).

Cientes de que a estimativa para 2030 ¢ de que mais de um milhdo de pessoas
precisarao ser submetidas a cirurgias hepaticas (22), de que a IHPO continua sendo um fator
limitante e de que permanece desconhecido o perfil dos acidos graxos nas condigdes citadas
acima, propusemos nesta pesquisa, um modelo experimental para a analise comparativa da
concentragdo hepatica de acidos graxos entre ratos submetidos a hepatectomia com e sem pré-

condicionamento isquémico.



29

2 FUNDAMENTACAO TEORICA

A compreensao dos aspectos fundamentais da 1) insuficiéncia hepatica pos operatoria;
da 2) injiria hepatica induzida por isquemia/reperfusdo e mecanismos de modulagdo
propostsos; do 3) pré-condicionamento isquémico do figado e dos 4) acidos graxos e suas vias
metabolicas sintetiza o conhecimento basico necessario para o desenvolvimento desta

pesquisa.

2.1  INSUFICIENCIA HEPATICA POS-OPERATORIA

O termo insuficiéncia hepatica pds-operatoria foi instituido apenas em 2011, pelo
ISGLS, apos observar que cada autor se referia a faléncia do figado, como complicagdao de
uma cirurgia de ressecc¢ao hepatica, através de nomenclaturas e parametros diferentes (5).

Para tal, foram consideradas, entre tantas, duas publicacdes em especial. A primeira,
feita por Balzan et al. em 2005, na qual os autores propuseram que, na analise de tecido
sanguineo no 5° dia de pos operatério, a associagdo da concentragdo de bilirrubina sérica (BS)
acima de 50pmol/L ao valor do tempo de atividade de protrombina (PTTa, activated Partial
Thromboplastin Time) inferior a 50%, seria um acurado preditor de morte pds-operatoria por
faléncia hepatica (intra hospitalar ou nos primeiros sessenta dias apds a cirurgia), com um
risco relativo de 59% (23), e a segunda, elaborada por Mullen ef al., que afirmava que um
pico de BS acima de 7mg/dL, em qualquer momento do pos-operatorio, atestaria o
diagnostico de IHPO e seria capaz de predizer a morte por causa hepatica, em noventa dias,
com 93% de sensibilidade e 94% de especificidade (24).

Em consenso, os especialistas definiram entdo, a IHPO como sendo um prejuizo na
capacidade do figado de manter suas fungdes de sintese, excrecdo e destoxificagdo,
caracterizadas por um aumento, em comparacao aos valores de pré-operatério, dos niveis de
bilirrubina e da razdo normalizada internacional (RNI), cinco ou mais dias apds uma cirurgia
hepatica. Considera-se, também, em [HPO, pacientes com hiperbilirrubinemia que tenham
valores de RNI normais, as custas do uso de fatores de coagulacao (5).

Além da terminologia e da definicdo da IHPO, na publicagdo é proposta, também, a

diferenciagdo de grau de gravidade desta condi¢dao, com a mortalidade relativa a cada grau. O
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grau A, aquele que ndo demanda mudanga nas condutas de rotina do pos-operatodrio, o grau B,
0 que necessita de alteragdes na conduta, porém, de modo nao invasivo e, o grau C, o que
requer medidas invasivas para o manejo da complica¢do. A mortalidade relatada é de 0, 12 e
54%, respectivamente. Em conclusdo, o grupo cita que a padronizagdo facilita uma
comparagao acurada e, portanto, o desenvolvimento adequado de novas pesquisas (5).

Amplamente aceito, o artigo foi validado por dois estudos multicéntricos que,
adotando os critérios do ISGLS, demonstraram uma epidemiologia da IHPO mais uniforme,
com incidéncia variando entre 9 (25) e 20% (26), a depender da populagdo e do nivel de
complexidade dos centros avaliados.

Ainda fruto desta padronizagdo, os fatores de risco foram revistos e categorizados em:

relacionados ao paciente, ao 6rgdo e a cirurgia, conforme dispostos no Quadro 1.

Quadro 1 - Fatores de risco para IHPO.

Associagao Fatores de risco

Género masculino
Paciente ldgde > 65 anos
Obesidade (IMC >30)
Diabetes mellitus

Esteatose hepatica
Quimioterapia neoadjuvante
Fibrose hepatica
Colestase
Colangite
Hipertensdo portal

Orgio

Futuro remanescente hepatico
Perda sanguinea > 1200mL
Transfusdo sanguinea intraoperatoria
Cirurgia Tempo de isquemia
Hepatectomias maiores ( > 4 segmentos ou > 50% do
parénquima hepatico total)
Tempo total de cirurgia > 240 minutos.

IMC - indice de Massa Corporea.
Fonte: Elaborag@o propria, a partir dos artigos 27-29.

Esta setorizagdo aumentou a compreensao de que a predi¢do da IHPO se fundamenta,
principalmente, em uma minuciosa avaliagdo pré-operatoria da capacidade funcional do
figado (30). As tradicionais classificagdes de Child-Pugh e do modelo para estagio final de
doenca hepatica (MELD, Model for End-Stage Liver Disease), embora nao tenham sido

concebidas com este objetivo, foram testadas e validadas para este fim (31-34).
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Todavia, uma enorme gama de métodos preditores surgiu e muitos revelaram, em
estudos comparativos subsequentes, serem superiores as classificagdes supracitadas.

Organizamos os principais em um diagrama, expresso na Figura 2, distribuindo-os por

categorias.
Figura 2 - Principais testes preditores da [HPO
Avaliagdo através de exames laboratoriais
i | ) | |
para avaliagao de fibrose hepatica: ALBI associado a critérios clinicos:
A Child-Pugh
FIB-4
Colageno 7s tipo IV MELD
MOBPGi Plaquetometria
para diagnostico de
hipertensao portal
Avaliacdo através de exames de imagem
Avaliagdo com a
utilizagao de |
marcadores exogenos: para avaliagao de rigidez
- hepatica
ICG Cintilografia com Volume esplénico
LiMax Te-99m-GSA VCTE Rigidez esplénica
RNM com Gd-EOB-DTPA pSWE Nodularidade da
Volumetria por 3DCT 2D-SWE superficie do figado
MRE

APRI - aspartate aminotransferase to platelet ratio index (indice de propor¢ao aspartato aminotransferase (AST)
- plaqueta), FIB-4 - fibrosis-4 (fibrose-4), M2BPGi - mac-2 binding protein glycosylation isomer (isdmero de
glicosilacdo da proteina de ligagdo Mac-2), ALBI - albumin-bilirubin (albumina - bilirrubina), MELD - Model
for End-Stage Liver Disease (modelo para estagio final de doenca hepatica), ICG - indocyanine green (verde
indocianina), LiMax - liver maximum capacity (capacidade maxima do figado), Tc-99m-GSA - Technetium-99m
galactosyl serum albumin (albumina sérica com tecnécio-99m-galactosil), RNM - ressondncia nuclear
magnética, GAd-EOB-DTPA - gadolinium ethoxybenzyl diethylenetriamine pentaacetic acid (gadolinio-acido
etoxibenzil dietileno tri-aminopentaacético), 3DCT - three-dimensional reconstructions of contrast-enhanced
computed tomography images (reconstrugdes tridimensionais de tomografia computadorizada constrastada),
VCTE - vibration-controlled transient elastography (elastografia transitoria controlada por vibragao), pSWE -
point shear wave elastography (elastografia por onda de cisalhamento pontual), 2D-SWE - two-dimensional
shear wave elastography (elastografia por onda de cisalhamento bidimensional), MRE - magnetic resonance
elastography (elastografia por ressonancia nuclear magnética).

Fonte: Elaboragao propria, a partir dos artigos 31-41.

Conhecendo os principais fatores de risco e preditores para a IHPO, diversas
estratégias de prevencdo foram elaboradas, das mais obvias, como redu¢do de peso para os
obesos e controle do diabetes para os portadores desta condigdo, até as mais refinadas, como
manobras para hipertrofia hepatica, por meio da embolizagdo da veia porta (PVE, portal vein
embolization) (42) ou da hepatectomia em dois estdgios associada a ligadura da veia porta
(ALPPS, associating liver partition and portal vein ligation for staged hepatectomy) (43).

Recomenda-se, também, atencdo as perdas sanguineas e ao tempo de isquemia intra-
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operatorio, a drenagem percutanea pré-operatoria da via biliar para os casos de colestase (44)
e evitar o prolongamento da quimioterapia neoadjuvante por mais de 6 sessdes, uma vez que,
as lesdes hepaticas associadas a quimioterapia se tornam mais presentes a partir do sexto ciclo
(29). Alguns trabalhos sugerem que o uso de glicocorticoides, antes ou durante o ato
cirtrgico, reduziria a resposta inflamatoria e, consequentemente, as chances de IHPO (27). Do
mesmo modo, técnicas para modulagdo do fluxo de entrada de sangue no figado, como a
ligadura da artéria esplénica (ou a esplenectomia, propriamente dita) e o uso de analogos da
somatostatina, propiciariam um cendrio mais favoravel para a recuperacao hepatica (27).
Evidentemente, o reconhecimento e tratamento precoce das complicacdes poOs-operatorias
como hemorragia, fistula biliar e infec¢cdes também contribuem para reduzir a incidéncia e a
severidade da IHPO (44).

A prevencdo se faz ainda mais importante, quando entendemos que as opgodes de
tratamento da THPO sdo genéricas e geram resultados pouco relevantes. Corre¢do de
coagulopatias e de alteragdes hemodinamicas, a fim de proteger o figado de um ambiente
isquémico, suporte ventilatorio e renal (recorrendo a didlise, se necessario), protecao
neuroldgica através do controle glicémico rigoroso e uso de lactulose no contexto de
encefalopatia sdo algumas destas op¢des. Em ultima instincia, o transplante hepatico, com
alto indice de complicagdes e eticamente controverso, seria, em teoria, o Unico tratamento
definitivo e curativo para a [HPO irreversivel (45).

Ante o exposto, fica patente porque o maior volume de publicagdes em IHPO,
atualmente, ¢ com foco na prevencao. E o dominio desta matéria, s6 € possivel, a partir do
detalhamento da fisiopatologia da IHPO. Entretanto, entender a sequéncia de eventos que leva
um figado recém operado a evoluir para faléncia ndo ¢ simples.

Macroscopicamente, sabe-se que um Orgdo pequeno e, portanto, com células em
menor quantidade, além de lesionadas pela agressao cirtrgica, ndo € capaz de corresponder a
demanda metabodlica que o organismo impoe ao figado. A isso, Jean C. Emond deu o nome de
small-for-size, que em traduc¢do literal seria: “pequeno para o tamanho”, defendendo a ideia de
que o peso hepatico de um enxerto deve ser de, no minimo 25% do peso de um figado normal
para o peso corporal de seu receptor, para que o 6rgdo funcione adequadamente (46). Outras
teorias foram agregadas a essa definicdo, a exemplo da IHPO em consequéncia a alta pressao

de veia porta (> 20mmHg) ou ao alto fluxo de entrada de sangue no o6rgao (>250mL/min/
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100g), denominada small-for-flow (pequeno para o fluxo) (47), e a obstrugdo vascular ao
fluxo de saida, inferindo que o desenvolvimento da insuficiéncia hepatica também se
relacione a perfusdo e ao efluxo sanguineo do figado (48).

Essas alteragdes macroscopicas, quando estudadas nos niveis celular e molecular,
revelam que a morte do tecido hepatico residual, que culmina na IHPO, ocorre, em ultima
analise, por um ambiente toxico que se instala pelo acimulo de lipidios e espécies reativas de
oxigénio (ERO) no intracelular, em decorréncia da ativacdo pré-inflamatoria das células de
Kupffer e do aumento na expressao das moléculas de adesao celular, resultantes do processo
de isquemia e reperfusdo, inerentes aos procedimentos cirargicos do figado.

Desta forma, a compreensdo dos mecanismos de injuria hepatica induzida por
isquemia/reperfusdo ¢ fundamental para o desenvolvimento de estratégias que evitem ou

diminuam a incidéncia de IHPO.

2.2 INJURIA HEPATICA INDUZIDA POR ISQUEMIA/REPERFUSAO E
MECANISMOS DE MODULACAO PROPOSTOS

Certamente, a IHPO ndo se dd apenas através da injaria causada pelo processo de
isquemia e reperfusao (I/R), mas, sem duvidas, este ¢ o mecanismo mais explorado nos
estudos cientificos.

A isquemia, definida pela interrup¢do do fluxo sanguineo, e a reperfusdo, quando ha a
retomada deste fluxo, sdo situagdes indispensaveis para a execugdo das hepatectomias
maiores. Exatamente pela caracteristica do figado de ser um 6rgao muito vascularizado, torna-
se invidvel secciona-lo sem antes pausar o suprimento vascular, sob o risco de uma
hemorragia de dificil controle, ameacadora da vida. Contudo, o periodo desta pausa também
provoca efeitos indesejaveis a fragdo remanescente do 6rgao.

Durante a isquemia, a produ¢do mitocondrial de adenosina trifosfato (ATP, Adenosine
TriPhosphate) ¢ suspensa, restando, somente, uma escassa producdo anaerobica
citoplasmatica. A degradagcdo do ATP, no entanto, ¢ aumentada, na tentativa de corresponder a
demanda energética do trauma cirurgico, uma vez que a energia ¢ um dos produtos da
hidrolise do ATP. A medida que sdo consumidos os estoques de ATP, sistemas que requerem

energia ficam ineficientes. Proteinas de membrana responsdveis pela manutencao do
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equilibrio das concentracdes idnicas (como, por exemplo, a Na+/K+ ATPase) ndo conseguem
mais cumprir suas funcgdes, permitindo desequilibrio de sodio, célcio e hidrogénio no espago
intracelular (49).

Juntamente com estes ions, ha entrada de agua na célula, configurando edema celular.
Ja o acumulo dos &cidos resultantes da geracao anaerobica de energia, tornam o citoplasma
acido. Por fim, a concentracdo aumentada de calcio, em virtude do mau funcionamento dos
canais dependentes de ATP, promove a expressao de enzimas responsaveis pela fragmentacao
da cromatina (endonucleases), pela lise de proteinas (proteases) e pela liberagdo de acidos
graxos a partir dos fosfolipidios de membrana (fosfolipases), especialmente a fosfolipase A2
citosolica (cPLA2, cytosolic phospholipase A2) (49-51).

A baixa concentra¢do de oxigénio também leva a ativacdo dos fatores induzidos pela
hipéxia (HIF, hypoxia-inducible factors) (52), complexos proteicos presentes em todo o
corpo, que induzem a expressdo do cluster de diferenciagdo 36 (CD36, cluster of
differentiation) o principal impulsionador da captagdo de acidos graxos (53).

Na células endoteliais sinusoidais, em particular, a isquemia atua regulando
negativamente a produg¢do do vasodilatador oxido nitrico (NO, nitric oxide) (54) e
positivamente a produgdo da endotelina-1 (ET1) e das moléculas de adesdo intracelular e
vascular (ICAM-1 - intercellular adhesion molecule 1 - ¢ VCAM-1 - vascular cell adhesion
molecule 1 - respectivamente), (55) potencializando a vasoconstri¢do, a atracdo, adesdo e
migracdo transendotelial de leucocitos, causando congestdo e obstrugcdo microvascular.

Estas alteragdes sao percebidas pelo sistema imune inato, que possui como
representante, entre outros, a célula de Kupffer (CKu) - nome que se da ao macrofago
residente nos sinusoides hepaticos. Assim como os outros leucdcitos, ela possui, em sua
superficie, receptores de reconhecimento de padrao (PRR, pattern-recognition receptors)
(56), incluindo o receptor tipo toll 4 (TLR4, toll-like receptor), que, quando se ligam as
moléculas liberadas pelas células danificadas, os chamados padrdoes moleculares associados a
danos (DAMP, damage-associated molecular patterns), levam a ativagdo do fator nuclear
kappa B (NF-xB, nuclear factor-xB) (57), um fator de transcricdo necessario para a indugao
dos genes que codificam o fator de necrose tumoral alfa (TNF-a, tumor necrosis factor alfa),

a interleucina 1 beta (IL-1P), a interleucina 6 (I1-6) e a interleucina 12 (I1-12). Esta sequéncia
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caracteriza uma célula de Kupffer em seu estado ativo conhecido como M1, ou pro-
inflamatoério (58).

Mais recentemente, alguns autores sugeriram que a oclusdo do influxo hepatico pode
aumentar a taxa de translocacdo bacteriana para o figado, a partir do sangue portal (59). As
endotoxinas presentes na membrana externa dessas bactérias, os lipopolissacarideos (LPS),
atuam como padrdes moleculares associados a patdgenos (PAMP, pathogen-associated
molecular patterns) (60) e também se ligam aos TLR4 intensificando a producao das citocinas
mencionadas no paragrafo anterior.

PAMPs ¢ DAMPs desencadeiam a ativagdo dos inflamassomas (61), complexos
proteicos de alto peso molecular formados pela jungdo de um receptor semelhante a NOD
(NLR, NOD-like receptor) a uma proteina adaptadora semelhante a uma particula associada a
apoptose, contendo um dominio de ativagdo e recrutamento de caspases (ASC, apoptosis-
associated speck-like protein containing a caspase activation and recruitment domains) € uma
caspase ativa (62). Estes inflamassomas atuam na maturacdo e secre¢do de citocinas que, por
sua vez, agem atraindo e ativando leucécitos, levando a produgao de proteinas de fase aguda
da inflamagdo, especialmente a proteina C reativa (PCR), e de mais outras citocinas pro-
inflamatorias (63).

A manutencao da isquemia, fazendo perdurar estas alteragdes, conduz a célula a morte.
Todavia, apesar da retomada do fluxo ser a Unica forma de cessar o estimulo lesional
isquémico, ela ndo ¢ isenta de complicagdes (64).

Na primeira fase da reperfusdo, o oxigénio, proveniente do reestabelecimento do
fluxo, se deparara com uma célula que, buscando sobreviver ao cendrio isquémico, encontra-
se repleta de xantina, fruto da quebra do ATP. Por meio da enzima xantina-oxidase (XO), estes
dois elementos reagem gerando acido trico e EROs (65).

