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Resumo

A influéncia da clampagen selectiva dos elementos da triada do pediculo hepético na func¢do ou viabilidade hepatocitérias
sao motivo de estudos clinicos e experimentais no nosso Servico.

Objectivo - Estudo do efeito da clampagem selectiva da veia porta (VP) na funcao hepatocelular no modelo animal com
figado nomal.

Naterial e métodos- 1) Animais: 52 ratos Wistar (machos, 2 meses), foram divididos em 4 grupos: Grupo A — animais
submeticlosa 60 minutos de clampagem da VP (CVP) (n= 21); Grupo B—CVP intermitente de 30'+5' de reperfusdo +30'(n= 12);
Grupo C —CVPintermitente de 15' + 5' de reperfusdo até 60 minutos de CVP (n= 10), e Grupo D — animais sem CVP (n= 9}. No fim
da intervencdo cirdrgica (IC) foi realizada uma biopsia hepética. 2) Doseamento da TGO, TGP, Bilirrubina total (BT), GGT, FA e LDH
trés dias antes e imediatamente apds a IC. 3) Estudo da fungao de extrac¢do hepatocitaria (FEH) da 99mTc-mebrofenina 3 dias
antes e apds a CVP. 4) Isolamento dos hepatécitos (H) a partir da bidpsia para caracterizacdo do tipo de morte celular por
citometria de fluxo recorrendo a dupia marcacdo com Anexina-V e iodeto de propideo (AV/IP). 5) Estudo estatistico: Andlise de
varidncia com medidas repetidas a um factor.

Resultados - 1) Mortalidade: A—62%, B—17%, C~30% e D-0% (p<0,03). 2) Observou-se um aumento estatisticamente
significativo dos valores de TGO (p<0,025) e LDH (p=0,002), antes e ap6s a CVP, mais sem diferencas entre os grupos A, B, Ce D
{ns). 4) Diminuigao significativa da FEH (p<0,0001) evidente apenas no grupo A (p<0,018) mas sem diferencas entre os quatro
grupos (ns). 5) Nos H isolados dos animais dos grupos A, B, C e D nao se verificaram diferencas significativas na viabilidade e no
tipo de morte celulares.

Conclusdes - A insuficiéncia hepatica pos-operatdria é a principal causa de mortalidade apds uma hepatectomia; contudo,
aclampagem selectiva da veia porta, traduz-se por uma aumento da viabilidade celular e urma diminuigdo do tipo de morte celular
(necroses ou apoptose) comparativamente a estudos anteriormente realizados por nés podendo ser uma alternativa a manobra de
Pringle. Contudo, a clampagem da veia porta por periédos superiores a 30' devem ser evitadas dada a elevada mortalidade
verificad a.

Summary

The irmpact of selective clamping of portal vein in hepatocellular function.
An experimental study.

The influence of selective clamping of the elements of hepatic pedicle in the hepatocellular function and viability were
evaluatexdin our department.

Ain - Study the effect of selective clamping of the portal vein (CPV) in hepatocellular function in an animal model with
normal /jwr.
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Methods - Three groups of Wistar rats (males, 2 months) were subjected a CPV for 60 min. group A (n=21) submitted to a
corrtimous inflow occlusion; group B (n=12) underwent to a CPV for 30 min with 5 min of reperfusion; group C (n=10)
undlervent a CPV for 15 min with 5 min of reperfusion. The group D (n=9) was not subjected to a CPV. A hepatic biopsy was done
at thend of surgery. The degree of tissue injury was evaluated using: 1) Blood markers: AST, ALT total-bilirubin (T8}, GGT
alkalinephosphatase, LDH and hepatic extraction fraction (HEF) by radioisotopic methods three days before laparotomy (8S) and
aftexr sirgery (AS); 2) apoptosis, necrosis were investigated after collagenase cell isolation from hepatectomy pieces by flow-
cytomery using the followed probes: propidium-iodide and annexin-V. Statistical analysis: variance analysis, post-hoc
corrpaisons by Tukey-test (0 <0.05).

