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1. ABREVIATURAS 
 
 

Alguns termos empregados no texto são melhor reconhecidos por suas 

abreviaturas em língua inglesa, desta forma, decidiu-se manter este padrão. 

Nesses casos, além da descrição da abreviatura em inglês, uma versão em 

português é apresentada. Os termos aqui empregados estão de acordo com a 

indexação do vocabulário médico (Medical Subjects Headings, MeSH) da 

Biblioteca Nacional de Medicina dos Estados Unidos. 

 

A2 - receptores da adenosina A2 

ADP - adenosina difosfatada 

AMP - adenosina monofosfatada 

APAF-1 – apoptotic protease activating factor 1, fator apoptótico ativador de 

proteases  

AST – aspartato aminotransferase 

ALT – alanino amoinotransferase 

ATP - adenosina trifosfatada 

blebs superficiais- pequenas protrusões da membrana 

Ca+2  - cálcio 

Cu+2 - Cobre 

CAT - catalase  

DP – desvio padrão 

EAO - espécies ativas de oxigênio  

ET - endotelina  

EAN - espécies ativas do nitrogênio  

Fé+2  - Ferro 

GPx - glutationa-peroxidase 

GR - glutationa-redutase 
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G6PD - glicose-6-fosfato desidrogenase 

GMPc - guanosina monofosfatada cíclica 

HOCL - ácido hipocloroso  

H2O2 - peróxido de hidrogênio 

HSPs – hot shock protein, proteínas do choque quente  

IL - interleucina 

IL-6 - interleucina-6  

IM - espaço intermembrana  

IPC – ischemic preconditionig, precondicionamento isquêmico  

IPC+IR – grupo submetido ao precondicionamneto isquêmico antes da isquemia 

e reperfusão 

IR- grupo isquemia e reperfusão 

Km – constante de Michaelis-Menten 

L-a+IR – grupo submetido ao precondicionamento farmacológico com L-arginin 

10 minutos antes da isquemia 

MDA - malondialdeído 

MPO - mieloperoxidase  

MPT – mitochondrial permeability transition, transição da permeabilidade 

mitocôndrial  

MME - membrana mitocondrial externa  

NO – nitric oxide, oxido nítrico  

NOS – nitric oxide sintase, óxido nítrico sintase  

cNOS - óxido nítrico sintase constitutiva  

eNOS - óxido nítrico sintase endotelial  

iNOS - óxido nítrico sintase induzível  

nNOS - óxido nítrico sintase neuronal  

NO+ - cátion nitrosônio  

N2O - óxido nitroso  

NOx - nitrite and nitrate, nitrito e nitrato 

NO3
– - Nitrate, nitrato 

NO2
- - nitrite, nitrito 

N2O3 – dinitrogen trioxide, dinitrogênio trióxido  

NADPH oxidase - nicotinamida adenina dinucleotide fosfato oxidase 
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O2
•-  - Superóxido 

ONOO- - peroxinitrito  

OH• - radical hidroxila  

PAF - fator ativador das plaquetas 

PMNs – polymorphonuclear leukocytes, leucócitos polimorfonucleares 

PAF - fator ativador das plaquetas 

PTP - permeability transition pore, poros da transição da permeabilidade 

PGI2 – prostaglandina 

QL - quimiluminescência  

RL - radicais livres 

REG - retículo endoplasmático granular 

REL - retículo endoplasmático liso 

SIRS - síndrome da resposta inflamatória sistêmica 

-SH - grupos tiol  

SOD - superóxido dismutase  

TBARS - substâncias reativas ao ácido tiobarbitúrico  

TNF – tumor necrosis factor, fator de necrose tumoral  

XOR - xantina/xantina oxidoredutase  

X ± DP – média ± desvio padrão 

ZCL – zona centrolobular 

ZP – zona portal 
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2. INTRODUÇÃO 
 
 

A isquemia e reperfusão hepática é um fenômeno complexo que envolve 

inúmeros mecanismos fisiopatológicos, bem como um grande número de fatores 

e mediadores. As relações entre os envolvidos são altamente complexas, e 

ainda não é possível descrever com absoluta certeza os eventos que ocorrem 

desde o ínico até o fim do processo.1 A lesão de isquemia e reperfusão hepática 

é reconhecida como uma importante causa de morbidade e mortalidade após 

ressecções hepáticas maiores 2, 3 e no transplante de fígado.4, 5 Ocorre também 

após hipóxia sistêmica ou em condições de baixo fluxo, o que resulta em 

perfusão hepática insuficiente. Esta última pode ocorrer após choque 

hemorrágico, choque cardiogênico ou mesmo choque séptico.6 Outras situações 

em que também se pode observar baixa perfusão do órgão é na cirurgia 

cardiovascular com circulação extracorpórea,7 na cirurgia laparoscópica8-10 e em 

síndromes compartimentais abdominais.11    

 

Nesse contexto, a lesão hepática de isquemia e reperfusão pode ser decorrente 

de uma das três formas de isquemia. A isquemia fria (ou hipotérmica), a 

isquemia quente (ou normotérmica) e a isquemia de reaquecimento 

(rewarming).12 A isquemia fria ocorre quase exclusivamente no transplante 

hepático, quando é aplicada intencionalmente para reduzir a atividade 

metabólica do enxerto, enquanto o órgão espera para ser reimplantado. A 

isquemia normotérmica ocorre em uma série de outras situações, incluindo 

também transplante, trauma, choque (nos seus diversos tipos) e a cirurgia 

hepática, quando se realiza a oclusão do fluxo sangüíneo aferente ao fígado 

(manobra de Pringle), ou quando se realiza a oclusão vascular total, ambas com 

a finalidade de diminuir as perdas sangüíneas durante a secção do parênquima 

hepático. A isquemia de reaquecimento (rewarming ichemia) tipicamente ocorre 
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durante a manipulação do enxerto (ou seja, preparando o fígado no ex situ), ou 

durante o período de reconstrução vascular do enxerto, quando o fígado é 

submetido à temperatura ambiente e à temperatura corporal até que se 

reestabeleça o fluxo sangüíneo portal.13 

 

 A isquemia prolongada resulta em uma variedade de mudanças no metabolismo 

e na ultra-estrutura celular. O insuficiente suprimento sangúíneo ao órgão e, por 

conseguinte, às células deste reduz rapidamente o nível de energia nas 

mesmas, levando, conseqüentemente, a falhas em determinadas etapas do 

metabolismo, com acúmulo de metabólitos nocivos às células.14-17 A célula, 

privada de seu combustível básico, passa a obter energia por meio do 

metabolismo anaeróbico, o que resulta em acidose lática.  

 

O meio ácido é inadequado para a cinética normal das enzimas, privando a 

célula dos seus mecanismos para manutenção da homeostase.18 O sofrimento 

da membrana plasmática provoca alterações eletrolíticas, que, acompanhadas 

da perda dos mecanismos de produção de adenosina trifosfatada (ATP) levam à 

perda da capacidade de síntese celular. O cálcio provoca disfunção da 

membrana mitocondrial e lesão irreversível. Segue-se autólise secundária à 

isquemia, com edema e extravazamento do conteúdo dos lisossomos, 

vazamento de enzimas e proteínas, vacuolização do retículo endoplasmático e 

descaracterização da compartimentalização celular. A integridade das 

membranas não pode ser mantida, e a célula morre.18-20 Uma vez que a 

isquemia não resulte em lesão irreversível, induz a um estado pró-inflamatório, 

que aumenta a vulnerabilidade tecidual e favorece lesão adicional durante a 

reperfusão.21  

 
Ao restaurar o fluxo sangüíneo, impõe-se nova agressão ao fígado, aumentando-

se a lesão causada pelo período de isquemia, que, segundo alguns autores, é, 

na realidade, tão ou mais deletério que o período isquêmico propriamente dito.9 

Esse fenômeno é conhecido como lesão de isquemia e reperfusão, que é, na 

verdade, um fenômeno de acentuação da lesão celular de um órgão isquêmico, 

após o restabelecimento do fluxo sangüíneo e de oxigênio.22-24 A lesão hepática, 
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após o início da reperfusão, é resultado da inter-relação de diferentes 

mecanismos. Nos estágios iniciais da reperfusão, o edema das células 

endoteliais,25 vasoconstrição,26 adesão leucocitária,27, 28 e agregação plaquetária 

no interior dos sinusóides29 resulta em falênica da microcirculação.  

 

O edema das células endoteliais e das células de Kupffer é resultado do edema 

intracelular devido à falência do transporte ativo transmembrana secundário à 

deficiência de energia (ATP) induzida pela isquemia. 25 A vasoconstrição é 

resultado da deterioração no frágil balanço entre o oxido nítrico (NO) e a 

endotelina [ET], o que resulta em estreitamento do lúmen sinusoidal, com 

conseqüente decréscimo da velocidade dos sinusóides. A freqüência do contato 

dos leucócitos com as células endoteliais é, dessa forma, aumentada, o que 

resulta em leucoestase.   

 

A estase dos leucócitos, embora incapaz de ocluir completamente o lúmen dos 

sinusóides, resulta em fator adicional para diminuir o fluxo na microcirculação 

hepática.30 Esse fenômeno leva a um prolongamento do período de hipóxia, 

deixando áreas do fígado ainda isquêmicas, mesmo após o início da reperfusão 

(fenômeno do não-refluxo). Associa-se a esse mecanismo a ativação das células 

de Kupffer e neutrófilos, as quais produzem citoquinas inflamatórias 31 e 

espécies ativas de oxigênio (EAO),32 o que resulta em maior agravamento da 

lesão hepática.  

  

Portanto, a isquemia e reperfusão hepática está associada a vários eventos que 

envolvem inúmeros componentes celulares, sem uma evidência clara de quais 

mecanismos levam de fato à morte celular. Além disso, ocorre em diversas 

situações clínicas, tem um importante impacto no resultado clínico dos 

pacientes, permanece como uma área de constantes descobertas e é onte 

inesgotável de pesquisas, tendo em vista a importância que esss processos 

representam para a biologia orgânica e, conseqüentemente, para a aplicação 

clínica.33 O conhecimento dos mecanismos que envolvem a isquemia e 

reperfusão é de grande interesse, uma vez que podem auxiliar na redução da 

lesão dos tecidos e órgãos submetidos a esse complexo fenômeno.  



 7

Dessa forma, as estratégias terapêuticas visam a interromper os fenômenos 

patogênicos em algum ponto desse evento isquêmico-reperfusional. Nesse 

contexto, várias tentativas, tanto farmacológicas quanto cirúrgicas, têm sido 

motivo de muitas publicações.13 As estratégias mais promissoras envolvem a 

oclusão pedicular total intermitente e o pré-condicionamento isquêmico do 

fígado, os quais são usados durante a cirurgia hepática.13 Em teoria, o 

precondicionamento isquêmico evita a necessidade de liberação intermitente do 

pedículo hepático, ou seja, do fluxo sangüíneo aferente ao fígado, o que diminui 

o sangramento durante a secção do parênquima e extende o período de 

isquemia segura pelo aumento da tolerância do fígado à isquemia.34  

  

O precondicionamento isquêmico também está associado à melhor tolerância do 

enxerto hepático às lesões de isquemia e reperfusão. 35, 36 Entretanto, a validade 

clínica desse método ainda necessita ser determinada em outros estudos.36 Um 

grande número de agentes farmacológicos também têm sido utilizados com o 

objetivo de atenuar as lesões de isquemia e reperfusão no fígado. Esses 

agentes podem tanto bloquear as vias de lesão diretamente quanto eles 

submetem o fígado a um precondicionamento farmacológico, ou seja, induzem 

um baixo nível de estresse nas células hepáticas; e estas, por sua vez, iniciam 

um mecanismo de defesa celular contra um posterior insulto mais agressivo.13 

  

Entre essas substâncias, pode-se relacionar antioxidantes, inibidores das 

proteases e moléculas anti-apoptóticas, agonistas da adenosina, doadores do 

NO ou precursores do NO (L-arginina), entre outros.1, 13A maioria desses 

agentes, entretanto, não tem aplicabilidade clínica comprovada.13  
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3. REVISÃO DA LITERATURA 
 
 

3.1 Efeitos celulares da isquemia e reperfusão tecidual 
 
A célula é envolta por delgadas membranas lipoprotéicas (membrana celular), o 

citoplasma (membrana citoplasmática), o núcleo (membrana nuclear) e as 

diferentes organelas intracitoplasmáticas, com o objetivo de manter a arquitetura 

celular e os processos metabólitos que dependem da integridade das mesmas.37-

39 Elas são denominadas membranas lipoprotéicas porque apresentam, na sua 

constituição, uma dupla camada formada por lipídios e porque, mergulhadas no 

seu interior, encontram-se moléculas proteícas.38, 40 Essa conformação é 

responsável pela manutenção do funcionamento celular, ou seja, os lipídios 

constituem uma barreira que impede o livre movimento da água de um 

compartimento celular para outro, enquanto as moléculas protéicas interrompem 

essa barreira, proporcionando assim vias de passagem para várias substâncias, 

além de exercer funções enzimáticas essenciais à vida celular.38, 40 Portanto, 

além da estrutura individualizada e bem definida de cada unidade celular, vários 

processos metabólicos ocorrem, tanto para manter a arquitetura celular quanto 

para manter a atividade funcional específica de cada célula em determinado 

órgão.38, 40  

 

A célula, para executar suas funções específicas, depende de energia, 

fundamentalmente sob a forma de adenosina trifosfatada (ATP), e diversos 

mecanismos metabólicos são envolvidos no processo de geração da mesma.38, 

40 O ATP é uma combinação de adenina, ribose e três radicais de fosfato, 

unindo-se os dois últimos radicais restantes da molécula, através de ligações de 

energia. Após a perda de um radical de fosfato do ATP, o composto torna-se 

adenosina difosfatada (ADP) e, após a perda do segundo radical de fosfato, o 
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mesmo passa a ser a adenosina monofosfatada (AMP). Tais situações ocorrem 

continuamente durante o metabolismo da célula envolvido na execução de suas 

funções específicas.38, 40, 41 Além disso, diferentes processos metabólicos, como 

o ciclo do ácido cítrico (ciclo de Krebs), ciclo das pentoses, a fosforilação 

oxidativa e a cadeia de transporte de elétrons, entre outros, são importantes 

fontes geradoras de energia celular.38, 40   

 

 

3.1.1 Isquemia tecidual 
 
Na lesão celular reversível, o primeiro ponto afetado pela isquemia é a 

respiração aeróbica das células, ou seja, a função respiratória mitocondrial. Esse 

fenômeno resulta na diminuição da fosforilação oxidativa, diminuição da geração 

de ATP e conseqüente aumento de AMP. Altas taxas de AMP estimulam as 

atividades da fosfofrutoquinase e do glicogênio fosforilase, resultando em maior 

glicólise anaeróbica. Ocorre acúmulo de ácido lático, que faz reduzir o pH 

celular, conduzindo inicialmente a um agrupamento da cromatina nuclear.  A 

queda nos níveis de ATP leva a um distúrbio na bomba de sódio e potássio, que 

causa acúmulo de Na+ intracelular, difusão de K+ para fora da célula e aumento 

do influxo de Ca+2. O ganho de soluto é acompanhado de um ganho isosmótico 

de água e de conseqüente edema celular.42  

 

Além disso, o catabolismo dos nucleotídeos, durante a isquemia, resulta em 

acúmulo intracelular de hipoxantina, que é subseqüentemente convertida em 

radicais tóxicos de oxigênio (espécies ativas de oxigênio), com a reintrodução da 

nova molécula de oxigênio (durante a reperfusão). No endotélio, a isquemia 

promove a liberação de mediadores pró-inflamatórios (moléculas de adesão dos 

leucócitos, citoquinas), agentes bioativos (endotelina, tromboxano A2) em nível 

endotelial, enquanto suprime outros fatores de proteção (óxido nítrico sintase 

constitutiva, trombomodulina) e agentes bioativos (prostaciclina, óxido nítrico).21 

Associam-se a esses processos a disfunção mitocondrial, que é ativada por 

várias vias não relacionadas e utiliza diferentes tipos de proteínas para ativar 

vias de morte celular. Dessa maneira, a isquemia induz a um estado pró-
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inflamatório que aumenta a vulnerabilidade tecidual, favorecendo lesão adicional 

durante a reperfusão. 43 

 

O acúmulo intracelular de cálcio é também fortemente implicado no 

desenvolvimento da lesão isquêmica e parece ser um evento crucial para o dano 

irreversível .44 O aumento dos níveis de cálcio no citosol causa ativação das 

fosolipases das membranas celulares, resultando em degradação dos 

fosfolipídeos e o rompimento da membrana celular.45 Anteriormente à morte 

celular, os hepatócitos e outras células desenvolvem um estado caracterizado 

pela transição da permeabilidade mitocondrial 46,47 rompimento dos lisossomos, 

formação de bleb na membrana, edema celular e extravazamento de solutos de 

pequena massa molecular.48, 49 O cálcio também ativa a xantina oxidoredutase, 

que tem papel na produção de radicais livres de oxigênio, logo após a 

reperfusão. 50 

  

Embora os mecanismos básicos da lesão isquêmica após a isquemia quente e 

fria, sejam similares, existem algumas diferenças. No transplante hepático, o 

fígado é submetido a uma isquemia fria seguido por uma isquemia com 

reaquecimento (rewarming ischemia) e, posteriormente, a reperfusão. 13 A 

isquemia fria está associada principalmente à queda da fosforilação oxidativa, a 

baixos níveis de ATP e a um aumento da glicólise, 51 enquanto a isquemia 

normotérmica resulta em aumento do estresse oxidativo e alteração na função 

mitocondrial.52, 53 

 

 

3.1.2 Reperfusão tecidual 
 
O grau de lesão provocado pela isquemia depende do tipo de tecido, da espécie 

envolvida e do tempo que o órgão permanece em hipóxia e/ou isquemia. A 

supressão de oxigênio, durante períodos curtos, leva a danos geralmente 

reversíveis; caso contrário, as alterações progridem e podem chegar a 

comprometer estruturas vitais da célula, levando a morte celular. 16 Uma vez que 

o período de isquemia a que o tecido foi submetido não tenha sido 
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suficientemente longo, para provocar dano celular irreversível, a reperfusão com 

sangue oxigenado e nutrientes pode recuperar lesões das estruturas celulares. 

Portanto, a reperfusão tem duas conseqüências benéficas: a oferta de energia é 

restaurada, e os metabólitos tóxicos são removidos. Por outro lado, a reperfusão 

causa também graves conseqüências metabólicas e maior lesão tecidual que a 

causada pela isquemia (configurando a síndrome de isquemia e reperfusão).18, 19, 

54  

  

A lesão hepática, após o início da reperfusão, é resultado de inter-relação entre 

diferentes mecanismos. Nos estágios precoces da reperfusão ocorre edema das 

células endoteliais,25 vasoconstrição,26 aderência leucocitária, 27, 28 e agregação 

das plaquetas nos sinusóides29 o que resulta em distúrbios na microcirculação. O 

“inchaço” das células endoteliais e células de Kupffer é resultado do edema 

intracelular subseqüente à falência da atividade do transporte transmembrana 

secundário à deficiência de energia induzida pela isquemia, como referido 

anteriormente.25 

  

A vasoconstrição é resultante da deterioração do delicado balanço entre a 

concentração de óxido nítrico e da endotelina, o que resulta em contração da luz 

sinusoidal, com conseqüente decréscimo da velocidade dos leucócitos, e em 

estase leucocitária, servindo como um obstáculo ao fluxo na microcirculação 

hepática.30 Isto prolonga o período de hipóxia (termo designado como no reflow), 

mantendo áreas hepáticas isquêmicas, mesmo após o início da reperfusão.  

  

Esses insultos são acompanhados pela ativação das células de Kupffer e por 

neutrófilos, os quais são responsáveis pela produção das citoquinas 

inflamatórias 31 e espécies reativas de oxigênio32,  favorecendo o agravamento 

da lesão hepática. 
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Figura 1: Esquema ilustrando os eventos patofisiológicos após a reperfusão 

hepática. EAO = Espécies ativas do oxigênio; IL = interleucina; TNF = fator de 

necrose tumoral; PAF = fator ativador das plaquetas; SIRS = síndrome da 

resposta inflamatória sistêmica (figura adaptada de Koti, 2003). 35  
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3.2 Espécies ativas do oxigênio envolvidos na isquemia e reperfusão 
tecidual 
 
A complexidade dos eventos em nível celular é extrema, envolvendo uma série 

bastante ampla de rotas metabólicas, apenas à geração de energia para que a 

célula execute suas funções em determinado órgão. Há participação do oxigênio 

em todos os eventos funcionais que se processam em nível celular, basicamente 

em seres aeróbicos, e ele permeia praticamente todos os eventos funcionais que 

se processam nesse plano, como fonte energética para diferentes processos 

metabólicos e, por conseguinte, para a funcionalidade dos órgãos.39, 40 

  

Entretanto, o metabolismo do oxigênio leva também à formação de susbstâncias 

deletérias. Atualmente, está claro que processos enzimáticos e não-enzimáticos, 

que ocorrem em nível celular, permeados pelo oxigênio, levam a uma contínua 

produção de espécies ativas de oxigênio, que necessitam ser detoxicados pelo 

organismo, em função do seu potencial efeito lesivo.16, 55-57 

  

Portanto, embora o oxigênio seja a molécula biológica mais importante para 

sustentar a vida, ele é também a principal fonte de formação de radicais livres. 

Um radical livre (RL) é uma estrutura química que possui um elétron 

desemparelhado, ou seja, ocupando um orbital atômico ou molecular sozinho. 

Isso o torna muito instável, extraordinariamente reativo e com uma enorme 

capacidade para combinar-se inespecificamente com as diversas moléculas 

integrantes da estrutura celular e derivados de cada uma delas. A grande 

maioria dos radicais livres possui meia-vida muito curta, indo de segundos a 

nanosegundos, sendo capazes de reagir rapidamente com vários compostos ou 

atingir alvos, como as membranas celulares.18, 19, 58  

  

O oxigênio molecular (O2) é fundamentalmente um birradical, ou seja, é uma 

molécula com dois elétrons desemparelhados, o que o torna pouco reativo.19 

Assim, o oxigênio só pode reagir com moléculas com configuração eletrônica 

semelhante. Como a maioria das moléculas não são birradicais, o oxigênio fica 

impedido (por restrição de spin) de reagir com as mesmas, evitando assim que 
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alvos celulares importantes sejam lesados. No entanto, o processo de 

transferência de elétrons ou a absorção de energia, pode levar o oxigênio a 

gerar as espécies ativas do oxigênio. Espécies ativas de oxigênio é uma 

expressão coletiva freqüentemente usado, para incluir não apenas radicais livres 

de oxigênio, como alguns não-radicais derivados do O2, capazes de gerar 

radicais livres, como o peróxido de hidrogênio (H2O2) e o ácido hipocloroso 

(HOCL), entre outros.  