As EROs sdo compostos quimicos muito interativos, devido a alta instabilidade de
seus elétrons desemparelhados. Estas interagdes levam a deformidades moleculares que,
frequentemente, causam dano celular. Embora sejam produzidas, fisiologicamente, pelas
mitocondrias, no processo de respiragdo celular, quando em grande quantidade, podem se
associar ao cdlcio intracelular, levando a um aumento da permeabilidade da membrana
mitocondrial, com escape de proteinas pré-apoptoticas para o citosol e ativagao do sistema

complemento. Uma vez ativado, inicia-se a deposi¢ao de complexos de ataque a membrana



36

(MAC, membrane attack complex) e a liberacao de anafilotoxinas e de ligantes ativadores de
leucoécitos (66), que amplificam a injuria ao promover o influxo e a ativacdo de mais células
inflamatorias. Embora o objetivo da resposta imune seja facilitar a regeneragdo, o excesso de
citocinas decorrente da injuria hepatica induzida por I/R, pode produzir uma sindrome da
resposta inflamatoria sist€émica e, progressivamente, resultar em IHPO e faléncia de multiplos
Orgaos.

Outra consequéncia da presenca expressiva das EROs ¢ o estresse oxidativo, quando a
capacidade antioxidante do organismo ¢ esgotada. Este contribui para a inibi¢do da proteina
quinase ativada pelo monofosfato de adenosina (AMPK, adenosine monophosphate-activated
protein kinase), o sensor do estado de energia da célula (67). Esta inibicdo causa regulacio
positiva da lipogénese e negativa dos fatores de oxidacdo dos 4cidos graxos. Estes eventos,
em conjunto, favorecem o acimulo de 4cidos graxos nas células do figado e a reacao deles
com as EROs, a chamada peroxidacao lipidica dos lipidios de membrana - em especial os
acidos graxos poliinsaturados (68) - provocando o rompimento da estrutura das membranas e
alteracdo de permeabilidade das mesmas. Ademais, estes lipidios peroxidados sdo substancias
sdo altamente citotoxicas que disparam uma cascata de reacdes com liberagdo de uma gama
de substincias pro-inflamatorias, como prostaglandinas (PG), tromboxanos (TX) e
leucotrienos (LT) (69,70) que causam o estresse do reticulo endoplasmatico (RE), a disfungao
mitocondrial e, em ultima instancia, a morte celular (53).

As principais alteragdes da lesdo por I/R encontram-se esquematizadas a seguir, na

Figura 3.
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Figura 3 - Lesdes por isquemia e reperfusio

ISQUEMIA INTRACELULAR
{Protel'na pro-apoptotica ——p Sistema Complemento

Glicose —9Ac. Latico
+ Ca2+

Endonuclease H20
Ac. urlco Na+
ERO PfOtease Ca2+ EXTRACELULAR
+ AA

Fosfolipase
Prostaglandinas /

Tromboxanos S "
Leucotrienos — : 4. -
_ Oxido Nitrico *

Endolelina-1 *
ICAM-1 4

ATP - adenosina tri-fosfato, XO - xantina oxidase, ERO - espécie reativa de oxigénio, AA - acido araquidonico,
NF-xB - fator nuclear kappa B, TNF-a - fator de necrose tumoral alfa, IL-1p interleucina 1 beta, IL-6 -
interleucina 6, IL-12 - interleucina 12, PRR - receptores de reconhecimento de padrdo, DAMP - padrdes
moleculares associados a danos, PAMP - padrdes moleculares associados a patdgenos, ICAM-1 - moléculas de
adesdo intracelular 1, VCAM-1 - moléculas de adesdo vascular 1, H20 - Agua, Na+ - Sodio, Ca2+ - Célcio, K+ -
Potassio.

Fonte: Elaboragdo propria.

Para evitar este desfecho, pesquisadores buscaram entender quais os mecanismos
adaptativos utilizados pelo figado, pois desta forma poderiam mimetiza-los ou otimiza-los,
auxiliando o 6rgdo. Um dos mais investigados ¢ o das vesiculas extracelulares (VE). Fruto da
expressao da geranil-geranil di-fosfato sintase (GGPPS, geranylgeranyl diphosphate
synthase), induzida pelo acimulo de goticulas de triglicerideos no citoplasma, as VE
compreendem trés diferentes subclasses, com base em sua origem e tamanho, podendo ser
classificadas em: exossomos, microvesiculas e corpos apoptoticos. As duas primeiras sao
formadas e enviadas ndo apenas como forma de diminuir a carga lipidica hepatocitaria, mas
atuando também como uma via de sinalizacdo para a regulacdo da adipogénese (71). Ja os

corpos apoptdticos (CA) exibem ligantes especificos que promovem a quimiotaxia dos
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macrofagos. A fagocitose destes CA pelos macrogafos, processo chamado de eferocitose,
desloca os macrofagos para o fendtipo M2, o que reduz os niveis de citocinas pro-
inflamatorias (TNF-a, IL-6) e aumenta a liberagdo de moléculas pro-resolugdo e dos
mediadores anti-inflamatoérios IL-10 e fator transformador de crescimento beta (TGF-f,
transforming growth factor beta) (72). Mas acima de tudo, a eferocitose contribui com a
homeostase lipidica (o mais grave problema da injlria hepatica por isquemia e reperfusio),
pois os acidos graxos contidos nestes CA ativam de modo direto os receptores ativados por
proliferador de peroxissoma A e y (PPAR-A/PPAR-y, peroxisome proliferator-activated
receptors A/y), promovendo a oxidacdo destes proprios acidos graxos nas mitocondrias dos
esferdcitos e, de modo indireto, os receptores X do figado (LXR, liver X receptors) e as
proteinas de ligacdo a elementos reguladores de esterol (SREBP, sterol regulatory element-
binding proteins), reduzindo a carga lipidica, a lipotoxicidade e a morte celular. (73)
Compreendendo estes mecanismos, diversos autores propuseram formas de modular e
impedir este acimulo lipidico. Trabalhos visando a ativagdo dos PPAR, dos LXR e até mesmo
da eferocitose, obtiveram boas respostas para o tratamento da esteatohepatite nao alcodlica
(74), da degeneracdao macular senil (75) e da injaria isquémica cerebral (76), respectivamente.
De igual modo, Wang et al. (77) que elaboraram um desenho experimental, no qual ratos pré-
tratados com um ativador da B-oxidacao de acidos graxos foram submetidos a isquemia de
70% do parénquima hepatico e comparados a ratos que sofreram a mesma intervengao, sem o
pré-tratamento. Eles demonstraram, através dos valores das enzimas hepaticas, do escore de
lesao histopatologica hepatica, da contagem de apoptose de hepatdcitos, da afericado do
estresse oxidativo e da lesao mitocondrial, que h4 uma significativa redugdo da lesdo hepatica
induzida por I/R nos ratos pré-tratados, presumindo que o acimulo de acidos graxos, que
causa prejuizos ao 6rgdo, ocorre pela ndo oxidacao deles. Liss e colaboradores (78), buscaram
entender melhor o perfil dos lipidios que se acumulam. Para isto, randomizaram modelos
murinos em 2 grupos e os alimentaram, um com dieta padrdo e outro com dieta hipercalérica.
Em seguida, induziram 70% do figado a isquemia, por clampeamento do suprimento vascular,
e pesquisaram o perfil lipidico encontrado. Analisando moléculas lipidicas complexas,
chegaram a conclusdo de que houve um aumento lipidico global, que os perfis lipidicos
encontrados em figados esteatdticos e ndo-esteatoticos diferem entre si e que estas diferengas

podem ser justificadas pela disponibilidade ou preferéncia por determinado &cido graxo.
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Outros trabalhos desenvolvidos na tentativa de propor estratégias que pudessem
atenuar a injuria por I/R incluem: os ensaios clinicos com a) células-tronco (79), b) o uso da
ciclosporina e da azatioprina, c) a infusdo de solu¢des salinas, combinadas ou ndo, a
pentoxifilina (80,81) e d) o pré-condicionamento do figado. Diferentes métodos de pré-
condicionamento foram testados através da administracdo de lipopolissacarideos, de acido
graxos poliinsaturados, do uso do sevoflurano inalatério (82,83) e através de uma isquemia
transitoria controlada, conhecida como pré-condicionamento isquémico (84), foco do presente

estudo.

2.3 PRE-CONDICIONAMENTO ISQUEMICO DO FIGADO

Descrito primeiramente por Murry et al. (85) em 1986, em modelos caninos de pré-
condicionamento isquémico (PCI) do miocardio, a técnica consiste na realizacdo de um breve
momento de isquemia, seguido de um curto tempo de reperfusdo, antes do periodo
prolongado de isquemia, necessario para o ato cirurgico principal. Embora nao esclarecam a
razdo pela qual o pré-condicionamento confere um efeito protetor as células do miocérdio, os
autores sugerem, a depuragdo dos catabdlitos da isquemia e a restauracdo da capacidade dos
miocitos em produzir ATP em larga escala, como boas hipoteses.

Em 1993, Lloris-Carsi et al. (86) transportaram para as cirurgias hepaticas o conceito
do pré-condicionamento isquémico, de que submeter o 6rgdo a um ambiente isquémico,
transitorio e controlado, poderia treina-lo para adquirir a habilidade de perpassar por uma
injaria isquémica sustentada, com menor sofrimento. Este ambiente ¢ atingido através do
clampeamento da triade portal, conhecido como manobra de Pringle (Figura 4), um

procedimento criado em 1908 (87), no contexto do trauma hepatico, por J.H.Pringle, que

reduz, substancialmente, a perfusao do figado.
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Figura 4 - Manobra de Pringle

Fonte: Cothren e Moore, 2008

O PCI foi utilizado em humanos, pela primeira vez, em 2000, por Clavien et al. (10),
em um estudo ndo randomizado, cujo resultado foi uma diminui¢do das aminotransferases
séricas - alanina aminotransferase e aspartato aminotransferase (ALT, alanine
aminotransferase ¢ AST, aspartate aminotransferase) - € da injaria endotelial no grupo pré-
condicionado, embora nao tenha havido nenhuma diferenga nas taxas de mortalidade e de
permanéncia hospitalar.

O primeiro efeito clinicamente relevante do pré-condicionamento isquémico do figado
foi divulgado em uma meta-analise publicada em 2008 pela Cochrane (88), demonstrando que
a proporcao de pacientes que necessitaram de transfusdo sanguinea foi, significativamente,
menor no grupo do PCI. Contudo, os demais resultados das taxas de mortalidade e de
permanéncia hospitalar foram semelhantes aos dados até entdo disponiveis na literatura.

Diversos estudos foram desenvolvidos na tentativa de comprovar como o pré-
condicionamento promove a protegdo aos hepatdcitos. Peralta e colaboradores (89)
identificaram que 10 a 15 minutos de isquemia continua é o periodo de tempo ideal para
promover a liberagdo de adenosina, produto intermedidrio da quebra do ATP, capaz de atenuar
a lesdo por I/R nos hepatocitos, por seu efeito antiapoptdtico e vasodilatador. Além disto, ao

ligar-se aos seus receptores, especialmente os receptores Al e A2, a adenosina promove a
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regulagdo positiva da sintase endotelial de 6xido nitrico (eNOS, endothelial nitric oxide
syntase) (90) e a inibicdo da ativagdo dos linfocitos T matadores naturais (LT-NK, natural
killer T lymphocytes), culminando em menor liberagdo de TNF-a e de I1-6 (91). Todavia,
estimulos farmacologicos de agonismo a receptores da adenosina ndo produzem o mesmo
efeito, sugerindo que um dos mecanismos de protecdo do PCI esteja relacionado ao aumento
da liberag¢do de adenosina, e ndo a regulacao positiva de um receptor individual (92).

Outro elemento que mostrou diferenca de produ¢do, quando comparados modelos
submetidos com aqueles ndo submetidos ao PCI, foi a proteina quinase C (PKC, protein
kinase C), uma familia de enzimas transdutora de sinal, identificada como via de sinalizagao
dos receptores de adenosina (14). No entanto, a diferenca observada no grupo pré-
condicionado foi um aumento na atividade destas enzimas (93), um contra-senso, uma vez
que a reducao da lesao hepatica por I/R, foi comprovada em muitos trabalhos, apos a inibigao
da PKC (14, 94).

Alguns estudos buscaram comprovar a relacdo do PCI com a HO-1, uma enzima
catalisadora da degradacao do heme, cuja reagdo forma substancias antioxidantes (15), mas
seus resultados foram controversos. Embora atestem que a regulagdo positiva desta proteina
aumente a incidéncia de autofagia (95), reduzindo a liberagio do DAMP conhecido como
proteina de alta mobilidade do grupo Box 1 (HMGB-1, high mobility group box 1) (96), esta
regulacdo nao foi obtida com o PCI (97), ndo podendo ser, portanto, tachada como um dos
mecanismos protetores do pré-condicionamento.

Pesquisas que se concentraram na investigagao das citocinas, demonstraram que, apos
o pico de produgdo de 11-6 e TNF-a na primeira hora ap6s a lesdo por I/R, ocorre uma queda
mais acentuada destas dosagens nos ratos que sofreram pré-condicionamento (13). Contudo,
trabalhos visando examinar a mortalidade nas hepatectomias em ratos com deficiéncia destas
substancias, evidenciaram um maior percentual de desfecho negativo no grupo dos ratos nao
produtores de 11-6 e TNF-a, sugerindo que estes dois elementos podem ser essenciais para o
pleiotropismo das células do sistema imunoldégico envolvidas no processo de regeneragao
hepatica (98). Ainda sobre citocinas, estudos mais recentes concluiram que apos 3 horas da
reperfusdo hepatica, os niveis séricos de I1-10, uma substancia sabidamente anti-inflamatoria,

sdo mais elevados nos receptores de enxertos previamente submetidos ao PCI (13). No
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entanto, esse resultado ndo se repetiu nos modelos de hepatectomias ndo relacionadas a
transplante (99).

Ja Tang et al. (16), descobriram que o PCI aumentou, significativamente, a enzima
antioxidante superdxido dismutase (SOD) e diminuiu os fatores inflamatorios TNF-a e IL-1,
confirmando que o pré-condicionamento isquémico poderia proteger a funcao hepatica
através da prevengdo a progressdao do estresse oxidativo e respostas inflamatorias na lesao de
isquemia-reperfusao.

Ainda que fique clara a interferéncia do PCI na sintese de diversos componentes, sua
aplicabilidade continua sendo controversa, posto que seu beneficio clinico ndo ¢ evidente. Em
uma recente metanalise (11), foram relacionados ao PCI, com significancia estatistica, a
reducdo na perda sanguinea no intra-operatdrio, na necessidade de transfusdo de
hemoderivados e no risco de formagao de ascite no pds-operatédrio. Os autores concluem que,
a despeito de ndo encontrarem evidéncias suficientes para recomendar a utilizagdo desta
técnica como pratica rotineira, o PCI ¢ aplicavel, uma vez que se trata de uma abordagem de
facil execucdo, que nao traz danos aos pacientes, ¢ bem tolerada, ndo altera o tempo
operatério e ndo necessita de recursos financeiros. Os autores ainda comentam que ¢
importante cogitar o emprego do PCI considerando-se os riscos relacionados a
hemotransfusdo e a ascite.

Tais colocagdes estimulam o aprofundamento do tema, provocando a discussdo de
novas ideias que visem a contribuir, especialmente, no aspecto translacional. Neste sentido, o
emergente numero de trabalhos correlacionando os acidos graxos a diversas doengas,
suscitaram o interesse em estudar o comportamento destes nas hepatectomias e compara-lo

aquelas onde se utiliza o pré-condicionamento isquémico.

2.4 0S ACIDOS GRAXOS E SUAS VIAS METABOLICAS

Acidos graxos sio substincias hidrocarbonadas produzidas pelo organismo e/ou
obtidas através da alimentagdao (100). Sua ingesta pode se dar em sua forma livre - &cido
graxo livre (AGL) ou, mais comumente, como parte estrutural de compostos lipidicos.

Independente de qual seja a forma consumo, € através da absor¢@o pelos enterdcitos que estes
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acidos graxos alcancam as corrente sanguineas e linfaticas e, posteriormente, o figado - o
principal 6rgao de sintese e circulacao de acidos graxos no corpo humano (101).

Ali, de modo geral, sdo usados para geracao de energia e para a formagdo dos
triglicerideos. Estes podem ser armazenados no proprio 6rgdo ou exportados para estocagem
no tecido adiposo ou para utilizagdo como fonte de energia em outros tecidos, especialmente
os musculares. Além disto, servem de substrato para a sintese de novo de outros acidos
graxos, a geragdo dos eicosandides (compostos bioativos responsaveis pela regulagdo de
respostas inflamatdrias) e a formacdo dos fosfolipidios, esfingolipidios e glicolipidios, que
remodelam as membranas celulares, conforme descrito na sequéncia denominada Ciclo de

Lands (102,103) - Figura 5.

Figura 5 - Ciclo de Lands

Aciltransferase de
lisofosfolipideos

0= < . 0=
f?o”o Ciclo de Lands 90H
®, y
Fosfolipideo Acil-CoA Lisofosfolipideo

Fosfolipase A 2

Acido graxo

A fosfolipase A2 hidrolisa a cadeia acil de um fosfolipideo para gerar um acido graxo livre e um produto
lisofosfolipideo. A reacilagdo do lisofosfolipideo de volta a um fosfolipideo (frequentemente com uma cadeia
acil diferente) ¢é catalisada por uma aciltransferase de acido lisofosfatidico e envolve o consumo de um acil-CoA.
Fonte: Adaptado de Bankaitis (2009).

No entanto, quando analisados de maneira mais individualizada vemos que, a
classificagdo em saturados, mono ou poliinsaturados (na dependéncia da presenca e
quantidade de duplas ligagdes de carbono em suas moléculas) determina diferencas em suas

vias metabolicas e funcoes.
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Por exemplo, os acidos graxos saturados (AGS) sdo frequentemente correlacionados a
obesidade, esteatose hepatica e diabetes tipo 2, em humanos (104). Adicionalmente, no campo
dos estudos experimentais, diversas pesquisas com modelos murinos comprovaram a
associagdo de dieta enriquecida com os acidos graxos saturados ao aumento de citocinas
inflamatorias, como IL-6 ¢ TNF-a, ¢ diminui¢do de citocinas antiinflamatérias, como a IL-10
(105, 106). Os maiores representantes destes acidos, os acidos Palmitico e Estearico, sdo,
respectivamente, precursores dos acidos Palmitoleico e Oleico, moléculas classificadas como
acidos graxos monoinsaturados (AGM). Curiosamente, estes, ao contrario dos primeiros,
promovem melhores perfis glicémicos e lipidicos (107), reduzem o risco de doencas
cardiovasculares e ainda atuam como pré-bidticos levando a uma alteragdo benéfica do
microbiota intestinal (108). As funcdes tdo antagdnicas destas duas classes de acidos chama
atencdo para a enzima estearoil coenzima A dessaturase-1 (SCD-1, Stearoyl-CoA Desaturase
1), responsavel por esta reacdo de conversdo, que sera discutida posteriormente.