Results - 1) Mortality: Group A-62%, Group B-17%, Group C-30%, Group D-0% (p<0,03). 2) We observed statistical
differerces in these parameters: ALT (p<0.025) and LDH (p<0.002) preferentially in groups A but without differences between
the A, 4 Cand D groups (ns). 3). We also verified a significant decrease in HEF values (p<0.0001) preferentially in group A
withrouth differences between the groups. 4) No difference was observed when analysed apoptosis and necrosis and cell viability
betwveenr the groups.

Conclusions - Postoperative liver failure is the leading cause of mortality after hepatectomy, however selective clamping of
the poralvein, is reflected in an increase in cell viability and a decrease in the type of cell death (necrosis or apoptosis) compared to
studies tarried out previously by us and thus may be regarded as an alternative to the Pringle maneuver. However, selective

clam ping of the portal vein for periods above 30 'should be avoided, given the high mortality verified.

INTRODUGAO

0 tratamento cirdrgico dos tumores priméarios ou
metastéaicos do figado continua a ser a Unica opgao terapéu-
tica com potencialidades curativas. Vanos factores clinicos,
anato-mopatoldgicos ou cirdrgicos tém sido referidos comao
preditivos das sobrevidas sem doenca ou a distancia apos o
tratarmento cirdrgico curativo. As perdas sanguineas e as
transfusdes per-operatérias sdo referidas como factores de
risco de mortalidade, morbilidade e de sobrevida dos doentes
com tumores hepaticos primérios ou secundérios submetidos
atratamento cirdrgico'. Todos os cuidados devem ser tidos de
forma a diminuir a hemorragia e as transfusdes per-opera-
térias. A clampagem do pediculo hepético (manobra de
Pringle) associada a uma pressdo venosa central baixa séo
factores determinantes na diminuicao da hemorragia per-
operatdria®®. Contudo os efeitos da clampagem do pediculo
hepético e a duracdo da isquémia na funcdo ou viabilidade
hepatdcitarias sdo controversos e motivo de estudo’",

Este estudo experimental tem com objectivo avaliar os
efeitos da clampagem selectiva da veia porta (CVP) e sua
duragdo na fungdo hepatocelular num modelo animal com
figado normal.

MATERIAL E METODOS

Animais

Apbs anestesia por via intraperitoneal foram utili-
zados 52 ratos Wistar machos, com 2 meses de idade, que
foram agrupados em quatro grupos. Grupc A - animais
submetidos a 60 minutos de clampagem da veia porta
(n=21) Grupo B - animais submetidos a clampagem intermi-
tente da VP de 30 minutos e 5 minutos de reperfusao até um
total de 60 minutos clampagem (n=12); Grupo C - animais
submetidos clampagem intermitente de 15 minutos de
clampagem da VP e 5 minutos de reperfusao até 60 minutos
de clampagem da VP (n=10), e Grupo D — animais subme-
tidos alaparotomia sem clampagem da VP (n=9).

Apbs os 60 minutos de laparotomia com ou sem
cdampagem do pediculo hepéatico os animais foram subme-
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tidos a uma bidpsia hepatica. Foi avaliada a mortalidade per-
operatéria e durante as 24 horas ap6s o gesto cilrgico.

Estudo da Funcao de Extraccdo Hepatocitéria com
99mTc-mebrofenina

Os animais foram injectados na veia da cauda com
cerca de 37 MBq de mebrofenina marcada com tecnécio-
99m. A aquisi¢do da informacao para o célculo da fracgdo de
extraccdo hepatocitaria, é feita através de uma cdmara de
raios gama, com o animal em decubito ventral, sobre o
colimador. Apds este posicionamento, inicia-se uma aquisi-
¢ao dindmica (matriz de 128x128) em duas fases conse-
cutivas (primeiro 60 imagens de 1 segundo cada seguidas de
59 imagens com duragdo individual de 1 minuto); estas
aquisi¢bes dindmicas sdo seguidas de uma imagem estética
emvista anterior.

