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RESUMO - Racional - O sucesso de um transplante depende, principalmente, da

viabilidade do enxerto, sendo que, atualmente, o maior ponto de dificuldade
concentra-se na triade preservacdo-rejeicdo-infeccdo. Existem diversos componentes
especificos das solucdes de preservacdo que previnem danos. Destes componentes
o fator osmético tem se destacado como de prevencdo do edema e posterior morte
celular, sugerindo possivel vantagem na utilizagdo de solu¢bes hipertonicas para
preservacao de érgaos. Objetivo - Comparar solucdes hipertdnicas como alternativas
para preservacao hepatica. Método - Foram utilizados 105 ratas Wistar distribuidas
em Grupo Padrdo (GP, n=5) para controle e cinco grupos experimentais com 20
animais cada, a saber: Grupo Eurocollins (GE), Grupo Soro Fisiolégico 0,9% (GF), Grupo
Glicose 50% (GG), Grupo Manitol 20% (GM), Grupo Salgadao - NaCl 7,5% (GS). Todos
os animais dos grupos experimentos foram ainda distribuidos em quatro subgrupos
de acordo com o seu tempo de coleta em: 0 h, 2 h, 6 h e 12 h. Foram avaliados
a viabilidade celular a partir da reagdo com Methyl Thiazolyl Blue (MTT), além das
dosagens de lactato e de alanino amino-transferase (ALT). Resultados - Em relacéo a
dosagem de lactato, foi possivel observar relativa melhora das solu¢des hipertonicas
em comparagdo a eurocollins, sendo que em 12 h, o GE e o GS ndo apresentaram
diferenga estatisticamente significante (p>0,05). Quando avaliada a viabilidade celular,
as absorbancias ao MTT também demonstraram resultados favoraveis ao GS, visto
que, ndo apresentou diferenca estatistica em relacdo ao GE. Conclusdo - A solucdo de
NaCl 7,5% apresentou resultados mais promissores para preservacdo de érgaos com
capacidade de preservacdo comparavel a solucdo de eurocollins.

ABSTRACT - Background - The success of a transplant depends mainly on the

viability of the graft, which is currently the main point of difficulty focuses on
the triad preservation-rejection-infection. There are several specific components
of preservation solutions that could prevent certain tissue damage. From these
components, the osmotic factor has been highlighted as a factor in preventing
edema and subsequent cell death, suggesting a possible advantage in the use of
hypertonic solutions for organ preservation. Aim - To compare different hypertonic
solutions as alternative to liver preservation. Method - A total of 105 Wistar rats
were divided in Standard Group (GP, n=5 rats), to verify the normal range of the
study, and five experimental groups of 20 rats each, according to the preservation
solution used: Group Eurocollins (GE), Group Saline 0.9% (GF), Group Glucose
50% (GG), Group Mannitol 20% (GM), Group Salty - NaCl 7.5% (GS). All animals in
experimental group were also divided into four subgroups according to the time of
collection in: 0 h, 2 h, 6 h and 12 h. Was assessed cell viability by the reaction with
Methyl Blue Thiazolyl (MTT) and the dosages of lactate and alanine aminotransferase
(ALT). Results - Regarding the lactate level, was observed a relative improvement of
hypertonic solutions compared to eurocollins, and in 12 h, the GE and GS showed no
statistically significant difference (p> 0.05). When assessed cell viability, absorbance
at MTT also demonstrated favorable results to the GS, since no statistically significant
difference in relation to GE. Conclusion - The 7.5% NaCl solution showed promising
results for organ preservation, presenting parameters and capability comparable to
eurocollins preservation solution.
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INTRODUCAO

sucesso de um transplante tem como fator

primordial a viabilidade do enxerto®. A

maior parte das dificuldades atuais nao se
encontra na técnica cirdrgica, mas no manejo da triade
preservacao-rejeicao-infeccdo®.