A classe dos acidos graxos poliinsaturados (AGP) se subdivide em séries 6mega, de
acordo com a posi¢do, na molécula, do carbono que exibe a primeira dupla ligacdo. As mais
prevalentes sdo as séries 6mega-3 e -6. Cada uma delas compreende um grupo de acidos que
se comportam ora como precursor, ora como produto formando uma via de rea¢des em cadeia.

Os principais componentes da série dmega-3 sao os acidos Alfa-Linolénico (ALA,
Alfa-Linolenic Acid), Eicosapentaenodico (EPA, Eicosapentaenoic Acid) e Docosahexaendico
(DHA, Docosaexahenoic Acid). O primeiro exerce uma acdo antiadipogénica através do
agonismo da AMPK, da diminuicdo da expressao génica do SREBP e do aumento dos
receptores PPAR-a, o qual estimula a B-oxidagdo dos acidos graxos por promover a maior
producdo da carnitina palmitoiltransferase 1 (CPT-I, carnitine palmitoyltransferase I) e da
acil-Coenzima A oxidase (ACOX, acyl coenzyme A oxidase). Os demais promovem diversos
efeitos, como a prevengdo dos eventos cardiovasculares e declinios cognitivos (109, 110), por
meio dos mediadores lipidicos especializados em pro-resolucdo (SPM, specialized pro-
resolving lipid mediators) que deles derivam, conforme explicitado mais adiante. A sequéncia
normal desta via tem inicio com o ALA, que ao sofrer uma dessaturagao pela enzima A-6
dessaturase, uma elongagdo e uma dessaturagdo pela enzima A-5 dessaturase, dd origem ao
EPA. Este vai ser convertido, apos outras duas elongagdes, mais uma dessatura¢do (também

pela enzima A-6 dessaturase) e uma B-oxidagao, em DHA (111). O DHA ¢ um produto final e,
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portanto, encerra a via metabodlica da série Omega-3, mas pode ser captado pelas vias da
ciclooxigenase (COX) e lipooxigenase (LOX) e convertido em Maresinas, Resolvinas da série
D e Protectinas. Estes trés SPM sdo reconhecidos por seus efeitos antiinflamatérios
associados a heme-oxigenase 1 (112), suas agdes de regeneracdo tecidual (113), de
favorecimento da eferocitose (114) e de redugdo da apoptose no figado (115). O EPA, embora
ndo seja um produto final, pode ser desviado de sua via original e, & semelhangca do DHA,
sofrer outros tipos de degradagdo. Sua conversdo pelas vias COX e LOX gera alguns
compostos de baixo poder inflamatdério como a prostaglandina E3 (PGE3, Prostaglandin E3),
o leucotrieno da série 5 (LTBS, Leukotriene 5) e o tromboxano A3 (TXA3, Thromboxane A3).
Pela via do citocromo p450 (CYP, Cytochrome P450), o EPA ¢ metabolizado em Resolvinas
da série E, SPM capazes de antagonizar receptores de leucotrienos (116), modular os sinais de
apoptose e a transmigracao e fagocitose de células da imunidade inata (117), além de mitigar
a disfuncdo mitocondrial em modelos de inflamacdo de cultura celular (118) e prevenir a
fibrose em experimentos de injuria cardiaca por isquemia e reperfusdo em murinos (119).

A série dmega-6 ¢ composta pelos acidos Linoleico (LA, Linoleic Acid), Gama-
Linolénico (GLA, Gama-Linolenic Acid), Di-Homo-Gama-Linoleico (DGLA, Dihomo-
Gama-Linolenic Acid), Araquidonico (AA, Arachidonic Acid) e Docosapentaenodico n-6 (DPA
n-6, Docosapentaenoic Acid n-6) e sua via de metabolizacao tem inicio com a conversao do
LA, através de uma dessaturacdo promovida pela enzima A-6 dessaturase, em GLA. Este
sofre uma elongagdo, originando o DGLA que, em seguida ¢ dessaturado pela enzima A-5
dessaturase, gerando o AA. Sequencialmente, ocorrem uma elongacdo e outra dessaturagao,
novamente pela enzima A-6 dessaturase, e uma p-oxidagdo que produz o DPA n-6. O Acido
Linoleico ¢ o acido graxo poliinsaturado mais consumido no ocidente (120). Outrora fonte de,
aproximadamente, 2% das calorias ingeridas, diariamente, pelo ser humano, hoje, apos
recomendacdes de substituicdo da gordura saturada pela poliinsaturada, este acido graxo
essencial prové cerca de 7% da energia de origem alimentar (121). Os estudos que
incentivaram esta recomendagdo associam a alta concentragao dietética e sérica deste acido a
uma menor mortalidade por doenga cardiovascular (122). De igual modo, os 4acidos Gama-
Linolénico e DGLA sao reconhecidos por seus efeitos benéficos. O primeiro, especialmente,
na profilaxia da dermatite atdpica (123) e na atenuacdo da neuropatia diabética (124) e da

sintomatologia da artrite reumatoide (125) e o segundo pelas a¢des anti-inflamatérias obtidas
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por meio dos seus metabolitos, a prostaglandina de série 1 (PGE1, Prostaglandin EI) e o
Acido 15-Hidroxieicosatriendico (15-HETE, 15-Hydroxyeicosatrienoic Acid) e através de
seu efeito supressor do metabolismo dos leucotrienos (126). J& o AA é o precursor da
Prostaglandina de série 2 (PGE2, Prostaglandin E2), do Tromboxano A2 (TXA2,
Thromboxane A2) e dos Leucotrienos e Lipoxinas da série 4 (LT4, Leukotriene 4 ; LXA4,
Lipoxin A4). As trés primeiras, com grande atividade inflamatoria, levam a ativagdo M1 dos
macrofagos e estimulam a secregdo de citocinas pro-inflamagdo e a ultima, em contrapartida,
aparentando ser uma molécula com capacidade antiinflamatoéria mais potente que a das
Resolvinas, Protectinas e Maresinas derivadas do EPA e DHA (127). Do pouco que se sabe
sobre o DPA n-6 destacamos que este se encontra, particularmente, concentrado no tecido
neural, onde desempenha papéis estruturais e de sinalizagao inflamatoria e sindpticas (128).
Por fim, entendendo que, em suas respectivas vias, um acido € precursor do outro e,
portanto, falhas enzimaticas podem determinar acimulo de acidos que servem de substrato
para produtos inflamatorios em detrimento de acidos dos quais derivam substancias
antiinflamatoérias, podemos afirmar que, tdo importante quanto a concentracdo dos acidos
graxos ¢ a mensuracdo da atividade das enzimas das vias metabdlicas destes. Esta pode ser
estimada a partir das relagdes produto/precursor, conforme validado em modelos prévios
(129) e trazem dados relevantes. Por exemplo, a SCD-1, ¢ uma enzima que modula uma
grande variedade de vias metabdlicas. Encontrada no reticulo endoplasmatico, ela
desempenha um papel crucial na sintese de novo de acidos graxos e sua inibi¢do relaciona-se
ao aumento da beta-oxidacdo dos acidos graxos e a queda na produgdo de citocinas pro-
inflamatérias fazendo dela um atraente alvo terapéutico (130). As enzimas A-5 e -6
dessaturase, codificadas, respectivamente, pelos genes Dessaturase de Acidos Graxos 1
(FADS 1, Fatty Acid Desaturase 1) e Dessaturase de Acidos Graxos 2 (FADS 2, Fatty Acid
Desaturase 2), sdo, assim como a SCD-1, enzimas limitadoras de taxa de conversdao ¢ a
inibi¢do da atividade de ambas, relaciona-se a varias doengas que vao de disturbios
metabolicos a doengas neuropsiquiatricas, de diabetes tipo 2 a doencas cardiovasculares, de

inflamacgao a tumorigénese (131).
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Um resumo dos acidos graxos das séries Omega-3 e -6 e as principais enzimas destas

vias ¢ apresentado na Figura 6, abaixo:

Figura 6 - Vias metabodlicas dos Acidos Graxos Poliinsaturados Omega-3 e -6
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FADSI1: enzima dessaturase 1 dos acidos graxos, FADS2: enzima dessaturase 2 dos acidos graxos, LT4:
leucotrieno da série 4, LTS: leucotrieno da série 4, PGEI: prostaglandina da série 1, PGE2: prostaglandina da
série 2, PGE3: prostaglandina da série 3, TXA2: tromboxano da série 2, TXA3: tromboxano da série 2.

Fonte: Adaptado de Undurti N Das (132).

Estudos comparativos do comportamento dos 4cidos graxos e das enzimas de suas vias
metabolicas no contexto da injiria por isquemia e reperfusdo e do pré-condicionamento
isquémico nao foram encontrados em nossas buscas na literatura. Ao identificarmos a
auséncia de pesquisas que explorem detalhadamente este tema, percebemos que essa area
carece de aprofundamento. Neste sentido, o presente trabalho busca contribuir e oferecer

novas perspectivas para futuras investigagoes.
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3 JUSTIFICATIVA

O estudo da relagdo entre o pré-condicionamento isquémico e as possiveis alteracoes
da concentragdo de acidos graxos no parénquima hepatico tem potencial para aumentar a
compreensdo dos mecanismos através dos quais o PCI parece conferir uma protecao tanto ao
remanescente hepatico, como ao organismo de modo geral. O desenvolvimento de estratégias
que reduzam as complicagdes isquémicas das hepatectomias através de intervencdes que
modulem favoravelmente fatores toxicos produzidos durante a isquemia, encontra base no
aprofundamento da compreensdo das alteragdes metabolicas dos 4cidos graxos hepaticos
durante uma hepatectomia. Soma-se a isso, o fato de que a andlise bibliografica recente
evidencia uma lacuna de conhecimento quanto ao padrdo de concentragdo hepatica normal
dos acidos graxos e também quanto a suas variacdes de concentracdo durante e apds uma
hepatectomia. Adicionalmente, ndo encontramos na literatura estudos sobre a influéncia do
pré-condicionamento isquémico na concentragdo de acidos graxos no figado. Dessa forma, se
justifica a realizagdo de trabalho experimental sobre a influéncia do pré-condicionamento

isquémico do figado na concentragdo hepatica dos acidos graxos.
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4 OBJETIVOS

4.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar o comportamento dos acidos graxos mais prevalentes nas membranas dos
hepatécitos de ratos, submetidos a hepatectomia de 70%, e analisar a influéncia do pré-

condicionamento isquémico neste comportamento.

42  OBJETIVOS ESPECIFICOS

Em ratos submetidos a hepatectomia de 70% do parénquima, com e sem pré-
condicionamento isquémico hepatico, estudar a correlacao entre: 1) a concentragdao hepatica
dos acidos graxos prevalentes nas membranas celulares dos hepatdcitos, 2) a atividade das
enzimas das vias metabolicas destes acidos graxos, 3) as alteracdes histologicas hepaticas e 4)

os valores séricos das enzimas hepaticas nas analises bioquimicas.
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5 MATERIAIS E METODOS

5.1 LOCAIS DE REALIZACAO DOS EXPERIMENTOS

As cirurgias deste experimento foram realizadas no Centro de Cirurgia Experimental
(CCE) da Faculdade de Medicina da Universidade Federal do Rio de Janeiro (UFRJ).

Os exames bioquimicos foram processados no Laboratério de Andlises Clinicas do
Hospital Universitario Clementino Fraga Filho (HUCFF).

As andlises histologicas foram efetuadas no Laboratorio de Proliferacdo e
Diferenciagdo Celular (LPDC) do Instituto de Ciéncias Biomédicas da UFRJ.

As avaliacdes cromatograficas foram executadas no Instituto de Nutri¢do Josué de

Castro (INJC) do Instituto de Ciéncias Biomédicas da UFRJ.

52  COMITE DE ETICA

O projeto de protocolo: 028/21 foi submetido ao comité de ética e obedeceu a todos os

critérios estipulados pelo Comité de Etica no Uso de Animais (CEUA).

53 CUIDADOS COM OS ANIMAIS

Os ratos foram distribuidos em 3 grupos (com um maximo de quatro animais por
gaiola no pré-operatério e dois no pos-operatorio) e mantidos em gaiolas de polipropileno
com grade de aco inox, forradas com maravalha de Pinus, no biotério do Centro de Cirurgia
Experimental da Universidade Federal do Rio de Janeiro - UFRJ.

Durante todo o periodo do experimento, os animais ficaram sob cuidados dos
veterindrios responsaveis, em temperatura controlada, com livre acesso a dgua filtrada e racao

e tiveram respeitados seus ciclos circadianos (fase clara/fase escura).
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54 GRUPOS E DESENHOS EXPERIMENTAIS

Vinte e quatro ratos Wistar (Rattus norvegicus), machos, com peso variando entre 230
e 330 gramas foram randomizados em 3 grupos, conforme descrito a seguir e ilustrado no

Quadro 2, abaixo:

Quadro 2 - Grupos experimentais

Grupo N Dia Procedimentos

4 DO Manipulagido hepatica — Remogao completa do figado — Eutanasia
Grupo 1 - Sham DO | Coleta sanguinea — Manipulagao hepatica
D1  Coleta sanguinea — Remocédo completa do figado — Eutanasia

Coleta sanguinea — Hepatectomia convencional de 70% do parénquima apos

Grupo 2 - DO | . . L. , de 10 mi
Sem Pré- 8 isquemia quente, Gnica e continua de 10 minutos.
Condicionamento D1 Coleta sanguinea — Remocio do remanescente hepatico — Eutanasia
Coleta sanguinea — Pré-Condicionamento isquémico do figado através do
Grupo 3 - DO clampeamento do hilo hepatico por 10 minutos e posteriores 10 minutos de

8 reperfusdo, prévios a um periodo maior de isquemia quente, unica e continua para

Com Pré-
a execugdo da hepatectomia de 70% do parénquima.

Condicionamento

D1 Coleta sanguinea — Remocao do remanescente hepatico — Eutanasia
Fonte: Elaboragdo propria

Grupo 1 - Sham: 8 animais, dos quais 4 foram submetidos, no DO do experimento, a
manipulag¢do hepatica, remocao completa do figado e eutanasia por sobredose anestésica ¢ 4
foram submetidos, no D0 do experimento, a coleta sanguinea seguida da abertura da cavidade
e manipulagdo hepatica e, 24 horas apds, a coleta sanguinea seguida da remocgao completa do
figado e morte sem sofrimento por sobredose anestésica.

Grupo 2 - Sem Pré-Condicionamento: 8 animais, submetidos, no DO do experimento,
a coleta de sangue seguida de hepatectomia convencional de 70% do parénquima apos
isquemia quente, unica e continua de 10 minutos. E, 24 horas apods, submetidos a nova coleta
de sangue seguida de ressec¢do do remanescente hepdtico e morte sem sofrimento por
sobredose anestésica.

Grupo 3 - Com Pré-Condicionamento: 8 animais, submetidos, no D0 do experimento,
a coleta de sangue seguida de um pré-condicionamento isquémico do figado através do
clampeamento do hilo hepatico por 10 minutos e posteriores 10 minutos de reperfusao,
prévios a um periodo maior de isquemia quente, Unica e continua para a ressec¢ao do

espécime cirirgico, conforme modelo estabelecido por Clavien et al. (10). Vinte e quatro
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horas ap6s, foram submetidos a nova coleta de sangue seguida de ressec¢ao do remanescente

hepatico e morte sem sofrimento por sobredose anestésica.

5.5 PROCEDIMENTOS DETALHADOS

Os espécimes utilizados foram inicialmente pesados e, entdo, anestesiados com uma
solugcdo de 100mg/Kg de cloridrato de cetamina e 10mg/Kg de cloridrato de xilazina, por via
intraperitoneal. Testes de reflexo palpebral, corneal e de pingamento da cauda, foram
realizados para avaliar o plano anestésico. Em seguida, foi realizada a coleta sanguinea de 20
dos 24 animais, por pun¢do da veia gengival.

Antes do inicio do procedimento cirirgico, a regido abdominal dos animais foi
tricotomizada e submetida a assepsia com solucao de polivinilpirrolidona iodada degermante
a 10% seguida da aplicagdo de solugdo de polivinilpirrolidona iodada topica a 10%.

No DO, todos os animais foram submetidos por uma laparotomia mediana de 4cm, a
partir do apéndice xif6ide. Quatro animais do Grupo Sham tiveram o figado eviscerado e
manipulado e, sequencialmente, inteiramente removido, sem isquemia e 4 tiveram o figado
eviscerado e manipulado e, sequencialmente, devolvido a cavidade abdominal. Nos ratos do
Grupo Sem Pré-Condicionamento, apds a evisceracdao do 6rgdo, o hilo hepatico foi exposto e
clampeado com o auxilio de uma pinga atraumatica, tipo bulldog, para a realizacdo da
ligadura do pediculo dos lobos lateral esquerdo e mediais e a posterior remog¢ao dos mesmos,

ou seja, uma hepatectomia de 70% do parénquima. (Figura 7).

Figura 7 - Clampeamento do pediculo hepatico
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Fonte: Propria do autor.
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J& nos animais do Grupo Com Pré-Condicionamento, apds eviscerado o figado, o
fluxo sanguineo hepatico foi interrompido por 10 minutos, através do clampeamento do hilo
hepatico e, em seguida, retomado por 10 minutos (pré-condicionamento). Findado o tempo da
reperfusdo, novo clampeamento foi realizado, para a realizagdo da hepatectomia de 70% do
parénquima. Ao término de todas as cirurgias, procedemos a sintese da cavidade abdominal,
em plano Unico com fio de nylon 3.0 em sutura continua, tipo chuleio e a administracdo
subcutanea de cloridrato de tramadol 15mg/Kg de peso do animal.