  

O mecanismo de controle sobre esses elementos, desenvolvido pelos seres 

aeróbicos, para sobreviver em meios ricos em oxigênio ocorre através da 

completa redução do oxigênio à água. Dessa maneira, a compreensão das 

etapas pelas quais esse fenômeno se processa é de fundamental importância 

no que se refere à formação de EAO.14, 59 De forma sumarizada, essa reduação 

envolve a adição de quatro elétrons a cada molécula de oxigênio, podendo esse 

ocorrer de forma tetra ou monovalente.14, 40  

  

Na primeira situação, responsável pelo metabolismo (redução) de 95% do 

oxigênio, o mesmo recebe quatro elétrons de uma só vez, formando água, 

sendo esta mediada pela via do citocromo oxidase e utilizada para gerar ATP 

(processo conhecido também por glicólise aeróbica).14, 40, 59 Nos 5% restantes, o 

processo ocorre de forma monovalente, isto é, o oxigênio recebe um elétron de 

cada vez (mono, di e trirredução), formando uma série de elementos 

intermediários tóxicos e reativos denominados EAO, cujos principais 

representantes são o radical superóxido, o peróxido de hidrogênio e o radical 

hidroxila, respectivamente.15, 59  
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Figura 2: Geração de espécies ativas de oxigênio a partir da redução do 

oxigênio.14 

 

 

A toxicidade tecidual decorrente da geração do superóxido é baseada na sua 

direta reatividade com vários tipos de moléculas biológicas (tipicamente lipídios, 

DNA, RNA, catecolaminas e esteróides) e da sua dismutação para formar 

peróxido de hidrogênio.60 Apesar de o nome sugerir que o radical superóxido 

tem alto poder oxidante, ele atua na maioria das reações como um agente 

redutor.61 Embora o peróxido de hidrogênio (H2O2) não seja estritamente um 

radical livre por definição, ele é uma EAO importante por sua capacidade de 

gerar o radical hidroxila (OH•) em presença de metais como ferro e cobre. O 

H2O2 é formado, principalmente, na matriz mitocondrial, durante o processo de 

redução do oxigênio, ou pela dismutação do radical superóxido pela enzima 

superóxido dismutase (SOD).62 Apesar de ser um agente oxidante fraco, pode 

inativar enzimas por oxidação de grupos tiol (-SH) essenciais, como por exemplo 

os da enzima glicolítica gliceraldeído-3 fosfato desidrogenase.61  

 

Além disso, o H2O2 pode atravessar membranas biológicas, ou seja, tem a 

capacidade de difundir-se rapidamente. O radical hidroxila (OH•) é o mais reativo 

dos radicais livres do sistema biológico e é provavelmente o responsável pela 
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maioria das lesões celulares observadas. Uma vez formado, reage rápida e 

inespecificamente com os alvos celulares mais próximos, podendo lesar DNA, 

proteínas, carboidratos e lipídios.  A capacidade desse radical em lesar as 

células é superior às demais EAO, já que o organismo não dispõe de um 

sistema enzimático de defesa contra o radical hidroxila.18, 19, 54, 63 Cabe ressaltar 

que a toxicidade do oxigênio não se deve apenas aos radicais livres dele 

derivados, mas também a outros estados do oxigênio, como o oxigênio singlet 

(estado excitado do oxigênio molecuar).14, 40, 59  

 

Portanto, o equilíbrio entre a formação contínua de EAO e os mecanismos de 

destoxicação desses elementos ocorre em paralelo, em nível celular, com o 

intuito de promover a manutenção de sua integridade e, conseqüentemente, a 

do órgão.15, 64, 65 Essa relação e a sucessão de eventos metabólicos somente 

são mantidas quando as condições fundamentais são preservadas, ou seja, a 

arquitetura celular e das membranas, que envolve as células e suas estruturas 

intracelulares e o contínuo suprimento de sangue e, por conseguinte, de 

nutrientes para o metabolismo celular.15, 64, 65 

 

 

3.3 Fontes e geração das espécies ativas do oxigênio 
 
As principais fontes das EAO, nos seres vivos aeróbicos, podem ser divididas 

em exógenas e endógenas.16, 40, 59 Entre as primeiras, destacam-se as 

substâncias com potencial redox (paraquat, doxorrubicina, entre outras), drogas 

oxidantes (paracetamol, tetracloreto de carbono), fumo, radiação ionizante, luz 

solar e substâncias oxidantes do glutationa.16, 40 Dentre as fontes endógenas, há 

a atividade mitocondrial (cadeia de transporte de elétrons), microssomal (cadeia 

de transporte de elétrons), dos cloroplastos (cadeia de transporte de elétrons), 

das enzimas oxidantes (xantina oxidase, ciclooxigenase, lipoxigenase, 

monoaminoxidase, galactose oxidase), das células fagocíticas (neutrófilos, 

monócitos, macrófagos) e das reações auto-oxidantes (Fe2+, adrenalina), entre 

outras.40, 66  

 



 17

O mecanismo da xantina oxidase é um dos mais amplamente estudados no que 

tange a formação de EAO, no chamado fenômeno de isquemia e reperfusão.57, 

66-72 A diminuição ou supressão de oxigênio no tecido diminui os níveis de ATP 

e, consequentemente, causa o acúmulo de hipoxantina e xantina (derivada de 

5’- monofosfato de adenosina) (AMP) e subseqüente geração de EAO, com a re-

oxigenação tecidual.42  

 

Normalmente, a hipoxantina é oxidada pela xantina deidrogenase em xantina. 

Entretanto, durante a isquemia, a xantina deidrogenase é convertida em xantina 

oxidase. A xantina desidrogenase usa nicotinamida adenina dinucleotídeo como 

substrato; por outro lado, a xantina oxidase usa o oxigênio e, portanto, durante a 

isquemia, fica incapaz de catalizar a conversão de hipoxantina em xantina, 

resultando em um acúmulo de hipoxantina.  

 

Para que ocorra a destoxicação decorrente do acúmulo de hipoxantina e 

xantina, a enzima xantina deidrogenase é convertida em xantino oxidase através 

da oxidação dos grupos tióis e/ou proteólise estimulada pelo influxo de Ca+2. 

Quando o oxigênio é reintroduzido durante a reperfusão, ocorre a conversão do 

excesso de hipoxantina pela xantina oxidase, resultando na formação de EAO, 

ou seja, a xantina oxidase em presença de oxigênio (reperfusão), converte a 

hipoxantina em xantina e leva à formação de ácido úrico, O2
-•.  

 

Na reperfusão, o peróxido de hidrogênio (H2O2) também é produzido. A reação 

do radical superóxido, com o peróxido de hidrogênio, forma o radical hidroxila 

(OH•), através da reação de Haber-Weiss; além disso, a formação do radical 

hidroxila, a partir do peróxido de hidrogênio, pode ser catalisada pela presença 

de íons de metais de transição (Fé+2, Cu+2) pela reação de  Fenton. 19, 54, 65, 73  

 

A geração de radicais livres, durante a reperfusão, também pode ser explicada 

pela hipótese mitocondrial. O metabolismo oxidativo em mamíferos envolve a 

redução de oxigênio molecular na mitocôndria por quatro elétrons. Esse 

processo ocorre com 95-98% do oxigênio consumido pelos tecidos. Porém, o 
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restante do oxigênio (2-5%) pode não receber todos os elétrons, produzindo, 

consequentemente, as EAO. 14 

 

Durante a isquemia, há grave diminuição dos componentes da cadeia 

respiratória localizada na mitocôndria. Durante a reperfusão, ocorre produção de 

ânion superóxido (O2
•- ).74 Sob condições normais, aproximadamente 1% a 3% 

do oxigênio, que é metabolizado nas mitocôndrias, é convertido em radical 

superóxido (O2
•-.)75 O ânion superóxido intramitocondrial, incapaz de se difundir 

para fora da mitocôndria, gera peróxido de hidrogênio por meio da ação da 

enzima Mn-superóxido dismutase. O peróxido de hidrogênio difunde-se para o 

citosol. O resultado da geração de superóxido intramitocondrial será o aumento 

da concentração de peróxido de hidrogênio em toda a célula. Este irá reagir com 

grupos hemes de citocromos citosólicos e intra-mitocondriais, gerando espécies 

oxidativas extremamente reativas e capazes de iniciar as lesões observadas.18 

 

A mitocôndria é capaz de produzir também óxido nítrico (NO•) através de uma 

óxido nítrico sintase (NOS) cálcio dependente, localizada na membrana interna 

mitocondrial.76 A aptidão da matriz mitocondrial em produzir NO• tem várias 

implicações. Por um lado, o NO• poderia atuar como um mensageiro fisiológico 

que modula a velocidade do fluxo de elétrons em certas condições fisiológicas 

(por exemplo a hipóxia). Do mesmo modo, é possível imaginar uma variedade 

de cenários, em que a combinação de NO• e O2
•- leve à formação de 

peroxinitrito (ONOO-).  

 

É dessa forma que o NO• pode reagir diretamente com as hemoproteínas (por 

exemplo, o complexo III da cadeia respiratória), para inibir a capacidade de 

transportar elétrons.77  Como resultado dessa inibição, acumulam-se elétrons na 

cadeia respiratória, o que leva a que alguns dos componentes mitocondriais – 

não todos – aumentem a geração de O2
•- e, com isso, de ONOO- e de H2O2. A 

geração desses oxidantes levaria à oxidação de proteínas e à liberação do 

citocromo c para o citoplasma, dando início à apoptose celular.78  
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Os leucócitos polimorfonucleares constituem uma fonte importante de EAO, 

quando ativados por proteínas específicas. Estes possuem em suas membranas 

a enzima nicotinamida adenina dinucleotídeo fosfato (NADPH) oxidase, 

geradora de radical O2
•-

  que, em presença  de íons ferro, transforma-se no 

radical OH•. Outro destino para o radical O2
•- é ser dismutado pela SOD, 

gerando H2O2 que, por sua vez, pode reagir com íons Cl-, numa reação 

catalisada pela mieloperoxidase (MPO), gerando ácido hipocloroso (HClO). O 

HClO é altamente reativo e, juntamente com as outras EAO formadas, atua 

como defesa bactericida nas células.54, 64  

 

Outra fonte de radicais livres são os peroxissomos e o retículo endoplasmático. 

Os peroxissomos contêm altas concentrações de catalase, que converte o H2O2  

(produzido pela β-oxidação de ác. graxos) em H2O e O2. 54 Caso o H2O2 gerado 

não seja dismutado pelo sistema peroxissomal, haverá dano celular. O retículo 

endoplasmático, em que o citocromo P-450 está localizado, catalisa reações que 

geram O2
•-, mediante mecanismos dependentes de NADPH. Esse sistema de 

citocromos apresenta condições apropriadas para a formação de radicais livres: 

íons de metais de transição, oxigênio e reações de transferência de elétrons. O 

citocromo P-450 é responsável pela destoxicação de drogas, tais como: 

benzeno, álcool, inseticidas clorados, paraquat, antimaláricos, antitumorais e 

antifúngicos.79 Alguns compostos que sofrem destoxicação por reações 

catalisadas pelo citocromo P-450, convertem-se em intermediários reativos que 

iniciam a peroxidação lipídica, provocando dano à membrana microssomal que 

causa, por sua vez, dano hepatocelular.80 

 

Portanto, a lesão celular induzida pela isquemia e reperfusão hepática é 

causada, pelo menos parcialmente, pelas EAO, bem como pelas espécies ativas 

do nitrogênio (EAN). Existem evidências de que durante a isquemia e reperfusão 

hepática ocorre a geração e a liberação de EAO e EAN com consumo de 

antioxidantes endógenos e morte celular por apoptose ou necrose.81-85 
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Embora a exata fonte da geração de EAO está ainda sob investigação, a 

nicotinamida adenino dinucleotide fosfato oxidase (NADPH), o sistema 

xantina/xantina oxidase (XO) e as mitocôndrias têm sido implicados como tendo 

papéis chave.86 Embora a XOR foi tida como principal fonte de estresse 

oxidativo pós-isquemia no fígado, recentes evidências sugerem que a XO teria 

um papel secundário, se comparado com o papel da mitocôndria.87  

 

 
3.4 Óxido nítrico e isquemia e reperfusão tecidual 
 
As células endoteliais possuem a capacidade de sintetizar diversas substâncias 

envolvidas na modulação do tônus vascular e que causam relaxamento 

muscular e vasodilatação, entre as quais podem ser destacados: prostaglandina 

(PGI2), adenosina e óxido nítrico.40, 88-90 Após a isquemia e reperfusão, a 

influência do endotélio pode ser perdida através da down-regulation, ou 

inativação das prostaglandinas, adenosinas, e a liberação do NO pode ser 

comprometida, aspectos que permitem uma vasoconstrição sem oposição, o 

que exacerba o insulto isquêmico.40, 91-93 

Esses fenômenos podem ocorrer em parte pela ação das EAO, liberadas pelas 

células endoteliais hipóxicas e pelos neutrófilos aderentes, que são potentes 

inibidores do NO. Além disso, a hipóxia que se segue a re-oxigenação resulta 

em uma liberação excessiva de endotelina-1, o vasoconstritor mais potente já 

identificado.2, 40, 91, 94-97 

 

O NO é sintetizado por um grupo de enzimas denominado óxido nítrico sintases 

(NOS), que converte o aminoácido L-arginina em radical NO e em L-citrulina.98  

As enzimas NOS podem ser classificadas em duas categorias: a) constitutivas 

(cNOS), que se caracterizam por ser cálcio e calmodulina-dependentes e 

conterem flavina, fosfatos dinucleotídeos de adenina e tetrahidrobiopterina e 

produzirem pequenas quantidades de NO.40, 99 Essa enzima apresenta 

expressão nas células endoteliais (eNOS) e neuronais (nNOS); b) induzível 

(iNOS), que requer co-fatores similares aos descritos acima e são cálcio e 

calmodulina-independentes. 40, 99 Essa tem sido identificada em um grande 
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número de células, como: macrófagos, células de Kupffer, hepatócitos, entre 

outras, e apresentam a característica de produzir grandes quantidades de NO. 88, 

99, 100  

 

Portanto, existem duas principais NOS no fígado: a NOS endotelial constitutiva 

(eNOS) e a NOS induzida (iNOS).101 Sob condições fisiológicas somente a 

eNOS está presente no fígado, e o baixo nível de NO produzido regula a 

perfusão hepática, previne agregação plaquetária, trombose, acúmulo de 

polimorfonucleares e secreção de mediadores inflamatórios.102, 103 O NO também 

induz vasodilatação em nível dos sinusóides e dos sítios pré-sinusoidais,104, 105 

para manter um balanço com substâncias vasoconstritoras como a endotelina.106 

Por outro lado, especificamente no que se refere ao estresse oxidativo, o NO, 

por apresentar um elétron desemparelhado na camada mais externa, possui a 

capacidade de interagir com outra molécula, podendo funcionar como aceptor de 

elétrons de espécies radicais e, portanto, exercer uma ação de scavenger do 

ânion superóxido.40, 107, 108 Embora exista uma produção endógena basal, 

conforme a demanda de NO, e que, portanto, pode agir como scavenger de EAO 

de forma contínua, essa produção não parece ser suficiente para essa 

finalidade, haja vista que a síntese endógena do mesmo não foi capaz de evitar 

a ocorrência de produtos de lipoperoxidação.40, 108, 109  

 

Assim, efeitos da iNOS na lesão de isquemia e reperfusão hepática na literatura 

são ambivalentes, podendo ser tóxicos ou protetores. Os efeitos estão na 

dependência do tipo de agressão, do nível e da duração da expressão da iNOS 

e da produção simultânea do ânion superóxido.60 Na isquemia e reperfusão 

hepática, a expressão do mensagerio RNA para a iNOS começa uma hora após 

a reperfusão e aumenta a atividade da iNOS após 5 horas da reperfusão.110 

Alguns estudos sugerem que a expressão da iNOS tem efeitos deletérios para a 

função hepática,111-113 enquanto outros sugerem efeitos benéficos114, 115 e outros, 

ainda, que não há efeito algum.116  

 

O potencial ambivalente do NO baseia-se também na sua conformação. O NO é 

instável eletricamente, pelo fato de apresentar um elétron desemparelhado na 
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sua camada orbital mais externa, o que o condiciona a uma possível ação 

citotóxica quando da sua interação com espécies radicais.40, 117 Na realidade, o 

NO, em função do exposto, é uma espécie radical, porém não é altamente 

reativo quando considerado isoladamente. Entretanto, pode reagir rapidamente 

com um seleto grupo de outros radicais e com metais de transição, como ferro 

da hemoglobina. 40, 117 Esses aspectos podem ser observados, por exemplo, 

quando da interação do NO com o radical superóxido, que pode levar à 

produção de peroxinitrito, um poderoso oxidante com uma reatividade similar ao 

radical hidroxil. 40, 117, 118 O peroxinitrito pode causar lesão celular mediante 

vários mecanisms: peroxidação lipídica, inibição direta das enzimas da cadeia 

respiratória, inibição da atividade da membrana sódio/potássio ATPase ou 

codificação da oxidação de proteínas com a formação de nitrotirosina.119    

  

A partir do exposto, observa-se que o NO pode apresentar efeitos citotóxicos e 

benéficos, fisiopatologicamente em diversas situações, entre as quais o 

fenômeno da isquemia e reperfusão, de forma que as suas ações não estão 

completamente definidas.1  

  

O óxido nítrico, também chamado de monóxido de nitrogênio, é uma molécula 

paramagnética e um radical livre, pois possui um elétron não pareado na sua 

camada de valência. Quando esse elétron é removido por oxidação, forma-se o 

cátion nitrosônio (NO+), e quando há redução de um elétron, o ânion nitroxila 113 

é produzido.120 O ânion NO- é muito reativo, podendo gerar óxido nitroso (N2O) e 

possivelmente o radical hidroxil. Quando reage com O2, resulta em peroxinitrito 

conforme reação abaixo (ONOO-).54  
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Figura 3: Mecanismo de geração de radicais livres na isquemia e reperfusão 

(Figura adaptada de Halliwell, 2000 e Rhoden, 2001).40, 54  Durante a isquemia, 

produtos de Adenosina Trifosfatada (ATP) são degradados até a hipoxantina, 

substrato para a ação da enzima xantina oxidase (formada a partir da 

deidroxantina oxidase por uma proteólise limitada em presença de cálcio) 

levando à formação de uratos e radicais superóxido (O2
•-). Reação de 

dismutação: radical superóxido é convertido em peróxido de hidrogênio (H2O2). 

Catalase converte peróxido de hidrogênio em água e oxigênio molecular. Reação 

de Fenton: peróxido de hidrogênio em presença de metais de transição (ferro) 

origina o radical hidroxil (OH•) com atividade oxidativa e pode ativar a fosfolipase 

originando leucotrienos e fatores de ativação plaquetária, entre outros. O óxido 

nítrico pode agir como detoxificador do radical superóxido, formando nitrato, a 

partir da decomposição de peroxinitrito (produto de formação transitória), ou 

através da formação de óxido nitroso, em presença de oxigênio e água do meio. 
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3.5 Estresse oxidativo e isquemia e reperfusão tecidual 
 
Os radicais livres, como referido anteriormente, formam-se em condições 

fisiológicas em proporções controladas pelos mecanismos defensivos celulares. 

Entretanto, distúrbios do equilíbrio entre a formação e a remoção de EAO ou 

EAN são importantes na patogênese de muitas doenças e situações, 

aumentando o potencial de estresse oxidativo.121, 122 Grande quantidade de 

componentes celulares é capaz de reagir com os radicais livres, são eles: 

pequenas moléculas de aminoácidos insaturados, bases de ácidos nucléicos de 

carboidratos e lipídios insaturados das membranas, macromoléculas de 

proteínas DNA e ácido hialurônico. O principal efeito dos radicais livres é a 

peroxidação dos lipídios. As membranas celulares são compostas por 

fosfolípides e ácidos graxos insaturados.  

  

As EAO, em função de suas propriedades oxidativas, podem agir diretamente 

sobre os ácidos graxos presentes nos fosfolipídeos constituintes das 

membranas celulares.40, 64 Esse fenômeno também pode se processar, 

indiretamente, por meio de radicais lipídicos peroxidados, além de outros 

produtos da fragmentação lipídica, que por si são agentes oxidantes.14, 40, 123 

Além disso, uma das características mais importantes das EAO é a sua 

propriedade de gerar reações em cadeia para produzir espécies radicais, 

resultando em uma amplificação do processo em seqüência, que culmina com 

um efeito destrutivo sobre as células adjacentes.64, 124  

  

A peroxidação lipídica, portanto, resulta de uma série de reações em cadeia (um 

radical livre reage com um composto não radical, formando outro radical livre).124  

Essas reações apresentam basicamente três estágios: iniciação, propagação e 

terminação.125 

  

No primeiro, a EAO promove um ataque a uma molécula orgânica (ex.: ácidos 

graxos da cadeia lateral de lipídios), retirando um átomo de hidrogênio de um 

grupamento químico. Isso leva à formação de um radical centrado no carbono (-

CH-), que tende a se estabilizar, por rearranjo molecular, formando um dieno 
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conjugado que, por sua vez, ao se combinar com o oxigênio, produz lipídios 

peróxidos (radical peroxil).  

  

No estágio seguinte, a propagação e o radical peroxil pode retirar hidrogênio de 

outra molécula lipídica, originando novos radicais reativos, ou se combinar com 

átomos de hidrogênio, produzindo lipídios hidroperóxidos. Estes últimos sofrem 

a fase de terminação, na qual, pela presença de complexos como os metais 

(Ferro e Cobre), ocorre uma decomposição, originando aldeídos 

(malondialdeído), hidroperóxidos voláteis (pentano, etano) e outros produtos 

passíveis de ser identificados experimentalmente.69, 126-128 Nesta etapa de 

terminação, dois radicais peroxil podem reagir entre si formando um tetróxido 

instável, que se decompõe, originando oxigênio singlet e carbonilas excitadas. 

Essas espécies excitadas retornam ao estado fundamental, emitindo quantas de 

luz visível. Esse processo é conhecido como quimioluminescência e constitui 

num importante método de quantificação da peroxidação lipídica.33, 40, 129  

  

O método mais antigo e mais utilizado para medir a peroxidação de ácidos 

graxos, membranas e alimentos é o teste das substâncias ativas ao ácido 

tiobarbitúrico (TBARS). Nesse método, o MDA (malondialdeído), que é formado 

durante a peroxidação lipídica e pode ser usado como marcador de 

lipoperoxidação, reage com o TBARS para gerar um composto colorido que é 

detectado espectrofotometricamente em 530nm.130 Dessa maneira, a 

peroxidação lipídica é um processo complexo e ocorre em múltiplos estágios. 

Por isso, muitas técnicas são utilizadas para medir a peroxidação de lipídios de 

membrana, lipoproteínas ou ácidos graxos. Cada técnica mede um produto 

resultante diferente, não sendo correto afirmar que uma só técnica mede a 

peroxidação lipídica total.122   
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Figura 5: Representação esquemática das três etapas da lipoperoxidação de 

membranas celulares em cadeia: a) iniciação (ataque a uma molécula orgânica); 

b) propagação (reações químicas que culminam com a formação do 

hidroperóxido); c) terminação (reações catalisadas por metais, produzindo 

aldeídos como o malondealdeído e a emissão de quantas de luz visível). 

TBARS: substâncias reativas ao ácido tiobarbitúrico; QL: quimiluminescência. 

(Adaptado de: Del Maestro 1980)59 
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As EAO podem afetar, além da membrana celular, os constituintes intracelulares, 

como as membranas das organelas citosólicas, entre as quais podem ser 

destacadas as mitocôndrias e os lisossomas.17, 40, 131 Esse processo pode levar à 

ruptura lisossômica, com conseqüente liberação de enzimas citotóxicas, que 

podem potencializar a lesão celular induzida pelo radical livre.14, 15, 69, 132 O dano 

celular que se segue à ruptura lisossomal é provavelmente devido à liberação de 

espécies reativas tóxicas e enzimas hidrolíticas.14, 40  

 

Por sua vez, as mitocôndrias, que normalmente são envoltas por membranas, 

além de serem vulneráveis a tal ação oxidativa, funcionam, também, como uma 

contínua fonte de geração de EAO através do mecanismo denominado cadeia 

de transporte de elétrons, e a ruptura da barreira imposta pela sua membrana 

permite o extravazamento de espécies radicais para o meio citosólico. 14, 40, 133 

Todos esses eventos processam-se de forma seqüencial e contínua em um meio 

já deficiente de mecanismos celulares de defesa, denominados scavengers 

(enzimáticos e não-enzimáticos), ou levando a um consumo excessivo dos 

mesmos, por uma sobrecarga de espécies oxidativas oriundas do fenômeno 

isquêmico-reperfusional, que tem como conseqüência lesão e morte da célula. 

  

O grande problema relacionado às EAO e EAN é a dificuldade de suas 

medições in vivo. A única técnica que permite a detecção de radicais livres 

diretamente é a electron spin resonance, algumas vezes chamada electron 

paramagnetic resonance. O método electron spin resonance apresenta algumas 

desvantagens, pois, em materiais biológicos, é insensível a radicais muito 

reativos como o O2
•- e o radical OH•, podendo identificar somente a presença de 

radicais pouco reativos, como o radical ascorbil.54 

  

Na técnica de spin trapping, o radical reage com uma molécula trap (armadilha) 

para resultar em um ou mais produtos estáveis, que então podem ser 

medidos.134 O método spin trapping é muito utilizado em estudos in vitro, mas 

seu uso tem sido limitado em humanos. O ponto a ser considerado é que 

moléculas trap perturbam o sistema investigado. Por exemplo, quando o dano é 

causado pelo radical OH• e for adicionada uma molécula trap, o dano no 
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material biológico deverá decrescer, o que interferirá na detecção dos danos 

causados pelo radical OH•.   