Ofator preservagao é o que mais vem se destacando
por sua marcada possibilidade de desenvolvimento, uma
vez que o insucesso dos transplantes esta na sindrome
de isquemia e reperfusdo hepatica, desencadeando
a liberacdo de radicais livres de oxigénio e reagdo
inflamatoria intensa mediada pelas células de Kupffer. No
tecido, os efeitos sdo grandes, como necrose, apoptose,
faléncia na microcirculacdo por dano parenquimatoso e
no endotélio sinusoidal. Culmina na perda do enxerto
ou reducdo da sua funcao'’.

O processo basico da preservacdo consiste na
remocdo do 6rgdo, armazenamento em solucdo de
preservacao com temperatura e tempo definidos e na
avaliagdo da funcdo do érgéo preservado, excluindo a
contaminacgdo durante todo o processo’?. As variacdes
nos métodos de preservacdo envolvem a temperatura
(criopreservacdo, hipotermia e normotermia), os
componentes da solucdo e diferentes regimes de
perfusdo do 6rgdo, em presenca ou nao de oxigénio?.

Com o intuito de melhorar os métodos de
preservacdo, numerosos pesquisadores  tém-se
dedicado ao estudo da preservacdo de orgaos?,
dando énfase na descoberta de meios que permitam
aumentar, cada vez mais, o tempo de estocagemd.
O primeiro grande passo no estudo das solu¢des de
conservagao deu-se em 1987, quando Folkert Belzer
da Universidade de Wisconsin apresentou uma nova
solucdo de preservacdo de érgaos chamada de Solugédo
da Universidade de Wisconsin®!°. Posteriormente foi
comercializada sob o nome de Viaspan®. Essa solu¢do
permitiria preservar o figado por periodo até trés vezes
maior do que o das solu¢des anteriores, passando
o tempo de isquemia a frio de oito para 24 h sem
afetar de modo significativo a viabilidade do o6rgao’.
Embora, tivesse sucesso clinico consideravel, diversas
solucdes alternativas foram introduzidas e utilizadas na
preservacao hepatica.

Por muitos a solucdo da Universidade de Wisconsin
é considerada padrdo-ouro para a preservacdo de
orgdo. Entretanto, possui desvantagens devido a sua
alta viscosidade, reduzindo a capacidade de penetragdo
na microcirculacdo e nas vias biliares e, principalmente,
seu alto custo dificulta a aquisicao®?,

Das demais solucdes desenvolvidas, a de
eurocollins tem sido, por muito tempo, das mais
acessiveis. Embora, ndo apresente viscosidade tdo
acentuada que as demais, foi possivel demonstrar que
ela tem boa capacidade de reduzir a temperatura da
superficie hepatica, além de boa preservacao hepatica
em estudos experimentais®s.
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Ao formular novas solucbes de preservagdo
diversos fatores sdo considerados como a capacidade
de prevenir a acidose tissular, o edema intersticial,
dano por radicais livres e deplecdo energética,
fendmenos desencadeados pelo processo de isquemia
e subsequente reperfusao!’.

Destes, o fator coloidosmético da solucao
de preservacdo apresentou-se como importante
fator prognéstico a viabilidade do érgao. Visto que,
no momento da lavagem intravascular, a solucdo
difunde-se rapidamente para o espago intersticial,
levando ao edema tecidual, dificultando a irrigacdo da
microcirculacdo. Portanto, a solugdo de preservacao
deve conter uma substancia com propriedade coldido-
osmotica, prevenindo a expansado do espaco intersticial
e o posterior edema celular, comprovando a vantagem
na utilizagdo das solu¢des hipertonicas na preservagao
de 6rgdos®. Estudos sobre solu¢des de preservagdo
ainda estdo longe de chegar a conclusdo da “solucdo
ideal”. Atualmente, tem-se incorporado importancia a
evolucdo bem sucedida das solugbes hipertonicas na
preservacao de figado®.

O objetivo do estudo consiste na comparagdo
das solugbes hipertonicas NaCl 7,%%, glicose 50% e
manitol 25% como solucdes alternativas e de custo
reduzido para preservacdo hepatica em relacdo a
solucdo de eurocollins.