Os animais foram acondicionados nas gaiolas de polipropileno com oferta livre de
racdo e de solucao de dgua com cloridrato de tramadol a 0,5mg/mL. Nao foi ofertado anti-
inflamatorio por razdes de conflito com o objetivo do estudo.

No D1, foram realizados os mesmos procedimentos de anestesia e coleta de sangue.
Em seguida, os animais foram submetidos a reabertura da cavidade e remocao de todo o
tecido hepatico existente. Imediatamente, foi aplicada, via intraperitoneal, por visdo direta,

dose dobrada da solugdo anestésica para obtengao de eutanasia.

5.6 COLETA DO MATERIAL

Foram colhidas amostras de tecido sanguineo e tecido hepatico de todos os animais.

5.6.1 Coleta da amostra de tecido sanguineo

Apos anestesiados, os animais foram submetidos a coleta sanguinea conforme
explicitado anteriormente, nos dias zero e um do experimento, antes dos atos operatorios,
propriamente ditos.

Utilizamos uma seringa de 1mL, previamente heparinizada com heparina sddica 5.000
Ul/mL, acoplada a uma agulha de 13 x 4,5mm. A técnica de coleta foi realizada com o
posicionamento do rato em decubito dorsal e exposicdo da veia gengival através de uma
discreta tracdo do labio inferior. Aproximadamente 2mm da agulha foi inserida, com o bisel
voltado para cima, entre os incisivos inferiores do animal, formando um angulo de 20° em
relagdo a eles (Figura 8). O émbolo foi puxado lenta e continuamente até atingir cerca de 0,6 a

0,8mL de sangue.
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Figura 8 - Coleta sanguinea do rato por puncdo da veia gengival.

o =

Fonte: Propria do autor.

Uma vez retirada a agulha, foi realizada a hemostasia pressionando suavemente o local
da puncao.

O material coletado foi transferido para um microtubo de centrifugacdo do tipo
eppendorf e enviado para o Laboratorio de Andlises Clinicas do Hospital Universitario

Clementino Fraga Filho para processamento.

5.6.2 Coleta da amostra de tecido hepatico

O tecido hepatico removido, no DO e no D1 do experimento, foi depositado em uma
placa de Petri e seccionado de modo a reservar cerca de 50% do parénquima mais distal de
cada lobo para a analise cromatografica. Esses fragmentos foram depositados em solugao
salina a 0.9% e conservados a -80°C até a data do processamento no Instituto de Nutrigao

Josué de Castro da UFRJ.
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Os fragmentos proximais foram lavados com solucdo salina tamponada com fosfato
(PBS, phosphate-buffered saline) e, posteriormente, armazenadas em paraformaldeido a 4%

até a data do processamento histologico.

5.7  PROCESSAMENTO DO MATERIAL

5.7.1 Processamento da amostra de tecido sanguineo

As amostras foram centrifugadas a 20°C e 5.000 rpm, durante 5 minutos. O soro
obtido foi posicionado no analisador quimico AUS5800 (Beckman Coulter, Inc. USA), assim
como os reagentes OSR6607 e OSR6109, para quantificacdo das enzimas ALT e AST,
respectivamente.

A andlise enzimatica e o calculo da concentragdo ocorrem de modo automatizado pelo

analisador, que imprime os resultados ao fim do teste.

5.7.2 Processamento da amostra de tecido hepatico

ApoOs seccionadas e imersas em diferentes solugdes, as amostras de tecido hepatico

foram transportadas para processamento histoldgico e cromatografico.

5.7.2.1 Processamento histolégico

As amostras conservadas no paraformaldeido a 4% foram clivadas e desidratadas em 5
banhos, de 50 minutos cada, com alcool na seguinte sequéncia de concentraciao: 70%, 95%,
100%, 100% e 100%. Apds desidratadas, as pecas foram diafanizadas em 2 banhos com xilol,
de 50 minutos cada, e impregnadas por parafina a 60°C em 2 banhos, de 60 minutos cada.
Posteriormente, foram realizados o emblocamento e corte dos blocos. Por fim, as laminas

foram coradas com os corantes Hematoxilina e Eosina, clareadas e montadas.
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5.7.2.2 Processamento cromatogrdfico

A primeira etapa do processamento cromatografico consistiu na homogeneizag¢ao do
tecido hepatico com o auxilio de um pistilo de cerdmica. Em seguida, 100mg deste
homogeneizado foram transferidos para um tubo de 15mL, o qual foi agitado no Vortexer
Shaker (Thermo Scientific, Waltham, MA USA) por 30 segundos. As amostras foram
submetidas a metilagdo direta com 15 uL de padrdo interno C13:0 (Sigma-Aldrich, 25 mg/mL
of ethanol puriss proanalysis) (133). Os ésteres metilicos de acidos graxos foram analisados
por cromatografia gasosa com detector de ionizacdo por chama (GC-FID, Gas
Chromatography with Flame Ilonization Detection), utilizando o equipamento Agilent 7890A
com coluna capilar Omegawax 320 (fused silica cappilary column, 30 m x 0,32 mm % 0,25
um,; Supelco, Bellefonte, PA, EUA) e o software EZChrom Elite CDS (Agilent Technologies,
Inc., Santa Clara, CA, EUA) para processamento dos dados.

As condi¢des cromatograficas foram: temperaturas do injetor e detector fixadas em
260° e 270°C, respectivamente; temperatura inicial do forno em 120°C, aquecendo a 4°C/min
até 180°C, temperatura mantida por 1 min, e aquecendo novamente a 3°C/min até 210°C e
mantida por 15 min. Fluxo do gas de arraste (Hidrogénio) em 2,13 mL/min com split 1:20 e,
para os gases da chama: 25 mL/min de gas auxiliar (Nitrogénio), 30 mL/min de Hidrogénio e
300 mL/min de ar sintético.

As identidades dos picos ésteres metilicos de acidos graxos foram atribuidas pela
comparagao do tempo de retengao relativo, e/ou comprimento de cadeia equivalentes, com os
picos do padrao conhecido de éster metilico de acidos graxos comercial (GLC 463 Reference
Standard, Nu-Check Prep. Inc., Elysian, MN, EUA). A quantifica¢do de cada 4cido graxo foi

realizada utilizando-se a concentragdo de padrdo interno como referéncia.

5.8  ANALISE ESTATISTICA

Os dados levantados encontram-se na sessdo Anexos. Eles foram tabulados em
planilha do Excel, exportados para o software SPSS 28 (Statistical Package for the Social
Sciences-28, IBM, US) e tratados por meio de estatistica descritiva, com célculos de medidas

de tendéncia central. Para verificar a distribuicao dos dados continuos, foi usado o teste de
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Kolmogorov-Smirnov. Na comparagdo entre os grupos, nas diferentes analises e tipos de

calculos foi utilizado o teste ndo-paramétrico de Kruskal-Wallis. Um valor de p=<0,05 foi

considerado estatisticamente significante.
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6 RESULTADOS

6.1  VALORES SERICOS DAS ENZIMAS HEPATICAS

As concentragdes das enzimas hepaticas AST e ALT foram avaliadas nos grupos
Sham, Sem Pré-Condicionamento ¢ Com Pré-Condicionamento, nos dias zero ¢ um do
experimento. No D0, em todos os Grupos o sangue foi coletado antes de qualquer intervencao
e ndo foram observadas diferencas estatisticamente significativas entre os Grupos, indicando a
homogeneidade inicial das amostras. Os valores médios (£ erro padrao) obtidos foram: 1)
Grupo Sham: AST - 103,75 (£ 36,68) e ALT - 48,75 (£ 6,75); 2) Grupo Sem Pré-
Condicionamento: AST - 103,50 (= 17,71) e ALT - 43,13 (= 13,01); e 3) Grupo Com Pré-
Condicionamento: AST - 113,13 (= 30,90) e ALT - 43,63 ( = 10,08). Estes valores sdo
condizentes com a literatura que admite um intervalo de referéncia de 22,68 a 45,64 U/L para
a ALT e de 85,71 a 213,33 U/L para a AST em ratos Wistar, machos, com idade entre 10 e 14
semanas (134).

No DI, apds as intervengdes experimentais, os valores médios (+ erro padrio)
observados foram: 1) Grupo Sham: AST - 188,75 (£ 27,64) e ALT - 54,00 (£ 14,58); 2) Grupo
Sem Pré-Condicionamento: AST - 699,75 (+ 209,65) e 285,25 (£ 156,45); ¢ 3) Grupo Com
Pré-Condicionamento: AST - 483,00 (+ 109,68) e ALT - 221,13 (£ 89,70).

A analise estatistica revelou diferengas significativas entre os Grupos no DI. Para a
enzima ALT houve diferencas entre o Grupo Sham e Sem Pré-Condicionamento (p<0.01) e
entre 0 Grupo Sham e Com Pré-Condicionamento (p=0.01), enquanto a comparagdo entre os
Grupos Sem e Com Pré-Condicionamento ndo apresentou significancia estatistica. Para a
enzima AST, foi observada uma diferenga significativa entre o Grupo Sham e Sem Pré-
Condicionamento (p<0.001) entre o Grupo Sham e o Grupo Com Pré-Condicionamento
(p<0.05) e entre os Grupos Sem ¢ Com Pré-Condicionamento (p=0.05), conforme relatado na

Tabela 1.
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G Sh Grupo Sem Pré- Grupo Com Pré-

Variavel rupo Sham Condicionamento Condicionamento
(D0 n=4 / D1 n=4) (n=8) (n=8)

ALT - DO 48,75 (£ 6,75) 43,13 (+13,01) 43,63 (£10,08)

AST -DO 103,75 (+ 36,68) 103,50 (= 17,71) 113,13 (= 30,90)

ALT - D1 54,00 (+ 14,58) 285,25 (£ 156,45) 221,13 (+ 89,70) &

AST - D1 188,75 (£ 27,64) 699,75 (+209,65) 2 483,00 (x 109,68) &b

Dados apresentados em U/L. Valores de média (+ erro padrao). p<0.05: 2 versus D1 daquela enzima no GS,

b yersus D1 daquela enzima no GSPC.
Fonte: Elaboragdo propria.
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Grafico 1 - Enzima hepatica ALT, por grupo, no D1

2.
Grupo

Grupo 1 - Grupo Sham, Grupo 2 - Grupo Sem Pré-Condicionamento, Grupo 3 - Grupo com Pré-
Condicionamento.
Fonte: Elaboragéo propria.
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Grifico 2 - Enzima hepatica AST, por grupo, no D1

2.
Grupo

Grupo 1 - Grupo Sham, Grupo 2 - Grupo Sem Pré-Condicionamento, Grupo 3 - Grupo com Pré-
Condicionamento.
Fonte: Elaboragao propria.
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6.2 HISTOLOGIA DAS AMOSTRAS HEPATICAS

As laminas foram lidas utilizando um microscépio Eclipse E200 (Nikon Instruments,
Melville, NY USA) por uma histologista independente, que desconhecia as intervengdes
aplicadas aos grupos.

Foi utilizado o aumento de 100x para avaliacdo da presenca de necrose, congestdo
sinusoidal, infiltrado neutrofilico e esteatose, e o aumento de 400x para contagem de células
de Kupfter hemofagocitando.

Empregando a escala (Quadro 3) proposta por Nascimento (135), que atribui uma
pontuacdo crescente quanto mais intensa for a presenca das lesdes supramencionadas,
convertemos as imagens histologicas de dez campos aleatdrios e ndo sequenciais em dados
numéricos, os quais foram tabelados, respeitando os Grupos e dias especificos, e utilizados

para realizar a andlise estatistica.

Quadro 3 - Escala de pontuagéo histologica

INTENSIDADE PONTUACAO
Ausente 0
Presente em até 25% do campo avaliado 1
Presente de 25 a 50% do campo avaliado 2
Presente em mais de 50% do campo avaliado 3

Fonte: Elaborado pelo autor.

Os resultados, expressos nos Graficos 3 a 7 abaixo, revelaram que, no DO, ressalvada a
necrose, todos os demais parametros estavam presentes de modo significativamente mais
acentuado no Grupo Com Pré-Condicionamento quando comparado tanto com o Grupo Sham
(Congestdo Sinusoidal: p < 0.01, EP: 3.579, Infiltrado Neutrofilico: p < 0.01, EP: 3.369,
Kupffer hemofagocitando: p < 0.01, EP: 3.587, Esteatose: p < 0.01, EP: 3.537), quanto com o
Grupo Sem Pré-Condicionamento (Congestao Sinusoidal: p = 0.01, EP: 2.922, Infiltrado
Neutrofilico: p < 0.01, EP: 2.751, Kupffer hemofagocitando: p = 0.01, EP: 2.922, Esteatose: p
= 0.02, EP: 2.888). Entre os Grupos Sham e Sem Pré-Condicionamento, nenhum dos

parametros apresentou diferenga estatisticamente significativa.
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Grifico 3 - Parametro histologico Necrose, no D0
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1. 2.
Grupo

Grupo 1 - Grupo Sham, Grupo 2 - Grupo Sem Pré-Condicionamento, Grupo 3 - Grupo com Pré-
Condicionamento.
Fonte: Elaboragdo propria.

Grifico 4 - Parametro histologico Congestio Sinusoidal, no DO
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1. 2. 3:
Grupo
Grupo 1 - Grupo Sham, Grupo 2 - Grupo Sem Pré-Condicionamento, Grupo 3 - Grupo com Pré-

Condicionamento.
Fonte: Elaboragio propria.
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Grifico 5 - Parametro histoldgico Infiltrado Neutrofilico, no DO
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1. 2. 3.
Grupo

Grupo 1 - Grupo Sham, Grupo 2 - Grupo Sem Pré-Condicionamento, Grupo 3 - Grupo com Pré-
Condicionamento.
Fonte: Elaboragéo propria.

Grifico 6 - Parametro histologico Kupffer Hemofagocitando, no DO
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Grupo

Grupo 1 - Grupo Sham, Grupo 2 - Grupo Sem Pré-Condicionamento, Grupo 3 - Grupo com Pré-
Condicionamento.
Fonte: Elaboracao propria.
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Grafico 7 - Parametro histologico Esteatose, no DO
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1. 2. 3.

Grupo

Grupo 1 - Grupo Sham, Grupo 2 - Grupo Sem Pré-Condicionamento, Grupo 3 - Grupo com Pré-
Condicionamento.

Fonte: Elaboragdo propria.

No D1, houve diferenga significativa, na comparagdo entre os Grupos Sem e Com Pré-
Condicionamento, apenas para o infiltrado neutrofilico que se mostrou mais intenso no Grupo
Com-Pré¢ Condicionamento, de modo relevante (p < 0.01, EP: 2.904).

Em relacdo ao Grupo Sham, houve diferenca significativa para quatro dos cinco
parametros, na comparagdo com o Grupo Sem Pré-Condicionamento (Necrose: p = 0.02, EP:
3.518, Congestao Sinusoidal: p = 0.01, EP: 3.522, Kupffer hemofagocitando: p < 0.01, EP:
3.569, Esteatose: p = 0.01, EP: 3.585) e de todos os parametros na comparagcao com o Grupo
Com Pré-Condicionamento (Necrose: p < 0.01, EP: 3.518, Congestdo Sinusoidal: p < 0.01,
EP: 3.522, Infiltrado Neutrofilico: p < 0.01, EP: 3.557, Kupffer hemofagocitando: p < 0.01,
EP: 3.569, Esteatose: p < 0.01, EP: 3.585). Os dados referentes ao D1 estdo representados nos

Graficos 8 a 12, a seguir, e os dados globais estdo descritos na Tabela 2, ao final deste topico.
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Grifico 8 - Parametro histologico Necrose, no D1
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1. 2. 3.
Grupo

Grupo 1 - Grupo Sham, Grupo 2 - Grupo Sem Pré-Condicionamento, Grupo 3 - Grupo com Pré-
Condicionamento.
Fonte: Elaboragao propria.

Grafico 9 - Parametro histologico Congestdo Sinusoidal, no D1
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1. 43 3.
Grupo

Grupo 1 - Grupo Sham, Grupo 2 - Grupo Sem Pré-Condicionamento, Grupo 3 - Grupo com Pré-
Condicionamento.
Fonte: Elaboragao propria.
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Grifico 10 - Parametro histologico Infiltrado Neutrofilico, no D1
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Grupo 1 - Grupo Sham, Grupo 2 - Grupo Sem Pré-Condicionamento, Grupo 3 - Grupo com Pré-
Condicionamento.
Fonte: Elaboragdo propria.

Grifico 11 - Pardmetro histologico Kupffer Hemofagocitando, no D1
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Grupo 1 - Grupo Sham, Grupo 2 - Grupo Sem Pré-Condicionamento, Grupo 3 - Grupo com Pré-
Condicionamento.
Fonte: Elaboracao propria.
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Grafico 12 - Parametro histoldgico Esteatose, no D1
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1. 2. 3.
Grupo
Grupo 1 - Grupo Sham, Grupo 2 - Grupo Sem Pré-Condicionamento, Grupo 3 - Grupo com Pré-
Condicionamento.
Fonte: Elaboragdo propria.
Tabela 2 - Médias dos parametros histologicos
Grupo Sem Pré- Grupo Com Pré-
Variavel Gnip 0 Sham_ Condicionamento Condicionamento
(D0 n=4 / D1 n=4) . .
(n=8) (n=8)
DO D1 DO D1 DO D1
Necrose 0,00 0,00 0,38 (£0,51) 2,13 (x0,99)b 1,00 (+1,19) 3,38 (£ 1,84)b
Congestao
Simmsoidal 000 000 838(-159) 850 (+092P 1275 (2438  9.25(+ 148)
Infiltrado
Neutrofilico 0,00 0,00 0,38 (£0,51) 1,38 (x1,18) 325(£1,58)2 5,75 (= 1,98)b:¢
Kuptfer 0,00 0,00  550(+2,13 b b
hemofagocitando , S0(£2,13) 7,75 (1,58 9,13 (£ 1,642 8,25 (+2,05)
Esteatose 0,00 0,00 2,13 (£3,68) 9,38 (£2,61)> 6,38 (+3,16)2 10,75 (£ 1,28)b

Valores de média + desvio padrio. p<0.05: @ versus DO daquela varidvel no GS e no GSPC, b versus D1 daquela

variavel no GS, ¢ versus D1 daquela variavel no GSPC.
Fonte: Elaboragao propria.