 
 
3.6 Principais antioxidantes enzimáticos envolvidos nas lesões de 
isquemia e reperfusão dos tecidos 
 

Os seres vivos possuem mecanismos endógenos para reagir aos efeitos de 

radicais livres. Esses mecanismos são conhecidos como sistemas antioxidantes 

de defesa, na proteção ou reparação de moléculas agredidas pela oxidação. O 

sistema de defesa antioxidante enzimático é representado, principalmente, pelas 

enzimas superóxido dismutase (SOD), catalase (CAT), glutationa-peroxidase 

(GPx) e glutationa-redutase (GR)135  

  

Há os antioxidantes não enzimáticos, tais como a ceruloplasmina, em razão da 

sua capacidade de metabolizar o íon superóxido; a transferrina e a lactoferrina 

que inibem a peroxidação lipídica ferro-dependente, além da albumina, 

mioglobina, ferritina, e pequenas moléculas não enzimáticas, tais como ácido 

ascórbico e o a-tocoferol, que age por inibir a propagação de radicais livres 

dentro da membrana celular, carotenóides, glutationa, bilirrubina, ubiquinona e 

ácido úrico.54, 136  

  

A destoxicação das espécies ativas do oxigênio (EAO) envolve um mecanismo 

de elevada sincronia e que atua de forma altamente cooperativa. A regulação do 

sistema de defesa antioxidante enzimático depende principalmente de seu 

substrato (radicais livres e espécies ativas do oxigênio), da produção de co-

substratos e da afinidade, seletividade e especificidade por esse substrato.137  

  

Além disso, a ação dos mesmos varia de acordo com a etapa do fenômeno 

oxidante, ou seja, se a neutralização ocorrer na fase de iniciação ou propagação 

da lipoperoxidação, havendo a formação de produtos menos tóxicos, a 

substância é chamada scavenger.40, 59, 125 A substância pode, também, absorver 
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a energia de excitação dos radicais, neutralizando-os. Nesse caso, é chamada 

de quencher.59, 125   

 

 

3.6.1 Superóxido dismutase (SOD) 
 
Descoberta em 1969 por McCord e Fridovich, as SOD são metaloenzimas 

abundantes em células aeróbias e uma das mais importantes enzimas 

antioxidantes. Cabe a ela a dismutação do radical superóxido à peróxido de 

hidrogênio, que é menos reativo e pode ser degradado por outras enzimas, 

como catalase ou glutationa-peroxidase.15  

 

Dessa forma, a SOD é capaz de aumentar 104 vezes a velocidade da reação de 

dismutação do radical superóxido à peróxido de hidrogênio em pH fisiológico, 

conforme a reação abaixo:  

 

                2O¯•
2  +  2H+          H2O2   +  O2 

 

Em células eucarióticas, há várias isoenzimas do tipo SOD, geralmente 

responsáveis por compartimentos celulares distintos, podendo conter cobre, 

zinco, ferro ou manganês em seus sítios ativos62  

 

A SOD está presente virtualmente em todas as células eucarióticas. Nas células 

animais, a maior parte da SOD está localizada no citosol; porém, um pouco está 

presente nos lisossomos, no núcleo e na mitocôndria. Sabe-se que existe uma 

especial concentração de SOD no fígado.54, 62, 138  

 

A especificidade da SOD para a reação com o superóxido vem sendo usada 

para provar o envolvimento desse radical nos sistemas biológicos; porém, a SOD 

pode reagir diretamente com algumas EAO e EAN (radical hidroxila, peroxyl, 

radical alkoxyl e oxigênio singlet). Ponto semelhante aplica-se a outras enzimas 

antioxidantes, como a catalase. 53 

 

SOD
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3.6.2 Catalase (CAT) 
 

A enzima catalase é uma ferriemoenzima, cuja função principal é dismutar 

peróxido de hidrogênio, formando água e oxigênio molecular,62 conforme a 

reação: 

 

                                      2H2O2 →  2H2O + O2 

 

A conversão do peróxido de hidrogênio, a água e o oxigênio molecular requerem 

a presença de NADPH para que esse ative os tetrâmeros da enzima. A principal 

fonte de NADPH é a reação catalisada pela enzima glicose-6-fosfato 

desidrogenase (G6PD), a primeira reação da via das pentoses.139 

  

Em animais, a catalase está presente em todos os órgãos principais do corpo, 

principalmente o fígado. A atividade de catalase em animais encontra-se em 

organelas subcelulares unidas por uma membrana conhecida por peroxissoma. 

A mitocôndria e o retículo endoplasmático contêm pouca ou nenhuma catalase.54 

Em células eucarióticas, duas catalases: uma citosólica e uma perixossomal, 

foram identificadas.140  Por não possuírem peroxissomas, alguns órgãos estão 

mais expostos aos danos provocados pela produção de espécies reativas de 

oxigênio, como o coração, os pulmões e o cérebro.  

  

Nesses órgãos, como num mecanismo de defesa, pode ocorrer a difusão de 

peróxido de hidrogênio para o sangue, onde reage com a Cat eritrocitária (os 

eritrócitos podem proteger outros tecidos contra o dano oxidativo pela “absorção” 

do peróxido de hidrogênio).  

  

A enzima eritrocitária é altamente específica e possui atividade apenas para 

peróxido de hidrogênio e hidroperóxidos de metila e etila. A atividade de catalase 

apresenta um Km bem maior que o da glutationa peroxidase (GPx) para o 

peróxido de hidrogênio, o que implica na destoxicação de H2O2 quando sua 

concentração é elevada, enquanto a glutationa-peroxidase atua em baixas 

concentrações do mesmo.54  

CAT 
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2.6.3 Glutationa-peroxidase (GPx) 
 

Outra defesa antioxidante é da família das peroxidases, e em mamíferos as 

principais peroxidases são as glutationa-dependentes. A glutationa peroxidase 

(GPx) é uma enzima largamente distribuída nos tecidos animais com uma 

concentração especialmente alta no fígado.54 O fígado contém altas 

concentrações de catalase e GPx; porém, a catalase está quase totalmente nos 

peroxissomos, enquanto a GPx é encontrada principalmente no citosol e apenas 

10% na matriz mitocondrial.54 Essa compartimentalização afeta obviamente os 

mecanismos de remoção do peróxido de hidrogênio in vivo. Na mitocôndria de 

mamíferos, é a principal defesa contra H2O2, já que essas organelas de maneira 

geral não apresentam catalase.137  

 

Portanto, o peróxido de hidrogênio produzido pelas enzimas dos peroxissomos é 

amplamente dismutada pela catalase presente em grande quantidade nessas 

organelas; por outro lado, o peróxido de hidrogênio originado das mitocôndrias, 

do retículo endoplasmático ou das enzimas do citosol (como a SOD) é manejado 

pelo GPx.54 Parece que o sistema GPx apresenta alta capacidade de lidar com o 

peróxido de hidrogênio no fígado, ao contrário do que ocorre no pulmão, nos 

olhos e nos músculos, porém quando existem baixas concentrações de peróxido 

de hidrogênio. Quando existem altas concentrações, entra em ação o sistema da 

CAT para remoção do peróxido de hidrogênio.54  

 

A maioria dos tecidos animais contém quantidades substanciais de GPx e 

catalase,54 e as duas atuam de forma sincrônica na dismutação do peróxido de 

hidrogênio. Como referido anteriormente, pelo fato de a atividade de catalase 

apresentar um Km bem maior do que o da glutationa peroxidase (GPx) para o 

peróxido de hidrogênio, a glutationa-peroxidase atua em baixas concentrações 

do mesmo, enquanto as catalases atuam em altas concentrações de peróxido de 

hidrogênio. Em concentrações menores de peróxido de hidrogênio, a GPx é a 

primeira enzima a atuar; porém, quando as quantidades de peróxido de 

hidrogênio elevam a catalase, torna-se mais importante na dismutação dessa 
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EAO.54 Dessa forma, conclui-se que a CAT modula mais tardiamente que a SOD 

pela interferência da ação inicial da GPx.  

 

  

3.7 Apoptose/necrose e isquemia-reperfusão hepática 
 

Duas formas distintas de morte celular são reconhecidas:  

 

a) a necrose, que é a morte celular que ocorre após lesão tissular extensa, 

devido a agentes químicos e físicos, que promovem rápido colapso da 

homeostase interna. É acompanhada de lise da membrana celular e das 

endomembranas com liberação de restos da célula para a matriz extracelular.141  

A necrose ou necrose oncótica é tipicamente conseqüência de uma perturbação 

aguda do metabolismo, como ocorre na isquemia e reperfusão ou na 

hepatotoxicidade aguda induzida por drogas.123 

 

b) a apoptose, conceito proposto há 34 anos por Kerr e col.142 é a morte celular 

desencadeada por vários tipos de mecanismos, visando a eliminar células 

desnecessárias, excessivas, ou não desejáveis pelo organismo. A apoptose é 

freqüentemente iniciada por um estímulo específico 142 que leva à ativação da 

cascata das cisteíno-aspartato proteases, conhecidas como caspases, as quais 

quebram proteínas celulares para levar à formação de corpos apoptóticos.  

  

As alterações que antecedem à necrose são caracterizadas por edema celular e 

vacuolização de certos sítios, como o retículo endoplasmático granular (REG) e 

liso (REL); edema da zona apical da célula que, eventualmente, resultará em 

blebs superficiais (pequenas protrusões da membrana); aumento da densidade 

eletrônica da matriz mitocondrial. Essas alterações correspondem à fase 

reversível de uma lesão devida, p.ex.: a isquemia. Segue-se o inchaço 

acentuado das mitocôndrias, o aparecimento de densidades amorfas (ou 

floculentas) nas mitocôndrias, a ruptura das membranas e a dissolução da 

estrutura organizada.  
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Isso resulta na perda da regulação osmótica com colapso da homeostasia 

celular, levando à morte celular dentro de um processo que hoje é denominado 

necrose. A digestão do DNA, e também do RNA, é tardia, por ação de enzimas 

lisossômicas. Essa ação degrada até a lise avançada, além do núcleo, também 

os elementos do citoplasma.143  

 

A apoptose é caracterizada pela diminuição do tamanho celular e pela 

condensação do núcleo. A condensação da cromatina na periferia do núcleo é 

conseqüência do  colapso da cromatina, resultante do descolamento  das alças 

cromossômicas144 da lâmina nuclear, que se desintegra na apoptose. A lâmina 

nuclear é arcabouço de filamentos intermediários, as laminas, que ficam 

aderidas à membrana nuclear interna. A fragmentação do núcleo e a 

condensação da cromatina são modificações precoces da fase da apoptose 

morfofologicamene explícita. Nessa etapa, a membrana celular e as 

endomembranas estão preservadas. As células não se coram no teste de 

exclusão pelo azul de tripan. Nesse teste, o corante não atravessa a membrana 

intacta da célula não lesada. Cora apenas as células mortas. Os conteúdos 

nuclear e citoplasmático se fragmentam no final do processo, originando os 

corpos apoptóticos. Esses restos são fagocitados ou por células vizinhas da 

mesma espécie, ou por  macrófagos. Não ocorre reação inflamatória. Nos focos 

inflamatórios, os macrófagos reconhecem os neutrófilos que vão entrar em 

apoptose, e os fagocitam, graças a um receptor superficial da superfície do 

macrófago, a vitronectina.143  

 

 Apesar de ter sido considerado em estudos prévios que as células apoptóticas 

manifestavam cromatina condensada e mitocôndrias intactas, atualmente muitas 

evidências sugerem que alterações das mitocôndrias, tais como edema, 

megamitocôndrias e rompimento da membrana externa mitocondrial são 

constantes em muitos modelos apoptóticos.145, 146 

  
Após a isquemia e reperfusão hepática in vivo, tanto a apoptose quanto a 

necrose são descritas como formas de morte celular.43 Embora a necrose tem 

sido descrita com forma  predominante de morte após lesão celular severa e 
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importantes perturbações do meio ambiente celular, a morte celular com muitas 

características de apoptose parece também ocorrer nessas situações. 

Atualmente, tem-se defendido o conceito de que ambos os processos de morte 

celular podem coexistir no mesmo tecido, e que, elementos dos dois processos 

podem ocorrer na mesma célula. Uma complexa interação entre a magnitude e a 

duração da lesão determina a maneira da morte celular.147 Portanto, saber se a 

necrose ou a apoptose predomina e ocorre em uma célula pode depender de 

fatores intrínsecos, ou seja: tipo celular, estado de desenvolvimento da célula, 

ATP, ou extrínsecos, isto é: natureza e severidade da lesão, intervenções 

farmacológicas.  

  

Além disso, a necrose e apoptose podem ocorrer em paralelo, e o bloqueio de 

uma via pade levar à morte celular pela via alternativa,148  bem como ambas as 

vias de morte celular podem dividir mediadores comuns, o que dificulta ainda 

mais a distinção entre necrose e apoptose.  

  

Dessa forma, Lemasters introduziu o termo necroapoptose para estas formas 

indistinguíveis de morte celular. A morte celular pura, através da necrose ou 

apoptose, pode representar, portanto, extremos em um amplo espectro da 

resposta celular fatal.43, 147    

 
Figura 6: Representa evidências demonstrando tanto a apoptose quanto a 

necrose como modo de morte celular após isquemia e reperfusão hepática. 

Nesse contexto, parece que ambas as formas de morte celular coexistem ou 
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ocorrem em seqüência. Esse conceito, definido como necroapoptose, foi 

proposto recentemente por Lemasters147 (Figura adaptada de: Selzner 2003)13 

 
 
3.8 Caspase e isquemia-reperfusão hepática 
 
O conhecimento das moléculas e vias envolvidas na apoptose está apenas 

emergindo. A quantificação da apoptose nos tecidos tem sido baseada no 

método TUNEL.149-152 Entretanto, a via de sinalização para a apoptose mais 

investigada atualmente é a da cascata das caspases. De fato, o grupo de 

proteases, atualmente designado caspases, é fundamental na ativação e 

implementação do processo apoptótico. A ativação das caspases promove o 

aparecimento das alterações estruturais que caracterizam a apoptose, como: 

desmonte da membrana nuclear e do arcabouço de lâminas; hipercondensação 

da cromatina e degradação proteolítica das estruturas nucleares e 

citoplasmáticas. Essas alterações são comuns a todas as células em apoptose 

explícita, independentemente do agente indutor do processo. Isso significa que a 

ação dessas caspases representa uma via final comum que opera em todas as 

células programadas para morrer e que a ativação destas é uma característica 

marcante da apoptose.153, 154  

 

Em humanos, pelo menos sete dos atualmente conhecidos treze membros da 

família das caspases participam em um de dois caminhos de sinalização: 1) a 

ativação de citocinas pró-inflamatórias; 2) a promoção da morte celular por 

apoptose. As caspases 1, e talvez as caspases 4 e 5, estão primariamente 

envolvidas na ativação de pró-citocinas. Outras caspases, principalmente as 2, 

3, 6, 7, 8, 9 e 10 são consideradas promotoras de apoptose; porém, não são as 

únicas enzimas que participam da apoptose. Nucleases e quinases protéicas 

também podem participar do processo.143  

  

As caspases envolvidas na via da morte celular por apoptose, por sua vez, são 

classificadas em iniciadoras e executoras.  As caspases 8, 9 e 10 atuariam na 

parte alta  (upstream ou à montante) da cascata de eventos que levam à morte 
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celular, sendo portanto moléculas iniciadoras, e as caspases 6, 3 e 7, nessa 

ordem, atuariam na fase de execução. A caspase 6 atuaria na clivagem das 

lâminas que levam ao fenótipo nuclear típico da apoptose e ainda na proteólise 

de queratinas. A caspase 3, bem-estudada, atua na fase de execução e é em 

grande parte responsável pelo fenótipo estrutural típico da apoptose.143, 155, 156  

  

Nesse contexto, as caspases podem ser consideradas um importante alvo 

terapêutico das lesões de isquemia e reperfusão hepática. O envolvimento das 

diferentes caspases, tanto iniciadoras (8 e 10) quanto executoras (3 e 7) da 

morte celular oferece oportunidade para intervenção nestas vias de duas 

maneiras, ou seja, através da supressão da ativação ou através da inibição da 

sua atividade. A supressão da caspase 8/10 por métodos farmacológicos e 

genéticos reduziu a morte das células hepáticas em vários modelos,157-160 bem 

como a inibição das caspases executoras 3/7 também previniu a morte celular 

pela apoptose em muitos modelos celulares. Entretanto, essas caspases são 

ativadas após a lesão mitocondrial; conseqüentemente, a apoptose previnida 

pela inibição da caspase 3/7 pode apenas ser substituída por outro fenótipo de 

morte celular.43  

  

Alguns autores têm demonstrado que o precondicionamento isquêmico confere 

proteção contra a isquemia prolongada pela inibição da apoptose, através da 

down-regulation da atividade da caspase 3.161, 162  

 

Yadav e col. 161 mais especificamente, demonstraram em fígado de ratos, 

submetidos a 90 min de isquemia e 60 minutos de reperfusão, que a atividade da 

caspase 3 foi três vezes maior nos controles do que no grupo precondicionado.  

 

Estudos envolvendo a via do NO têm também demonstrado que o NO apresenta 

efeito antiapoptótico, através da inibição da atividade das proteases da família 

das caspases (caspases 3, 8 e 9), por mecanismos dependentes da S-

nitrosylation163-165 e da prevenção da liberação do citocromo c, 163 entre outros. 
166-168 
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Com a finalidade de evitar a mudança no fenótipo da morte celular, uma vez 

ativadas as caspases executoras, a utilização dos inibidores globais 

(pancaspase inibidores) os quais previnem a ativação de todas as caspases, 

bem como estratégias que tentam atenuar a ativação das caspases no ínicio da 

cascata, tal como a neutralização dos receptores Fas e fator de necrose tumoral 

(TNF) alfa, parece estratégia promissora.169  

  

A ativação de mediadores apoptóticos tem sido documentada na isquemia 

normotérmica, principalmente após a reperfusão.148-151, 170-173 A figura 7 ilustra 

uma seqüência de eventos do processo apoptótico, indicando aspectos 

conhecidos da atuação das caspases; porém, deve-se lembrar que existem 

variações desse esquema (ex.: as caspases que atuam à jusante, 

eventualmente, conforme o estímulo desencadeante da apoptose, podem atuar à 

montante). O balanço entre os mediadores pré e antiapoptóticos previne e regula 

a morte das células.170, 174 Na reperfusão, as células de Kupffer são ativadas,4, 

175, 176o que é evidenciado pelas mudanças estruturais176 e pela formação de 

EAO,177 pelo aumento da fagocitose e pela liberação de enzimas lisossomais149 

e várias citoquinas incluindo TNF alfa.85, 178 

  

Quando essas citoquinas ativam seus respectivos receptores ou mesmo pela 

liberação de EAO durante as fases iniciais da reperfusão, inicia a complexa 

cascata da apoptose. O sinal apoptótico é transferido para dentro da célula, onde 

a caspase 8 é ativada. Essa ativação inicial é seguida pela ativação da cascata 

de várias outras proteases e de outros eventos celulares. Primeiramente, a 

proteína Bid é ativada e resulta na liberação do citocromo c pela mitocôndria, 

que ativa o fator APAF-1.179, 180 Este, por sua vez, ativa a caspase 9 e, 

subseqüentemente, a caspase 3.181 Esse processo leva à fragmentação do DNA 

e morte celular. A mitocôndria atua, então, como um amplificador do sinal, 

permitindo que mesmo sinais fracos tenham efeitos lesivos importantes.181  
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Figura 7: Representa os mecanismos da lesão de isquemia e reperfusão 

hepática normotérmica. As vias mais importantes incluem a ativação do TNF-

alfa, como mediador da apoptose, alteração na distribuição de íons e geração de 

espécies reativas de oxigênio (EAO). O acúmulo de sódio intracelular é causado 

pela combinação do bloqueio da bomba sódio/potássio ATPase e a ativação do 

influxo de sódio pelo Na/H exchanger.  (Figura adaptada de: Selzner 2003) 13  
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3.9 Mitocôndrias e isquemia-reperfusão hepática 
 

A lesão de isquemia e reperfusão hepática não induz apenas a prejuízo 

metabólico, mas também a alterações morfológicas nas células hepáticas 

demonstradas tanto na microscopia óptica quanto na microscopia eletrônica.25, 

182-184 Mediante microscopia eletrônica, observam-se alterações nas células não 

parenquimatosas (edema das células dos sinusóides hepáticos e alargamento 

do espaço de Disse), bem como das células do parênquima hepático (edema 

das mitocôndrias, vacuolização e degeneração do citoplasma).184  

  

Atualmente, muitas evidências também sugerem que alterações das 

mitocôndrias, tais como edema, megamitocôndrias e rompimento da membrana 

externa mitocondrial são constantes em muitos modelos apoptóticos.145, 146 As 

mitocôndrias são de fato um alvo importante da lesão de isquemia e reperfusão, 

e parece ser a maior fonte intracelular de EAO, bem como a organela mais 

afetada por estas e sua disfunção torna-se importante fatore patogênico.185, 186   

  

Embora as células de Kupffer e os neutrófilos são fontes de estresse oxidativo 

na microvascularização, ou seja, no espaço extracelular, a formação de EAO 

altamente permeáveis (tais como peróxido de hidrogênio e ácido hipocloroso), na 

proximidade dos hepatócitos e células endoteliais, resulta em estresse oxidativo 

intracelular nessas células.187, 188  

  

Estudos prévios usando peróxidos como modelo oxidante mostraram que esses 

peróxidos causam disfunção mitocondrial, e levam secundariamente a estresse 

oxidativo mitocondrial em células-alvo.189, 190 A seqüência de eventos após a 

exposição desses oxidantes extracelulares inclui a oxidação de pyridine 

nucleotides, aumento do cálcio citosólico com entrada do cálcio dentro da 

mitocôndria e formação de EAO pela mitocôndria.189, 190 Estes eventos ativam o 

aparecimento da transição da permeabilidade mitocondrial 46, que resulta em 

perda do potencial de membrana através da membrana mitocondrial interna e 

edema mitocondrial,189, 190 resultando na inbição da síntese de ATP46 e liberação 

de fatores apoptogênicos.191 Esses fatores pró-apoptogênicos claramente 
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incluem o citocromo c,192-197 e podem incluir protease(s),194  aquela(s) da familia 

das caspases.198 

  

Analisando os fatores mitocondriais necessários para induzir a ativação da 

caspase 3 em células destinadas à morte por apoptose, foi constatado que um 

dos fatores essenciais, para a degradação proteolítica das células, era a 

presença de citocromo c no citosol.2 Em células estimuladas a entrar em 

apoptose ocorre liberação precoce de citocromo c para o citosol e diminuição 

dessa substância nas mitocôndrias.196 Além disso, autores têm encontrado que o 

grau de edema induzido pela transição da permeabilidade mitocôndrial (MPT), 

em mitocôndrias de fígado de ratos, correlaciona-se com a quantidade de 

citocromo c e adenilato kinase liberada.191, 199  

  

A ocorrência da MPT implica a abertura de um grande canal (poros) na 

membrana mitocondrial interna, que provoca a dissipação dos gradientes de 

cátions H+ e conseqüente edema do compartimento mitocondrial interno, devido 

à alta concentração de solutos da matriz mitocondrial.191 Esses poros 

atravessam as membranas interna e externa da mitocôndria, os quais resultam 

na liberação direta do conteúdo encontrado no espaço intermembrana.  

  

A permeabilidade desses poros pode ser induzida por uma série de condições, 

mais notavelmente pelo aumento significativo do Ca2+ na matriz induzida pela 

lesão de isquemia e reperfusão. Uma vez que ocorra aumento na 

permeabilidade, forças osmóticas induzem a entrada de água dentro da matriz, o 

que resulta em edema e, em última análise, na ruptura da membrana externa da 

mitocôndria.200 Saber se os níveis de edema requeridos para a liberação de 

fatores apoptogênicos são detectados pelas técnicas correntes requer ainda 

resolução, e o grau de edema requerido para a liberação de fatores 

apoptogênicos permanece desconhecido, sendo um campo interessante para 

pesquisa.191  

  

Além das alterações na MPT, a sinalização da apoptose pode também resultar 

na exclusiva permeabilidade de poros especiais na membrana mitocondrial 
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externa, esta, por sua vez, representa uma via independente de edema e 

permite a liberação de proteínas localizadas no espaço intermembrana, incluindo 

citocromo c, para o citosol.143, 191  

   

Portanto, as alterações mitocondriais são precoces e essenciais para a 

concretização do processo apoptótico. Em estudos prévios, foi considerado que 

as células apoptóticas manifestavam cromatina condensada e mitocôndrias 

intactas; porém, atualmente, muitas evidências também sugerem que alterações 

das mitocôndrias, tais como: edema, megamitocôndrias e rompimento da 

membrana externa mitocondrial são constantes em muitos modelos 

apoptóticos.145, 146 Esses mecanismos operam antes mesmo do aparecimento 

das alterações estruturais típicas da apoptose: condensação da cromatina, 

clivagem do DNA, degradação proteolítica de estruturas nucleares e 

citoplasmáticas, redução do volume celular.143, 191  

  

É razoável propor que a transição da permeabilidade é responsável pela 

liberação de mediadores apoptogênicos em uma grande variedade de condições 

patológicas que envolvem a morte por apoptose, incluindo a lesão por isquemia 

e reperfusão. O mecanismo pelo qual há mais evidência desse fenômeno é o 

edema mitocondrial induzido pela MPT; porém, existe a possibilidade de que à 

transição da permeabilidade induz à liberação de mediadores pró-apoptóticos 

sem grande ocorrência de edema mitocondrial.  