METODO

Foram utilizados 105 ratas Wistar (Rattus
norvegicus), com peso variando de 210 a 250 g
oriundos do Instituto Evandro Chagas (Belém,PA). Os
animais foram adaptados ao Laboratoério de Cirurgia
Experimental da Universidade do Estado do Para
(UEPA), Belém, Brasil, onde todos os procedimentos
operatérios foram realizados, por 15 dias antes do inicio
do experimento, recebendo agua e racao ad libitum,
mantidos em ambiente refrigerado com controle de luz
e temperatura.

Os animais foram distribuidos aleatoriamente
em seis grupos, a saber: 1) Grupo Padrdo (GP): com
cinco animais que serviram para verificar o padrdo de
normalidade dos testes bioquimicos e do estudo da
viabilidade celular; 2) Grupo Eurocollins (GE): com 20
animais, onde foi utilizada a solucdo de Eurocollins para
a preservacao hepatica;3) Grupo Soro Fisiologico (GF):
com 20 animais, onde foi utilizada solugéao fisioldgica a
0,9%; 4) Grupo Glicose (GG): com 20 animais, onde foi
utilizada a solugdo de glicose a 50%; 5) Grupo Manitol
(GM): com 20 animais, onde foi utilizada a solucdo de
manitol a 20%; 6) Grupo Salgadao (GS): com 20 animais,
onde foi utilizada a solucao de NaCl a 7,5%.

Todos os grupos, a excecdo do GP, foram divididos
em quatro sub-grupos, com cinco animais cada,
diferenciados pelo momento da coleta do érgéo, que
foi de zero, 2, 6 e 12 horas; o GP somente foi avaliado
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em 0 h. Na pesquisa foi adotado o protocolo anestésico
da combinacao de cloridrato de ketamina e cloridrato
de xilazina, por via intraperitoneal, utilizadas nas doses
de 60 e 6 mg/kg, respectivamente.

Realizada a tricotomia da regido toracoabdominal,
foi iniciada a incisdo transversal em regido abdominal,
ao nivel do rebordo costal, com ampliacdo para regidao
toracica, seguida de localizagdo, disseccdo e ligadura
da artéria esplénica. Logo, foi realizada a identificagéo,
disseccao e falsa ligadura da veia cava inferior, seguida
de dissec¢do, ligadura da veia mesentérica. Seguiu-se
entdo com a disseccdo da veia porta, com falsa ligadura
na porcao caudal e falsa ligadura da porcao cefalica.

Posteriormente foi realizada hemi-seccdo da
veia porta com auxilio de tesoura de iris. Esta veia foi
canulada com cateter de venopuncao no 20 (Jelco®) no
sentido caudal-cefalico, o qual foi fixado com o mesmo
fio da falsa ligadura anteriormente realizada. Ao cateter
de venopuncéo foi conectado equipo ligado ao frasco
da solucdo em estudo a 4°C, com pressado de perfusdo
continua de 60 cmH20. A primeira solucdo utilizada
para lavagem do figado de todos os grupos, exceto o
grupo padrao, foi a de NaCl 0,9%, seguida da perfusédo
da solucdo em estudo de cada grupo.

Imediatamente apds a perfusdo com a solucdo em
estudo, o figado foi isolado e retirado de seu leito. Foram
retiradostrésfragmentosde 1x1cm,compesoaproximado
de 200 mg, sendo o primeiro destinado ao estudo de
viabilidade celular com aproximadamente, o segundo
para a dosagem de lactato e o terceiro para dosagem
de alanino aminotransferase (ALT). Os fragmentos dos
grupos 2, 6 e 12 horas foram armazenados na solugdo
de estudo para posterior analise. Os fragmentos do
grupo 0 h foram imediatamente encaminhados para a
analise. Apos a captacdo do figado, os animais foram
submetidos a eutanasia.