Foram notadas figuras de mitose em algumas laminas do D1 do Grupo Com Pr¢é-
Condicionamento, porém, por se tratar de achado isolado e devido ao fato do método
hematoxilina-eosina nao ser o melhor para este tipo de andlise, ndo foi realizada anélise
estatistica deste achado. Algumas das laminas analisadas estdo dispostas nas Figuras de 9 a

12, a seguir.



Tecido hepatico normal.
Fonte: Propria do autor.

Figura 10 - Histologia de animal do Grupo Sem Pré-Condicionamento, D1
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Presenga de necrose focal e hemorragia.
Fonte: Propria do autor.

67



Figura 11 - Histologia de animal do Grupo Com Pré-Condicionamento, D1
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Esteatose microgoticular.
Fonte: Propria do autor.

Figura 12 - Histologia de animal do Grupo Com Pré-Condicionamento, D1 - mitose.
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Mitose.
Fonte: Propria do autor.
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6.3  ACIDOS GRAXOS

Os resultados foram organizados de modo a exibir a comparagdo entre 0s grupos no
DO e, em seguida, a comparagdo entre os grupos no D1, para cada 4cido graxo. Ao final, ¢

apresentada uma sintese considerando o conjunto de resultados no DO e no D1.

6.3.1 Acidos Graxos Saturados

6.3.1.1 Acido Palmitico

Os valores do Acido Palmitico no DO do Grupo Sham - referencial da normalidade no
nosso trabalho - variaram de 402,23 a 545,36, enquanto que os valores dos Grupos Sem e
Com Pré-Condicionamento variaram de 491,36 a 673,54 e 513,71 a 743,97, respectivamente.
Estes dados ja revelam um aumento da concentragdo deste dcido graxo imediatamente apds a
agressao cirurgica. E, embora ndo demonstrem diferenca significativa entre os Grupos Sem e
Com Pré-Condicionamento, evidenciam relevancia na comparagdo entre estes Grupos € o
Grupo Sham (versus GSPC - p = 0.03, EP: 3.623; versus GCPC - p <0.03, EP: 3.623).

No DI, a variagdo dos valores foi de: 545,36 a 735,13 no Grupo Sham, 531,92 a
1.459,90 no Grupo Sem Pré-Condicionamento e 704,07 a 1299,15 no Grupo Com Pré-
Condicionamento, mantendo a estatistica de significAncia apenas para a comparacao entre os
Grupos Sem e Com Pré-Condicionamento com o Grupo Sham (GSPCxGS - p < 0.04, EP:
3.623; GCPCxGS - p <0.02, EP: 3.623).

A seguir, na Tabela 3 e Grafico 13, os dados por grupo.

Tabela 3 - Concentragio hepatica do Acido Palmitico, por grupo

Grupo Sham Grupo Sem Pré- Grupo Com Pré-
_p _ Condicionamento Condicionamento
(D0 n=4 / D1 n=4) (n=8) -
Do 483,79 (+ 64,28) 600,91 (+70,97)2 622,56 (+ 63,28)2
Dl 660,10 (+ 80,89) 1.035,42 ( 355,90)b 1.092,60 (£199,99)P

Dados expressos em média (£ erro padrdo). p<0.05: 2 versus DO do GS, ® versus D1 do GS.
Fonte: Elaboragdo propria.
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Grifico 13 - Comparativo da concentragio hepatica do Ac. Palmitico

B Ac.Palmitico_DO
W Ac.Palmitico_D1

1500.00 |
125000 |

1000.00 |

17
750.00 ¢ ~ *

- N %

500.00 |

1 2 3
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Grupo 1 - Grupo Sham, Grupo 2 - Grupo Sem Pré-Condicionamento, Grupo 3 - Grupo com Pré-
Condicionamento.
Fonte: Elaboragao propria.

6.3.1.2 Acido Estedrico

No DO, os valores basais do Acido Estearico (Grupo Sham, DO0) flutuaram entre
502,68 e 612,30, digitos menores do que aqueles observados no Grupo Sem Pré-
Condicionamento - 559,42 a 892,25 - e no Grupo Com Pré-Condicionamento - 628,57 a
787,00. Esta observacao ¢ validada pela relevancia obtida na estatistica da comparagdo do
Grupo Sham, tanto com o Grupo Sem, quanto com o Grupo Com Pré-Condicionamento
(GSPCxGS - p < 0.03, EP: 3.623; GCPCxGS - p = 0.01, EP: 3.623). J4 entre estes dois
ultimos, nao foi identificada diferenca estatisticamente significante.

No DI, registramos as seguintes variagdes na concentra¢io do Acido Estearico: Grupo
Sham: 612.30 a 800.89; Grupo Sem Pré-Condicionamento: 489,27 a 1.112,57; e Grupo Com
Pré-Condicionamento: 467,59 a 958,21. O estudo estatistico, no D1, demonstrou perda da
relevancia documentada no D0, na comparacao do Grupo Sham com os demais e auséncia de
significancia entre os Grupos Com e Sem Pré-Condicionamento, embora perceba-se uma

tendéncia de maiores concentragdes do Acido Estearico, neste ultimo.
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Na sequéncia, na Tabela 4, as estatisticas do Acido Estedrico, por grupo, e no Grafico

14 o boxplot dos dias zero € um do experimento.

Tabela 4 - Concentracio hepatica do Acido Estearico, por grupo

Grupo Sham Grupo Sem Pré- Grupo Com Pré-
_p _ Condicionamento Condicionamento
(D0 n=4 / D1 n=4) (n=8) (n=8)
DO 568,01 (+53,88) 673,14 (£106,00)2 677,79 (£ 54,02)2
D1 718,63 (+ 80,39) 681,96 (+207,04) 756,24 (+ 153,57)

Dados expressos em média (+ erro padrio).

p <0.05: 2versus DO do GS.
Fonte: Elaboragado propria.

Grifico 14 - Comparativo da concentragio hepatica do Ac. Estearico
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Grupo 1 - Grupo Sham, Grupo 2 - Grupo Sem Pré-Condicionamento, Grupo 3 - Grupo com Pré-
Condicionamento.
Fonte: Elaboragédo propria.
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6.3.2 Acidos Graxos Monoinsaturados

6.3.2.1 Acido Palmitoleico

Para o Acido Palmitoleico, as concentragdes minimas observadas no DO dos Grupos
Sham, Sem e Com Pré-Condicionamento foram: 5,46; 8,89 € 5,92; e as maximas foram: 8,57,
17,08 e 20,05, respectivamente, com diferenga estatisticamente significante na comparacao
entre o Grupo Sham e os demais Grupos (versus GSPC - p < 0.01, EP: 3.623; versus GCPC -
p=0.03, EP: 3.623).

No DI, a variagdo do Grupo Sham foi entre 8,57 ¢ 19,99, a do Grupo Sem Pré-
Condicionamento foi entre 21,26 e 105,53 e a do Grupo Com Pré-Condicionamento entre
11,29 e 88,10, mantendo a significancia apenas entre os Grupos Sham e os demais (versus
GSPC - p < 0.01, EP: 3.623; versus GCPC - p < 0.05, EP: 3.623), conforme dados expostos
na Tabela 5 e Gréfico 15.

Tabela 5 - Concentragdo hepatica do Acido Palmitoleico, por grupo

Grupo Sem Pré- Grupo Com Pré-
(D(();:;]‘)'o/ %hla:; 4) Condicionamento Condicionamento
(n=8) (n=8)
DO 6,57 (£ 1,40) 13,80 (£ 3,03)2 11,88 (+3,92)2
D1 14,54 (+ 6,09) 58,59 (+ 38,57)b 41,07 (+ 27,68)b

Dados expressos em média (+ desvio padrdo).

p <0.05: 2 versus DO do GS, b versus D1 do GS
Fonte: Elaboragao propria.
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Grifico 15 - Comparativo da concentragio hepatica do Ac. Palmitoleico

B Ac.Palmitoléico_DO
120,00 W Ac.Paimitoléico_D1

100.00

§0.00
60.00
40.00
17
*
=
[+]

20,00 l

00

1 2 3
Grupo

Grupo 1 - Grupo Sham, Grupo 2 - Grupo Sem Pré-Condicionamento, Grupo 3 - Grupo com Pré-
Condicionamento.
Fonte: Elaboragdo propria.

6.3.2.2 Acido Oleico

No DO, a anélise do Acido Oleico revela como valores minimos de sua concentracio
nos Grupos Sham, Sem ¢ Com Pré-Condicionamento, os seguintes digitos, respectivamente:
131,60; 182,17 e 153,55. Ja as maximas foram, respectivamente: 168,33; 291,84 e 327,42. A
andlise estatistica demonstrou diferencga significativa entre o Grupo Sham e os demais (versus
GSPC - p <0.02, EP: 3.623; versus GCPC - p <0.01, EP: 3.623).

No D1, a concentragio do Acido Oleico no tecido hepatico dos ratos, apresentou os
seguintes valores: Grupo Sham - minima de 160,64 ¢ maxima de 258,64, Grupo Sem Pr¢é-
Condicionamento: minima de 265,59 e maxima de 1.386,89 ¢ Grupo Com Pré-
Condicionamento: minima de 224,13 e maxima de 924,90, havendo diferenga significativa
apenas para a comparagdo do Grupo Sham com os demais (versus GSPC - p < 0.01, EP:
3.623; versus GCPC - p <0.01, EP: 3.623). Os dados, por grupo, estdo expostos na Tabela 6 e
Grafico 16.



74

Tabela 6 - Concentragdo hepatica do Acido Oleico, por grupo

Grupo Sham Grupo Sem Pré- Grupo Com Pré-
_p _ Condicionamento Condicionamento
(D0 n=4 / D1 n=4) (n=8) (n=8)
DO 148,13 (+ 19,14) 217,75 (£ 42,01)2 222,05 (+ 55,82)2
D1 196,69 (+45,97) 718,75 (£ 393,12)b 709,20 (£ 237,25)b

Dados expressos em média (£ erro padrio).

p <0.05: p <0.05: 2 versus DO do GS, ® versus D1 do GS
Fonte: Elaboragao propria.

Grifico 16 - Comparativo da concentragio hepatica do Ac. Oleico
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Grupo 1 - Grupo Sham, Grupo 2 - Grupo Sem Pré-Condicionamento, Grupo 3 - Grupo com Pré-
Condicionamento.
Fonte: Elaboracao propria.

6.3.3 Acidos Graxos Poliinsaturados

6.3.3.1 Da série omega-3

6.3.3.1.1 Acido Alfa-Linolénico

Os valores do Acido Alfa-Linolénico no DO do Grupo Sham variaram de 5,85 a 10,79,
enquanto que os valores dos Grupos Sem ¢ Com Pré-Condicionamento variaram de 4,58 a
21,64 e 4,34 a 18,23, respectivamente. Estes dados ja revelam um aumento da concentragao

deste 4acido graxo, imediatamente apds a agressdo cirurgica, especialmente no Grupo Sem
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Pré-Condicionamento, embora ndo demonstrem diferenca significativa na comparagdo entre
Grupos.

No DI, a variacdo dos valores foi de: 10,24 a 24,12 no Grupo Sham, 22,89 a 92,90 no
Grupo Sem Pré-Condicionamento e 4,24 a 77,60 no Grupo Com Pré-Condicionamento e
houve relevancia estatistica tanto na comparacao entre os Grupos Sham e Sem Pré-
Condicionamento (p < 0.02, EP: 3.623) como entre os Grupos Sham e Com Pré-
Condicionamento (p < 0.04, EP: 3.623), com valores de p mais baixos na primeira
comparagdo, reforcando a tendéncia do DO, de um aumento mais expressivo no Grupo Sem

Pré-Condicionamento. A seguir, na Tabela 7 e Grafico 17, os dados por grupo.

Tabela 7 - Concentragio hepatica do Acido Alfa-Linolénico, por grupo

Grupo Sem Pré- Grupo Com Pré-
(D(();:niﬂol %hla:l: 4) Condicionamento Condicionamento
(n=8) (n=8)
DO 8,44 (£2,43) 12,20 (£5,77) 9,16 (+4,54)
D1 15,77 (+5,91) 60,01 (+ 24,76)2 46,32 (+ 23,63)2

Dados expressos em média (+ erro padrdo).

p=<0.05: 2 versus D1 do Grupo Sham.
Fonte: Elaboragao propria.

Grafico 17 - Comparativo da concentragio hepatica do Ac. Alfa-Linolénico
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Grupo 1 - Grupo Sham, Grupo 2 - Grupo Sem Pré-Condicionamento, Grupo 3 - Grupo com Pré-
Condicionamento.
Fonte: Elaboracao propria.
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6.3.3.1.2 Acido Eicosapentaendico

No DO o EPA exibiu, no Grupo Sham, concentragdo minima de 3,10 e maxima de
4,72. Minima de 2,24 e maxima de 6,72, no Grupo Sem Pré-Condicionamento e minima de
2,09 e maxima de 5,67, no Grupo Com Pré-Condicionamento, sem evidéncia de diferengas
estatisticamente significante em nenhuma comparacao entre Grupos.

No DI, houve um discreto aumento nos valores do Grupo Sham (concentracdao
minima de 4,10 e maxima de 8,95) e Com Pré-Condicionamento (concentracdo minima de
2.98 e maxima de 13,45) e um aumento, um pouco mais expressivo, no Grupo Sem Pré-
Condicionamento (concentragdo minima de 6,12 ¢ maxima de 17,80) o que resultou em
relevancia na comparagdo dele com o Grupo Sham (p < 0.03, EP: 3.623). A representacao

destas informagdes encontra-se, a seguir, na Tabela 8 e no Grafico 18.

Tabela 8 - Concentragio hepatica do Acido Eicosapentaendico, por grupo

G Sh Grupo Sem Pré- Grupo Com Pré-
rlipo am_ Condicionamento Condicionamento
(D0 n=4 /D1 n=4) (n=8) (n=8)
DO 3,98 (£ 0,66) 5,02 (+1,62) 3,78 (£ 1,20)
D1 6,01 (£ 2,08) 11,40 (£ 4,64)? 8,93 (+3,34)

Dados expressos em média ( erro padrio). p < 0.05: 2 versus D1 do Grupo Sham.
Fonte: Elaboracao propria.

Grifico 18 - Comparativo da concentragio hepatica do Ac. Eicosapentaendico
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Grupo 1 - Grupo Sham, Grupo 2 - Grupo Sem Pré-Condicionamento, Grupo 3 - Grupo com Pré-
Condicionamento.
Fonte: Elaboragdo propria.
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6.3.3.1.3 Acido Docosahexaendico

No DO, identificamos, como intervalo de referéncia da normalidade (Grupo Sham,
DO0), os valores: minimo de 105,96 e méximo de 155,16. Quando submetidos a hepatectomia
sem pré-condicionamento, observamos valores entre 51,25 e 195,16 e, quando o
procedimento ¢ precedido pelo condicionamento isquémico, valores entre 23,15 e 96,51 sdo
encontrados. A andlise demonstra relevancia significativa na comparagdo do Grupo Com Pré-
Condicionamento com os demais Grupos (versus GS - p < 0.02, EP: 3.623; versus GSPC - p =
0.01, EP: 2.958).

No D1, encontramos os valores minimos de 135,07; 58,53 e 21,49 e maximos de
174,45; 224,95 e 78,65 nos Grupos Sham, Sem e Com Pré-Condicionamento,
respectivamente. Estes dados, quando analisados, ratificam a forte diferenca estatistica entre o
Grupo Com Pré Condicionamento e os Grupos Sham (p < 0.01, EP: 3.623) e Sem Pré-

Condicionamento (p < 0.01, EP: 2.958) , conforme se percebe na Tabela 9 e no Gréfico 19, a

seguir.
Tabela 9 - Concentragdo hepatica do Acido Docosahexaendico, por grupo
(D(();;‘iﬂ"/ %hla:; " C(f)l;ludlzgiiﬁglml;;é:t-() CG J:glzlgl?;nmz;io
(n=8) (n=8)
DO 127,17 (£ 22,44) 128,44 (+ 46,56) 69,96 (£ 32,50)2
D1 155,45 (+ 16,76) 115,32 (+ 53,67) 5236 (£ 23,14)b

Dados expressos em média (+ erro padrio).

p < 0.05: 2 versus DO dos Grupos Sham e Sem Pré- Condicionamento, ® versus D1 dos Grupos Sham e Sem Pré-
Condicionamento (p < 0.01).
Fonte: Elaboragdo propria.
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Grifico 19 - Comparativo da concentragio hepatica do Ac. Docosahexaenoico
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Grupo 1 - Grupo Sham, Grupo 2 - Grupo Sem Pré-Condicionamento, Grupo 3 - Grupo com Pré-
Condicionamento.
Fonte: Elaboragdo propria.

6.3.3.2 Da série 6mega-6

6.3.3.2.1 Acido Linoleico

No DO, as concentragdes minimas de Acido Linoleico encontrada nos Grupos Sham,
Sem e Com Pré-Condicionamento foram, respectivamente: 456,54; 419,35 e 392,81. Ja as
concentragcoes maximas foram 592,28; 858,90 ¢ 692,30, sem diferenca estatistica em nenhuma
comparag¢ao entre Grupos.

No D1, houve um pequeno aumento na concentragio de Acido Linoleico no Grupo
Sham (concentragcdo minima: 579,52 / concentragdo maxima: 762,01) acompanhado de um
aumento expressivo nos Grupos Sem e Com Pré-Condicionamento, concentracdes minimas:
712,43 e 459,49 / concentragdes maximas: 1.948,74 e 1777,32, respectivamente. Este
acréscimo dissociado fez surgir uma diferenca estatisticamente significativa na comparacao
do Grupo Sham com os demais Grupos (versus GSPC - p < 0.02, EP: 3.623; versus GCPC - p
<0.04, EP: 3.623).

A Tabela 10 e o Grafico 20, adiante, resumem as informagoes supracitadas.
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Tabela 10 - Concentragio hepatica do Acido Linoleico, por grupo

G Sh Grupo Sem Pré- Grupo Com Pré-
rlipo am_ Condicionamento Condicionamento
(D0 n=4 / D1 n=4) (n=8) (n=8)
DO 522,57 (+ 73,34) 628,93 (+ 143,80) 532,18 (+ 105,75)
D1 682,88 (£78,91) 1.387,50 (£ 411,19)2 1.313,95 (+ 441.50)2

Dados expressos em média (+ erro padrio).

p <0.05: 2versus D1 do Grupo Sham.
Fonte: Elaboragdo propria.