  

Uma segunda possibilidade, para ser implicada como mecanismo dessa 

liberação de mediadores, baseia-se no fato de que a sinalização da apoptose 

resulta também em exclusiva permeabilização de canais exclusivos na 

membrana mitocondrial externa (poros), que representa uma via independente 

da presença de edema, permitindo a liberação de susbstâncias específicas ou 

não específicas presentes no espaço intermembrana. Dados da literatura 

demonstram que a transição da permeabilidade está envolvida na liberação de 

mediadores apoptogênicos e na morte celular, tanto por necrose quanto por 

apoptose.191  
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Figura 8: Poros da transição da permeabilidade (PTP) mitocondrial. Os poros 

atravessam as membranas interna da mitocôndria e membrana externa da 

mitocôndria 52, os quais levam à direta liberação de substâncias do espaço 

intermembrana. A liberação do citocromo c pode então estimular a atividade da 

caspase no citoplasma. (Figura adaptada de: Murphy AN. 1999)191 

 
Figura 9: Mecanismos potenciais para a liberação de pró-apoptóticos. A via 

superior envolve o processo de liberação de fatores apoptogênicos mediados 

pelo edema mitocondrial, que pode ser induzido tanto pela MPT quanto por 

outros eventos que alteram a permeabilidade. Uma vez que a permeabilidade da 

membrana mitocondrial interna é comprometida, forças osmóticas induzem a um 

aumento do volume da matriz e, conseqüentemente, leva à ruptura da 

membrana mitocondrial externa (MME). A via inferior representa uma via 

independente de edema mitocondrial, pois envolve a abertura de canais 

específicos na MME, permitindo a liberação de substâncias do espaço 

intermembrana (IM). PTP: permeability transition pore. (Figura adaptada de: 

Murphy AN. 1999) 191 
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3.10 Precondicionamento isquêmico e isquemia-reperfusão hepática 

 

O precondicionamento isquêmico (PCI) consiste na aplicação de um breve 

período de isquemia seguido por um curto intervalo de reperfusão para submeter 

o órgão a um segundo período de isquemia mais prolongado.201 Durante a 

cirurgia, o fluxo sangüíneo hepático aferente é ocluído pela colocação de pinças 

vasculares ao redor da tríade portal (manobra de Pringle),3 levando o órgão à 

isquemia global.  

  

Após um período de 10-15 minutos de isquemia, a pinça vascular é removida, e 

o órgão é reperfundido por 10-15 minutos antes da nova isquemia mais 

prolongada. A proteção do precondicionamento isquêmico parece estar baseada 

na ativação de mecanismos intrínsecos de defesa, decorrente dessa curta 

isquemia, adaptando o órgão para um subseqüente insulto isquêmico mais 

prolongado.42, 162  

  

O precondicionamento isquêmico age em dois momentos distintos: na chamada 

fase precoce, que ocorre logo após o estímulo e dura 2-3 horas,202 na segunda 

fase, ou segunda janela de proteção (SWOP – second window of protection) 

desenvolve-se em 12-24 horas após o estímulo inicial203 e permanece com a 

proteção por 48-96 horas.202 Entretanto, a magnitude da proteção é menor, e 

diferentes vias são responsáveis.204 Portanto, o precondicionamento isquêmico 

induz a uma proteção bifásica contra a lesão de isquemia e reperfusão; um 

estímulo inicial de proteção forte que é curto, e um estímulo tardio, menos 

potente, porém mais prolongado (Figura 10).  Repetidos episódios de 

precondicionamento isquêmico não parecem ser aditivos nem cumulativos.205, 206  

 

O fenômeno do precondicionamento isquêmico foi inicialmente descoberto no 

músculo cardíaco por Murry e cols. em 1986.207  Esses autores descreveram que 

breves períodos de isquemia miocárdica poderiam resultar em resistência do 

músculo cardíaco a subseqüentes períodos de isquemia, demonstrando que o 

volume de infarto miocárdico induzido fora 70% menor nos animais 

precondicionados, se comparados com os controles. Esse experimento realizado 



 44

em cães foi rapidamente reproduzido em outros modelos animais e em 

diferentes órgãos, configurando o conceito do precondicionamento isquêmico.208  

Dessa forma, subseqüentes efeitos benéficos foram demonstrados em vários 

tecidos, incluindo músculo esquelético,209 cérebro,210 medula,211 rim,176 retina,212 

pulmão,213 intestino214 e fígado.34, 161, 215-217 

 

 
Figura 10: Proteção bifásica induzida por um episódio de precondicionamento 

isquêmico. (Figura adaptada de: Pasupathy S. 2005)206 

 

  

Em 1993 foram os primeiros a demonstrar que o precondicionamento isquêmico 

por 5 minutos, seguido de 10 minutos de reperfusão, demonstrou melhor 

sobrevida e diminuição das enzimas hepáticas em um modelo experimental de 

90 minutos de isquemia normotérmica em fígado de ratos.  

 

Hardy e cols.215 demonstraram uma melhor sobrevida em ratos submetidos à 

ressecção hepática com 45 minutos de isquemia previamente precondicionados 

com 5 minutos de isquemia e 10 minutos de reperfusão. Da mesma forma, 

Yoshizumi e cols.218 demonstraram melhor sobrevida e aumento do ATP 

tecidual, após ressecção hepática em fígado de ratos submetidos a um 

precondicionamento isquêmico. O efeito do precondicionamento isquêmico foi, 
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de fato, reproduzido em vários modelos in vivo de isquemia hepática parcial ou 

global, principalmente em ratos 24, 161, 201, 215-229 e em alguns poucos estudos em 

animais de grande porte 35, 230-233e também em humanos.34, 234, 235 

  

Esses estudos têm demonstrado que o precondicionamento isquêmico no fígado 

(através da isquemia normotérmica) resulta em diminuição da lesão 

hepatocelular; 201, 221 aumento tecidual de ATP; 218, 224 decréscimo do fator de 

necrose tumoral alfa; 201, 236 e liberação de interleucina-6 (IL-6); 236 decréscimo 

das interações entre os leucócitos e as células endoteliais dos sinusóides; 226 

diminuição da lesão das células endoteliais; 50 aumento do fluxo sangüíneo 

hepático periférico;237 aumento da microcirculação hepática;238, 239 diminuição da 

apoptose hepatocelular, envolvendo mecanismos relacionados à atividade da 

caspase 3; 161 preservação do metabolismo energético; 221 aumento da 

oxigenação hepática intra-celular; 240 preservação da estrutura mitocondrial, 162, 

186 além de proteção a órgãos a distância.225 

  

Apesar de a grande maioria dos estudos demonstrar evidências a favor da 

proteção do fígado contra as lesões de isquemia e reperfusão com o 

precondicionamento isquêmico, tanto após isquemia fria quanto isquemia 

quente, existem alguns poucos estudos demonstrando que o 

precondicionamento isquêmico no fígado pode resultar apenas em benefício 

limitado ou em nenhum benefício. Entre estes, Adam e cols. 241 sugeriram que o 

precondicionamento isquêmico teve efeito nocivo na tolerância hepática à 

isquemia fria.  

 

Schultz e cols. 242 em um modelo experimental em suínos, usando um protocolo 

de precondicionamento isquêmico de 10 minutos seguido por 10 minutos de 

reperfusão (3 ciclos), antes de um período de 120 minutos de isquemia, 

demonstraram um aumento do fluxo biliar e ATP no grupo precondicionado. 

Porém, o grau de necrose e apoptose não foi diferente em relação aos controles. 

Quando o período de isqumia foi aumentado para 200 minutos, o 

precondicionamento isquêmico não demonstrou diferença em relação à 
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produção de bile, ATP e enzimas hepáticas em relação ao grupo-controle, e o 

grau de necrose e apoptose foi maior no grupo precondicionado.  

  

Rudiger e cols. 243 obsevaram em camundongos que o precondicionamento 

isquêmico resultou em melhor proteção das células hepáticas até 75 minutos de 

isquemia, perdendo o efeito protetor após 120 minutos de isquemia. 

Recentemente, Azulay e cols.244 em 2006, demonstraram que o 

precondicionamento isquêmico não melhorou a tolerância hepática a isquemia e 

reperfusão após hepatectomia sob exclusão vascular total com preservação do 

fluxo cava.  

  

Embora os benefícios do precondicionamento isquêmico no fígado tenham sido 

de fato demonstrados na maioria dos modelos experimentais35 e em estudos em 

humanos, 34, 234, 235 o conhecimento dos mecanismos moleculares envolvidos 

ainda permanecem obscuros.13, 35 A partir de estudos do precondicionamento 

isquêmico no músculo cardíaco, tem sido aceito que o precondicionamento 

isquêmico seja mediado por mecanismos de receptor-alvo.245, 246 Nesse 

contexto, vários mediadores têm sido propostos, incluindo a adenosina,201, 222 216, 

226, 227, 239, 240, 247-249 o estresse oxidativo,249, 250 as proteínas do choque quente,229, 

251 o fator de necrose tumoral alfa,249 modulação da cascata da apoptose,161, 219  

tirosina kinases,252  proteino kinases,253 entre outros. O precondicionamento 

isquêmico está também associado com a ativação de elementos que podem ser 

nocivos (ex.: geração do estresse oxidativo e o próprio NO) e, dessa forma, 

esses efeitos podem sobrepujar em parte os efeitos benéficos do 

precondicionamento isquêmico.  

  

Nesse contexto, o precondicionamento isquêmico, como um método não 

específico, pode não ser a estratégia mais efetiva, o que leva alguns autores a 

sugerirem que estudos deveriam se focar na descoberta de mecanismos 

celulares responsáveis pelo efeito protetor do precondicionamento isquêmico, 

bem como na identificação de agentes farmacológicos, para interferir nos efeitos 

deletérios do precondicionamento isquêmico. Esses agentes podem então ser 
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usados especificamente para induzir a proteção e, ao mesmo tempo, agir sobre 

os efeitos negativos do precondicionamento isquêmico.174   

 
 
3.11 L-arginina e isquemia-reperfusão hepática 
  

Recente estudo efetudado em centros de pesquisa tem voltado sua atenção, de 

forma especial, para uma melhor compreensão do óxido nítrico (NO) e de seus 

vários processos e eventos metabólicos, bem como fisiopatológicos.40, 88, 98, 100, 

108, 117, 118 Destaca-se, nesse contexto, a possível participação do NO no 

fenômeno isquêmico-reperfusional, além da relação do mesmo com as EAO nos 

eventos patológicos que ocasionam a lesão de órgãos e tecidos envolvidos 

nesse processo.100, 117  No fígado, bem como em muitos outros órgãos, o NO tem 

muitas ações e fontes celulares.  

 

O NO é produzido através da L-arginina por um grupo de enzimas denominadas 

óxido nítrico sintases (NOS).35 De maneira geral e simplificada, a atividade 

biológica do NO pode ser explicada mediante três mecanismos principais: 1) NO 

é eliminado pela reação com a oxihemoglobina, para dar origem à 

metahemoglobina e ao nitrato; 2) NO ativa a guanilato ciclase, dando origem à 

formação de guanosina monofosfatada cíclica (GMPc); 3) NO age como 

scavenger do radical superóxido ou transforma-se em peroxinitrito por sua 

reação com o referido EAO.40, 117 

   

Mais especificamente, entre os diversos potenciais efeitos benéficos do NO, no 

fenômeno de isquemia e reperfusão pode-se destacar a melhora da 

microcirculação, através de: 1) efeito vasodilatador que interfere na 

microcirculação após a reperfusão; 2) inibição da agregação plaquetária 

secundária ao aumento de GMPc,  e assim impedindo a trambose vascular 

durante o período reperfusional; 3) bloqueio da aderência e migração 

monocitária; 4) inibição da ativação leucocitária que leva à adesão neutrofílica-

endotelial e geração de EAO; 5) inibição da liberação de produtos com ação 

citotóxica e vasoconstritora (leucotrienos, citoquinas e prostaglandinas); 6) ação 
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direta contra a expressão de moléculas de adesão celular e EAO. 95, 96 Além 

disso, observa-se também efeito anti-apoptótico.254  

  

A manipulação da bioatividade do NO através da sua inibição, ou de aumento 

em modelos experimentais, demonstra o papel importante do NO nas lesões de 

isquemia e reperfusão hepática.255-261 Enquanto a administração de inibidores da 

óxido nítrico sintase aumenta a lesão em modelos animais de isquemia e 

reperfusão,257, 259-261 a administração de doadores de NO ou a suplementação 

com precursores do NO (tais como, a L-arginina), minimiza a lesão hepática de 

isquemia e reperfusão, melhorando a microcirculação.233, 255-257, 262-264 

  

Esses e outros estudos suportam o conceito de que existe uma deficiência na 

biodisponibilidade hepática do NO na fase precoce da reperfusão.265 Por outro 

lado, contrastando com a atividade citoprotetora, o NO pode ser também 

citotóxico, uma vez que reage com espécies reativas de oxigênio (superóxido), 

formando peroxinitrito.266-269 Esses eventos podem culminar na peroxidação 

lipídica, morte celular e lesão hepática.122, 269 A determinação do NO, como um 

citoprotetor e não como um agente citotóxico, em algumas circunstâncias 

clínicas, pode ser verificada pela ocorrência da apoptose, que é um importante 

processo no desenvolvimento da lesão de isquemia e reperfusão.270-272  

 

Nesse contexto, estudos demonstram que o NO pode ter ambos os efeitos: pró-

apoptótico ou antiapoptótico.273, 274 O NO ou seus bioprodutos podem promover 

a apoptose mediante múltiplos potenciais mecanismos, incluindo a indução da 

liberação de citocromo c, através da ativação da transição da permeabilidade 

mitocondrial, de lesão direta sobre o DNA ou mesmo através de vias que ativem 

as caspases. 274 

  

Por outro lado, recentes estudos também sugerem que o NO, mesmo em altos 

níveis, pode ter papel protetor contra a lesão do parênquima hepático, 

envolvendo vias antiapoptóticas associadas com caspases 3, 8 e 9,163-165  bem 

como bloqueando a MPT após a reperfusão, por via da GMPc, 166,168 bem como 
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por vias associadas a upregulation do Bcl-2167 e proteínas do choque quente 

(HSPs).168 

  

O NO no fígado parece também ter um importante papel na mediação do efeito 

do precondicionamento isquêmico,275 associado com a diminuição da lesão 

tecidual, tanto na isquemia quente216 quanto na isquemia fria227em fígado de 

ratos. Peralta e cols.276 em vários experimentos, bloquearam receptores da 

adenosina com antagonistas específicos ou metabolizaram a adenosina 

endógena com a adenosina deaminase e observaram que, em ambos, o efeito 

protetor do precondicionamento isquêmico foi abolido. Estes autores, 

demonstraram também, que os mecanismos pelos quais a adenosina confere 

proteção envolvem a indução da enzima NOS no fígado isquêmico.222 Esses 

fatos indicam que o aumento dos níveis do NO em moderadas concentrações 

previnem lesão nos hepatócitos e nas células endoteliais.261  

  

Yin e cols. 227 acreditam que o precondicionamento isquêmico aumenta a 

resistência do fígado para a lesão de isquemia fria em ratos, pela estimulação do 

NO endógeno. Neste estudo, a estimulação farmacológica do NO (L-arginina) 

mimetizou, enquanto a inibição do NO antagonizou os efeitos protetores 

associados ao precondicionamento isquêmico em fígado de ratos 

transplantados.  

  

Koti e cols. 240 recentemente demonstraram um aumento na oxigenação 

intracelular e um aumento na microcirculação hepática239 com o 

precondicionamento isquêmico, os quais foram associados a um aumento dos 

níveis de NO. Portanto, os efeitos protetores do NO contra a isquemia e 

reperfusão hepática podem oferecer várias possibilidades para intervenções 

farmacológicas, incluindo agonistas dos receptores da adenosina (A2) e 

precursores do NO como a L-arginina261 ou mesmo doadores do NO como 

FK409.277 Apesar de essas evidências atribuírem parte do efeito do 

precondicionamento isquêmico à presença do NO, o link entre estes ainda é 

especulativo.35  
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3.12 Modelos experimentais de isquemia-reperfusão hepática 
 
A proteção do precondicionamento isquêmico e do NO nas lesões de isquemia e 

reperfusão hepática de fato tem sido demonstrada; porém, a maioria dos estudos 

é em ratos,24, 161, 215-218, 221-224, 226-229, 236, 237, 243, 249, 276, 278-283  poucos estudos em 

animais de grande porte, tais como cães e suínos, e em humanos.12, 34, 35, 230, 232, 

233, 235  No momento atual, o modelo experimental em ratos tem sido considerado 

o melhor modelo, por questões de logística, financeiras e éticas, além da 

disponibilidade de animais geneticamente definidos. Entretanto, devido à 

diferença de tamanho, variação da anatomia e ao rápido metabolismo, os 

resultados obtidos em pequenos animais podem ser extrapolados para 

humanos, porém com algumas limitações.284  

  

Esses fatos têm sido documentados por alguns autores, especialmente na 

capacidade de tolerância do fígado à isquemia. Nesse contexto, tem-se 

demonstrado a habilidade de hepatócitos isolados, bem como de fígados 

normais in vivo tolerar a hipóxia/anóxia é espécie dependente. Caraceni e cols. 
285 observaram que, após 150 minutos de anóxia e 60 minutos de reoxigenação, 

somente 30% dos hepatócitos humanos isolados foram irreversivelmente 

lesados, enquanto 60% dos hepatócitos de ratos isolados demonstraram lesão 

irrevessível.   

  

Adicionalmente, outros autores demonstraram que, enquanto 40 minutos de 

isquemia normotérmica induziram à necrose hepática em ratos,218 o fígado de 

humanos tolera até 85 minutos de isquemia normotérmica, sem sinais de lesão 

irreverssível.286 Em suínos, em contraste com ratos, a tolerância hepática à 

isquemia normotérmica é similar a dos humanos.287 

  

Além disso, tem-se descrito que a ocorrência do precondicionamento isquêmico 

difere entre os diferentes tecidos dentro de uma determinada espécie e, no 

mesmo tecido, em diferentes espécies.109, 176, 207, 288, 289 Por ex.: dois estudos, um 

usando fígado de suínos,290 falharam em identificar o precondicionamento renal. 
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Esses resultados diferem bastante dos resultados obtidos em pequenos 

animais.176, 288, 291-293   

  

Portanto, como em animais de grande porte, tais como cães e suínos existe 

maior similaridade na fisiologia e anatomia em relação aos humanos, estes 

parecem ser mais propícios para que se estudem problemas de relevância 

clínica.284 Além disso, como em humanos, informações dos efeitos do 

precondicionamento isquêmico e da via da L-arginina/NO em suínos também é 

escassa. 
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4. JUSTIFICATIVA 

 

 

A lesão de isquemia e reperfusão é uma importante causa de disfunção do 

fígado e ocorre após várias formas de choque, cirurgia hepática para trauma ou 

câncer, e no transplante de fígado.3, 35, 141, 294 Os mecanismos associados à lesão 

de isquemia e reperfusão ainda não estão totalmente esclarecidos; porém, esse 

processo parece ser decorrente de uma resposta inflamatória aguda e de uma 

disfunção microvascular, que leva, em última análise, à lesão celular 

irreversível.295 Algumas estratégias têm sido utilizadas para diminuir a lesão de 

isquemia e reperfusão na cirurgia hepática e no transplante. Entre estas, o 

precondicionamento isquêmico35 e a manipulação da bioatividade do óxido 

nítrico (NO) parecem ser promissores.256-261, 277  
  

A grande maioria dos estudos demonstra que o precondicionamento isquêmico 

atua como protetor das lesões de isquemia e reperfusão;35 porém, alguns 

autores têm verificado pouco ou nenhum benefício nesse método.241-244  Além 

disso, os mecanismos envolvidos nesse fenômeno são múltiplos e ainda 

incertos.35, 141 O precondicionamento isquêmico têm sido descrito como um 

mecanismo endógeno de adaptação dos órgãos, em que moléculas liberadas 

durante a isquemia agem sobre receptores e contribuem para o efeito protetor. 

Vários mediadores benéficos foram propostos e têm sido investigados, incluindo 

o próprio óxido nítrico (NO),201, 216, 222, 227, 239, 240 o estresse oxidativo,249, 250 a 

modulação da cascata da apoptose, através da down-regulation das cisteíno 

proteases, conhecida como caspases e inibição da liberação do citocromo c das 

mitocôndrias,155, 161, 195, 296 entre outros.201, 222, 226, 229, 247, 248, 251-253, 297, 298 

 

O aumento da produção de ON no precondicionamento isquêmico tem sido de 

fato demonstrado, e parece contribuir para o efeito protetor do 
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precondicionamento isquêmico.222, 224, 239, 240, 276, 299, 300 Peralta e cols. têm 

sugerido o NO como principal mediador do precondicionamento isquêmico, tanto 

em fígados normais222 quanto esteatóticos.299 Koti e cols. recentemente 

demonstraram a associação do NO com a melhora da oxigenação hepática240 e 

da microcirculação239 após o precondicionamento isquêmico. Além disso, têm 

sido descrito que a geração do NO protetor, mediante precondicionamento 

isquêmico, ocorre pela modulação da via da L-arginina/NOS.239, 240  

  

Recentemente, Koti e cols. 294 observaram que tanto o precondicionamento 

isquêmico quanto a L-arginina infundida antes da isquemia e reperfuisão 

aumentaram os níveis de NOx (nitrito + nitrato) (p<0,05) e atenuaram os níveis 

das enzimas hepáticas (P<0,05) em realção ao grupo submetido à isquemia e 

reperfusão apenas. Esses autores observaram também que o 

precondicionamento isquêmico foi associado à up-regulation da expressão da 

eNOS e com um aumento dos níveis da L-arginina. Concluíram que os efeitos da 

L-arginina foram similares aos observados no precondicionamento isquêmico, e 

que o precondicionamento isquêmico leva a um aumento na geração do NO 

citoprotetor derivado do aumento da expressão da eNOS e um aumento da L-

arginina como substrato.  

  

A manipulação direta da bioatividade do NO, através da sua inibição, ou do 

aumento em modelos experimentais, também demonstrou o papel do NO nas 

lesões de isquemia e reperfusão hepática.255-261 Enquanto a administração de 

inibidores da NOS aumenta a lesão em modelos animais de isquemia e 

reperfusão,257, 259-261 a administração de doadores de NO, ou a suplementação 

com precursores do NO, tais como a L-arginina, minimiza a lesão hepática de 

isquemia e reperfusão, melhorando a microcirculação.108, 233, 255-258, 262, 263 

 

Estudos demonstram também que o NO pode ter efeito ambíguo, ou seja, pró-

apoptótico ou antiapoptótico.274 O NO, ou seus bioprodutos, pode promover 

apoptose, através de múltiplos potenciais mecanismos, incluindo a indução da 

liberação de citocromo c, pela permeabilidade da membrana mitocondrial, de 

lesão direta sobre o DNA, ou mesmo através de vias que ativem as caspases.274  
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Por outro lado, recentes estudos também sugerem que o NO, mesmo em altos 

níveis, pode ter papel protetor contra a lesão do parênquima hepático, 

envolvendo vias antiapoptóticas associadas com caspases 3, 8 e 9.163-165  

 

Embora os efeitos benéficos do precondicionamento isquêmico e do NO nas 

lesões de isquemia e reperfusão hepáticas têm sido descritos, a caracterização 

dos múltiplos possíveis mediadores, nos diferentes processos da cascata do 

precondicionamento, seja farmacológico (L-arginina) ou isquêmico, como evento-

gatilho, como via bioquímica de ação e/ou como moléculas efetoras, não está 

definida, e as inter-relações desses processos ainda são controversas. Além 

disso, a atuação dessas estratégias terapêuticas sobre a atividade da caspase 3 

e sobre as mudanças na ultra-estrutura mitocondrial é inconclusiva e raramente 

reportada em animais de grande porte, os quais apresentam maior potencial de 

compatibilização dos resultados com os humanos. Não obstante, o efeito da via 

da L-arginina/NO na lesão hepática de isquemia e reperfusão, além de 

complexo, é ainda controverso, podendo estar associado a ambos os efeitos: 

citoprotetor ou citotóxico.  

 

Portanto, realizou-se um estudo para avaliar os efeitos benéficos, ou deletérios, 

do precondicionamento isquêmico e do precondicionamento farmacológico, 

através da infusão intraportal da L-arginina, na fase precoce da lesão de 

isquemia e reperfusão normotérmica em fígado de suínos, particularmente 

observando alterações na morfologia das células hepáticas, presença de 

apoptose/necrose e modificações na ultra-estrutura mitocondrial. 
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5. OBJETIVOS 

 
 
5.1 Objetivo geral 
 
Avaliar os efeitos do precondicionamento isquêmico e da infusão intraportal da L-

arginina, substrato precursor da síntese de NO, na fase precoce da lesão de 

isquemia e reperfusão normotérmica hepática em suínos.  
 