Para a mensuracao do lactato e das transaminases
do parénquima hepatico, foram coletados 200 mg do
lobo padronizado anteriormente, em seguida macerado
em tubo de ensaio com 2 mL de &gua destilada por 15
segundos, microfiltrado com microfiltro de 0,22UM e
acondicionado respectivamente em Vacutainer® e tubo de
ensaio, contendo 2 mL do macerado em cada recipiente.
A dosagem de lactato e transaminases foi realizada pelo
Laboratério de Bioquimica da Universidade do Estado do
Para, de acordo com a padronizacdo dos kits de lactato
(KATAL®) e ALT (KATAL®). Ja para a verificacdo da viabilidade
celular foi padronizada a retirada de um segmento de 200
mg do lobo mediano do figado, ao lado direito da fissura
mediana. Cada peca em estudo foi introduzida em tubo de
ensaio tipo Eppendorf de 1,5 cc, contendo 1100 microlitros
(UL) de solucdo salina tamponada com fosfato (PBS) pH
7.2, nos quais foram adicionados 105 pL de solugao de
MethylThiazolyl Blue (MTT) (Sigma®), preparada pela
adicdo de 0,005g de sal de MTT em 1 ml de PBS.

Os tubos de ensaio foram mantidos em banho-
maria a 37°C por duas horas. Ao término deste
periodo foi introduzido 800uL de alcool isopropilico

(isopropanol) no tubo de ensaio e aguardados cinco
minutos para a digestao tissular a fim de se realizar a
maceracdo do tecido e homogeneizacdo da solucao
com homogeneizador elétrico (T-8 ika®) para tubos
de ensaio. Apdés 30 minutos de adicdo do alcool
isopropilico, 2 ml da solucdo foram levados a leitura
em espectrofotdbmetro (Espec® 20mVolts) calibrado em
comprimento de onda de 570 nm. Foram realizadas
cinco afericdes anotadas em protocolos do trabalho.
A média aritmética foi adotada como resultado de
absorbancia de cada animal.

Os resultados obtidos foram avaliados utilizado
o teste de normalidade de Kolmogorov-Smirnov para
examinar a distribuicdo Gaussiana das amostras, bem
como foi utilizado o teste ANOVA seguido da corre¢do
de Tukey para analise de variancia. Foram considerados
significantes os valores com p<0,05.

RESULTADOS

De acordo com os niveis hepaticos de lactato,
no tempo O h somente foi observada diferenca
estatistica entre o GE (-0,2 +0,14) e o GP (0,68 +0,10).
Entretanto, apds 2 h em conservacao, pode-se perceber
significativa (p<0,05) melhora das demais solucdes.
Todos os grupos, com excecdo do GF, apresentaram
niveis de lactato estatisticamente inferiores em relacdao
ao Grupo Padrdo. Ja no tempo de 6 h, os animais do GG
e GS apresentaram-se estatisticamente diferentes do
GP. Os demais grupos tiveram resultados semelhantes
(p>0,05). Apds 12 h preservado nas solugdes do estudo,
todas as solucdes demonstraram efeitos benéficos
com niveis inferiores de lactato em relacdo ao GP
(p<0,05). Os grupos GE e GS nao tiveram diferenca
estatisticamente significante (p>0,05).

TABELA 1 - Niveis hepaticos de lactato dos animais nos
diferentes tempos do estudo

Grupo/Tempo de andlise 0h * 2h** 6h** 12h#

Eurocolins -0,2 -0,04 -0,16 -0,74
SF 0,9% 0,27 0,06 0,22 0,12
Glicose -0,04 -0,68 -0,34 -0,04
Manitol -0,06 -0,2 0,08 -0,18

Hipertonica -0,02 -0,24 -0,24 -0,32
Padrao 0,68 0,68 0,68 0,68

Fonte: Protocolo de Pesquisa

* p<0,05 (ANOVA) Eurocolins x Padrao

** p<0,05 (ANOVA) Padréo X Eurocolins; Glicose; Manitol e Hipertonica

*** n<0,05 (ANOVA) Padréo X Glicose e Hipertonica

# p<0,05 (ANOVA) Padréo X Eurocolins; Glicose; Manitol; SF 0,9 e Hipertonica

No que tange aos niveis de ALT, o grupo Solu¢do
Fisiologica apresentou niveis de transaminases que
persistiram elevados durante todos os tempos de
preservacao, quando comparados as outras solugdes.
Os menores niveis de ALT foram observados no GE.