Para 0 processamento, sao desenhadas zonas de inte-
resse sobre o coragdo e o figado para se obterem as respectivas
curvas tempo/actividade. £ através destas curvas que se calcula
a fracgdo de extracgdo hepatocitéria. A funcao hepatocitaria é
calculada através da desconvolucao da curva actividade/tempo
hepética com a curva actividade/tempo cardiaca.

Avaliagdo das alteracdes marfoldgicas e bioquimi-
cas hepatocelulares dos animais submetidos a diferentes
tipos de clampagem selectiva da veia porta. Avaliacdo
bioguimica

Doseamento séricos das transaminases (TGO e TGP),
da bilirrubina total, da GGT, da fosfatase alcalina e da da LDH
em sangue colhido de veia da cauda, trés dias antes e
imediatamente ap6s a intervencao cirlrgica.

Isolamento de hepatdcitos para estudos de cito-
metria de fluxo

Os hepatécitos de rato foram obtidos das bibpsias
hepaticas de peqas e perfundidas com 0,05% de colagenase
como previamente descrito’. Posteriormente analisou-se o
tipo de morte celular induzido pelos diferentes tipos de
clampagem selectiva da veia porta, e alguns dos mecanismos
envolvidos, em particular a producio de espécies reactivas de
oxigénio (ROS) e a participacdo da mitocondria, através da
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avaliagao di variacao do potencial de membrana mitocon-
drial (A4 mi).

Caricterizagao do tipo de morte celular

A caacterizacdo do tipo de morte celular foi efectuada
por micrastpia dptica e por citometria de fluxo. No primeiro
caso, pro celeu-se a caracterizagdo morfologica dos esfregacos
de hepat-6cios isolados a partir de um fragmento de bidpsia
hepatica, como referido anteriormente, corados com Solucdo
de May-Grinwald-Giemsa. No segundo caso, recorreu-se a
dupla maracdo das células com Anexina V e iodeto de
propidioc (A%IP), de acordo com as instrugdes do kit de
deteccio demorte celular da Immunotech (Becton Dickinson).
Para o efeit, cem mil células foram incubadas com 1 pL de
anexina WV-FTC e 5 L de IP, durante 15 minutos ao abrigo da
luz. Os h epatécitos foram depois analisados num citbmetro de
fluxo FACSGlibur (Becton Dickinson) equipado com um laser
de drgon utlizando os comprimentos de onda de excitacao de
525 nm e€de 640 nm, respectivamente para a AV-FITC e para o
IP. Esta témica permite discriminar as células vidveis (no
marcadas om AV e IP), as células em apoptose inicial
(marcadas unicamente com AV), as células em apoptose
tardia/nexcrose (marcadas simultaneamente com AV e IP) e as
células ern necrose (marcadas com IP)”.

Avaliacdo da produgao de ROS e do potencial de
membranamitocondrial

A expressao intracelular de perdxidos e a variagao do
potencial de membrana mitocondrial (mit) foi determinada
por cito retria de fluxo seguindo a oxidacdo intracelular da
sonda nao fluorescente, 2',7'-diclodihidrofluorosceina
diacetat g, DCFH-DA, e através da utilizacdo da sonda
fluoresc ente 5,5',6,6'-tetracloro-1,I',3,3'-tetraetilbenzimi-
dazolil iedeto de carbocianina, JC1, respectivamente. A
sonda [D(fH-DA entra nas células e acumula-se principal-
mente 1o citosol onde é desacetilada por esterases
intracelLlares e depois oxidada na presenga de peroxidos a
2, 7'-dickarofluoresceina (DCF) que é facilmente visualizada
pela emv isio de fluorescéncia no comprimento de onda de
525 nm quando excitada a 488nm'®. Por outro lado, 0 JC1 é
um cati& lipofilico que atravessa facilmente as membranas
biolégicas acumulando-se no interior da mitocdndria.
Quando ocorre diminuigdo do AWmit o JC1 permanece no
citoplas ra sob a forma monomérica (M) exibindo fluores-
céncia v ede no comprimento de onda de 525 nm. Quando o
AWmit aimenta os mondmeros de JC1 entram na mitocon-
dria formando agregados (A} que exibem fluorescéncia
vermelhs sdetectada no comprimento de onda de 590 nm'""*.
Desta fooma, a razao M/A, dé uma indicacdo do mit Assim,
os hepa -ticitos isolados a partir de bidpsias de figado de ratos
submet iips a clampagem selectiva da veia porta por
diferent: ¢ periodos de tempo, foram incubados com 5 uM de
DCFH,-OA  (Molecular Probes, Invitrogene) durante 45
minutose com 5 pgr/mL de JC1 (Molecular Probes, Invitro-
gene) crante 15 minutos a 37°C, respectivamente, em
atmosfesn apropriada e ao abrigo da luz, e posteriormente
analisacyispor citometria de fluxo.