Grifico 20 - Comparativo da concentragio hepatica do Ac. Linoleico
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Grupo 1 - Grupo Sham, Grupo 2 - Grupo Sem Pré-Condicionamento, Grupo 3 - Grupo com Pré-
Condicionamento.
Fonte: Elaboragao propria.

6.3.3.2.2 Acido Gama-Linolénico

No DO, a analise do Acido Gama-Linolénico revela, como valores minimos de sua
concentragdo nos Grupos Sham, Sem e Com Pré-Condicionamento, os respectivos dados:
2,25; 1,69 e 1,42. Ja as maximas foram, respectivamente: 3,43; 7,89 e 6,79. A andlise
estatistica ndo demonstrou diferenca significativa entre os Grupos.

No DI, a concentragio do Acido Gama-Linolénico no tecido hepatico dos ratos,
apresentou os seguintes valores: Grupo Sham - minima de 2,47 e maxima de 3,65, Grupo Sem

Pré-Condicionamento: minima de 4,04 e maxima de 27,08 e¢ Grupo Com Pré-
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Condicionamento: minima de 2,10 e maxima de 11,44, havendo diferenga significativa na
comparagdo do Grupo Sham com os demais (versus GSPC - p < 0.01, EP: 3.623; versus
GCPC - p <0.05, EP: 3.623).

Os dados, por grupo, estdo expostos na Tabela 11 e Grafico 21.

Tabela 11 - Concentragio hepatica do Acido Gama-Linolénico, por grupo

G Sh Grupo Sem Pré- Grupo Com Pré-
l‘lip 0 am_ Condicionamento Condicionamento
(D0 n=4 / D1 n=4) (n=8) (n=8)
DO 2,67 (£0,52) 4,69 (+2,04) 3,48 (£2,08)
D1 2,92 (+£0,52) 10,44 (+ 7,73)2 6,37 (+2,74)2

Dados expressos em média (+ erro padrdo).

p <0.05: 2versus D1 do Grupo Sham.
Fonte: Elaboragao propria.

Grifico 21 - Comparativo da concentragio hepatica do Ac. Gama-Linolénico
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Grupo 1 - Grupo Sham, Grupo 2 - Grupo Sem Pré-Condicionamento, Grupo 3 - Grupo com Pré-
Condicionamento.
Fonte: Elaboracao propria.
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6.3.3.2.3 Acido Dihomo-Gama-Linolénico

O intervalo de valores de Acido Dihomo-Gama-Linolénico obtidos no DO nos Grupos
Sham, Sem Pré-Condicionamento € Com Pré-Condicionamento foram, nesta ordem: 9,69 -
17,05; 15,04 - 26,58 ¢ 7,28 - 16,22, com significancia estatistica entre o Grupo Sem Pr¢-
Condicionamento e os demais Grupos (versus GS - p < 0.04, EP: 3.623; versus GCPC - p <
0.01, EP: 2.958).

Ja no DI, estes digitos variaram entre: 15,29 - 22.25; 14,17 - 36,89 e 2,20 - 20,31,
considerando a mesma ordem do pardgrafo anterior ¢ houve significancia apenas entre os
Grupos Sem e Com Pré-Condicionamento (p < 0.01, EP: 2.958). A sintese destas informagdes,
bem como os valores de média e erro padrdo, por grupo, encontram-se na Tabela 12 e no

Grafico 22, a seguir.

Tabela 12 - Concentragio hepatica do Acido Dihomo-Gama-Linolénico, por grupo

G Sh Grupo Sem Pré- Grupo Com Pré-

rupo Sham Condicionamento Condicionamento
(D0 n=4 / D1 n=4) (n=8) (n=8)

DO 12,76 (£ 3,27) 19,97 (& 4,49)2 12,47 (£ 3,32)

D1 18,06 (£ 2,96) 22,83 (£ 7,83)b 12,06 (+ 6,39)

Dados expressos em média (+ erro padrdo).

p < 0.05: 2 versus DO dos Grupos Sham e Com Pré-Condicionamento, b versus D1 do Grupo Com Pré-
Condicionamento.
Fonte: Elaboragao propria.
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Grifico 22 - Comparativo da concentragio hepatica do Ac. Dihomo-Gama-Linolénico
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Grupo 1 - Grupo Sham, Grupo 2 - Grupo Sem Pré-Condicionamento, Grupo 3 - Grupo com Pré-
Condicionamento.
Fonte: Elaboragao propria.

6.3.3.2.4 Acido Araquidénico

No DO do experimento as concentragdes, minima e maxima, obtidas no Grupo Sham,
para o Acido Araquidonico, foram 699,51 e 835,47, respectivamente. J4 no Grupo Sem Pré-
Condicionamento, variaram entre 314,38 e 1058,58, enquanto que no Grupo Com Pré-
Condicionamento os valores ficaram compreendidos entre 181,66 ¢ 593,42. Houve diferenca
estatisticamente significante entre o Grupo Com Pré-Condicionamento € o Grupo Sham (p <
0.03, EP: 3.623) e o Grupo Sem Pré-Condicionamento (p < 0.01, EP: 2.958), mas ndo entre
estes dois ultimos.

No DI, houve um decréscimo na quantidade de Acido Araquidonico no Grupo Com
Pré-Condicionamento (minima: 135,18 / maxima: 483,27) enquanto que nos demais Grupos
houve pouca alteracdo (Grupo Sham - minima: 701,92 / maxima: 822,91 ; Grupo Sem Pré-
Condicionamento - minima: 345,41 / maxima: 1204,80). Estes dados, quando analisados
demonstraram manutencdo da relevancia na comparacdo entre o Grupo Com Pré-

Condicionamento e os Grupos Sham (p < 0.01, EP: 3.623) e Sem Pré-Condicionamento (p <
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0.02, EP: 2.958), que permaneceram sem diferenga significativa entre eles (Tabela 13 e

Grafico 23).

Tabela 13 - Concentragio hepatica do Acido Araquidénico, por grupo

Grupo Sem Pré-

Grupo Sham . . Grupo Pré-Condicionamento
(DO n=4 / D1 n=4) C"“d‘g“’:‘gme“m (n=8)
DO 738,33 (£ 64,91) 736,92 (+232,36) 423,92 (£ 169,64)2
D1 736,65 (£ 57,69) 647,86 (+265,93) 342,39 (+ 115,44)b

Dados expressos em média (+ erro padrio).

p < 0.05: 2 versus DO dos Grupos Sham e Sem Pré-Condicionamento, ® versus D1 dos Grupos Sham e Sem Pré-
Condicionamento.
Fonte: Elaboragdo propria.

Grifico 23 - Comparativo da concentragio hepatica do Ac. Araquidénico
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Grupo 1 - Grupo Sham, Grupo 2 - Grupo Sem Pré-Condicionamento, Grupo 3 - Grupo com Pré-
Condicionamento.
Fonte: Elaboragdo propria.

6.3.3.2.5 Acido Docosapentaenéico n-6

Por fim, o ultimo 4cido graxo analisado demonstrou no D0 do experimento, a seguinte

flutuagdo dos valores de concentragao: no Grupo Sham: 4,12 a 7,85; Grupo Sem Pré-
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Condicionamento: 3,73 a 9,47 e, Grupo Com Pré-Condicionamento: 3,65 a 10,80, sem
diferenca estatistica entre os grupos.

No D1, os intervalos de valores ficaram da seguinte forma: Grupo Sham: 7,11 a 17,69;
Grupo Sem Pré-Condicionamento: 6,99 a 42,56 e, Grupo Com Pré-Condicionamento: 5,20 a
11,20, também sem diferenca estatistica entre os grupos, conforme podemos visualizar na

Tabela 14 e Grafico 24, a seguir.

Tabela 14 - Concentragio hepatica do Ac. Docosapentaendico n-6, por grupo

Grupo Sem Pré-

Grupo Sham Grupo Pré-Condicionamento

(DO n=4 / D1 n=4) C““d'gl":‘gme“to (n=8)
DO 5,97 (+ 1,64) 7,9 (+2,01) 5,82 (£2,19)
DI 10,61 (+4,85) 14,11 (= 12,06) 8,46 ( 2,25)

Dados expressos em média (+ erro padrdo).
Fonte: Elaboragdo propria.

Grifico 24 - Comparativo da concentragdo hepatica do Ac. Docosapentaendico n-6
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Grupo 1 - Grupo Sham, Grupo 2 - Grupo Sem Pré-Condicionamento, Grupo 3 - Grupo com Pré-
Condicionamento.
Fonte: Elaboragdo propria.
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6.3.4 Acidos Graxos Totais

No DO, identificamos, como intervalo de referéncia da normalidade (Grupo Sham, DO0), os
valores: minimo de 2.551,16 e méximo de 3.185,03. Quando submetidos a hepatectomia sem
pré-condicionamento, observamos valores entre 2.515,07 e 3.979,68 e, quando o
procedimento € precedido pelo condicionamento isquémico, valores entre 2.359,21 e 3.389,41
sdo encontrados. A analise ndo demonstrou diferenga significativa em nenhuma comparacao.
No D1, encontramos os valores minimos de 3.016; 3.117 e¢ 2.818 e maximos de 3679;
6489 e 5909 nos Grupos Sham, Sem e Com Pré-Condicionamento, respectivamente, fazendo
surgir diferenga estatistica apenas entre o0 Grupo Sham e o Grupo Sem Pré-Condicionamento

(p <0.02, EP: 3.623), conforme se percebe na Tabela 15 e no Gréfico 25, a seguir.

Tabela 15 - Concentragdo hepatica dos Acidos Graxos Totais, por grupo

G Sh Grupo Sem Pré- Grupo Com Pré-
rlipo am_ Condicionamento Condicionamento
(D0 n=4 /D1 n=4) (n=8) (n=8)
DO 2.851,67 (£ 298,43) 3.333,29 (+498,06) 2.852,01 (= 351,90)
D1 3.460,21 (£ 301,84) 5.129,00 (+ 1.421,94)2 4.737,97 (£ 1.042,56)

Dados expressos em média (+ erro padrdo). p < 0.05: 2 versus DO do Grupo Sham.
Fonte: Elaboragao propria.

Grifico 25 - Comparativo da concentragio hepatica dos Acidos Graxos Totais
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Grupo 1 - Grupo Sham, Grupo 2 - Grupo Sem Pré-Condicionamento, Grupo 3 - Grupo com Pré-
Condicionamento.
Fonte: Elaboragdo propria.
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6.3.5 Sintese dos resultados dos Acidos Graxos

6.3.5.1 D0 do Experimento

A sintese do conjunto de dados do DO, expresso na Tabela 16, demonstra que, na
analise dos acidos Alfa-Linolénico, Eicosapentaendico, Linoleico, Gama-Linolénico e
Docosapentaenodico n-6 ndo foram observadas diferencas estatisticamente significativas entre
os Grupos, ao passo que, para os acidos Palmitico, Estearico, Palmitoleico e Oleico, as
concentragdes foram significativamente mais baixas no Grupo Sham quando comparadas as
concentragdes destes acidos nos Grupos Sem Pré-Condicionamento (p = 0.03, p < 0.03, p <
0.01 e p <0.02, respectivamente) e Com Pré-Condicionamento (p < 0.03, p=0.01,p=0.03 ¢
p <0.01, respectivamente).

Os acidos Docosahexaendico e Araquidonico apresentaram valores mais baixos, com
relevancia estatistica, no Grupo Com Pré-Condicionamento em relagdo aos Grupos Sham (p <
0.02 e p <0.03) e Sem Pré-Condicionamento (p = 0.01 e p <0.01).

E, por fim, os niveis do Acido Dihomo-Gama-Linoleico foram significativamente
mais elevados no Grupo Sem Pré-Condicionamento em comparagdo aos Grupos Sham (p <

0.04) e Com Pré-Condicionamento (p < 0.01).
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Tabela 16 - Sintese dos resultados dos Acidos Graxos, no DO

Acido Palmitico

Acido Estearico

Acido Palmitoleico

Acido Oleico

Acido Alfa-Linolénico

Acido
Eicosapentaendico

Acido
Docosahexaenoico

Acido Linoleico

Acido Gama-
Linolénico

Acido Dihomo-Gama-
Linolénico

Acido Araquidénico

Acido
Docosapentaendico n-6

Total de Acidos Graxos

Grupo Sham
(n=4)

483,79 (+ 64,28)

568,01 (£ 53,88)

6,57 (& 1,40)

148,13 (+ 19,14)

8,44 (£ 2,43)

3,98 (& 0,66)

127,17 (£ 22,44)

522,57 (+ 73,34)

2,67 (£0,52)

12,76 (+3,27)

738,33 (£ 64,91)

5,97 (+ 1,64)

2.851,67 (£ 298,43)

Grupo Sem Pré- Grupo Com Pré-
Condicionamento Condicionamento
(n=8) (n=8)

600,91 (+ 70,97) 622,56 (+ 63,28)

673,14 (£106,00)a 677,79 ( 54,02)

13,80 (+ 3,03)2 11,88 (& 3,92)

217,75 (+ 42,01) 222,05 (+ 55,82)

12,20 (£ 5,77) 9,16 (+4,54)

5,02 (= 1,62) 3,78 (& 1,20)

128,44 (+ 46,56) 69,96 (& 32,50)2 b

628,93 (+ 143,80) 532,18 (£ 105,75)

4,69 (+2,04) 3,48 (+2,08)
19,97 (+ 4,49)2 12,47 (+3,32)b
736,92 (+232,36) 423,92 (+ 169,64)a: b
7,29 (+2,01) 5,82 (+2,19)

3.333,29 (+ 498,06) 2.852,01 (£ 351,90)

Dados expressos em média (+ erro padrio).
p=<0.05: 2 versus aquela varidvel no Grupo Sham, ® versus aquela variavel no Grupo Sem Pré-Condicionamento.

Fonte: Elaboragao propria.
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6.3.5.2 D1 do Experimento

A sintese do conjunto de dados do D1, expressos na Tabela 17, demonstra que os Uinicos
acidos que ndo apresentaram diferenca significativa na comparagdo entre os diferentes
Grupos, foram o acidos Estearico e Docosapentaenoico n-6.

Os Acidos Palmitico, Palmitoleico, Oleico, Alfa-Linolénico, Linoleico ¢ Gama-
Linolénico demonstraram niveis mais altos, com relevancia estatistica, nos Grupos Sem e
Com Pré-Condicionamento, quando comparados ao Grupo Sham (GSPCxGS - p < 0.04, p <
0.01, p <0.01, p <0.02, p < 0.02, p<0.01 / GCPSxGS - p <0.02, p<0.05,p<0.0l,p<
0.04, p < 0.04, p < 0.05). O Acido Eicosapentaenoico exibiu 0 mesmo comportamento, porém
a analise estatistica encontrou relevancia na comparac¢do do Grupo Sham apenas com o Grupo
Sem Pré-Condicionamento (p < 0,03).

A observacdo dos resultados do Acido Dihomo-Gama-Linoleico revelou, além de
valores maiores no Grupo Sem Pré-Condicionamento, concentracdes menores no Grupo Com
Pré-Condicionamento, gerando relevancia estatistica na comparagao entre estes dois Grupos
(p<0.01).

Os dois ultimos acidos avaliados, Docosahexaendico e Araquidonico tiveram, ambos,
valores decrescentes nos Grupos Sham, Sem e Com Pré-Condicionamento, nesta ordem e, o
estudo estatistico demonstrou significincia na comparagdo do Grupo Com Pré-
Condicionamento com o Grupo Sham (p < 0.01 para os dois acidos) e entre os Grupos Com e

Sem Pré-Condicionamento (DHA p <0.01; AA: p <0.02).



Tabela 17 - Sintese dos resultados dos Acidos Graxos, no D1

&9

Grupo Sham
(n=4)

Grupo Sem Pré-
Condicionamento
(n=8)

Grupo Com Pré-
Condicionamento
(n=8)

Acido Palmitico

Acido Estearico

Acido Palmitoleico

Acido Oleico

Acido Alfa-Linolénico

Acido
Eicosapentaendico

Acido
Docosahexaenoico

Acido Linoleico

Acido Gama-
Linolénico

Acido Dihomo-Gama-
Linolénico

Acido Araquidénico

Acido
Docosapentaendico n-6

Total de Acidos Graxos

660,10 ( 80,89)

718,63 (£ 80,39)

14,57 (+ 6,09)

196,69 (+ 45,97)

15,77 (£ 5,91)

6,01 (+2,08)

155,45 ( 16,76)

682,88 (+78,91)

2,92 (£0,52)

18,06 (+ 2,96)

736,65 (+ 57,69)

10,61 (+ 4,85)

3.460,21 (= 301,84)

1.035,42 (& 355,90)2

681,96 (+ 207,04)

58,59 (& 38,57)2

718,75 (£ 393,12)8

60,01 (£ 24,76)8

11,40 (+ 4,64)8

115,32 (£ 53,67)

1.387,50 ( 411,19)

10,44 (£ 7,73)2

22,83 (+7,83)

647,86 (+ 265,93)

14,11 (& 12,06)

5.129,00 (£ 1.421,94)a

1.092,60 ( 199,99)2

756,24 (£ 153,57)

41,07 (£ 27,68)

709,20 (+ 237,25)

46,32 (+23,63)2

8,93 (+ 3,34)

52,36 (£ 23,14)a.b

1.313,95 (& 441.50)2

6,37 (£2,74)

12,06 (£ 6,39)b

342,39 (+ 115,44)a. b

8,46 (+2,25)

4.737,97 (= 1.042,56)

Dados expressos em média (+ erro padrio).

p < 0.05: 3versus aquela varidvel no Grupo Sham, b versus aquela varidvel no Grupo Sem Pré-Condicionamento.