5.2 Objetivos specíficos 
 
 a) Avaliar o efeito do precondicionamento isquêmico hepático e da infusão 

ou não de L-arginina intraportal, na lesão hepatocelular, através da determinação 

da concentração sérica da aspartato aminotransferase (AST), alanina 

aminotransferase (ALT) e produção de bile. 

 

 b) Avaliar o efeito do precondicionamento isquêmico hepático e da infusão 

ou não de L-arginina intraportal na peroxidação lipídica, através da determinação 

das concentrações plasmáticas das substâncias reativas ao ácido tiobarbitúrico 

(TBARS). 

 

 c) Avaliar o efeito do precondicionamento isquêmico hepático e da infusão 

ou não de L-arginina intraportal sobre a atividade dos antioxidantes enzimáticos 

séricos superóxido dismutase e catalase. 

 

d) Avaliar o efeito do precondicionamento isquêmico hepático e da infusão 

ou não de L-arginina intraportal sobre as características histológicas do fígado de 

suínos. 
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e) Avaliar o efeito do precondicionamento isquêmico hepático e da infusão 

ou não de L-arginina intraportal sobre o grau de apoptose de células do fígado 

de suínos através da atividade da caspase 3. 

 

f) Avaliar o efeito do precondicionamento isquêmico hepático e da infusão 

ou não de L-arginina intraportal sobre a ultra-estrutura mitocondrial de células do 

fígado de suínos através da microscopia eletrônica. 
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RESUMO 

 

OBJETIVO: O benefício do precondicionamento isquêmico (PCI) lesões de 

isquemia e reperfusão hepática têm sido descrito, porém, o link entre o 

precondicionamento isquêmico, a apoptose/necrose e as mudanças na ultra-

estrutura mitocondrial na lesão de isquemia e reperfusão hepática normotérmica 

não está claramente estabelecido. Este estudo avaliou os efeitos do 

precondicionamento isquêmico na fase precoce da reperfusão hepática, após 

isquemia em fígado de suínos, particularmente, observando alterações na 

morfologia das células hepáticas e apoptose/necrose e mudanças na ultra-

estrutura mitocondrial.  

METODOS: Estabeleceu-se um modelo experimental de 90 minutos de isquemia 

e 180 minutos de reperfusão, em suínos, mediante bypass venovenoso passivo. 

Dezoito suínos híbridos (fêmeas) foram randomizados em grupo-controle (sham 

grupo), grupo não precondicionado (isquemia e reperfusão) e grupo submetido a 

um precondicionamento isquêmico (10 minutos de isquemia seguido de 10 

minutos de reperfusão) antes da isquemia e reperfusão. Concentrações séricas 

da aspartato aminotransferase (AST), alanina aminotransferase (ALT), 

substâncias reativas ao ácido tiobarbitúrico (TBARS) e atividade sérica dos 

antioxidantes enzimáticos superóxido dismutase (SOD) e catalase (CAT) foram 

medidos. A produção de bile durante a reperfusão foi medida. Amostras do 

tecido hepático foram retiradas aos 180 minutos da reperfusão para análise 

histológica e de microscopia eletrônica. As células apoptóticas foram 

determinadas pela técnica imunoistoquímica com anticorpo policlonal 

anticaspase 3 clivada. A ultra-estrutura mitocondrial foi observada por meio da 

microscopia eletrônica.  

RESULTADOS: O precondicionamento isquêmico aumentou a produção de bile 

(P<0,01) e atenuou a elevação sérica da AST (P<0,01) quando comparado com 

o grupo não precondicionado. A concentração sérica do TBARS foi 

significativamente reduzida nos 180 minutos da reperfusão (P=0,05), e a 

atividade da CAT foi significativamente maior nos 60 (P=0,02) e 180 (P<0,01) 

minutos da reperfusão, no grupo precondicionado. A congestão sinusoidal 

(P=0,02) e a infiltração de polimorfonucleares (P=0,01), nos sinusóides, foi mais 
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evidente no grupo não precondicionado quando comparado com o grupo-

controle. A atividade da caspase 3 demonstrou a apoptose como forma 

predominante de morte celular na fase precoce da reperfusão. O grupo 

submetido ao precondicionamento isquêmico apresentou 3 vezes menos 

atividade da caspase 3 quando comparada com o grupo não precondicionado 

(P<0,01). A lesão mitocondrial foi atenuada no grupo precondicionado (P<0,01).  

CONCLUSÃO: Neste estudo, demonstramos que a apoptose foi à forma 

predominante de morte das células hepáticas na fase precoce da reperfusão. O 

precondicionamento isquêmico inibiu a apoptose das células hepáticas, e foi 

associado a uma melhor preservação da ultra-estrutura mitocondrial e inibição 

da atividade da caspase 3.   

 



 93

INTRODUÇÃO 
  

 

A lesão hepática de isquemia e reperfusão é uma importante causa de disfunção 

do fígado e ocorre após várias formas de choque, cirurgia hepática, para trauma 

ou câncer e no transplante de fígado. Uma das estratégias utilizadas para 

diminuir a lesão hepática, e que poderia ser utilizada tanto em cirurgia de fígado 

quanto em transplante hepático, é o precondicionamento isquêmico (PCI). O 

precondicionamento isquêmico consiste em um curto período de isquemia, 

seguido por um breve período de reperfusão, antes de um segundo e prolongado 

período de isquemia.1 O precondicionamento isquêmico tem demonstrado 

diminuir a lesão tecidual após a reperfusão de diversos órgãos, tais como: 

coração, cérebro, músculo esquelético, medula espinhal, rim, intestino,1, 2 em 

modelos experimentais de isquemia e reperfusão hepática e em cirurgias em 

humanos.1, 3  

  

Apesar de a grande maioria dos trabalhos evidenciarem o papel protetor do 

precondicionamento isquêmico, tanto nas lesões de isquemia e reperfusão 

normotérmica quanto hipotérmica, alguns poucos estudos demonstraram apenas 

um benefício limitado desse método.4-6 Além disso, recentemente, Azulay e 

cols.7 não encontraram benefício algum na utilização do precondicionamento 

isquêmico para a realização de hepatectomia em humanos, com a utilização de 

exclusão vascular total do fígado.  

  

Os efeitos hepáticos do precondicionamento isquêmico têm sido demonstrados 

em várias espécies, incluindo roedores, suínos, bem como em humanos. 

Embora a maioria dos dados disponíveis na literatura derive de estudo em 

roedores,1 é reconhecido que a extrapolação desses resultados a animais de 

grande porte e a humanos apresenta limitações.1 Por outro lado, existem muitas 

similaridades entre o fígado de suínos e de humanos, especialmente no que 

tange à fisiologia e anatomia, o que faz destes o modelo experimental mais 

adequado para a realização de estudos sobre a isquemia e reperfusão 
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hepática.8, 9 Não obstante, como em humanos, dados sobre o 

precondicionamento isquêmico em fígado de suínos são escassos na literatura.1  

 

Apesar de os efeitos benéficos do precondicionamento isquêmico terem sido 

sugeridos a vários órgãos, os mecanismos envolvidos nesse fenômeno 

permanecem controversos.1, 10 Dentre as diversas teorias, o precondicionamento 

isquêmico parece atuar por um mecanismo de adaptação endógena para 

prevenção de lesão decorrente de isquemia e reperfusão.11 Dados extraídos de 

estudos sobre o precondicionamento no músculo cardíaco sugerem, fortemente, 

que o precondicionamento isquêmico atua mediante mecanismos que envolvem 

vias de receptores-alvo na célula (receptor-targeting),12, 13 ou seja, moléculas 

liberadas durante a isquemia acoplam-se a receptores celulares, resultando na 

resposta do precondicionamento. Vários mediadores de proteção têm sido 

propostos e investigados no precondicionamento isquêmico hepático, incluindo: 

adenosina,14, 15 óxido nítrico (NO),14, 16 estresse oxidativo,17, 18 modulação da 

cascata da apoptose, pela inibição das cisteíno-proteases, conhecidas como 

caspases, e inibição da liberação do citocromo c pela mitocôndria,19-21 além de 

inúmeros outros.  

 

Nesse contexto, a mitocôndria parece ser o alvo central da lesão de isquemia e 

reperfusão, e sua disfunção, um importante fator patogênico.22 A mitocôndria é 

uma organela celular com importante papel na geração de energia; adequação 

da pressão osmótica; no “balanço” do cálcio e na manutenção do pH. A 

mitocôndria realiza sua função pela produção de ATP e de espécies reativas de 

oxigênio, as quais são também identificadas como sinais regulando a expressão 

de gens e ativação da morte celular.23, 24 

 

A reperfusão dos tecidos isquêmicos tem implicado modificações oxidativas e 

prejuízo funcional da mitocôndria,25 o que, em última análise, resulta na perda da 

integridade mitocondrial, particularmente alteração na transição da 

permeabilidade, resultando em edema mitocondrial.25  Além disso, tem sido 

proposto que a transição da permeabilidade mitocondrial (MPT) é responsável 

pela liberação de fatores apoptogênicos em um grande número de condições 
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patológicas que envolvem a apoptose, incluindo lesão de isquemia e 

reperfusão.21 Esses fatores apoptogênicos claramente incluem o citocromo c,21, 

26 e podem também incluir protease(s),26 principalmente as da família das 

caspases.27 Portanto, tem sido sugerido que os efeitos benéficos do 

precondicionamento isquêmico reduzem a peroxidação lipídica da membrana 

mitocondrial,25, 28 bem como as alterações na sua integridade, particularmente a 

transição da permeabilidade mitocondrial,21, 25 além de melhorar o metabolismo 

energético.25  

  

Embora os efeitos benéficos do precondicionamento isquêmico nas lesões 

hepáticas de isquemia e reperfusão tenham sido descritos, o link entre o 

precondicionamento isquêmico, a apoptose/necrose e as mudanças na ultra-

estrutura mitocondrial na lesão de isquemia e reperfusão hepática normotérmica 

não está claramente estabelecido, e raramente é reportado a animais de grande 

porte. Portanto, este estudo avaliou os efeitos do precondicionamento isquêmico 

na fase precoce da reperfusão hepática, após isquemia em fígado de suínos, 

particularmente, observando alterações na morfologia das células hepáticas e 

apoptose/necrose e mudanças na ultra-estrutura mitocondrial.  
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MATERIAIS E METODOS 
 

 

Animais e técnica cirúrgica 
 
Este estudo foi aprovado pelo Comitê de Bioética da Universidaded de Caxias do 

Sul e foi realizado de acordo com as normas aprovadas para estudo com 

animais. Dezoito suínos (fêmeas) híbridos, pesando entre 18 e 23 kg foram 

usados. Após refeição noturna, os animais foram sedados com Cloridrato de 

Ketamina (Cristália, Brasil) (2mg/kg intramuscular) e sulfato de atropina 

(Cristália, Brasil) (0,025 mg/kg intramuscular) e anestesiados com thiopental 

sódico (Cristália, Brasil) (0,5 mg/kg intravenoso). Os animais foram intubados e 

conectados a um respirador automático (Takaoka model KT-13, série Sansei 

plus, Brasil), e mantidos sob anestesia geral com uma mistura de oxigênio e 

isoflurano (Isoforine - Cristália, Brasil). Por meio de uma incisão cervical, a 

artéria carótida e ambas veias jugulares foram isoladas. A artéria foi cateterizada 

com um cateter de polietileno para medida da pressão arterial média. As veias 

jugulares foram cateterizadas para reposição volêmica, usando solução salina 

isotônica, e para a medida da pressão venosa central. A temperatura corporal foi 

monitorada pela introdução de um termômetro por um orifício puntiforme na 

região axilar e mantida acima de 37°C por meio de campos cirúrgicos aquecidos. 

O traçado eletrocardiográfico e a oximetria foram continuamente monitorados 

durante todo o procedimento. Por meio de uma incisão mediana, o fígado foi 

esqueletizado, e foram seccionados os ligamentos suspensores. A veia porta, a 

artéria hepática e o ducto biliar comum foram isolados. A isquemia hepática foi 

induzida pela oclusão da veia porta, da artéria hepática sem a oclusão do ducto 

biliar. Para evitar congestão esplâncnica, realizou-se uma circulação venovenosa 

extracorpórea passiva. Para isto, utilizou-se um bypass venovenoso entre a veia 

esplênica e a veia jugular interna esquerda, com um tubo siliconado. Realizou-se 

heparinização sistêmica com 2,000 unidades de heparina 5 minutos antes da 

isquemia. O ducto biliar comum foi cateterizado proximalmente para determinar a 

produção de bile durante o período de isquemia e reperfusão; o ducto cístico foi 

ocluído. A isquemia hepática foi mantida por 90 minutos, e a reperfusão foi 
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realizada posteriormente por 180 minutos. A congestão esplâncnica não foi 

macroscopicamente observada durante o período de isquemia. Não foi 

necessário o uso de vasopressores. Os animais foram sacrificados 3 horas após 

a reperfusão. 

 

Coletas sangüíneas (5 ml) foram realizadas e armazenadas em tubos 

heparinizados no começo da laparotomia; antes da reperfusão (aos 75 minutos 

de isquemia); nos tempos 5, 15, 30, 60, 90 e 180 minutos da reperfusão. 

Determinaram-se as concentrações séricas da aspartato aminotransferase 

(AST), alanina aminotransferase (ALT), das substâncias reativas ao ácido 

tiobarbitúrico (TBARS), dos antioxidantes superóxido dismutase (SOD) e 

catalase (CAT). Realizou-se biópsia hepática aos 180 minutos da reperfusão, 

para determinar alterações histológicas e à microscopia eletrônica. 
 
Modelo do experimento 
  

Os animais foram randomizados em três grupos, com seis animais em cada. 

Grupo-controle (sham operated): o fígado foi exposto por 5 horas, não houve 

isquemia hepática (os animais foram submetidos à anestesia, laparotomia e 

dissecção das estruturas do hilo hepático); grupo não precondicionado (isquemia 

e reperfusão ou IR): animais foram submetidos a 90 minutos de isquemia 

hepática e, posteriormente, a 180 minutos de reperfusão; grupo 

precondicionamento isquêmico (PCI+IR): submeteu-se o fígado a isquemia de 10 

minutos seguido de 10 minutos de reperfusão, antes dos 90 minutos de isquemia 

e 180 minutos de reperfusão.  

 

Análise das enzimas hepáticas 
  
Realizou-se coleta de sangue antes da isquemia e no final do período de 

reperfusão. O sangue foi centrifugado e o plasma separado. A lesão hepática 

irreversível foi avaliada pela determinação das concentrações séricas da 

aspartato aminotransferase (AST) e alanina aminotransferase (ALT). As 

determinações séricas da AST e ALT foram realizadas pelo método enzimático 
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colorimétrico, por meio de sistema automatizado SELECTRA II Merck,® utilizando 

kit comercial da Labtest (Labtest  Diagnóstica SA, Brasil). Os resultados foram 

expressados em UI/L. 

 
Determinação da produçao de bile 
 
A produção de bile, como parâmetro de função excretora do fígado, foi 

monitorada durante todo o período da reperfusão e expressa como mililitros/3 

horas de reperfusão. 
 
Determinação das substâncias reativas ao ácido tiobarbitúrico (TBARS)  
  

A peroxidação lipídica tem sido usada como uma medida indireta da lesão 

oxidativa induzida pelos radicais livres de oxigênio. A determinação dos níveis de 

estresse oxidativo foi realizada medindo-se os produtos de reação com ácido 

tiobarbitúrico (TBARS), segundo método descrito por Wills 1966.29 e o resultado 

descrito em nmol/mL. Amostras de sangue foram coletadas antes da isquemia; 

antes da reperfusão (aos 75 minutos de isquemia); nos tempos 5, 15, 30, 60, 90 

e 180 minutos da reperfusão. Essa análise permite estudar a peroxidação 

lipídica mediante a quantificação dos aldeídos formados pela degradação dos 

hidroperóxidos.   

 

Determinação da atividade da superóxido dismutase (SOD) 
 
A atividade da superóxido dismutase foi medida espectrofotometricamente em 

amostras de sangue coletado. O método baseia-se na inibição pela SOD da 

formação de adenocromo, decorrente da auto-xidação da epinefrina. Baseando-

se nesse fenômeno, a SOD pode ser medida espectrofotometricamente 

seguindo a diminuição de absorbância da epinefrina a 480 nm em uma reação 

contendo 1mmol/L epinefrina (pH 2,0) and 50 mmol/L glycina (pH 10,2),30 ambas 

da E- Merck®. Essa reação foi conduzida em uma temperatura constante de 

30ºC durante 3 minutos.  Os resultados foram descritos como unidades de 

superóxido dismutase por grama de proteína (U/g de proteína). Uma unidade é 
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definida como a quantidade de enzima que inibe a taxa de formação do 

adenocromo em 50%.  
 

Determinação da atividade da enzima catalase (CAT) 
 
O método de medida para a atividade da catalase (CAT) foi realizado de acordo 

com o descrito por Aebi.31 O princípio do método é baseado na determinação da 

velocidade de decomposição do peróxido de hidrogênio (H2O2) (E- Merck®), 

medido espectrofotometricamente a 240 nm. Essa reação foi conduzida em uma 

temperatura constante de 30ºC durante um minuto.  Os resultados foram 

descritos como unidades de catalase por mg de proteína (U/mg de proteína). 

Uma unidade de catalase decompõe 1 μmole of  H2O2  por min a um pH 7.4 e 

30ºC. 

 

Proteínas 
  

O nível total de protéinas foi analisado pelo método Biureto (Kit Proteínas 

Totais/Labtest Diagnóstica S.A., Brasil), pela determinação espectrofotometrica a 

545nm. 

 

Avaliação histologica e imunoistoquímica 
  

As amostras de tecido hepático foram retiradas de cada um dos seis animais de 

cada grupo aos 180 minutos da reperfusão, para análise histológica, pela 

coloração com haematoxilina and eosina (H&E) e, imunoistoquímica, pelo 

anticorpo policlonal anticaspase 3 clivada (D175, Cell Signaling, Danvers, MA, 

EUA) ao microscópio óptico (Olympus BX 41, Japan). Um patologista, experiente 

em patologia hepática, examinou as lâminas sem ter conhecimento dos grupos.  

 

Haematoxylina and Eosina (H&E): As biópsias foram fixadas em formalina a 

10% e incluídas em blocos de parafina. As secções, após coradas com 

haematoxilina and eosina (H&E), foram examinadas ao microscópio óptico para 

a verificação morfológica da ocorrência de congestão sinusoidal, vacuolização 
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do citoplasma, infiltração de polimorfonucleares (PMNs), esteatose e necrose. 

Os critérios morfológicos para necrose foram previamente descritos: aumento da 

eosinofilia, rompimento celular, perda da arquitetura e karyolisis.28  

  
A quantificação da congestão sinusoidal, vacuolização do citoplasma, infiltração 

de polimorfonucleares (PMNs), esteatose e necrose foi determinada 

semiquantitativamente: congestão sinusoidal (escore 0 – 3): ausente = 0; leve 

(dilatação da veia centro-lobular) = 1; moderada (dilatação da veia centro-lobular 

+ dilatação sinusoidal da zona 3) = 2; severa (dilatação da veia centro-lobular + 

dilatação sinusoidal da zona 3 e zona 2) = 3; vacuolização do citoplasma (escore 

0 – 3): ausente = 0; leve (raros hepatócitos perivenulares) = 1; moderada 

(numerosos hepatócitos perivenulares) = 2; severa (alterações dos hepatócitos 

além da zona 3) = 3; PMNs (escore 0 - 4) ausente = 0; raras células = 1; focal = 

2; multifocal = 3; difusa e uniformemente intensa = 4; necrose (escore 0 – 4): 

ausência necrose = 0; focos de necrose (alguns hepatócitos necróticos na zona 

3) = 1; necrose focal (periportal ou perivenular ou no meio do ácino) = 2; necrose 

multifocal (necrose em mais do que uma zona acinar) = 3; necrose lobular 

(necrose-ponte entre as estruturas vasculares portais e centro-lobular – difusa, 

zonas 1, 2, 3) = 4; e esteatose (escore 0 – 3) <5% = 0; leve (33%) = 1; moderada 

(33% - 66%) = 2; severa (>66%) = 3. 

 

Caspase 3: Imunoistoquímica para caspase 3 clivada foi realizada em tecido 

fixado em formalina e incluído em parafina de amostras de fígados de 

suínos retiradas de cada grupo aos 180 minutos de reperfusão. Para a 

preparação imunoistoquímica, cortes de quatro micrômetros dispostos em 

lâminas silanizadas foram desparafinizados em xileno, hidratados em álcool e 

pré-tratados para recuperação antigênica em ácido cítrico (pH 6,0) utilizando-se 

steamer à temperatura de 98oC por 20 minutos. As lâminas foram incubadas, 

empregando-se anticorpo policlonal anticaspase 3 clivada (D175, Cell Signaling, 

Danvers, MA, EUA) na diluição de 1:300, anticorpo secundário biotinilado anti-

IgG de coelho na diluição de 1:320 (BA-1000, Vector Laboratories, Burlingame, 

CA, EUA), sistema de detecção VECTASTAIN Elite ABC kit (PK-6100, Vector 

Laboratories, Burlingame, CA, EUA) e cromógeno diaminobenzidina-DAB 



 101

(D5637, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA). Controles positivo (tecido linfóide) e 

negativo atestam a fidelidade da reação.  

 

A análise morfométrica das células coradas pela técnica imunoistoquímica foi 

realizada com microscopia óptica, utilizando-se uma ampliação (magnificação de 

400x) (Olympus BX 41, Japan). Para avaliação da atividade da caspase 3, 

efetuou-se uma análise semiquantitativa das células que evidenciaram marcação 

pelo anticorpo aplicado. O número de células positivas para a reação 

imunoistoquímica foi determinado pela contagem do número de núcleos 

positivos presentes em 20 campos randomizados em cada lâmina. A avaliação 

abrangeu a contagem de 10 espaços porta (um espaço porta por campo, tendo 

como referência central o espaço porta, priorizando região de septos para 

aumentar o número de células contadas) e 10 veias centro-lobulares (uma veia 

centro-lobular por campo, tendo como referência central a veia centro-lobular 

terminal), o que representou uma área total de 360 mm2 (18 mm2/campo). O 

número de hepatócitos e de células sinusoidais (SLCs) apoptóticas foram 

contadas independentemente e definidas pela média, como o número total de 

células da respectiva população avaliada.  A células apoptóticas consideradas 

apresentaram características previamente descritas.32 As células que 

demonstraram coloração marrom do citoplasma e as células positivas livres no 

interior dos sinusóides (linfócitos e PMNs) não foram consideradas positivas para 

o marcador de caspase 3. A presença de áreas de marcada infiltração linfocítica 

ou necrose foram afastadas para contar células apoptóticas, como previamente 

descrito.33 
 
Microscopia eletrônica 
 

As amostras de tecido hepático foram retiradas de cada um dos seis animais, de 

cada grupo, aos 180 minutos da reperfusão, para avaliação mediante 

microscopia eletrônica. A avaliação pela microscopia eletrônica foi feita por dois 

observadores cegos para os grupos estudados. 
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O material, após biópsia (um mm3), foi imediatamente colocado em solução 

fixadora com Glutaraldeído 2%. As amostras foram pós-fixadas com tetróxido de 

ósmio 1% tamponado, seguido então por uma etapa de contrastação in bloc com 

acetato de uranila 1%. A desidratação processou-se em série alcoólica 

gradativa. A pré-embição do material foi feita em uma mistura de epon 812 com 

acetona pura nas seguintes proporções: 75%, 50%, 25%. A embebição foi feita 

com epon 812 puro durante 24 horas. A polemerização efetuou-se em estufa a 

60oC constantes por 72 horas. Os cortes semifinos foram feitos no 

ultramicrótomo, Leica Ultracut UCT 2.0, sendo utilizada navalha de diamante, 

Drukker type histo with trough 8 mm, com uma espessura de 800 nm e corados 

com solução aquosa de azul de toluidina 1% + fucsina básica. Os cortes 

ultrafinos foram feitos com uma espessura de 70 nm no mesmo ultramicrótomo, 

com uma navalha de diamante, (Drukker type histo with trough 3 mm). Para a 

contrastação dos cortes ultrafinos, utilizou-se solução de uranila metanílica e 

após citrato de chumbo.34 O microscópio eletrônico utilizado para a observação 

dos cortes ultrafinos foi o EM208S Philips (Philips Electronic Instruments Inc, 

Eindhoven, Holland), com a voltagem de aceleração de 80-kV, no Laboratório de 

Microscopia Eletrônica da Universidade Luterana do Brasil (ULBRA/RS). 