Etudo estatistico

praa analise dos resultados utilizamos um estudo de
varidnci: com medidas repetidas a um factor. Quando
necess& 10 foi usado o teste Turkey (p<0,05).

RESULTADOS

Mortalidade

Nao se verificou mortalidade operatéria. A morta-
lidade pds-operatoria foi de 62% no Grupo A (animais
submetidos a 60 min de clampagem continua de CVP), de
17% no Grupo B (animais submetidos a clampagem
intermitente da VP de 30 minutos e 5 minutos de reperfuséo
até um total de 60 minutos clampagem), de 30% no Grupo C
(animais submetidos clampagem intermitente de 15 minutos
de clampagem da VP e 5 minutos de reperfusdo até 60
minutos de clampagem da VP) e de 0% no Grupo D (animais
sem clampagem da VP). Foi observado um aumento
significativo da mortalidade dos animais do grupo A
comparativamente aos outros grupos (p<0,03).

Estudo analitico

Dos vérios pardmetros analfticos avaliados verificou-se
um aumento global do pré-operatério para o pds-operatério,
com significado estatistico, dos valores da TGO (p=0,001), da
TGP (p=0,005), da GGT (p=0,006), da FA (p=0,048), da
bilirrubina total (p=0,013), da LDH (p=0,011), mas sem
diferencas entre os Grupos A, B, Ce D (ns).

Estudo da fungdo hepatocelular através da avalia-
¢ao da fraccdo de extracgao hepatocitaria por métodos
radioisotépicos

Observou-se uma diminuicdo da fracgao de extracgdo
hepatocitaria avaliada por métodos radioisotopicos (99mTc-
mebrofenina) com significado estatistico evidente apenas no
Grupo A mas sem diferencas entre os Grupos (Figura 1).
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Estudo da fungdo hepatocelular através da avaliagdo
da fracgdo de extracgao hepatocitéria por métodos
radioisotdpicos.

Observou-se uma diminuicgo da fracgéo de extracgdo
hepatocitéria avaliada por métodos radioisotopicos
(99mTc-mebrofenina) com significado estatistico
vidente apenas no Grupo A mas sem diferengas entre
0s Grupos (ns). Os resultados s&o expressos em % e
representam a média * desvio padréo de cada grupo
em estudo. Grupo A - animais submetidos a 60 minutos
de clampagem da veia porta (VP) (n=21), Grupo 8 -
animais submetidos a clampagem intermitente da VP de
30 minutos e 5 minutos de reperfuséo até um total de
60 minutos clampagem (n=12); Grupo C - animais
submetidos clampagem intermitente de 15 minutos de
clampagem da VP e 5 minutos de reperfuséo até 60
minutos de clampagem da VP (n=10), e Grupo D ~
animais submetidos a laparotomia sem clampagem da
VP (n=9).
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Estudo da viabilidade e morte celular e avaliagao

da praugao de ROS e do potencial de membrana mito- ?gg(’:mﬂ
cohdriﬂ

Os diferentes tipos de clampagem selectiva da veia 160 1
por-ta rao induzem alteragdes significativas na viabilidade dos 140
hepatditos isolados do figado dos ratos. Do mesmo modo,
nao severificaram diferencas com relevéncia estatfstica no 120 A
narmen de células em apoptose/necrose. No entanto, como 100 -
se ppodtobservar na Figura 2, verifica-se uma ligeira tendéncia