Fonte: Elaboragdo propria.
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6.4  ATIVIDADE DAS ENZIMAS DO METABOLISMO DOS ACIDOS GRAXOS

Conforme mencionado anteriormente, modelos de mensuragao da atividade enzimatica
de A-5 e -6 dessaturase, através da relagdo produto/precursor dos 4acidos graxos
poliinsaturados da série 6mega-6, ja foram propostos e validados. Utilizamos a razdo Acido
Araquidénico/Acido Dihomo-Gama Linolénico e a razio Acido Gama-Linolénico/Acido
Linoleico para mensurar a atividade de A-5 e A-6 dessaturase, respectivamente (136, 137). Por
analogia, mensuramos a atividade de SCD-1 calculando a razdo Acido Palmitoleico/Acido

Palmitico e Acido Oleico/Acido Estearico.
6.4.1 A-5Dessaturase

No DO, os valores obtidos na equagdo Acido Araquidénico/Acido Dihomo-Gama-
Linolénico variaram entre 41,56 ¢ 73,29 no Grupo Sham, 20,65 ¢ 64,79 no Grupo Sem Pré-
Condicionamento e 18,67 e 61,75 no Grupo Com Pré-Condicionamento. A andlise
comparativa revelou diminuicdo significativa da atividade estimada da enzima nos Grupos
Sem e Com Pré-Condicionamento em comparagdo ao Grupo Sham (versus GSPC - p = 0.03,
EP: 3.623; versus GCPC - p <0.02, EP: 3.623) contudo, sem diferenca estatistica entre eles.

No DI, os Grupos Sham, Sem Pré-Condicionamento ¢ Com Pré-Condicionamento
apresentaram taxas minimas de atividade enzimatica de 36,98; 15,37 e 18,76 e taxas maximas
de 46,64; 69,91 e 168,17, respectivamente, com analises comparativas iguais as do DO
(GSxGSPC - p <0.04, EP: 3.623; GSxGCPC - p <0.05, EP: 3.623).

Dados sobre média e erro padrdo, estdo dispostos na Tabela 18 e Grafico 26, a seguir.

Tabela 18 - Estimativa da atividade de A-5 Dessaturase, por grupo

Grupo Sem Pré-

Grupo Sham Condicionamento Grupo Pré-Condicionamento
(D0 n=4 / D1 n=4) (n=8) (n=8)
DO 60,32 (+ 13,42) 38,24 (+ 15,99) 2 34,09 (+ 12,99) 2
D1 41,23 (+ 4,06) 30,63 (£ 16,75) b 43,55 (+ 50,64) b

Dados expressos em média (+ erro padrio).

p < 0.05: 2versus DO no GS, b versus D1 no GS.
Fonte: Elaboracao propria.
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Grafico 26 - Comparativo da atividade estimada de A-5 dessaturase
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Grupo 1 - Grupo Sham, Grupo 2 - Grupo Sem Pré-Condicionamento, Grupo 3 - Grupo com Pré-
Condicionamento.
Fonte: Elaboragao propria.

6.4.2 A-6 Dessaturase

Encontramos, na relagio Acido Gama-Linolénico/Acido Linoleico, os seguintes
dados, referentes as taxas minimas de conversdo, no DO dos Grupos Sham, Sem Pr¢-
Condicionamento ¢ Com Pré-Condicionamento: 0,0045; 0,0040 e 00,30. As taxas maximas,
respeitando a mesma ordem, foram: 0,0057; 0,0099 e 0,0105. A analise comparativa nao
produziu significancia em nenhuma das comparacdes.

Em D1, as variagdes do Grupo Sham foram de 0,0036 a 0,0047, do Grupo Sem Pré-
Condicionamento foram de 0,0039 a 0,0190 e do Grupo Com Pré-Condicionamento foram de
0,0029 a 0,0076. Houve diferenca estatistica apenas de aumento de atividade no Grupo Sem
Pré-Condicionamento em relagdo ao Grupo Sham (p = 0,05; EP: 3.623).

Na Tabela 19 e Grafico 27, a seguir, estdo compiladas as informagdes supracitadas.
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Tabela 19 - Estimativa da atividade de A-6 Dessaturase, por grupo

Grupo Sem Pré-

Grupo Sham . . Grupo Pré-Condicionamento
(DO n=4 / D1 n=4) CO“d‘f:l":'gmenm (n=8)
DO 0,0051 (= 0,0005) 0,0072 (+ 0,0022) 0,0061 (= 0,0027)
DI 0,0042 (£ 0,0004) 0,0074 (+ 0,0051) @ 0,0049 (+ 0,0015)

Dados expressos em média (+ erro padrio).

p < 0.05: 2versus aquela variavel no Grupo Sham.
Fonte: Elaboragao propria.

Grifico 27 - Comparativo da atividade estimada de A-6 dessaturase
A-6 dessaturase_DO
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G1 G2 G3
Grupo

Grupo 1 - Grupo Sham, Grupo 2 - Grupo Sem Pré-Condicionamento, Grupo 3 - Grupo com Pré-
Condicionamento.
Fonte: Elaboragdo propria.

6.4.3 Estearoil Coenzima A Dessaturase 1 - SCD-1

Apresentamos dois valores de mensuragdo da atividade de SCD-1: aquele resultante da
relagio Acido Palmitoleico/Acido Palmitico, que no DO teve flutuacdes entre 0,012 e 0,015
no Grupo Sham, 0,017 € 0,029 no Grupo Sem Pré-Condicionamento e 0,011 ¢ 0,026 no Grupo
Com Pré-Condicionamento e, aquele resultante da relagio Acido Oleico/Acido Estearico que

também no DO demonstrou variagdo entre 0,24 e 0,27 no Grupo Sham, 0,21 e 0,43 no Grupo



93

Sem Pré-Condicionamento e 0,24 e 0,45 no Grupo Com Pré-Condicionamento. A anélise
comparativa da atividade de SCD-1 nao demonstrou diferenga significativamente estatistica
para a conversdo de Acido Estearico em Oleico e, para a conversio de Acido Palmitico para
Palmitoleico, demonstrou relevancia apenas entre os Grupo Sem Pré-Condicionamento e
Sham (p < 0.01; EP: 3.623).

Vinte e quatro horas apos as intervengdes, os intervalos da relagio Acido Palmitoleico/
Acido Palmitico ficaram em 0,013 ¢ 0,029 no Grupo Sham, 0,028 e 0,090 no Grupo Sem Pr¢é-
Condicionamento ¢ 0,015 ¢ 0,075 no Grupo Com Pré-Condicionamento e, da relacao Acido
Oleico/Acido Estearico, variaram entre 0,20 e 0,34 no Grupo Sham, 0,54 e 2,46 no Grupo
Sem Pré-Condicionamento ¢ 0,29 e 1,75 no Grupo Com Pré-Condicionamento. Surgiu
diferenca estatistica entre os Grupos Sem e Com Pré-Condicionamento com o Grupo Sham
para a enzima SCD-1 Acido Oleico/Acido Estedrico (GSxGSPC - p < 0.01; EP: 3.623 /
GSxGCPC - p < 0.01; EP: 3.623) e manteve-se a diferen¢a, apenas entre o Grupo Sem Pré-
Condicionamento e o Grupo Sham, para a enzima SCD-1 Acido Palmitoleico/Acido Palmitico

(p =0.02; EP: 3.623), conforme exibidos na Tabela 20 e Graficos 28 e 29, adiante.

Tabela 20 - Estimativa da atividade de SCD-1, por grupo

G Sh Grupo Sem Pré- Grupo Pré-
rlipo am_ Condicionamento Condicionamento
(D0 n=4 / D1 n=4) (n=8) (n=8)
Ac. Palmitoleico/
Ac. Palmitico 0,013 (+ 0,001) 0,022 (+ 0,004) 2 0,018 (£ 0,004)
DO
Ac. Oleico/
Ac. Estearico 0,26 (£ 0,013) 0,33 (£ 0,082) 0,32 (£ 0,076)
Ac. Palmitoleico/
Ac. Palmitico 0,021 (+ 0,008) 0,052 (0,022) 2 0,036 ( 0,022)
D1
Ac. Oleico/
Ac. Estedrico 0,27 (0,058) 1,08 (+0,643) @ 0,99 (+ 0,467) @

Dados expressos em média (+ erro padrio).

p <0.05: 2versus aquela variavel, naquele dia, no Grupo Sham. .
Fonte: Elaboracao propria.
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Grifico 28 - Comparativo da atividade estimada de SCD-1 sobre o Acido Palmitico
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Grupo 1 - Grupo Sham, Grupo 2 - Grupo Sem Pré-Condicionamento, Grupo 3 - Grupo com Pré-

Condicionamento.

Fonte: Elaboragao propria

Grifico 29 - Comparativo da atividade estimada de SCD-1 sobre o Acido Estearico
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Grupo 1 - Grupo Sham, Grupo 2 - Grupo Sem Pré-Condicionamento, Grupo 3 - Grupo com Pré-
Condicionamento.
Fonte: Elaboragao propria.
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7 DISCUSSAO

A injuria hepatica induzida por isquemia e reperfusdo (I/R) ¢ um fendmeno complexo
que envolve multiplos mecanismos celulares e moleculares, resultando em danos teciduais
significativos e podendo culminar em insuficiéncia hepatica pos-operatoria irreversivel e
obito. Nesse contexto, o pré-condicionamento isquémico (PCI) tem sido investigado como
uma estratégia potencialmente eficaz para mitigar os efeitos adversos da lesdo por I/R. Este
estudo avaliou a influéncia da isquemia e do pré-condicionamento isquémico na concentragao
hepatica de diversos acidos graxos, fornecendo informagdes valiosas sobre as alteragdes
metabolicas associadas a estes processos.

A andlise bioquimica das enzimas hepaticas demonstrou que, 24 horas apds a
intervencdo, houve uma reducao, estatisticamente significativa, dos niveis de AST no grupo
dos animais submetidos ao pré-condicionamento isquémico do figado, em comparagdo ao
grupo dos animais ndo pré-condicionados. Este nosso resultado estd em concordancia com
dados previamente descritos na literatura (138-141), o que valida nosso modelo experimental
além de reforgar a hipétese de que o pré-condicionamento isquémico do figado exerce, de
fato, um efeito protetor ao 6rgao.

De igual modo, nossas andlises histoldgicas demonstraram que inserir um breve
momento de isquemia, seguido de um curto tempo de reperfusdo, antes do periodo
prolongado de isquemia, necessario para o ato cirrgico principal, ndo causa mais necrose
hepatocitaria, esteatose, congestdo sinusoidal ou aumento do quantitativo de células de
Kupffer hemofagocitando, nem de maneira imediata, nem 24 horas apds o experimento,
mostrando que esta injuria por isquemia e reperfusdo intencional, controlada e orquestrada
ndo produz maleficios teciduais ao figado (142-145). O tnico parametro presente de modo
significativamente mais intenso no grupo dos animais pré-condicionados, em comparacao ao
grupo dos animais ndo pré-condicionados, ¢ o infiltrado neutrofilico (apenas no D1). Uma vez
que a presenga destas células ¢ descrita como favorecedora da regeneracdo hepatica (146),
interpretamos este dado como algo positivo e condizente com o fato de termos encontrado
figuras de mitose somente naquele primeiro grupo.

Iniciando a discussdo da andlise das concentragcdes hepaticas dos acidos graxos, ¢é

pertinente dizer que ndo encontramos na literatura valores de referéncia padronizados. Isto
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provavelmente porque a composi¢do lipidica do figado ¢ muito dindmica, facilmente
modificavel por fatores como dieta, caracteristicas do acondicionamento dos animais e
presenga de infec¢des/inflamagdes subjacentes, por vezes ndo percebidas pelo pesquisador.
Além disto, as particularidades genéticas dos diferentes animais utilizados em pesquisa, a
modificagdo etaria nas propor¢des dos acidos graxos livres e as muitas possibilidades de
métodos de dosagem dos 4acidos graxos (cromatografia liquida, gasosa, com ou sem
espectrometria) e do material através do qual tem sido avaliada a atividade enzimatica
(cérebro, rim, plasma), dificultam o estabelecimento de valores de referéncia. Do mesmo
modo, sobre atividade enzimdtica, os Unicos dados encontrados revelam que a SCD-1
transforma, respectivamente, cerca de 85% do Acido Esteérico e 51% do Acido Palmitico em
Acidos Oleico e Palmitoleico (147) e que a atividade das enzimas A-5 e A-6 Dessaturase, gira
em torno de 5% e 0,5 % nas conversdes do Acido Alfa-Linolénico em EPA e deste em DHA,
respectivamente (148). Consideramos essa critica pertinente, uma vez que hd um nimero
crescente de trabalhos apontando a importancia da atividade destas enzimas na correlagao
com a sindrome metabdlica (149), a pré-eclampsia (150), as doencas neurodegenerativas
(151), sugerindo, inclusive, o uso destes biomarcadores como preditores (152).

Portanto, para discutir a concentra¢do hepatica dos acidos graxos e da atividade das
enzimas envolvidas na metabolizagdo destes acidos utilizamos, semelhante a estudos prévios
(153-155), os dados do Grupo Sham como referencial da normalidade e encontramos as
informagdes descritas a seguir.

No Grupo Sem Pré-Condicionamento ocorre, no D0, 1) o aumento de todos os acidos
saturados e monoinsaturados, 2) o aumento do Acido Dihomo-Gama-Linolénico (relevante
também na comparagdo com o Grupo Com Pré-Condicionamento), além da 3) diminui¢do da
atividade da A-5 Dessaturase e do 4) aumento significativo da atividade enzimatica de SCD-1
sobre o Acido Palmitico, embora nio sobre o Acido Estearico. Ja no D1, observamos que 1)
houve aumento significativo da concentragdo total dos 4cidos graxos, 2) os acidos Palmitico,
Palmitoleico e Oleico mantiveram-se significativamente mais altos, 3) o Acido Estearico,
devido a constancia dos seus niveis no Grupo Sem Pré-Condicionamento € seu aumento no
Grupo Sham, deixou de ter diferenca significante entre estes dois grupos, 4) houve aumento
significativo da atividade de SCD-1 sobre o Acido Estedrico (justificando a estabilidade

exibida em suas concentragdes) e 5) manteve-se a elevada atividade de SCD-1 sobre o Acido
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Palmitico (conforme observado no DO0). Quanto aos 4cidos Omega-3 e -6, notamos 1)
concentragdes significativamente mais altas somente dos dois primeiros acidos de cada via
(acidos Alfa-Linolénico, Eicosapentaendico, Linoleico e Gama-Linoleico), coincidindo com
2) o surgimento de uma elevacdo significativa da A-6 Dessaturase ¢ 3) a manutengdo da
relevante reducao da atividade da A-5 Dessaturase (presente também no DO).

No Grupo Com Pré-Condicionamento observamos no DO 1) também um aumento dos
acidos saturados e monoinsaturados além de 2) uma diminui¢do significativa dos acidos
Araquiddnico e Docosahexaendico. No D1, o Grupo Com Pré-Condicionamento exibe o
mesmo comportamento observado no D1 do Grupo Sem Pré-Condicionamento quanto 1) aos
acidos saturados e monoinsaturados (inclusive o Acido Estearico), 2) a atividade de SCD-1
sobre o Acido Estearico e quanto 3) ao primeiro acido da série dmega-3 (Acido Alfa-
Linolénico) e aos dois primeiros acidos da série dmega-6 (acidos Linoleico e Gama-
Linoleico). Exclusivo deste grupo, no D1, foi 1) a persisténcia da diminuig@o significativa dos
acidos Araquiddnico e Docosahexaendico.

A despeito da razio Acido Araquidonico/Acido Dihomo-Gama-Linolénico ter sido
significativamente menor no Grupo Com Pré-Condicionamento do que no Grupo Sham, tanto
no DO quanto no D1, acreditamos que isto ndo reflete uma alteragdo enzimatica, mas sim um
maior consumo do Acido Araquiddnico, uma vez que ndo houve acimulo de seu precursor e
nem reducdo de seu produto. Explicaremos esta afirmacao mais adiante.

O Quadro 4, a seguir, ilustra a sintese destas alteracdes.

Quadro 4 - Sintese das altera¢des dos grupos Sem e Com Pré-Condicionamento em comparacgio ao Grupo Sham

DO D1

Grupo Sem Pré- Grupo Com Pré- Grupo Sem Pré- Grupo Com Pré-
Condicionamento Condicionamento Condicionamento Condicionamento

1 Ac. Graxos Totais 1 Acidos Saturados e

Acidos 1 Acido§ Saturadose | 1 Acidqs Saturadose = 1 Acido; Saturados e Monoi,nsaturadqs
Graxos Monoinsaturados Monoinsaturados Monoinsaturados (exceto Ac. Estearico)
1T DGLA | DHA e AA (exceto Ac. Estearico) 1T ALA, LA, GLA
1T ALA, LA, GLA, EPA | DHA e AA

1 SCD-1 (sobre o Ac.

Palmitico e Estearico) 1 SCD-1 sobre o
1 A-6 Dessaturase Ac.Estearico
| A-5 Dessaturase

1 SCD-1 sobre o Ac.
Enzimas Palmitico -
| A-5 Dessaturase

Fonte: Elaboragao propria.
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Em situagdes de isquemia, as mitocondrias deixam de realizar a B-oxidacao dos acidos
graxos para a geracao de energia (78). A baixa concentragdo de oxigénio também leva a
ativacao dos HIF (52), que induzem a expressdo do CD36, o principal impulsionador da
captacdo de acidos graxos (53). Além disto, durante o processo de I/R, o aumento da
concentracdo de calcio no interior das células, em virtude do mau funcionamento dos canais
dependentes de ATP, causa a ativacdo de fosfolipases, especialmente da cPLA2, que promove
a liberagdo de acidos graxos a partir dos fosfolipidios de membrana (51). Na reperfusdo, o
estresse oxidativo contribui para a inibigdlo AMPK (67). Esta inibigdo causa regulagdo
positiva da lipogénese e negativa dos fatores de oxidacdo dos acidos graxos. Estes eventos,
em conjunto, favorecem o acimulo de acidos graxos nas células do figado, tendo ocorrido tal
alteracdo também em nosso modelo experimental, no D1. As alteragdes de aumento imediato
dos acidos graxos saturados e monoinsaturados, surgimento da elevacdo dos acidos graxos
totais e dos acidos Linoleico, Alfa e Gama Linolénico e a manutencdo da elevacao dos acidos
Palmitico, Palmitoleico e Oleico, encontradas em nosso trabalho, condizem com esta
sequéncia consolidada na literatura e nos fazem inferir que, uma vez que estas alteragdes estao
presentes nos dois grupos, elas dizem respeito as alteragdes ocorridas por conta da injuria por
isquemia e reperfusao. Artigos como o de Feng et al. (156), que demonstram o acumulo de
diversos acidos graxos apods o infarto do miocardio seguido de revascularizagdo e o consenso
da comunidade cientifica que afirma através de diversos estudos (157-159) que o dano celular
na injuria por isquemia e reperfusao ¢ decorrente do acumulo lipidico e da lipotoxicidade,
fortalecem nossas suposigdes. De igual modo, sdo alteragdes tipicas da injuria por isquemia e
reperfusdo a produgdo acentuada de EROs e de citocinas pro-inflamatorias, particularmente,
IL-1B, IL-6, TNFa (160). Interessantemente, Gan e cols (161) comprovaram, recentemente,
que a superexpressao de SCD-1 regula positivamente a secrecdo destas mesmas citocinas.
Estes dados corroboram com a hipotese de que estes nossos achados, por estarem presentes
nos dois grupos e serem coincidentes com os mecanismos da lesdo por isquemia e reperfusao
descritos na literatura, representam este tipo de lesao.