 
Alterações das mitocôndrias: As modificações ultra-estruturais das 

mitocôndrias foram avaliadas para determinar a presença de edema mitocondrial 

e alterações na membrana mitocondrial. O edema mitocondrial foi avaliado 

semiquantitativamente pela média da medida das áreas de 10 mitocôndrias 

próximas ao núcleo de cada animal usando software Carnoy v. 2.0 

(http://www.carnoy.org) para a medida da área da elipse: A= πab; onde (a) 

representa o semidiâmetro maior e (b) o semidiâmetro menor. A medida das 

mitocôndrias foi efetuada por dois observadores cegos para o tratamento 

realizado em cada grupo e a medida foi expressa em µm. 
 
Análise estatística 
 
Considerando que havia interesse em testar diferenças com magnitudes de 

efeito iguais ou maiores do que duas unidades de desvio padrão (E/S ≥ 2), 
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estimou-se que, com seis (6) animais por grupo, obter-se-ia um poder estatístico 

de aproximadamente 90% em um nível de significância α=0,05. Os dados foram 

descritos por média e desvio padrão e, em escores de escala de pouca 

amplitude, optou-se pela mediana, e os valores mínimo e máximo. A evolução 

dos valores de TBARS, SOD e CAT foi avaliada por modelo de análise de 

variância de medidas repetidas. As outras comparações envolvendo momentos 

específicos foram avaliadas por oneway-ANOVA com localização de diferenças 

por teste de Tukey. Os escores foram ordenados em postos (Rank) e 

comparados entre os grupos com ANOVA seguido de procedimento de Tukey. O 

nível de significância adotado foi de α=0,05, sendo os dados analisados com o 

programa SPSS versão 12.0 e SigmaPlot versão 8.0.35 
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RESULTADOS 
 

 

Análise das enzimas hepáticas 
 

As modificações séricas das aminotransferases, 180 minutos após a reperfusão, 

estão resumidas na tabela 1. Os níveis séricos da AST e ALT no grupo-controle 

não sofreram alteração significativa durante o procedimento. No grupo não 

precondicionado, as concentrações séricas da AST e ALT aumentaram 

aproximadamente 15 e 2 vezes, respectivamente, em relação ao grupo-controle. 

Essas alterações foram significativamente diminuídas pelo precondicionamento 

isquêmico (Figura 1). 

 

Função excretora do fígado (produção de bile) 
 

Após 180 minutos de reperfusão, a produção de bile foi quase completamente 

parada no grupo não precondicionado, (5,3±3,3 ml); por outro lado, a produção 

de bile no grupo submetido ao precondicionamento isquêmico (21,2±6,9 ml) 

atingiu aproximadamente 50% do volume produzido pelo grupo-controle 

(49,3±8,4 ml) (P<0,01) (Tabela 1). 

 

Níveis séricos do TBARS e atividade sérica das enzimas antioxidantes CAT 
e SOD  
  

Apesar de termos observado níveis estatisticamente mais elevados de TBARS 

nos 180 minutos da reperfusão no grupo não precondicionado (4,40±1,25) em 

relação do grupo submetido ao precondicionamento isquêmico (3,01±0,39) 

(P=0,05), esta relação não foi observada em relação ao grupo-controle 

(3,47±0,81) (Figura 2). 

  
A atividade da SOD não foi diferente entre os três grupos em nenhuma das 

amostras. A atividade da CAT foi significativamente maior no grupo submetido 

ao precondicionamento isquêmico (4,01±2,73), quando comparada com o grupo 
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não precondicionado (1,02±0,83) e com o grupo-controle (1,20±0,72) 60 minutos 

após a reperfusão (P=0,02). Esta relação também foi encontrada nos 180 

minutos da reperfusão (4,40±1,80 PCI+IR;  vs.  1,0±0,44 IR;  vs. 1,10±1,40 

grupo-controle; P<0,01).  

 

Alterações histológicas 
  
A avaliação das amostras hepáticas pela microscopia óptica, obtida no final dos 

180 minutos de reperfusão, demonstrou apenas alterações de menor magnitude 

nos três grupos. A esteatose foi menor que 5% em todos os grupos (P=0,39), a 

vauolização do citoplasma esteve presente em raros hepátocitos perivenulares 

(P=0,24), e a necrose hepática foi de pequena monta igualmente nos três grupos 

(P=0,24). A congestão sinusoidal e a infiltração dos polimorfonucleares (PMNs) 

nos sinusóides foi mais evidente no grupo não precondicionado (IR) em relação 

ao grupo-controle  (P=0,02 e P=0,01; respectivamente) (figure 3). 

 
Atividade da caspase 3 
  

Mediante microscopia óptica e observação da atividade da caspase 3, observou-

se que a morte celular, na fase precoce da reperfusão, ocorreu primariamente 

pela apoptose. As células apoptóticas ocorreram na mesma proporção entre as 

zonas centro-lobular e portal em cada grupo (p>0,05). O grupo não 

precondicionado demonstrou aproximadamente 3 vezes mais atividade da 

caspase 3, quando comparado com o grupo submetido ao precondicionamento 

isquêmico (P<0,01). O escore total de células apoptóticas (zona centrolobular + 

zona portal), no grupo não precondicionado, foi significativamente maior que o 

encontrado no grupo submetido ao precondicionamento isquêmico e que o 

encontrado no grupo-controle (39,0±12,7  vs  12,0±10,1  vs  3,2±2,9; P<0,01), 

respectivamente. O escore de células apoptóticas por zona (centro-lobular e 

portal), foi significativamente maior no grupo não precondicionado (21,8±7,7 and 

17,2±8,0) que no grupo submetido ao precondicionamento isquêmico (6,3±5,7 

and 5,7±4,9) e que o grupo-controle (1,8±1,5 e 1,5±1,6) (P<0,01) (Figure 4).  
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No grupo submetido ao precondicionamento isquêmico, não se encontrou 

diferença na atividade da caspase 3 entre os hepatócitos e células sinusoidais 

na zona centro-lobular (2,0±2,2  vs.  4,0±3,6; respectivamente, P=0,14); porém, 

encontrou-se diferença na atividade da caspase 3 entre os hepatócitos e as 

células sinusoidais na zona portal (1±1,5  vs.  4,7±3,7; respectivamente, P=0,02). 

No grupo não precondicionado, o escore de células sinusoidais apoptóticas foi 

maior que o escore dos hepatócitos apoptóticos, tanto na zona centro-lobular 

(14,8±6,7  vs.  5,7±1,8; respectivamente, P=0,02) quanto na zona portal 

(12,5±5,5  vs.  4,7±3,8; respectivamente, P=0,01) (Figura 5A, B, C). 

 

Modificações ultra-estruturais das mitocôndrias 
  
No grupo-controle a ultra-estrutura mitocondrial foi normal, disposta 

organizadamente na forma cilíndrica ou elíptica sem edema. A membranda 

mitocondrial apresentou-se intacta e bem vizualizada. Em ambos os grupos 

submetidos à isquemia e reperfusão, edema mitocondrial, bem como alteração 

na membrana das mitocôndrias foi observado; porém, essas alterações foram 

significativamente menos intensas no grupo submetido ao precondicionamento 

isquêmico em relação ao grupo não precondicionado (Figuras 6A, B, C). A área 

das mitocôndrias foi maior no grupo não precondicionado (0,6623 ± 0,2241 µm) 

em relação ao grupo-controle (0,3391 ± 0,0714 µm) e em relação ao grupo 

submetido ao precondicionamento isquêmico (0,4493 ± 0,1456 µm) (P<0,01) 

(Figura 7). 
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DISCUSSÃO 
  

 

Nesse modelo experimental de isquemia e reperfusão hepática normotérmica em 

suínos, o precondicionamento isquêmico resultou em aumento da resistência 

das células hepáticas à isquemia e reperfusão. Observou-se uma melhora da 

função hepatocelular e uma melhor preservação da integridade das células 

hepáticas, como resultado do efeito protetor do precondicionamento isquêmico. 

Os mecanismos protetores desse precondicionamento resultaram em menor 

concentração sérica da aspartato aminotransferase; em aumento da produção 

de bile e resultaram em uma redução significativa da apoptose das células 

sinusoidais e dos hepatócitos. A alteração da estrutura mitocondrial e a atividade 

da caspase 3, claramente evidente após a reperfusão, também foram reduzidas 

pelo precondicionamento isquêmico.   

  

Os efeitos hepatoprotetores do precondicionamento isquêmico contra as lesões 

de isquemia e reperfusão hepática foram claramente demonstrados nesse 

modelo experimental em suínos. A redução significativa dos níveis séricos da 

AST, 3 horas após reperfusão, reflete o efeito benéfico desse 

precondicionamento isquêmico nesse modelo experimental de isquemia e 

reperfusão hepática in vivo. Os níveis séricos da AST foram significativamente 

elevados em ambos os grupos submetidos à isquemia e reperfusão; em 

contraste, os níveis de ALT, apesar de significativamente elevados em relação 

ao grupo-controle, apresentaram concentrações séricas bem-inferiores. Alguns 

autores têm descrito que o tempo necessário para a liberação da ALT, na 

circulação sangüínea, é maior que o da AST, o que justifica esses dados.33, 36 A 

maioria dos estudos clínicos tem usado os níveis séricos das aminotransferases 

para determinar a lesão hepática resultante da isquemia e reperfusão.37, 38 

  

Essas enzimas são consideradas os marcadores mais sensíveis da lesão 

isquêmica do fígado, porém as concentrações séricas destas não podem ser 

utilizadas como marcadores isolados da extensão da lesão irreversível na 

isquemia e reperfusão hepática.5 Portanto, corroborando a redução dos níveis 
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séricos da AST, demonstra-se também, neste estudo, um significativo aumento 

na produção de bile no grupo submetido ao precondicionamento isquêmico. A 

produção de bile, como parâmetro da função excretora do fígado, tem sido 

descrita como um importante marcador das lesões de isquemia e reperfusão 

hepática.39 Além disso, a bilirrubina também tem sido descrita como um potente 

pigmento fisiológico com função antioxidante, protegendo as células contra lesão 

oxidativa.40, 41 

  

Neste estudo, a produção de bile no grupo-controle permaneceu constante 

durante todo o experimento; por outro lado, foi quase totalmente abolida em 

ambos os grupos durante a isquemia (dados não mostrados). No final do período 

de reperfusão, a produção acumulada de bile permaneceu bastante diminuída no 

grupo não precondicionado; entretanto, foi aumentada significativamente no 

grupo submetido ao precondicionamento isquêmico. De forma semelhante, em 

modelos experimentais prévios realizados em ratos42 e em suínos,5 a produção 

acumulada de bile foi maior nos fígados submetidos ao precondicionamento 

isquêmico em relação aos não precondicionados.   

 

O precondicionamento isquêmico tem também demonstrado efeitos benéficos, 

durante a fase precoce da reperfusão, pela prevenção da exacerbação do 

estresse oxidativo e da peroxidação lipídica dependente da isquemia e 

reperfusão.17, 28 Neste estudo, encontram-se níveis séricos mais elevados de 

TBARS nos 180 minutos de reperfusão no grupo não precondicionado em 

relação ao grupo submetido ao precondicionamento isquêmico. Observou-se, 

também, uma elevação significativa da CAT nos 60 e 180 minutos após a 

reperfusão no grupo submetido ao precondicionamento isquêmico. Esses dados 

sugerem um efeito protetor desse método, pelo aumento da atividade desse 

sistema antioxidante, bem como o envolvimento maior do peróxido de hidrogênio 

(H2O2), como espécie reativa de oxigênio mediadora da lesão celular, como 

também demonstrado em estudos prévios.25, 28 

  

A elevação significativa da CAT somente a partir dos 60min de reperfusão pode 

ser justificada pela tendência à modulação tardia desse antioxidante no fígado, 
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órgão em que tem-se descrito, a primeira enzima a atuar na dismutação do 

peróxido de hidrogênio (bem como quando em baixas concentrações) é a 

glutationa peroxidase (GPx). 43 Esse dado apenas pode ser inferido, uma vez 

que a dosagem dos níveis séricos da GPx não foi objeto deste estudo. 

  

Apesar de a lesão das membranas celulares, pela peroxidação lipídica, ser uma 

das hipóteses mais difundidas para explicar a lesão provocada pelas espécies 

ativas de oxigênio, outros mecanismos da lesão celular induzida pelas espécies 

ativas do oxigênio têm demonstrado ser mais importantes e, dessa forma, os 

produtos da peroxidação lipídica poderiam ser apenas responsáveis pela 

ampliação e continuação da resposta inflamatória.44 Jaeschke e cols.44-47 usando 

diferentes modelos de indução de lesão hepatica pela peroxidação lipídica in 

vivo, observaram que, quando a peroxidação lipídica foi causa de morte celular, 

uma grande variedade de parâmetros da lipoperoxidação, incluindo o 

malondealdeído hepático, aumentaram de 20 a 50 vezes os níveis basais.  

  

Em outras palavras, em virtualmente todos os manuscritos de investigação de 

lesão hepática de isquemia e reperfusão, incluindo os resultados deste estudo 

(através da medida sérica do TBARS), os parâmetros da peroxidação lipídica 

aumentaram menos que três vezes os níveis basais.44 Portanto, através de uma 

análise quantitativa, poder-se-ia também concordar com  Jaeschke e cols.44 

quando referem que é difícil explicar que uma lesão severa durante a reperfusão 

poderia ter sido causada por uma peroxidação lipídica moderada.  

 

A isquemia e reperfusão hepática, além de alterações metabólicas deletérias, 

pode induzir também a modificações morfológicas nas células hepáticas. Em 

estudos prévios de isquemia e reperfusão hepática,38, 48, 49 tem-se observado 

alterações morfológicas compatíveis com lesão celular, demonstradas tanto pela 

microscopia óptica quanto pela microscopia eletrônica.38 

 

Neste estudo, mudanças histológicas e ultra-estruturais foram mais evidentes no 

grupo não precondicionado em relação ao grupo submetido ao 

precondicionamento isquêmico. A isquemia e reperfusão, no grupo não 
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precondicionado, causou importantes alterações na estrutura mitocondrial, 

caracterizadas por: edema com perda da vizualização das cristas, alteração na 

densidade da matriz mitocondrial; algumas demonstraram formação de blebs e 

ruptura da membrana mitocondrial externa.  

  

Estudos prévios demonstraram que as células apoptóticas apresentavam 

condensação da cromatina e mitocôndrias intactas. Atualmente, em muitos 

modelos apoptóticos, muitas evidências sugerem que ocorrem mudanças 

significativas nas mitocôndrias, tais como: edema, megamitocôndria, picnose da 

mitocôndria e rompimento da membrana mitocondrial externa.50, 51 De fato, 

atualmente, a mitocôndria tem sido implicada como organela fundamental na 

cascata da apoptose, por meio do controle da liberação dos fatores que 

estimulam as fases tardias da morte por apoptose.21 Esses fatores 

apoptogênicos incluem o citocromo c 21, 26 e podem incluir também protease(s),26 

principalmente aquelas da família das caspases.27   
  

O mecanismo pelo qual existe maior evidência para a liberação de fatores 

apoptogênicos pela mitocôndria é a formação de edema mitocondrial, que 

poderia ser induzido tanto pela transição da permeabilidade quanto por outro 

evento permeabilizador. Uma vez que a permeabilidade da membrana 

mitocondrial interna está comprometida, forças osmóticas induzem a um 

aumento do volume da matriz mitocondrial, o que resulta, em última análise, na 

ruptura da membrana mitocondrial externa.21 O método utilizado neste estudo, 

para quantificar o edema mitocondrial, pela medida da área da elipse, foi 

simples, rápido e concordante com os demais resultados obtidos para quantificar 

a lesão das células hepáticas.  

  

Os dados obtidos neste estudo permitem supor que as mudanças na estrutura e 

função das mitocôndrias foram correlacionados com a ativação e com o 

desenvolvimento da apoptose celular. Entretanto, os mecanismos exatos pelos 

quais o precondicionamento isquêmico protegeu a mitocôndria pemanece 

desconhecido.  
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O conhecimento das moléculas e vias envolvidas na apoptose tem sido motivo 

de recentes publicações. A quantificação da apoptose no tecido tem sido 

principalmente baseada no método TUNEL.52-54 Atualmente, a via de sinalização 

mais investigada é a cascata das caspases, e a ativação das caspases 

estabelece-se como uma característica típica da apoptose.55, 56 Muitas 

evidências existem para definir a caspase 3 como uma protease que atua na 

fase final da apoptose, e em diretamente induzir a apoptose.19, 56 

  

Neste estudo, usando a anticaspase 3 como método imunoistoquímico, 

demonstra-se que o precondicionamento isquêmico reduziu a quantidade de 

células apoptóticas. Em outras palavras, as células apoptóticas foram 

significativamente aumentadas no grupo não precondicionado em comparação 

ao grupo submetido ao precondicionamento isquêmico (aproximadamente três 

vezes).  
  
Além disso, no grupo submetido ao precondicionamento isquêmico, a atividade 

da caspase 3, apesar de maior, foi estatisticamente semelhante à atividade 

encontrada no grupo-controle. Resultados semelhantes foram observados por 

Yadav e cols.20 Neste, o fígado dos controles submetidos a 90 minutos de 

isquemia e 60 minutos de reperfusão, demonstrou três vezes maior atividade da 

caspase 3 em relação ao grupo submetido ao precondicionamento isquêmico.   
 
A cronologia da morte celular não foi objetivo principal deste estudo; porém, 

nossos dados corroboram a já estabelecida suscetibilidade das células 

endoteliais dos sinusóides à apoptose.  

  

Demonstra-se que o escore das células endoteliais dos sinusóides apoptóticas 

foi significativamente maior que o escore dos hepatócitos apoptóticos. Estudos 

prévios de isquemia e reperfusão hepática, normotérmica e hipotérmica 

descrevem as células endoteliais dos sinusóides como as primeiras células a 

sofrerem apoptose após a reperfusão.20, 52, 57 
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O pequeno número de animais estudados (seis por grupo) é uma das principais 

limitações deste estudo, o que permite dizer que os dados resultantes podem ter 

falhado em encontrar diferença estatisticamente significativa nos efeitos de 

tamanho moderado e pequeno; por outro lado, as diferenças estatisticamente 

significativas encontradas neste estudo podem ser seguramente aceitas. 

  

Outra possível limitação deste estudo pode ter sido o método utilizado para 

determinar a peroxidação lipídica (concentração sérica do TBARS), o qual não 

demonstrou ser o estresse oxidativo o mais importante componente da lesão 

tecidual, contrariando os resultados dos testes hepáticos utilizados neste estudo 

e a avaliação morfológica das células hepáticas, as quais demonstraram 

claramente a proteção do precondicionamento isquêmico. Corroborando essa 

hipótese, estudos usando o precondicionamento farmacológico com L-arginina 

têm demonstrado que não existe uma correlação entre os níveis teciduais 

(significativamente mais baixos que os encontrados nos controles) e séricos de 

malondealdeído.33, 58 

 

Além disso, estudos com o precondicionamento isquêmico têm demonstrado 

resultados concordantes entre as concentrações teciduais de malondealdeído e 

a atividade das enzimas antioxidantes SOD e CAT no tecido hepático, com os 

resultados encontrados nos testes de função e avaliação morfológica 

hepatocelular.25, 33, 58 Portanto, a importância da peroxidação lipídica na lesão de 

isquemia e reperfusão hepática, bem como a correlação entre os níveis séricos e 

teciduais dos parâmetros de peroxidação lipídica e dos sistemas antioxidantes 

enzimáticos CAT e SOD representa importante área para futuras investigações.  

 

Este estudo foi designado para observar as alterações das células hepáticas na 

fase precoce da reperfusão (início da reperfusão até a terceira ou quarta hora), o 

que pode ter subestimado achados especialmente em relação ao modo da morte 

celular (apoptose e/ou necrose). Recentemente, a apoptose tem sido implicada 

como a principal via de morte celular durante a isquemia e reperfusão hepática 

normotérmica por alguns autores.52-54, 59 Outros trabalhos concluíram que a 

principal maneira de morte celular, durante a isquemia e reperfusão hepática, 
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seria mais pela necrose que pela apoptose.60, 61 Nesse contexto, parece que 

ambas as formas de morte celular coexistem21, 62 ou ocorrem em seqüência, 

dependendo da natureza e da severidade da agressão, e na dependência da 

condição da célula afetada.10  

 

Estudos prévios, usando modelos de isquemia e reperfusão hepática 

normotérmica, têm demonstrado que ambas populações de células hepáticas 

sofrem apoptose após a reperfusão, com um máximo de lesão observado em 3 

horas após a reperfusão. Esse tipo de lesão ocorre precocemente, bem antes da 

evidência da necrose, que foi aparente somente de 6 a 24 horas após cirurgia.20, 

52, 54 Helling e cols.63 recentemente demonstraram, em um modelo experimental 

em suínos, que células apoptóticas detectáveis dobraram quando a reperfusão 

foi prolongada de 60 minutos para 2 ou 4 dias. Makoto e cols.64 em um modelo 

experimental, também em suínos, de isquemia prolongada (180 minutos), 

seguida por um período de reperfusão, concluíram que o modo principal de 

morte celular durante a lesão de isquemia e reperfusão hepática normotérmica 

foi a necrose, e a apoptose não foi dominante. A apoptose apresentou um pico 6 

horas após a reperfusão, e decresceu gradualmente após esse período. 

Contrariamente, a necrose apareceu a partir de 9 horas da reperfusão e 

aumentou gradualmente até 24 horas após a reperfusão.   

 

Schulz e cols.5 em outro modelo experimental em suínos, com isquemia 

prolongada (120 minutos), seguida de 480 minutos de reperfusão, precedida de 

precondicionamento isquêmico, demonstraram que menos de 1% dos 

hepatócitos foram necróticos ou apoptóticos. Similarmente, neste estudo, a 

necrose foi mínima em todos os grupos; porém, as células apoptóticas foram 

mais freqüentes após 90 minutos de isquemia e 180 minutos de reperfusão. 

Esses resultados poderiam ser principalmente explicados pela duração da 

reperfusão, mais do que pela duração da isquemia per se. Portanto, embora 

nossos dados também sugiram que a apoptose é a principal modalidade de 

morte celular na fase precoce da reperfusão hepática, o número absoluto de 

células apoptóticas e a quantidade de células necróticas podem ter sido 
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subestimados devido ao curto período de reperfusão utilizado nesse modelo 

experimental (180 minutos).   

 

Concluindo, o precondicionamento isquêmico é um mecanismo de proteção 

hepática e foi claramente demonstrado durante a fase precoce da reperfusão 

nesse modelo experimental. O precondicionamento isquêmico parece induzir a 

um evento protetor intrínseco, e, com base nos dados do presente estudo, pode-

se dizer que este método exerce efeito benéfico, rapidamente, na fase precoce 

da reperfusão. Tais dados foram evidenciados pela diminuição dos níveis séricos 

das aminotransferases, pelo aumento da produção de bile na reperfusão e 

inibição da atividade da caspase 3, resultando em inibição da apoptose. O 

mecanismo de proteção parece decorrer da melhor preservação da ultra-

estrutura mitocondrial. Novos estudos deveriam investir na identificação de 

eventos celulares, em métodos e/ou em novos agentes farmacológicos que 

resultassem em estabilização da estrutura mitocondrial durante a lesão de 

isquemia e reperfusão, particularmente a transição da permeabilidade 

mitocondrial. 
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Tabela 1 – Efeitos da isquemia e reperfusão hepática em suínos submetidos ou 

não ao precondicionamento isquêmico sobre os níveis séricos da aspartato 

aminotransferase, alanino amonotransferase e na produção de bile. 

Característica 

Grupo 

controle 

n=6 

( X ± DP) 

Grupo IR 

n=6 

( X ± DP) 

Grupo PCI+IR 

n=6 

( X ± DP) P 

AST pré-isquemia  

(UI/L) 

37,7±14,6 32,3±14,9 39,2±13,0 0,69 

AST 180 min de 

reperfusão (UI/L) 

46,2±23,7a 702,2±118,1c 431,3±122,0b <0,01 

ALT pré-isquemia  

(UI/L) 

31,3±4,4 23,7±7,9 31,3±6,9 0,10 

ALT 180 min de 

reperfusão (UI/L) 

27,0±6,9a 57,2±17,5b 59,2±25,4b 0,01 

Produção de bile  

(mL/180min de 

reperfusão) 

49,3±8,4c 5,3±3,3a 21,2±6,9b <0,01 

X ± DP: média±desvio padrão; ANOVA seguido pelo teste de Tukey; P<0,05 

Letras-índice não coincidentes representam diferenças estatísticamente 

significativa ao teste de post-hoc; Grupo controle: sham operation; Grupo IR: 

isquemia por 90 minutos seguido de reperfusão por 180 minutos; Grupo PCI+IR: 

isquemia de 10 minutos seguido de 10 minutos de reperfusão, antes dos 90 

minutos de isquemia e 180 minutos de reperfusão; AST: aspartato 

aminotransferase; ALT: alanina aminotransferase. 
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Figura 1 – Níveis séricos de asparatato aminotransferase (AST), em um modelo 

de isquemia e reperfusão hepática em suínos submetidos ou não ao 

precondicionamento isquêmico. *Os níveis de AST foram mais elevados no 

grupo IR em relação ao grupo PCI+IR e em relação ao grupo controle (p<0,01). 