80

para caumento da percentagem de células em necrose nos
hepatditos isolados dos ratos submetidos a clampagem 60
selexctia da veia porta, relativamente aos hepatocitos con-

trol o (150 sujeitos a clampagem). 40 1
20 1
% ) o 4
Y mA 2
Vv AN N D c B A
120 7
Anélise da produgdo de ROS nos hepatdécitos de rato
o0 — submetidos a clampagem selectiva da veia porta.
L O niveis intracelulares de ROS nos hepatdcitos de rato
dos diferentes grupos em estudo foram determinados
£30 - por citometria de fluxo recorrendo & marcagéo com
DCFH2-DA, de acordo o descrito na sec¢do material e
métodos. Os resultados s&o expressos em unidades
&S0 — arbitrarias de fluorescéncia (MIF) de DCF e representam
a média = desvio padrdo de grupo em estudo.
40 —
20 M/A de JQ1
0.8 1~
C B A 49 o

Avaliacdo do efeito da duragdo da clampagem
selectiva da veia porta na viabilidade hepatocitaria 0.6 -
por citometria de fluxo.

Os hepatdcitos de rato dos diferentes grupos em estudo,
A a D, foram obtidos das bidpsias hepdticas, perfundidas
com 0,05% de colagenase H e posteriormente

marcados com anexina V-FITC e iodeto de propideo (IP), 0.4
de acordo o descrito na secgao material e métodos.
V-células vidveis, A-células em apoptose inicial;

0.5 1

A/N-células em apoptose tardia/necrose; N-células em 03 7
necrose. Os resultados sdo expressos em % e
representam a média = desvio padrao de cada grupo 0,2
em estudo.
0,1
D C B A
Apesar de se observar aumento da produgao de ROS Anélise do potencial de membrana mitocondrial em
no grupo A e B e diminuigdo no grupo C, comparativamente hepatocitos de rato submetidos a clampagem
. . . . selectiva da veia porta por diferentes periodos de
ao gupo controlo (grupo D), estas diferencas ndo sdo estatis- tempo.
tica mente significativas (Figura 3). O potencial de membrana (Awmit) foi avaliado por
Por outro lado, como se pode observar na Figura 4, a citometria de fluxo em hepatécitos isolados de figado
; : ; : de rato, através da razdo entre 0s mondmeros e os
clarmpagem sele_ctava da,vela porta induz, tendenoalmenf[e, agregados il dorcampesta luorescents JCT, e
aumiento da razdo mondmeros/agregados de JC1, traduzin- acordo com o descrito na secgdo material e métodos.
do dminuicdo do potencial de membrana mitocondrial e, SJG entra selectivamente na mitocéndriae,
con sequentemente, maior susceptibilidade & apoptose. Estes SREDEnAa 09 poiericildeimembran Mmitoeondnal
- ' ) A exibe forma monomérica ou agregada. Assim, quando
resiuliados estdo de acordo com a mortalidade pds-operatoria ha despolarizacdo mitocondrial, ou seja diminuicio
obs evada nos diferentes grupos deratos. do potencial de membrana mitocondrial, 0 JC1
predomina na forma monomérica verificando-se
aumento da razdo M/A de JC1. Os resultados
~ representam a média desvio padréo da razao MIA de
DIS (USSAO JC1 de cada grupo em estudo.
As perdas sanguineas per-operatorias e as transfusoes
san guineas sao factores de risco de morbilidade e manobra de Pringle, a clampagem selectiva da artéria eramos
: [ C 12 . . : - ;
mo rtiidade apds hepatectomia'”. Diferentes métodos de portais esquerdo ou direito, a clampagem supra-selectiva ou
contplo vascular tais como a exclusao total vascular total, a a oclusao vascular intra-hepéatica sdo usadas para reduzir a
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hemorragia durante uma ressecgdo hepatica. No entanto,
todos estes gestos podem levar a lesdes de isquémia ou de
reperfusao, a activa¢do de células de Kupffer e a produgao
espécies reactivas de oxigénio ou de citoquinas, tais como o
factor de necrose tumora! ou a interleucina 8 e consequentes
fesdo das células endoteliais, do parénguima hepatico e
consequente disfuncao hepatocelular®.