Adicionalmente, se analisarmos as principais diferencas entre as alteragdes
demonstradas pelos Grupos Sem e Com Pré-Condicionamento, na comparagdo com nosso

referencial (Grupo Sham), percebemos que as que ocorrem, exclusivamente, no primeiro
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grupo também se associam a injuria por isquemia e reperfusdo 1) a maior concentragdo do
Acido Eicosapentaendico, no D1, que, em tultima instancia, significa acimulo de acidos
graxos, 2) a expressiva reducdo na atividade de A-5 Dessaturase, no DO e no D1, que se
relaciona com a inflamacdo do figado, com a promocdo da ativagdo cldssica do perfil
macrofagico M1, com a supressao de programas alternativos de ativagdo do M2 (162) e com a
geragdo de EROs (163), 3) a elevacao da atividade da enzima A-6 Dessaturase, no D1, que se
associa ao aumento da agregacdo planetéria e formagdo de trombos (164) e 4) o incremento na
atividade da enzima SCD-1 sobre o Acido Palmitico, tanto no DO quanto no D1 que,
conforme mencionado previamente, promove o mesmo efeito de liberagdo de citocinas
inflamatorias visto na lesdo por isquemia e reperfusdo. Salientamos que, em sendo alteragdes
com repercussao negativa, so o fato de ndo ocorrerem no Grupo Com Pré-Condicionamento,
j4 demonstra uma possivel vantagem no emprego desta estratégia.

A Uunica alteracdo exclusiva do Grupo Com Pré-Condicionamento e portanto,
teoricamente, associada ao pré-condicionamento, ¢ a dosagem reduzida dos &cidos
Araquidonico e Docosahexaenoico, tanto no DO como no D1.

Estudos sobre lipidomica no contexto de inflamagdes cronicas, diabetes mellitus
(165), obesidade (166), sindrome metabolica (167) e cancer (168) relacionam maiores
concentragcdoes de DHA a melhores resultados clinicos. Entretanto, em isquemia e reperfusao,
ha um claro entendimento de que os efeitos exercidos pelos acidos graxos ndo sdo praticados,
somente pelo proprio acido, demandando altas concentragdes do mesmo mas, principalmente,
pelos seus metabolitos oxidados (tanto por via enzimatica quanto nao enzimatica) (169, 170).

Pela via LOX o DHA ¢ metabolizado em diversos produtos, dentre eles, as mais
estudadas, as Maresinas. Este metabdlito do DHA oxidado promove a ativacdo dos PPAR-a, o
que aumenta a expressdo de CPT-I (enzima limitante da taxa de beta-oxidacdo) e de ACOX,
favorecendo a B-oxidacdo dos acidos graxos, com consequente diminuicdo da peroxidagao
lipidica e da lesdo hepatica por isquemia/reperfusdo (171). Além de efeitos na injaria
propriamente dita, o aumento da B-oxidacdo dos acidos graxos leva a maior produgao de ATP
e, portanto, facilita a regeneracao hepatica (172). A ativagao do PPAR-a pela Maresina atuam,
também, inibindo a ativagdo do NF-kB, um fator de transcri¢ao de citocinas pro-inflamatorias

(173).
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Outros efeitos, relacionados a Maresina, incluem: o aumento da glutationa peroxidase
(GPx, glutathione peroxidase) e a redugao da caspase-3, das interleucinas inflamatérias 6 e 173
e do malondialdeido (MDA, malondialdehyde) (174), o produto da peroxidagdo lipidica
(175). Através de sua ligagdo a algum receptor acoplado a proteina G (GPCR, G-protein-
coupled-receptors), por exemplo, o receptor de lipoxina A4 (ALXR, lipoxin A4 receptor),
ainda que este ndo seja seu receptor principal, a Maresina ativa a via de sinalizagdo
Fosfatidilinositol-3 Quinase/Proteina-B quinase (PI3K/AKT, phosphatidylinositol-3 kinase/
protein-kinase B) que promove a polarizagao dos macrofagos para o subtipo M2 (176), inibe a
secrecdo do NF-kB, estimula a producdao de eNOS e diminui a apoptose, ao regular a
produgdo da proteina linfoma de células B 2 (Bcl-2, B-Cell Lymphoma 2) - anti-apoptotica - €
das caspases (proteinas pro-apoptoticas) (177). Todos estes achados fazem com que a
Maresina seja considerada, atualmente, uma potencial ferramenta para o tratamento da injaria
por isquemia e reperfusao (178).

J4 a peroxidagcdo ndo enzimatica do DHA leva a formacdo do J3-IsoProstano (J3-
IsoPs, J3-IsoProstanes), o qual reage com grupos sulfidrila da proteina 1 associada ao ECH
semelhante a Kelch (Keap-1, Kelch-like ECH-associated protein 1), responsavel pela
translocagdo nuclear do fator de transcri¢ao 2 relacionado ao fator eritroide 2 nuclear (Nrf-2,
nuclear factor erythroid 2-related factor 2) e, a partir disto, a expressao de varias enzimas
hepaticas antioxidantes (como a GPx) e a diminui¢ao da taxa de peroxidacao lipidica o que,
conforme mencionado anteriormente, atenua a injuria hepatica por isquemia e reperfusdo
(179).

Ainda, a translocagdo nuclear do Nrf-2 aumenta a expressao da HO-1 e da HIF (180).
Esta ultima regula positivamente a expressdo do fator de crescimento do endotélio vascular
(VEGF, vascular endothelial growth factor) e dos receptores A2B de adenosina (181),
levando a uma maior secrecdo de eNOS e a uma inibi¢ao da ativacdo LT-NK, o que culmina
em menor liberagdo de TNF-a e de IL-6 (91,92). A primeira atua aumentando a autofagia
(95), uma estratégia de sobrevivéncia e resgate da homeostase celular, estimulando a
formacgdo de substancias antioxidantes (15) e reduzindo a liberagado HMGB-1 (96), medidas
que, em conjunto, aliviam o estresse oxidativo (182).

Ou seja, tanto pela via enzimatica como pela ndo enzimatica, o DHA promove efeitos

desejaveis no controle e combate a inflamacao.
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O Acido Araquidénico é, tradicionalmente, conhecido por sua acio pré-inflamatéria,
mas esta afirmagao requer certa ponderagdes. Algumas delas foram levantadas por Gobbetti et
al. que pesquisaram, em um modelo murino de isquemia e reperfusdo intestinal, as diferencas
temporais e quantitativas dos produtos da oxidagdo enzimatica dos acidos graxos
poliinsaturados das séries dmega-3 e -6 e das enzimas responsaveis pela oxidacao destes
acidos (183). Eles observaram que as enzimas LOX e CYP exibem um aumento em suas
concentragdes, desde a fase de isquemia. A presenga da COX, porém, ocorre apenas na fase de
reperfusdo. Este fato ¢ confirmado pela identificacio do LTB4 (produto da acdo da LOX
sobre 0 AA) ja durante a isquemia e o surgimento da PGE2 (produto da acdo da COX sobre o
AA) somente na reperfusdo. Embora varios autores tenham postulado que a reperfusdo parece
ser a etapa mais inflamatoéria da injuria por I/R (184-186), ¢ o LTB4 o eicosanodide
reconhecido por promover um efeito inflamatério mais potente (187). A PGE2, por sua vez,
associa-se a uma grande plasticidade funcional (188) pois ao ser produzida, se liga,
inicialmente, aos receptores 4 de prostaglandina E (EP4, E-prostaglandin receptor 4), pelos
quais tem mais afinidade (189) e esta ligagao estimula a configuragdo M1 dos macrdofagos e a
produgdo da IL-23, pro-inflamatoria (190), mas, ao saturar os receptores EP4, a PGE2 comega
a se ligar aos receptores 2 de prostaglandina E (EP2, E-prostaglandin receptor 2) e promove
acdo inversa de polarizacdo M2 dos macrofagos, cessacdo na producao da IL-23 (191) e
liberagdo de Lipoxina A4. Esta se liga ao seu receptor, ALXR, promovendo a supressdo da via
TLR4/NF-kB e a consequente diminui¢do da liberacdo de citocinas pré-inflamatorias. (192).
Isto equivale dizer, conforme ja afirmado previamente por outros pesquisadores, que para
ocorrer a fase de resolugdo, deve antes haver a fase pro-inflamagdo (193-195) e que alguns
elementos servem de gatilho para esta transi¢do. A PGE2 parece ser um exemplo disto, apesar
de ser produto de oxidagao de um dacido historicamente associado a efeitos inflamatorios.
Outro exemplo de gatilho ¢ a geracdo de corpos apoptoticos. Embora seja considerado um
evento inflamatdrio, conforme explicitado na secdo 2.1 deste trabalho, este fendmeno
contribui para um evento anti-inflamatorio pois, a eferocitose (a fagocitose de corpos
apoptoticos pelos macrogafos) também desloca os macréfagos para o fendtipo M2 com
consequente reducdo dos niveis de citocinas pro-inflamatorias (TNF-a, IL-6), aumento na
liberacdo de moléculas pro-resolucdo e de mediadores anti-inflamatérios IL-10 e TGF-B

(196).
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Parece-nos, portanto, que um 6rgdo estaria mais apto a sofrer uma lesdo isquémica
ap6s experimentar um periodo de isquemia e reperfusao.

Mas a agio pro-resolugio do Acido Araquidénico e seus metabolitos ndo se da apenas
pela sequéncia inflamagdo-resolu¢do. Hu e colaboradores (197), ao realizarem uma
quantificagdo de eicosandides no tecido cardiaco de modelos murinos de infarto agudo do
miocéardio, encontraram um aumento da metabolizagio do Acido Araquidonico em quatro
isomeros do Acido Epoxieicosatriendico (EET, epoxyeicosatrienoic acid), mediador lipidico
com potentes efeitos vasodilatadores e anti-inflamatorios, descrito por Jenkins (198) como
cardioprotetor pelo resgate da funcao miocardica, demonstrando que no campo da injtria por
isquemia e reperfusdo, metabolitos do Acido Araquidénico podem ser genuina e
primariamente benéficos.

O comportamento do Acido Dihomo-Gama-Linolénico no Grupo Com Pré-
Condicionamento ndo pode ser caracterizado como alterado, visto que ndo exibe diferenca
significativa na comparagdo com o Grupo Sham. E ¢, justamente, esta normalidade que
configura este achado como um dos mais importantes do nosso trabalho. Isto porque, no
Grupo Sem Pré-Condicionamento o DGLA apresenta aumento, tanto imediato quanto tardio,
embora s6 haja relevancia, em relagdo ao Grupo Sham, no DO. Ou seja, em situacdes de
isquemia hd um acumulo, precoce e mantido, de DGLA. A conservagao dos niveis basais
deste acido, no Grupo Com Pré-Condicionamento, nas duas fases do experimento, categoriza
0o DGLA como o 4cido que demonstra de maneira mais evidente a capacidade do PCI em
preservar o figado de uma alteragdo especifica. Ademais, os metabolitos do DGLA pela via
COX - prostaglandina Al e E1 (PGA1 / PGEIl, prostaglandin Al / EI) - se associam a um
efeito antiinflamatorio (199-201) e de protecdo tecidual contra o estresse oxidativo (202)
através da reducao dos niveis de TNF-a (203) com consequente supressao da acao do NF-xB
e da producdo de EROs (204), atenuagdo da permeabilidade vascular (205) e inibi¢ao da
secre¢cao de ICAM-1 ¢ VCAM-1 (206), impedindo a agregacdo plaquetaria e a adesdo de
células T, de monocitos e de leucocitos polimorfonucleares (207). A PGE1 também exerceu
seu papel protetor reduzindo a apoptose induzida por H202 em um modelo de lesdao por
isquemia-reperfusdo hepatica (208). Os produtos da via LOX também tém efeitos
relacionados a inibicdo da agregacdo plaquetdria, sem alteracdo da hemostasia, por uma via

GPCR ligada a subunidade alfa GS (Gas, Gs a subunit) em plaquetas humanas (209).
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Muitos foram os estudos que buscaram entender através de quais mecanismos o pré-
condicionamento isquémico do figado, parecia conferir protegdo ao orgdo. Os principais €
mais sedimentados trabalhos apontam que o PCI 1) modula a resposta inflamatéria ao reduzir
a producgdo de TNF-a e IL-6 (91), 2) melhora a regeneracao hepatica, dado obtido através da
comparac¢do de indices imunohistoquimicos de proliferagdao hepatocitaria (210), 3) reduz a
producdo de EROs e a peroxidagdo lipidica, conclusdo feita a partir da observagdo do
aumento das enzimas antixoxidantes SOD e GPx e da redu¢do dos produtos da peroxidacao
lipidica, o 4-Hidroxinonenal (4-HNE, 4-Hydroxy-2-NonEnal) e o MDA (16, 211-213) e 4)
promove a liberacdo de adenosina, que faz a regulacdao positiva da eNOS culminando em
alivio da lesdo por isquemia e reperfusao (92).

Em nosso estudo, pudemos demonstrar que ratos submetidos a hepatectomia de 70%
do parénquima, com condicionamento isquémico prévio do figado, exibem uma concentragao
hepatica mais baixa, tanto do total de acidos graxos, como de diversos acidos graxos
individualmente, a saber: DHA e AA, na comparacdo com animais submetidos a cirurgia
simulada ou hepatectomia sem pré-condicionamento, DGLA, na comparagdo com animais
submetidos a hepatectomia sem pré-condicionamento ¢ ALA, EPA, GLA ¢ DPA n-6 que,
embora ndo exibam diferenca estatistica significativa, encontram-se em menor concentracao
hepatica, também na comparagdo com animais submetidos a hepatectomia sem pré-
condicionamento. Eles também demonstram preservacao da atividade das enzimas envolvidas
no metabolismo dos acidos graxos poliinsaturados das séries 0mega-3 e -6, diferente dos
animais submetidos a hepatectomia sem pré-condicionamento, que evoluiram com baixa
atividade destas enzimas, tanto no DO quanto no D1 do experimento.

Confrontando a literatura, que demonstra que os beneficios relacionados ao PCI sdo,
em grande parte, os mesmos promovidos pelos produtos da oxidacdo do DHA e AA, com os
nossos resultados, que confirmam, através das andlises bioquimica e histologica, que nosso
modelo de pré-condicionamento isquémico confere prote¢do ao figado submetido a injuria por
isquemia/reperfusdo supomos que o mecanismo pelo qual o pré-condicionamento isquémico
parece conferir a hepatoprotecao € pelo estimulo a oxidagao (B-oxidagdo, oxidacdo enzimatica
e ndo enzimdtica) dos dcidos graxos poliinsaturados, culminando na diminui¢do da
concentragdo hepatica deles, o que significa menor acumulo de gorduras, menor

disponibilidade de acidos para sofrer peroxidacao lipidica e levar a lipotoxicidade, além de
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menor uso do recurso enzimatico, ajudando a prevenir o esgotamento das enzimas que atuam
nas vias metabolicas das séries 6mega-3 e -6.

A despeito da necessaria compreensdo dos mecanismos enzimaticos, que se associam
e explicam as variacdes das concentragdes dos acidos graxos nos diferentes grupos, as
diferencas expressivas encontradas, permitem um insight relacionado a pratica clinico-
cirtirgica, onde a busca por marcadores de lesdo hepatica auxilia na tomada de decisdes e na
profilaxia de complicacdes. Dessa forma, concluimos que as alteragdes encontradas no Grupo
Sem Pré-Condicionamento ou que foram comuns aos dois grupos, t€ém potencial de serem
uteis como marcadores de injuria por isquemia/reperfusao, enquanto que aquelas encontradas
exclusivamente no Grupo Com Pré-Condicionamento, devem ser exploradas como
importantes opg¢des terapéuticas.

Finalmente, em nosso estudo pudemos demonstrar os efeitos do pré-condicionamento
isquémico do figado sobre as concentracdes hepaticas dos acidos graxos e correlacionar os
resultados obtidos com os dados disponiveis na literatura, que fortalecem nossas suposi¢des,
ainda que haja um amplo horizonte a ser explorado no campo das lesdes por isquemia e

reperfusao e pré-condicionamento isquémico.



105

8 CONCLUSAO

A hepatectomia de 70% em ratos, sob isquemia continua de 10 minutos, com ou sem
pré condicionamento, acarreta alteragdes significativas na concentracdo hepatica geral dos
acidos graxos e induz ampla gama de variagdes na concentragao individual dos mesmos, tanto
de forma imediata, quanto apos 24 horas.

O pré-condicionamento isquémico, protege o tecido hepatico com atenuagdo de
alteracdes bioquimicas e estimulo precoce a regeneragdo, que se associam a preservacao da
atividade das enzimas que metabolizam os 4cidos graxos poliinsaturados das séries 6mega-3 e
-6.

Estas descobertas convidam a um aprofundamento do tema a fim de entender como o
pré-condicionamento isquémico parece estimular a oxidacao de acidos graxos envolvidos na
configuracdo antiinflamatoria e a busca do desenvolvimento de estratégias que mimetizem
este mecanismo.

Nosso estudo também aponta o Acido Dihomo-Gama-Linolénico como um promissor
biomarcador da injuria por isquemia e reperfusdo e do sucesso do tratamento com o pré-

condicionamento isquémico.
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Prezado Professor Joaquim Ribeiro Filho,
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Experimentagdo Animal (CONCEA) sob o numero de processo 01200.001568/2013-87 certifica que o projeto
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