Grupo controle: sham operation; Grupo IR: isquemia por 90 minutos seguido de 

reperfusão por 180 minutos; Grupo PCI+IR: isquemia de 10 minutos seguido de 

10 minutos de reperfusão, antes dos 90 minutos de isquemia e 180 minutos de 

reperfusão. ANOVA seguido pelo teste de Tukey; P<0,05. 
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Figura 2 – Níveis séricos médios das substâncias reativas ao ácido tiobarbitúrico 

(TBARS), em um modelo de isquemia e reperfusão hepática em suínos 

submetidos ou não ao precondicionamento isquêmico. *Os níveis séricos do 

TBARS foram significativamente maiores nos 180 minutos de reperfusão no 

grupo IR versus o grupo PCI+IR (P=0,05). Grupo controle: sham operation; 

Grupo IR: isquemia por 90 minutos seguido de reperfusão por 180 minutos; 

Grupo PCI+IR: isquemia de 10 minutos seguido de 10 minutos de reperfusão, 

antes dos 90 minutos de isquemia e 180 minutos de reperfusão. Análise de 

variância de medidas repetidas; P<0,05. 
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Figura 3 – Escore (mediana) de lesão hepática avaliada por meio da microscopia 

óptica, em um modelo de isquemia e reperfusão hepática em suínos submetidos 

ou não ao precondicionamento isquêmico. *A congestão sinusoidal foi 

significativamente maior no grupo IR versus grupo-controle (P=0,02). *A 

infiltação de polimorfonucleares (PMNs) foi significativamente maior no grupo IR 

versus o grupo-controle (P=0,01). A necrose não foi diferente entre os três 

grupos (P=0,24). Grupo controle: sham operation; Grupo IR: isquemia por 90 

minutos seguido de reperfusão por 180 minutos; Grupo PCI+IR: isquemia de 10 

minutos seguido de 10 minutos de reperfusão, antes dos 90 minutos de isquemia 

e 180 minutos de reperfusão. Os escores foram ordenados em postos e 

comparados entre os grupos com ANOVA seguido de procedimento de Tukey; 

P<0,05. 
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Figura 4 – Escore total das células apoptóticas (hepatócitos + células 

sinusoidais), avaliado pela técnica imunoistoquímica pelo anticorpo policlonal 

anticaspase 3 clivada (D175, Cell Signaling, Danvers, MA, EUA) ao microscópio 

óptico, em um modelo de isquemia e reperfusão hepática em suínos submetidos 

ou não ao precondicionamento isquêmico. *O escore total de células apoptóticas 

no grupo IR (39,0±12,7), foi significativamente maior que o encontrado no grupo 

PCI+IR (12±10,1) e que o encontrado no grupo-controle (3,2±2,9) (P<0,01). 

Grupo controle: sham operation; Grupo IR: isquemia por 90 minutos seguido de 

reperfusão por 180 minutos; Grupo PCI+IR: isquemia de 10 minutos seguido de 

10 minutos de reperfusão, antes dos 90 minutos de isquemia e 180 minutos de 

reperfusão. Os dados são apresentados como média ± desvio padrão. ANOVA 

seguido pelo teste de Tukey; P<0,05. 
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Fotos 5A, B, C – Imunoistoquímica representativa de amostra do tecido hepático 

corado pelo anticorpo policlonal anticaspase 3 clivada (D175, Cell Signaling, 

Danvers, MA, EUA) ao microscópio óptico (ampliação 400x), em um modelo de 

isquemia e reperfusão hepática em suínos submetidos ou não ao 

precondicionamento isquêmico. A) grupo controle, hepatócitos e células 

sinusoidais não demonstram atividade da caspase 3; B) grupo PCI+IR, raros 

hepatócitos e células sinusoidais apoptóticas; C) grupo IR, várias células 

sinusoidais e hepatócitos apoptóticos. Grupo controle: sham operation; Grupo IR: 

isquemia por 90 minutos seguido de reperfusão por 180 minutos; Grupo PCI+IR: 

isquemia de 10 minutos seguido de 10 minutos de reperfusão, antes dos 90 

minutos de isquemia e 180 minutos de reperfusão. 
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Figuras 6A, B, C – Fotos representativas da ultra-estrutura das mitocôndrias de 

amostras do tecido hepático a microscopia eletrônica (magnification x 10000), 

em um modelo de isquemia e reperfusão hepática em suínos submetidos ou não 

ao precondicionamento isquêmico. A) grupo-controle, estrutura mitocondrial 

normal; B) grupo PCI+IR, mitocôndrias levemente edemaceadas, membrana 

mitocondrial visível, alguns vacúolos; C) grupo IR, mitocôndrias edemaceadas, 

disformes, membrana mitocondrial pouco visível, algumas parcialmente 

rompidas, dificuldade de vizualização das cristas e presença de grande 

quantidade de vacúolos no citoplasma.  Grupo controle: sham operation; Grupo 

IR: isquemia por 90 minutos seguido de reperfusão por 180 minutos; Grupo 

PCI+IR: isquemia de 10 minutos seguido de 10 minutos de reperfusão, antes dos 

90 minutos de isquemia e 180 minutos de reperfusão. M: mitocôndria; N: núcleo. 
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Figura 7 – Edema mitocondrial calculado pela média da área de 10 mitocôndrias 

próximas ao núcleo, em um modelo de isquemia e reperfusão hepática em 

suínos submetidos ou não ao precondicionamento isquêmico. *A área das 

mitocôndrias foi estatisticamente maior no grupo IR (0,6623±0,2241 µm) em 

relação ao grupo-controle (0,3391±0,0714 µm) e em relação ao grupo PCI+IR 

(0,4493±0,1456 µm), (P<0,01). Grupo controle: sham operation; Grupo IR: 

isquemia por 90 minutos seguido de reperfusão por 180 minutos; Grupo PCI+IR: 

isquemia de 10 minutos seguido de 10 minutos de reperfusão, antes dos 90 

minutos de isquemia e 180 minutos de reperfusão. Os dados são apresentados 

como média ± desvio padrão. ANOVA seguido pelo teste de Tukey; P<0,05 
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ABSTRACT 
 
AIM: The beneficial effects of ischemic preconditioning (IPC) on hepatic 

ischemia-reperfusion injury have been described, although the link between IPC, 

apoptosis/necrosis and changes of the structure of mitochondria in hepatic 

ischemia/reperfusion injury is not well established. This study investigated the 

effect of IPC on early phase of post-ischemic liver injury in a pig model, 

particularly on liver morphology, apoptosis/necrosis and on the changes of the 

structure of mitochondria.  

METHODS: A pig model of 90 minutes of hepatic ischemia and 180 minutes of 

reperfusion under passive venovenous bypass was established. Eighteen female 

hybrid pigs were randomly divided into sham-operated group, non-

preconditioning group and ischemic preconditioning group (10 minutes of 

ischemia and 10 minutes of reperfusion). Serum concentration of aspartate 

aminotransferase (AST), alanine aminotransferase (ALT), Thiobarbituric acid 

reactive substances (TBARS) and serum activity of antioxidant enzymes 

superoxide dismutase (SOD) and catalase (CAT) were measured. The bile flow 

was continuously measurement. Liver biopsies were taken at 180 min after 

reperfusion for histological and ultraestructural examination. Apoptotic cells were 

measured by immunohistochemical technique (anti-caspase-3). Mitochondrial 

ultrastructure was observed by electron microscope.  

RESULTS: The IPC procedure increased bile flow (P<0.01) and improved serum 

AST level (P<0.01) when compared with non-preconditioning group. The serum 

concentration of TBARS in ischemic preconditioning group was significantly 

reduced only at 180 minutes of reperfusion (P=0.05), while the activity of 

antioxidant enzymes CAT was significantly higher in ischemic preconditioning 

group at 60 (P=0.02) and 180 minutes (P<0.01) of reperfusion. The sinusoidal 

congestion (P=0.02) and infiltrating polymorphonuclear leukocytes (PMNs) 

(P=0.01) in the sinusoids were statiscally more evident in the non-preconditioning 

group only when compared with sham operated group. Under light microscope, 

anti-caspase-3 staining indicated that cell injury occurred primarily in the form of 

apoptosis at the early stage of reperfusion and the ischemic preconditioning 

group showed approximately 3-fold less caspase-3 activity when compared with 
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the non-preconditioning group (P<0.01). The injury of mitochondrial ultrastructure 

in ischemic preconditioning group was also obviously reduced (P<0.01).  

CONCLUSION: In this study, we showed that apoptosis was a prominent feature 

of ischemia/reperfusion injury of the liver cells in the early phase of reperfusion 

and the IPC procedure inhibited apoptosis of the liver cells wich was associated 

with better preservation of mitochondria structure and inhibition of caspase-3 

activity. 
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INTRODUCTION 
 
 
Hepatic ischemia and reperfusion is a common problem in many clinical and 

surgical conditions such as hepatic failure after shock, liver surgery for trauma or 

cancer and liver transplantation. A strategy that could be applicable to liver 

surgery and transplantation is ischemic preconditioning. Ischemic preconditioning 

is a short period of ischemia followed by a brief period of reperfusion before a 

sustained ischemic insult.1 Ischemic preconditioning has been shown to attenuate 

the tissue injury observed after reperfusion of the heart, brain, skeletal muscle, 

spinal cord, kidney, intestine,1, 2 in experimental studies on hepatic vessel 

interruption as well as in liver surgeries in humans.1, 3 Although a large body of 

evidence favor liver protection by ischemic preconditioning from injury in both 

warm and cold ischemia, some studies have suggested that hepatic ischemic 

preconditioning may have only a limited benefit.4-6 Moreover, quite recently, the 

report by Azulay et al.7 did not demonstrate any beneficial results of ischemic 

preconditioning after hepatectomy under vascular exclusion of the liver in 

humans.  

  

The effects of ischemic preconditioning in the liver have been demonstrated in 

several species including rodents and pigs, as well as in human beings. Although 

most of the data available in the literature have been derived from rodents,1 it 

must be recognized that extrapolation of the results to larger species and humans 

is limited.1 There are several similarities between the pig and human liver 

regarding physiology and anatomy; which make pig livers more appropriate than 

rats for experimental studies in this field.8, 9 However, as in humans, there is lack 

of data regarding hepatic ischemic preconditioning in pigs in the literature.1  

 

The potential benefits of ischemic preconditioning have been suggested for 

several organs, although the underlying mechanisms involved in this 

phenomenon remains uncertain.1, 10 Ischemic preconditioning has been described 

as an endogenous adaptive mechanism to prevent injuries resulting from 

ischemia reperfusion.11 Based on studies on preconditioned myocardium, it is 
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widely accepted that ischemic preconditioning is mediated via a receptor-

targeting mechanism.12, 13 Molecules released during ischemia attach to cellular 

receptors and contribute to preconditioning response. Several protective 

mediators have been proposed and investigated in liver ischemic preconditioning 

including adenosine,14, 15 nitric oxide (NO),14, 16 oxidative stress,17, 18 modulation 

of apoptosis cascade through down-regulation of of cysteine proteases known as 

caspases and inhibition of the release of cytochrome c from the mitochondria,19-21 

and countless others.  

  

In this context, mitochondria seem to be a target of ischemia and reperfusion 

injury, and their dysfunction, in turn, is a major pathogenic factor.22 Mitochondria 

as one of the cell organelles play an important role in providing energy, adjusting 

osmotic pressure, calcium balance and pH value, and cell signaling. Mitochondria 

produce ATP and reactive oxygen species which are also known as signals 

regulating gene expression and triggering cell death.23, 24  

  

Reperfusion of the ischemic tissue has been implicated with oxidative 

modifications and functional impairment of mitochondria 25 which ultimately 

results in the loss of mitochondrial integrity, particularly damage to the 

mitochondrial permeability transition (MPT) characterized by swelling.25 It has 

been proposed that the MPT is responsible for apoptogen release in at least a 

large subset of pathologic conditions that involve apoptotic death, including 

ischemia and reperfusion injury.21 These apoptogenic factors clearly include the 

electron-transport protein cytochrome-c 21, 26 and may also include protease(s),26 

including those of the caspase family.27 Beneficial effects of ischemic 

preconditioning improving lipid peroxidation of the mitochondrial membrane,25, 28  

damage to the mitochondrial integrity, particularly the MPT21, 25 and the energy 

metabolism have been suggested.25  

  

Although the beneficial effects of ischemic preconditioning on hepatic ischemia 

and reperfusion injury have been described, the link between ischemic 

preconditioning, apoptosis/necrosis and changes in the structure of mitochondria 

in hepatic ischemia and reperfusion injury is not well established and was rarely 
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reported in large animals. Therefore, this study investigated the effect of ischemic 

preconditioning on the early phase of post-ischemic liver injury in pigs, 

particularly on liver morphology, apoptosis/necrosis and on changes in the 

mitochondrial structure. 

 

 

 

MATERIALS AND METHODS 
 
 
Animals and Operative Procedures 
 
This study was approved by the Bioethics committee of the University of Caxias 

do Sul and was performed in compliance with ethical guidelines for animal 

studies. Eighteen female hybrid pigs weighing 18 to 23 kg were used. After 

overnight fasting, the animals were anesthetized with thiopental sodium (Cristália, 

Brazil) (0.5 mg/kg, intravenously) after sedation with ketamine hydrochloride 

(Cristália, Brazil)  (2.0 mg/kg, intramuscularly) and atropine sulfate (Cristália, 

Brazil) (0.025 mg/kg, intramuscularly). The trachea was intubated for connection 

to a respirator (Takaoka model KT-13, serie Sansei plus, Brazil) and the animals 

underwent general anesthesia with a mixture of oxygen and isoflurane (Isoforine - 

Cristália, Brazil). Through the cervical incision, the right carotid artery and both 

internal jugular veins were isolated. The artery was cannulated with a 

polyethylene catheter for the measurement of mean arterial pressure. The jugular 

veins were cannulated for volume replacement using warmed 0.9% saline and for 

the measurement of central venous pressure. The temperature was monitored 

with a thermometer introduced through a small incision in the axial region. The 

temperature was kept above 37°C by the use of a heated drapes. The 

electrocardiogram and oxymetry were also monitored continuously during 

surgery. Through a midline incision, the liver was completely skeletonized by 

dividing all the hepatic suspensory ligaments. The portal vein, hepatic artery, and 

common bile duct were isolated, and their collaterals were separately occluded. 

Hepatic ischemia was induced by clamping the portal vein and the hepatic artery 
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under extracorporeal circulation. The venovenous bypass was used through the 

splenic vein to the left internal jugular vein with a polyethylene tube without a 

pump. The bypass was maintained under conditions of systemic heparinization 

(2,000 units) 5 minutes before ischaemia. The common bile duct was cannulated 

and drained to an unpressurized reservoir for continuous measurement of the bile 

flow; the cystic duct was occluded. Hepatic ischemia was maintained for 90 min, 

and then reperfusion was subsequently performed by releasing the clamp. 

Congestion of the small intestine was not observed macroscopically during the 

experiment. No animals received vasopressor drugs and the pigs were killed 3 

hours after reperfusion. 
 

Blood samples (5ml) were obtained in  heparinized tubes at the beginning of 

laparotomy; before reperfusion (at 75 minutes of ischemia); at 5, 15, 30, 60, 90 

and 180 min after reperfusion. Aspartate aminotransferase (AST), alanine 

aminotransferase (ALT), serum concentration of the thiobarbituric acid reactive 

substances (TBARS), antioxidant enzyme superoxide dismutase (SOD) and 

catalase (CAT) were measured. Liver biopsies were taken at 180 minutes after 

reperfusion for histological and ultrastructural examination, and apoptosis 

evaluation. 

 

Experimental Design 
  

The pigs were randomly allocated to three study groups of six pigs each. Sham-

operated group: the liver was exposed for 5 hours, (the animals were subjected 

to anesthesia, laparotomy and dissection of structures without hepatic ischemia 

and the liver remained exposed during 5 hours); non-preconditioning group (IR): 

animals subjected to 90 minutes of ischemia followed by a 180 min period of 

reperfusion; ischemic preconditioning group (IPC+IR): before 90 minutes 

ischemia and 180 min of reperfusion, the liver was subjected to a preconditioning 

protocol (10 minutes ischemia followed by 10 minutes reperfusion). 
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Biochemical Assessment of liver Cytolysis (Serum Enzyme Analysis)  
  

Blood samples were obtained before ischemia and at the end of the reperfusion 

period. Blood was centrifuged and the plasma separated. Irreversible hepatic 

damage was evaluated by measuring alanine aminotransferase (ALT) and 

aspartate aminotransferase (AST). The AST and ALT determinations were 

performed with the SELECTRA II Merck ® automated system using the 

colorimetric enzymatic method with a commercial kit from Labtest Diagnóstica SA 

(Labtest  Diagnóstica SA, Brazil). The results were expressed in UI/L. 

 
Excretory Liver Function 
  

Bile production, as a parameter of excretory liver function, was monitored 

continuously during the reperfusion period.  The common bile duct was 

cannulated (the cystic duct was occluded) and drained to an unpressurized 

reservoir for continuous measurement of the bile flow, which was expressed as 

milliliters/3-hour reperfusion period.  

 

Thiobarbituric acid reactive substances determination (TBARS) 
  

The intensity of lipoperoxidation, as a result of oxidative stress produced by 

reactive oxygen radical, was measured spectrophotometrically by concentration 

of the thiobarbituric acid reactive substances (TBARS) as described by Wills 

1966.29  TBARS results were expressed as nmol/mL. Blood samples were 

obtained from the venovenous shunt before ischemia, at the end of the ischemic 

period (at 75 minutes ischemia), 5, 15, 30, 60, 90 and 180 minutes after 

reperfusion.  

 

Superoxide dismutase (SOD) activity  
 

Superoxide dismutase activity was determined spectrophotometrically in serum 

samples by measuring the inhibition of the rate of auto-catalytic adrenochrome 

formation at 480nm in a reaction medium containing 1mmol/L adrenaline (pH 2.0) 
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and 50 mmol/L glycine (pH 10.2)30, both from E. Merck. This reaction was 

conducted at a constant temperature of 30ºC during 3 minutes. The enzymatic 

activity is expressed as superoxide dismutase units per g of protein (U/g de 

proteín). One unit is defined as the amount of enzyme that inhibits the rate of 

adrenochrome formation by 50%.  

 

Catalase (CAT) activity 
 

The assay was performed according to the method described by Aebi. 31 The 

assay principle is based on the determination of the rate of hydrogen peroxide (E. 

Merck) decomposition at 240 nm. This reaction was conducted at a constant 

temperature (30ºC) for 1 minute. The enzymatic activity is expressed as catalase 

units per mg of protein (U/mg de protein).  One unit of catalase decomposed 1 

μmole of H2O2 per min at pH 7.4 and 30ºC.  

 

Proteins 
 

The total protein levels were analyzed by Biureto methods (Kit Proteínas Totais-

Labtest Diagnostica S.A., Brazil), for spectrophotometrical determination in 

545nm. 

 
Histology and Immunohistochemistry Assessment 
  

Liver biopsies were taken from each of the six animals in each group at 180 min 

after reperfusion for histological examination using light microscopy (Olympus BX 

41, Japan). The light microscopy analysis was performed under haematoxylin 

and eosin (H&E) staining and we examined the mechanism by which 

ischemia/reperfusion influenced apoptosis after reperfusion using 

immunohistochemical methods (polyclonal anti-caspase-3 antibody) (D175, Cell 

Signaling, Danvers, MA, EUA). A pathologist examined the slides without 

knowledge of the study groups. 
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Haematoxylin and Eosin (H&E): Biopsies were fixed in 10% buffered formalin 

and embedded in paraffin. Thin sections were stained with haematoxylin and 

eosin (H&E) for analysis of the sinusoidal congestion, cytoplasmic vacuolation, 

infiltrating polymorphonuclear leukocytes (PMNs), steatosis and liver necrosis. 

Morphologic criteria for necrosis such as increased cytoplasmic eosinophilia, 

vacuolization, cell disruption, loss of architecture, and nuclear changes consisting 

in pycnosis, karyorrhexis, or karyolysis were used to determine necrosis.28  
  
The extent of sinusoidal congestion, cytoplasmic vacuolation, infiltrating 

polymorphonuclear leukocytes (PMNs), liver necrosis and steatosis was 

assessed semiquantitatively as follows: Sinusoidal congestion (score 0 – 3): none 

= 0; mild (dilation of the centrolobular vein) = 1; moderate (dilation of the 

centrolobular vein plus sinusoidal dilation of zone 3) = 2; severe (dilation of the 

centrolobular vein + sinusoidal dilation of zone 3 and zone 2) = 3; Cytoplasmic 

vacuolation (score 0 – 3): none = 0; mild (rare  perivenular hepatocytes) = 1; 

moderate (numerous perivenular hepatocytes) = 2; severe (alterations of the 

hepatocytes beyond zone 3) = 3; PMNs (score 0 - 4) none = 0; rare cells = 1; 

focal = 2; multifocal = 3; diffuse and uniformly intense = 4; Liver necrosis (score 0 

– 4): absence of necrosis = 0; spotty necrosis (scattered necrotic hepatocytes at 

zona 3) = 1; focal necrosis (periportal or perivenular or midacinar necrosis) = 2; 

multifocal necrosis (necrosis in more than one acinar zone) = 3; lobular necrosis 

(necrosis bridging between vascular inflow and outflow structures – diffuse, 

zones 1,2,3) = 4; and Steatosis (score 0 – 3) <5% = 0; mild (33%) = 1; moderate 

(33% - 66%) = 2; severe (>66%) = 3. 

 

Caspase-3 Activity Assay: Immunohistochemistry for cleaved caspase-3 

was performed on samples of  tissue from pig livers removed from each group 

after 180 minutes of reperfusion, fixed in formalin and embedded in paraffin. For 

immunohistochemical preparation, r micrometer section distributed on silanized 

slides were deparaffinized in xylene, hydrated in alcohol and pre-treated for 

antigen recovery in citric acid (pH 6.0) using a steamer at a temperature of 98oC 

for 20 minutes. The slides were incubated using cleaved anti-caspase-3 

polyclonal antibody (D175, Cell Signaling, Danvers, MA, EUA) at a 1:300 dilution, 
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, na anti-IgG biotinilated secondary antibody of rabbit at a 1:320 dilution (BA-

1000, Vector Laboratories, Burlingame, CA, EUA),  VECTASTAIN Elite ABC 

detection system kit (PK-6100, Vector Laboratories, Burlingame, CA, EUA) and 

diaminobenzidine chromogen-DAB (D5637, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, 

EUA). Positive (lymphoid tissue) and negative controls prove the faithfulness of 

the reaction. .  
  

Morphometric analysis of the cells in tissue stained by the anti-caspase-3 method 

was performed under high-power magnification (x400) (Olympus BX 41, Japan). 

Positively labeled nuclei (brown color) were identified from negatively unstained 

nuclei (blue color). The number of positive nuclei was determined by counting all 

the positively labeled nuclei present in twenty random visual fields for each anti-

caspase-3 stained tissue sample under a microscope. The assessment included 

the count of 10 portal spaces (one portal space per field, using the portal space 

as a central reference, prioritizing the septal region to increase the number of 

cells counted), and 10 centrolobular veins (one centrolobular vein per field, using 

as central reference the terminal centrolobular vein), which meant a total area of 

360 mm2 (18 mm2/field).  The apoptotic cells had the following characteristics: 

single cells, no inflammation, curling of cell membrane, brown particulate or 

fragmented nuclei, as previously described.32 The numbers of hepatocytes and 

apoptotic sinusoidal lining cells (SLCs) were counted independently and scored 

semiquantitatively by averaging the number of apoptotic cells by the total area of 

field analyzed (including portal zone, centrolobular zone and portal zone + 

centrolobular zone). Hepatocytes were clearly identified as a specific population 

of cells; however, SLCs included endothelial cells, Kupffer cells, and possibly 

adherent neutrophils. The cells that showed a brown color in the cytoplasm and 

free positive cells inside the sinusoids (lymphocytes and PMNs) were not 

considered positive for the caspase-3 marker. The presence of areas of marked 

lymphocytic infiltration or necrosis were removed to count apoptotic cells, as also 

previously described.33 

 

 

 



 142

Electron Microscopy (Ultrastructural assessment) 
  
Liver biopsies were taken from each of the six animals in each group at 180 min 

after reperfusion for electron microscopy. Two observed examined the slides 

without knowledge of the study groups. 