Além de potenciais complicacdes pods-operatorias,
estudos témsugerido que as lesdes de isquemia e reperfusao
hepaticas ap6s clampagem da triada portal podem estimular
a metasti zacdo com a consequente diminuicado da sobrevida
dos doentes operados'®®. Estudos experimentais realizados
em animais submetidos a 20 ou 30 min de isquemia de um
lobo hep ético, revelaram que a progressao tumoral foi mais
significat iva no lobo clampado selectivamente que no contra-
-lateral’’. De facto, a isquemia microvascular associa-se a
alteragdes das células endoteliais que aumentam a capaci-
dade de adesdo das células tumorais as do endotélio
promove ndo a progressao de metastases hepéaticas por via
hematdgena”. Qutro possivel mecanismo explicativo para
que a oclusdo da triada portal estimule a progressao das
metastas es hepaticas foi proposto num estudo experimental
num modelo murino submetido a 45 min de clampagem
continua em que se verificou uma profunda alteragao
microcirculagdo hepdtica devido a necrose celular por
hipexia® . Ahipoxia prolongada induz a activagdo do factor
la que por sua vez promove a activacdo vérios genes e
consequente sintese de factores de crescimento proangio-
génicos, de proliferacao e diferenciacdo, surgindo um
microam biente ideal para tumorogénese®. No entanto, esta
correlagdo entre clampagem do pediculo hepatico e a
acelera¢&o do crescimento tumoral é observado apenas apos
clampag ens continuas®. De facto, os mesmos autores
obsrvara m que as clampagens intermitentes parecem exercer
um efeito protector contra o crescimento metastatico pois
associa-se auma auséncia ou menor necrose do parénquima
hepatico e da funcdo hepatocelular®®. Este resultados sdo
consistentes com os estudos experimentais e clinicos realiza-
dos por nbs e outros autores que demonstram que
parénqu ima hepético ¢ mais tolerante a uma clampagem
intermitentedo pediculo hepatico™ .

Embora a clampagem intermitente do pediculo
hepéatico pa periodos de 15 min nos doentes com um figado
normal oude 10 min nos cirréticos permite tempos de
clampagens totais superiores a 60 min o objectivo deste
trabalho foiavaliar se a clampagem selectiva da veia porta
permite tempos de clampagem continua mais prolongados
mantencddo o mesmo grau de proteccdo do parénquima
hepdtico eda fungdo hepatocelular. Eventualmente, esta
estratég ta drurgica poderd permitir uma reducdo da hemor-
ragia pexr-gperatédria durante a hepatectomia mantendo a
irrigacdo aterial e consequentemente uma diminuicio do
risco de hipixia do paréngquima hepético.

Seri que a CVP por periodos mais prologados
associa~ses uma mortalidade inferior comparativamente
amano brade Pringle?

WUmestudo clinico demonstrou gue a manocbra de
Pringle <om ciclos de clampagem com a duracio de 15
minutos , sguidos de 5 minutos de reperfusdo em pacientes
submeticdosa resseccio hepética, aumenta a tolerancia do
parénqu im; hepéatico comparativamente a clampagem conti-
nua partzjcusrmente em doentes com hepatopatias crénica®.

Nosstudo realizado por nés, verificamos que a clam-
pagem ssel«tiva da veia porta até 30 minutos ndo se associou

a um aumento estatisticamente significativo da mortalidade
comparativamente aos animais clampados continuamene
durante 15 minutos ou ndo clampados. Comparativamete
aos dados da literatura, embora os resultados sejam contra-
ditorios em modelos animais, o nosso estudo sugere uma
vantagem em relaccdo & mortalidade pds-operatoria dos
animais submetidos & manobra de Pringle”.

Serd que a clampage selectiva da veia porta por
periodos mais longos associa-se a uma alteracdo mais
signnificativa da fungao hepatocelular?