Em relacio a média das absorbancias das
mitocondrias hepaticas pelo MTT, pdde-se verificar,
basicamente, o mesmo padrdo encontrado para os
demais marcadores no diversos tempos de analise.
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No tempo de 0 h, somente o GM apresentou-se
estatisticamente superior ao GP; porém quando
avaliado efeito posterior dessas solu¢des, no tempo
de 2 h, foi possivel verificar que o GF apresentou-se
estatisticamente diferentes em relacdo aos grupos GE e
GP (p<0,05). Todos os demais grupos ndo apresentaram
diferenca estatisticamente significante. No tempo de 6
h, todos os grupos do experimento apresentaram-se
semelhantes (p>0,05); no entanto, quando verificada
a variavel no tempo de 12 h, observou-se que a
solucdo de NaCl 7,5% foi a Unica que apresentou-se
estatisticamente superior ao GP.

TABELA 2 - Médias das absorbancias das mitocondrias hepaticas
pelo MTT nos diferentes tempos do estudo

Grupo/Tempo de andlise 0 h* 2 h ** 6h 12 h ***
Eurocolins 0,446 0,353 0,201 0,374
SF 0,9% 0,301 0,960 0,233 0,339
Glicose 0,209 0,454 0,364 0,499
Manitol 0,747 0,415 0,583 0,534
Hipertonica 0,337 0,531 0,658 0,658
Padrao 0,122 0,122 0,122 0,122
Fonte: Protocolo de Pesquisa
* p<0,05 (ANOVA) Padrdo X Manitol
** p<0,05 (ANOVA) Padréo X Eurocolins
*** n<0,05 (ANOVA) Padrdo X Hipertonica

A preservacdo do tecido tem-se mostrado fator
determinante no sucesso dos transplantes hepaticos.
Neste quesito, diversos agentes farmacoldgicos foram
testados de forma que se ofereca maior protecdo
contra as lesdes desencadeadas durante o periodo de
isquemia3. Diversas solu¢des de preservacdo tém sido
propostas como forma de se evitar efeitos deletérios da
isquemia normotérmica prevenindo edema celular, dano
causado por radicais livres, e deplecdo energética, o
que resultaria em lesdes irreversiveis com consequente
perda funcional do orgao®. Porém, a solucao ideal ainda
esta longe de ser descoberta, suscitando a necessidade
de mais pesquisas neste campo??.

Para fins de preservacdo de tecido a Solugdo da
Universidade de Wisconsin é considerada, por muitos,
a mais eficaz em transplantes. Entretanto, ainda possui
algumas desvantagens que acarretam riscos ao 6rgao
além de ser de dificil aquisicdo em decorréncia de seu
elevado custo®. Portanto, é de grande importancia que
se estude solucbes de preservagdo alternativas que
possam apresentar eficiéncia semelhante a ela, porém
mais acessivel. Assim surgem opcdes como as solucdes
hipertonicas de NaCl (7,5%), glicose (50%) e a de manitol.

Um dos parametros utilizados para inferir a
capacidade de preservacdo das diversas solugdes foi a
dosagem de lactato intracelular que indica, de maneira
indireta, a produgdo de acido latico decorrente de
um processo de respiracdo anaerdbia em condigoes
isquémicas. As alteragdes estruturais celulares que
acompanham a isquemia sao bem conhecidas afetando
mitocondrias, nucleo, reticulo  endoplasmatico,

USO DE SOLUCOES HIPERTONICAS PARA PRESERVAGCAO HEPATICA EM RATOS

lisossomos e, finalmente, as membranas celulares, cujas
alteragdes moleculares abrigam a causa fundamental
na lesdo isquémica’?®. Ao analisar o efeito das solugdes
nos diferentes tempos de avaliacdo (0, 2, 6, 12 h) na
preservacao hepatica, a solugdo de eurocollins (EC) e
a de NaCl (7,5%) apresentaram os melhores indices de
lactato (negativo), podendo indicar, desde periodos
muito precoces, caracteristica benéfica das solugdes
na manutencao de baixos niveis de lactato no meio
intracelular. Tal fato pode ser explicado pela diminuicao
do pH arterial e perda de bases observado diretamente
apos a reperfusdo, provavelmente, desencadeada pelo
aparecimento da glicose anaerdébica decorrente da
deficiéncia de oxigénio. Considerando que o pH acido
pode proteger contra a morte celular por anodxia, a
reperfusdo de células isquémicas neste pH acidético
leva a intensa morte celular (paradoxo do pH)®1.