O estudo da fungao hepatécitaria tem sido avaliado por
multiplos métodos. Nés optamos pela avaliacdo bioguimica
através do estudo pré-peratério e pods-operatério dos
parametros bioldgicos normalmente utilizados na avaliagdo da
funcdo hepatico e no estudo da fraccdo de extraccao
hepatécitaria utilizando a 99mTc-mebrofenina. No que diz
respeito aos paradmetros analiticos verificamos um aumento
significativo dos valores da TGO, da TGP, da GGT, da FA, da
bilirrubina total e da LDH em todos os animais submetidos a
diferentes protocolos de clampagem selectiva da veia porta mas
sem diferencas entre os trés grupos. Por outro, a avaliagdo
dindmica da funcio hepatocelular através do estudo da fraccao
de extracgdo hepatocitdria por métodos radioisotdpicos
mostrou uma diminuicdo significativa deste valor nos animais
em que a veia porta foi clampada continuamente durante 60
minutos (Grupo A) mas sem diferengas com significado
estatistico entre os diferentes grupos de animais. O estudo da
fraccdo de extraccdo hepatocotdria por métodos radiciso-
tdpicos permite estudar a capacidade do hepatdcito captar o
tragador radioactivo, transporta-io no citoplasma e excreta-lo
para os canaliculos biliares. Assim podemos durante este exame
estudar de forma dinémica vérios aspectos da fungdo do
hepatécito e com maior acuidade avaliar a sua funcdo. Neste
estudo, apesar de nao verficamos diferengas com significado
estatistico da fracgdo de extraccdo hepatocitaria do radiofar
maco entre os diferentes grupos de animais em que a veia porta
foi clampada selectivamente, verificamos contudo que esta
diminuicdo foi mais significativa nos animais clampados conti-
nuamente durante 60 minutos. Este pardmetro talvez ajude a
comprrender a maior mortalidade pds-operatéria verificada nos
animais do grupo A.

Sera que a clampage selectiva da veia porta por
periodos mais prolongados associa-se a uma menor viabi-
lidade e maior morte hepatocelular?

Neste estudo verificamos que os diferentes tipos de
clampagem selectiva da veia porta ndo induziram alteragoes
significativas na viabilidade dos hepatécitos isolados do figado
dos ratos. A metodologia utilizada revelou que a percentagem
de céluias hepatocotarias (ndo marcadas com anexina V e
iodeto de propidio), ou de céluias em apoptose inicial
{marcadas unicamente com anexina V), ou aquelas em
apoptose tardia/necrose (marcadas simultaneamente com
anexina V e iodeto de propidio) e as células em necrose
(marcadas apenas com iodeto de propidio) nao diferia de
forma significativa entre os grupos de animais submetidos a
diferentes tipos de clampagem da veia porta. No que diz
respeito a expressao intracelular de perdxidos e a variagao do
potencial de membrana mitocondrial (A%mit) determinada
por citometria de fluxo, observamos um aumento relativo mas
sem significado estatistico da producao de ROS no grupo A e B.
Por outro lado, a clampagem selectiva da veia porta induz um
diminuicdo do potencial de membrana mitocondrial, traduzida
por um aumento da razdo mondmeros/agregados de JC1
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(Figudra 4) e, consequentemente, maior susceptibilidade a
apogotoe, embora estatisticamente nao significativa, das
celu bas ioladas dos figados dos animais em que a veia porta foi
clampata por periodos mais prolongados. Estes resultados, no
seu coriunto, poderdo justificar o aumento da mortalidade
p6s— opeatoria verificada nos animais do grupo A.

COMNICIUSAO

A insuficiéncia hepéatica pés-operatéria é a principal

causa de mortalidade apés uma hepatectomia, contudo a
clampagem selectiva da veia porta, traduz-se por uma
aumento da viabilidade celular e uma diminuicdo do tipo de
morte celular (necrose ou apoptose) comparativamente a
estudos anteriormente realizados por nés podendo ser uma
alternativa & manobra de Pringle. Contudo clampagens
selectivas da veia porta por periodos superiores a 30' devem
ser evitadas dada a elevada mortalidade verificada nos
animais submetidos a clampagem de 60 minutos de acordo
com os resultados obtidos neste estudo em que utilizamos
um modelo animal com figado normal.
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