Por outro lado, o GF respondeu negativamente
em relacdo a dosagem de lactato e a preservacdo com
soro fisioldgico (0,9%) devido seu carater hipotonico ao
meio hepatico em acidose, ocasionando exacerbacdo do
edema celular®. Solu¢des como SF e RL sdo cristaloides
sem qualquer droga adicional. A capacidade de
tamponamento, em geral, ndo acarreta boa resposta
como solugdes de preservacao, exceto para finalidade de
perfusdo hipotérmica com intuito de arrefecer o tecido
hepético, diminuindo o metabolismo e a necessidade
por oxigénio. Mantido na temperatura de 28° C, o
metabolismo celular e a demanda por oxigénio ainda
estd em aproximadamente 50% da funcdo normal?.

Solugdes cristaloides isotonicas, cujas composi¢oes
quimicas sao incompativeis com a preservacao de érgaos,
ndo possuem qualquer capacidade de tamponamento,
aditivos como suplementos energéticos, estabilizadores
de membrana e, principalmente, tornam-se hipotdnicos
guando comparados com 6rgdos submetidos a estresse
oxidativo, acarretando intensificacdo do processo de
"swelling” tecidual®.

Quanto aos niveis de AST os grupos apresentaram-
se com resultados muito heterogéneos e dispares com a
literatura consultada. Este fato ja foi observado no estudo
de Siqueira et al.?>, cujo estudo também apresentou clara
alteracdo do comportamento das médias nos tempos de
observacdo considerados. Ndo sendo possivel a analise
estatistica deste grupo, esses resultados ndo foram
considerados relevantes nesta pesquisa.

Com intuito de avaliar o indice de viabilidade
celular foi utilizado o método colorimétrico para
avaliar o a sobrevivéncia de células apés um evento
nocivo como a isquemia. Trata-se de um sal (Methyl
Thiazolyl Blue- Ci;sHi¢NsSBr) que detecta somente
células metabolicamente ativas em decorréncia de
seu mecanismo de acdao com atuacdo na estrutura
mitocondrial®. Baseado neste parametro foi observado
que nos tempos iniciais, o GE apresentou-se com
melhores indices de viabilidade celular, concordando
também com dados encontrados na dosagem de
lactato intracelular. Este dado poderia sugerir bom
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desempenho da solucdo de EC, principalmente nas
primeiras horas de isquemia, com queda gradativa
em sua capacidade de preservagdo. Fato sugerido
por Ochoa et al.%, periodo de preservacao superior a
seis horas de isquemia, favorece a hipotese de que a
solucdo de EC deveria ser utilizada para o “flushing” de
figados in situ, previamente ao uso de outra solucao de
preservacao mais eficaz, ou ainda, para preservagdo em
tempos reduzidos'.

De maneira geral, os parametros de avaliacdo do
desempenho das solu¢bes nos momentos iniciais de
isquemia demonstram indices de ma evolugao, podendo
sugerir que a prépria hipotermia em si, presente desde
o inicio do processo, seja fator agressivo ao tecido
hepatico, como assinalado por Siqueira et al.!> e leve a
altera¢des do perfil bioquimico e enzimatico do figado.

CONCLUSAO

E promissora a utilizacdo de NaCl 7,5% como
solucdo de preservagdo de 6rgdos por ser eficaz e
possuir caracteristicas que beneficiam ou impecam
maiores danos ao 6rgao durante o periodo de captacao
até o enxerto no receptor.
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