  

One mm3 fresh hepatic tissue was imediatamente placed in a fixative solution 

with 2% glutaraldehyde. The samples were post-fixed in 1% osmium tetroxide  

buffer, followed by na “em bloc” contrast stage, with 1% uranyl acetate. The 

dehydration was performed in gradual alcohol series.  The pre-soaking of the 

material was done in a mixture of Epon 812 with pure acetone at the following 

proportions: 75%, 50%, 25%. Soaking was performe dwith pure Epon 812 for 24 

hours. Polymerization was carried out in an oven at constant 60o C for 72 hours. 

The semithin sections were cut on the  Leica Ultracut UCT 2.0 ultramicrotome, 

using a diamond razor, with a thickness of 800 nm and stained with an aqueous 

solution of 1% toluidine blue + basic fuchsin. The ultrathin sections were cut with 

a70 nm thickness on the same ultramicrotome, with a “Durkker type histo with 

trough 3mm” diamond razor . Ultrathin sections stained with a metanilic uranyl 

solution and then lead citrate.34 The changes in ultrastructural organization were 

examined through an EM208S Philips transmission electron microscope (Philips 

Electronic Instruments Inc, Eindhoven, Holland) with an 80-kV acceleration 

voltage, at the Electron Microscopy Laboratory at Universidade Luterana do 

Brasil – ULBRA/RS. 

 

Mitochondrial swelling: The ultrastructural modifications of the mitochondria 

were assessed to determine the presence of mitochondrial swelling and changes 

in the mitochondrial membrane. The mitochondrial swelling was assessed 

semiquantitatively by the mean of the measure of the areas of 10 mitochondria 

close to the nucleus of each animal using Carnoy v. 2.0 software 

(http://www.carnoy.org) following the formula of the area of the ellipse: A=πab; 

where (a) is the large semidiameter and (b) the small semi-diameter. Two 

observed examined the slides without knowledge of the study groups. The results 

were expressed in µm. 
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Statistical analysis 
  
Considering that there was na interest in testing differences with magnitudes of 

effect equal to or larger than two standard deviation units (E/S ≥ 2), it was 

estimated that with six (6) animals per group we would obtain a statistical power 

of approximately 90% at an  α=0.05 level of significance. The data were 

described by mean and standard deviation, and when the scale scores did not 

have much amplitude, the median and minimum and maximum values were 

chosen. The evolution of the TBARS, SOD and CAT values was asssessed by a 

model of repeated measures analysis of variance. The other comparisons, 

involving specific moments, were assessed by one-way ANOVA, differences 

being found by Tukey test. The scores were Rank transformed prior to analysis 

and comparisons were conducted via ANOVA followed by Tukey post hoc 

procedure. The level of significance adopted was α=0.05, and the data were 

analysed using the SPSS version SPSS versão 12.0 and SigmaPlot version 8.0 

program.35 
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RESULTS 
 
 

Liver Enzyme Analysis 
  

Changes in serum aminotransferases after reperfusion of livers subjected to 

ischemia are summarized in Table 1. After 3 h of reperfusion, the serum AST and 

ALT levels in the sham-operated animals did not change during the time of the 

experiment. In the non-preconitioning group, the serum AST and ALT levels 

increased to approximately 15 and 2 times that observed in the sham group 3 h 

after reperfusion, respectively. These increases were significantly suppressed by 

the ischemic preconditioning group (Figure 1). 

 

Excretory Liver Function 
  

After 180 minutes of reperfusion, bile production was almost completely stopped 

in non-preconditioning group (5.3 ± 3.3 ml), on the other hand, bile production in 

the ischemic preconditioned group  (21.2 ± 6.9 ml) reached approximately half of 

the volume produced by the sham-operated group (49.3 ± 8.4 ml) (Table 1 - 

P<0.01). 

 

TBARS levels and Antioxidant enzyme activity 
  

Although we observed higher levels of TBARS after 180 minutes of reperfusion in 

non-preconditioning group (4.40±1.25), compared with the ischemic 

preconditioning group (3.01±0.39) (P=0.05), this was not observed for the sham-

operated group (3.47±0.81) (Figure 2). 

  
The activity of SOD also did not differ among the three groups in any of the 

samples, while the activity of CAT was significantly higher ischemic 

preconditioning group (4.01±2.73) when compared with the non-preconditioning 

group (1.02±0.83) and sham- operated group (1.20±0.72) 60 minutes after 
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reperfusion (P=0.02). These was also found 180 minutes after reperfusion 

(4.40±1.80 IPC  vs.  1.0±0.44 IR  vs. 1.10±1.40 Sham group; P<0.01).  

 
Histological Findings 
  
Light microscopic evaluation of the liver biopsies obtained at the end of 180 

minutes of reperfusion showed only minor alterations in all groups. Steatosis was 

less than 5% in all groups (P=0.39), cytoplasmic vacuolation was present in rare 

perivenular hepatocytes (P=0.24) and, in all groups, liver necrosis was absent or 

only scattered necrotic hepatocytes were found (P=0.32). The sinusoidal 

congestion and infiltrating PMNs in the sinusoids were statistically more evident 

in the non-preconditioning group when compared with sham-operated group 

(P=0.02 and P=0.01, respectively) (Figure 3).   

 
Caspase-3 Activity 
  

Under light microscopy, anti-caspase-3 staining indicated that cell injury occurred 

primarily in the form of apoptosis at the early stage of reperfusion and apoptotic 

cells were found in the same proportion between centrolobular zones and the 

portal zone in each group (P>0.05) (Figure 4A, B, C).  

 

Livers subjected to ischemia and reperfusion without preconditioning showed 

approximately 3-fold greater caspase-3 activity when compared with the ischemic 

preconditioning group. The total score of apoptotic cells (centrolobular + portal 

zone) in the non-preconditioning group was significantly higher than that in 

ischemic preconditioning and sham operated group (39.0±12.7 vs. 12.0±10.1 vs. 

3.2±2.9; P<0.01), respectively. The score of apoptotic cell per zone (centrolobular 

and portal) was also significantly higher in the non-preconditioning group 

(21.8±7.7 and 17.2±8.0) than that in the ischemic preconditioning (6.3±5.7 and 

5.7±4.9) and sham-operated group (1.8±1.5 and 1.5±1.6) (P<0.01) (Figure 5). In 

the ischemic preconditioning group, we did not find a difference in caspase-3 

activity between hepatocytes and SLCs in the centrolobular zone (2.0±2.2  vs.  

4.0±3.6; P=0.14), but a difference was found in caspase-3 activity between the 
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hepatocytes and SLCs in the portal zone (1.0±1.5  vs.  4.7±3.7; P=0.02). In the 

non-preconditioning group, the number of apoptotic SLCs was significantly higher 

than apoptotic hepatocytes, both in the centrolobular zone (14.8±6.7  vs.  

5.7±1.8; P=0.02) and in the portal zone (12.5±5.5  vs.  4.7±3.8; P=0.01).  

 

Ultrastructural changes of mitochondria and quantitative analysis of 
swelling 
  

In the sham-operated group, the mitochondrial structure was normal. 

Mitochondria arranged in an orderly manner in a round or ellipsoid form without 

swelling. The mitochondrial membrane was intact and cristae were arranged in 

the form of a concentric ring or vertical line, congested and clear. In the non-

preconditioning group, mitochondria were swollen, their membrane was vague or 

partly ruptured and cristae were obviously loose and dissolved, a lot of vacuoles 

were formed. In the ischemic preconditioning group, the mitochondrial structure 

was better preserved (Figure 6A, B, C). The cross-sectional area of mitochondria 

were increased after reperfusion in non-preconditioning group (0.6623 ± 0.2241 

µm) against sham operated (0.3391 ± 0.0714 µm) and ischemic preconditioning 

group (0.4493 ± 0.1456 µm) (P<0.01) (Figura 7). 

 



 147

DISCUSSION 
  

In the in vivo experimental model of liver reperfusion injury in pigs used in this 

study, the ischemic preconditioning conferred strong resistance to liver cell 

damage consequent to prolonged warm ischemia followed by tissue 

reoxygenation. We demonstrated improved liver function and preserved 

parenchyma integrity as a protective effect of ischemic preconditioning. The 

protective mechanisms underlying ischemic preconditioning increased the bile 

production, decreased in the serum AST level and resulted in the reduction of 

apoptosis of sinusoidal endothelial cells and hepatocytes. The damage to 

mitochondrial structure and caspase-3 activity, clearly visible soon after 

reperfusion, was prevented by the ischemic preconditioning procedure.  

  

The hepatoprotective effect against warm ischemia/reperfusion injury was clearly 

demonstrated in the pigs pretreated with ischemic preconditioning. The significant 

reduction of AST levels measured 3 hours after reperfusion reflected the 

beneficial effects of preconditioning procedure in these in vivo 

ischemia/reperfusion injury models. Serum levels of AST were distinctly elevated 

in both groups submitted to ischemia-reperfusion injury, in contrast to levels of 

ALT, which, despite being significantly higher than in the sham-operated group, 

presented much lower serum levels. It seems that the lag time for release of ALT 

into the blood is longer than that of AST, as previously described.33, 36 Most 

clinical studies have used aminotransferase levels to assess hepatic injury 

resulting from ischemia.37, 38  

  

These enzymes are currently the most sensitive markers of ischemic injury to the 

liver, however, serum enzyme concentrations cannot easily be used as surrogate 

markers for the extent of irreversible damage in hepatic ischemia/reperfusion 

injury.5 Therefore, corroborating the reduction of serum AST levels, we 

demonstrated a significant increase of bile production in the ischemic 

preconditioning group. Bile production, as a parameter of excretory liver function, 

has also been described as a valuable parameter of ischemia-reperfusion injury 
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in the liver,39 and bilirubin has been described as a potent physiological bile 

pigment with an antioxidant function that protects cells from oxidative injury.40, 41 

  

In this study, bile production in the sham-operated group remained constant 

throughout the experiment, and was almost completely stopped in both groups 

during ischemia (data not shown), whereas during the 3-hour reperfusion period, 

cumulative bile production remained severely depressed in the non-

preconditioning group, and recovered in the ischemic preconditioning group.  

Similarly, in a previous study in anesthetized rats,42 and in a pig model,5 recovery 

of cumulative bile production was faster in the preconditioned than in the non-

preconditioned livers.  

  

Ischemic preconditioning has also shown beneficial effects during the early phase 

of reperfusion most probably by preventing the ischemia/reperfusion dependent 

exarcebation of oxidative stress and lipid peroxidation.17, 28 In this study, we found 

higher serum levels of TBARS after 180 min of reperfusion in the non-

preconditioning group compared with the ischemic preconditioning group. We 

also showed a significant elevation of CAT at 60 and 180 minutes after 

reperfusion in the ischemic preconditioning group, which suggests a protective 

effect of ischemic preconditionig due the the increased activity of this antioxidant 

sytem, as well as the greater involvement of hydrogen peroxide (H2O2) as 

reactive oxygen species mediating the cell lesion, as also shown previously.25, 28  

 

The significant elevation of CAT after only 60 min of reperfusion may be justified 

by the tendency to late modulation of this antioxidant in the liver, an organ where 

it has been described that the first enzyme to act in the dismutation of the 

hydrogen peroxide, (and also when at low concentrations) is perosixdase 

gluthatione (GPx).43 This information can only be inferred, since measuring the 

serum GPx levels was not the subject of this study.   

  

Although damage to membranes by lipid peroxidation is one of the most popular 

hypotheses to explain injury by reactive oxygen species, other reactive oxygen-

induced cell injury mechanisms appear to be more important, and lipid 
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peroxidation products may be involved in the amplification and extension of the 

inflammatory response.44 Jaeschke et al. 44-47   using different models of hepatic 

injury induction by lipid peroxidation in vivo observed that, where lipid 

peroxidation was the cause of cell death, a wide variety of lipid peroxidation 

parameters, such as ethane and pentane exhalation, hepatic malondialdehyde 

content, hepatic levels of hydroxy and hydroperoxy fatty acids, and isoprostanes, 

consistently increased by 20- to 50-fold above baseline.  

  

On the other hand, in virtually all papers on hepatic ischemia/reperfusion injury, 

including these results (through serum level), lipid peroxidation parameters 

increased less than threefold above the baseline.44 Thus, on a quantitative basis, 

we could also agree with Jaeschke et al.44 when they say tha it is very difficult to 

explain that severe injury during reperfusion could be caused by moderate lipid 

peroxidation.  

 

Hepatic ischaemia and reperfusion may induce not only metabolic impairment but 

also morphological alteration of the liver. In previous models of liver 

ischemia/reperfusion,37, 48, 49 morphological evidence of cellular injury after 

prolonged ischaemia followed by reperfusion was demonstrated by light and 

electron microscopy. Under electron microscopy, injuries included alteration of 

non-parenchymal cells (swelling of sinusoidal lining cells and widening of the 

Disse space) and substantial parenchymal cell damage (swelling of mitochondria, 

derangement of rough endoplasmic reticulum, vacuolization and complete 

cytoplasmic degeneration).37 

 

In this study, electron microscopy analysis clearly revealed a marked degree of 

mitochondrial degeneration in non-preconditioned versus preconditioned livers. 

Ischemia/reperfusion in a non-preconditioned group caused an obvious disruption 

of mitochondrial structure characterized by swelling with loss of cristae, decrease 

of matrix density; further, some of this mitochondria showed blebs with rupture of 

the external membrane.  
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It was considered previously that the apoptotic cells manifested condensed 

chromatin but intact mitochondria, now much more evidence revealed that 

significant changes in mitochondria such as swelling, megamitochondria, 

mitochondrial pyknosis and disrupted outer-membrane could take place in many 

apoptotic models.50, 51 Indeed, the mitochondria play a critical decision-making 

role in the apoptotic cascade by controlling the release of those factors that 

stimulate the late steps of apoptotic death.21 These apoptogenic factors clearly 

include the electron-transport protein cytochrome-c21, 26 and may also involve 

protease(s),26 including those of the caspase family.27  

 

The mechanism for which there is the most supporting evidence for apoptogen 

release is mitochondrial swelling that could be induced either by the permeability 

transition or by another permeability-altering event. As the permeability of the 

inner mitochondrial membrane is compromised, osmotic forces induce an 

increase in the matrix volume, ultimately rupturing the outer mitochondrial 

membrane.21 The method used in this study to quantify mitochondrial swelling by 

measuring the area of the ellipse was simple, quick and in accordance with the 

other results obtained in this study to quantify the liver cell injury. In other words, 

in the ischemic preconditioning group, the degree of mitochondrial swelling injury 

was obviously relieved and the SLCs and hepatocellular apoptotic score was also 

decreased, indicating that the structural and functional changes of mitochondria 

were correlated with the initiation and development of cell apoptosis. However, 

the exact mechanisms underlying this preconditioning-produced mitochondria 

protection remain unclear.  

  

Knowledge on molecules and pathways involved in apoptosis is just emerging. 

The quantitation of apoptosis in the tissue was mainly based on TUNEL assay.52-

54   Actually, the most investigated signaling pathway is the caspase cascade, 

and caspase activation remains a hallmark feature of apoptosis.55, 56 In fact, a 

large body of evidence exists to support caspase 3 as a distal effector protease in 

apoptosis and in directly inducing apoptosis.19, 56  
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In the present study, using the anti-caspase-3 assay, we showed that the 

ischemic preconditioning reduces the amount of hepatocyte and sinusoidal lining 

cell apoptosis. In others words, the apoptotic cells were significantly increased in 

non-preconditioning livers compared with the ischemic preconditioning group 

(approximately 3-fold). In the preconditioning group, caspase-3 activity was 

steadily decreased to values statistically not different from those obtained in the 

liver of sham-operated animals. Similar results were observed by Yadav et al.20 

as assessed by specific enzymatic assay; the control livers subjected to 90 

minutes of ischemia and 1 hour of reperfusion showed 3-fold greater caspase-3 

activity when compared with the preconditioned livers.  The chronology of cell 

death was not the main purpose of this study, but our data support sinusoidal 

endothelial cell susceptibility to apoptosis. We showed that the score of 

sinusoidal endothelial cells apoptotic was significantly higher than hepatocyte 

apoptotic cells. Previous data in the cold and warm ischemic liver suggested that 

the sinusoidal endothelial cell is the first cell type to undergo apoptosis after 

reperfusion.20, 52, 57  

  

The small number of animals studied (6 per group) is one of the main limitations 

of this study, and therefore it can be said that our data may have failed to find a 

statistically significant difference in the moderate and small effects. On the other 

hand, the statistically significant differences found in this study can safely be 

accepted.  

  

Another possible limitation of this study may have been the method used to 

determine lipid peroxidation (serum dosage of malondialdehyde, by thobarbituric 

acid reactive substances), which did not show oxidative stress as the most 

important component of tissue injury, since the results of liver tests used in this 

study and the morphological assessment of the liver cells clearly showed the 

protection of ischemic preconditioning. Corroborating this hypothesis, studies 

using pharmacological preconditioning with L-arginine have demonstrated that 

there is no correlation between the tissue levels (significantly lower than those of 

the controls) and serum levels of  malondialdehyde.33, 58  Moreover, the same 

studies and others using ischemic preconditioning have demonstrated 
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concordant results between the concentration of malondialdehyde and the activity 

of SOD and CAT in hepatic tissue and the results found in the function tests and 

hepatocellular morphological assessment.25, 33, 58 The importance of lipid 

peroxidation in the hepatic ischemia/reperfusion injury, as well as the correlation 

between serum and tissue levels of the lipid peroxidation parameters and the 

enzymatic antioxidant systems CAT and SOD represents an important area for 

future investigation. 

 

This study was designed to observe the alterações of the liver cells that occurred 

in the early stage of reperfusion (beginning of reperfusion until the third or fourth 

hour), which may have underestimated findings, especially concerning the mode 

of cell death (apoptosis and/or necrosis).  Recently, apoptosis has been indicated 

by some authors as a major mode of cell death during hepatic warm 

ischemia/reperfusion injury,52-54, 59 on the other hand, some reports concluded 

that the major mode of cell death during hepatic warm ischemia/reperfusion injury 

is necrosis rather than apoptosis.60, 61 In this context, it seems that both forms of 

cell death coexist21, 62 or occur serially, depending on the nature and severity of 

the insult and on the condition of the affected cell.10  

 

Previous studies, using models of normothermic hepatic ischemia have shown 

that both populations of hepatic cells undergo apoptosis after reperfusion with 

maximal injury observed 3 hours after reperfusion. This type of injury occurred 

well before any evidence of necrosis, which was apparent only 6 to 24 hours after 

surgery.20, 52, 54 Helling et al. 63  recently demonstrated in a pig model that 

detectable amount of apoptotic cells was doubled when reperfusion was 

prolonged from 60 min to 2 or 4 days. Makoto et al.64  in a pig model of long-term 

ischemia (180 minutes) followed by reperfusion concluded that the major mode of 

cell death during hepatic warm ischemia-reperfusion injury was necrosis, and 

apoptosis was not dominant. The peak phase of apoptosis was 6 hours after 

reperfusion and decreased gradually thereafter. Conversely, necrosis appeared 9 

hrs after reperfusion and increased gradually to 24 hrs after reperfusion.  
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Schulz et al.5 in another pig model of long-term ischemia (120 min) followed by 

480 min of reperfusion preceded by ischemic preconditioning demonstrated that 

less than 1% of hepatocytes were necrotic or apoptotic. Similarly, in the present 

study necrosis was absent or only scattered necrotic hepatocytes were found in 

all groups. On the other hand, apoptotic cells were dominant after 90 min of 

ischemia followed by 180 min of reperfusion. Such results could be explained 

mainly by the actual difference in the length of reperfusion and not due to 

duration of ischemia per se. Therefore, although our data further suggest that 

apoptosis is a key modality of cell death in the early postischemic liver, the 

absolute number of apoptotic cells and the amount of necrotic cells may have 

been underestimated due to the limited reperfusion period of 180 min in this 

study.  

  

In summary, this study establishes that ischemic preconditioning is a powerful 

protective mechanism in the ischemic liver. Ischemic preconditioning appears to 

induce intrinsic protective events and based on the data of the present study it 

allows us to hypothesize that ischemic preconditioning exerts beneficial effects 

already during the early phase of reperfusion which was evident in terms of 

attenuated levels of plasma aminotransferases, increased cumulative bilirrubin 

production and down-regulation of caspase-3 activity resulting in inhibition of 

apoptosis. The protection mechanism appears to occur through a much better 

preserved mitochondrial structure.  

 

Future areas of investigation should focus on the identification of cellular events 

and methods or new therapeutic agents to keep the mitochondrial structure 

stable, particularly the membrane permeability transition.  
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Table 1 – Effects of hepatic ischemia/reperfusion on pigs, submitted or not to ischemic 

preconditioning on the serum levels of aspartate aminotransferase, alanine 

amonotransferase and bile production. 

Characteristic 

Control group

n=6 

( X ± SD) 

IR group 

n=6 

( X ± SD) 

IPC+IR group

n=6 

( X ± SD) P 

AST pre-ischemia (UI/L) 37.7±14.6 32.3±14.9 39.2±13.0 0.69 

AST 180 min of reperfusion 

(UI/L) 

46.2±23.7(a) 702.2±118.1(c) 431.3±122.0(b) <0.01

ALT pre-ischemia (UI/L) 31.3±4.4 23.7±7.9 31.3±6.9 0.10 

ALT 180 min of reperfusion 

(UI/L) 

27.0±6.9(a) 57.2±17.5(b) 59.2±25.4(b) 0.01 

Bile production  

(mL/180min of reperfusion) 

49.3±8.4(c) 5.3±3.3(a) 21.2±6.9(b) <0.01

X ± SD: mean value ± standard deviation; ANOVA followed by Tukey test; P<0.05 

Non-coinciding index-letters represent statistically significant differences in the post—

hoc. Control group:  Sham operation; IR group: ischemia for 90 minutes followed by 

reperfusion for 180 minutes; IPC+IR group: 10 minutes of ischemia followed by 10 

minutes of reperfusion, before the 90 minutes of ischemia and 180 minutes of  

reperfusion; AST: aspartate aminotransferase (UI/L); ALT: alanine aminotransferase 

(UI/L).  
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Figure 1 – Serum levels of aspartate aminostransferase (AST) in a model of 

hepatic ischemia/reperfusion in pigs submitted or not to ischemic preconditioning. 

*The AST levels were higher in the IR group, compared with the IPC+IR group 

and compared with the control group (P<0.01). Control group:  Sham operation; 

IR group: ischemia for 90 minutes followed by reperfusion for 180 minutes; 

IPC+IR group: 10 minutes of ischemia followed by 10 minutes of reperfusion, 

before the 90 minutes of ischemia and 180 minutes of  reperfusion. ANOVA 

followed by Tukey test; P<0.05. 

 



 156

 

 
 

Figure 2 – Serum level (mean) of thiorbarbituric acid reactive substances 

(TBARS) in a model of hepatic ischemia and reperfusion in pigs submitted or not 

to ischemic preconditioning. *The serum levels of TBARS were significantly 

higher in the 180 minutes of reperfusion, in the IR group versus the IPC+IR group 

(P=0.05). Control group: sham operation; IR group: ischemia for 90 minutes 

followed by reperfusion for 180 minutes. IPC+IR group: 10 minutes of ischemia 

followed by 10 minutes of reperfusion, before the 90 minutes of ischemia and 180 

minutes of reperfusion. Analysis of variance of repeated measures; P<0.05. 
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Figure 3 – Hepatic injury score (median) assessed by optical microscopy in a 

model of hepatic ischemia/reperfusion in pigs submitted or not to ischemic 

preconditioning. *Sinusoidal congestion was significantly greater in the IR group 

versus control group (P=0.02). *Polymorphonuclear (PMNs) infiltration was 

significantly higher in the IR group versus the control group (P=0.01). Necrosis 

was not different among the three groups (P=0.24). Control group: sham 

operation; IR group: ischemia for 90 minutes followed by reperfusion for 180 

minutes. IPC+IR group: 10 minutes of ischemia followed by 10 minutes of 

reperfusion, before the 90 minutes of ischemia and 180 minutes of reperfusion. 
Data are presented as median. The scores were Rank transformed prior to 

analysis and comparisons were conducted via ANOVA followed by Tukey post 

hoc procedure; P<0.05. 
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Figure 4 – Total score of apoptotic cells (hepatocytes+sinusoidal cells), assessed 

by the immunohistochemical technique, using the cleaved, polyclonal 

anticaspase-3 antibody (D175, Cell Signaling, Danvers, MA, USA) under an 

optical microscope, in a model of hepatic ischemia/reperfusion in pigs submitted 

or not to ischemic preconditioning. *The total score of apoptotic cells in the IR 

group (39.0±12.7), was significantly higher than in the IPC+IR group (12.0±10.1) 

and than the one found in the control group (3.2±2.9) (P<0.01). Control group: 

sham operation; IR group: ischemia for 90 minutes followed by reperfusion for 

180 minutes; IPC+IR group: 10 minutes of ischemia followed by 10 minutes of 

reperfusion, before the 90 minutes of ischemia and 180 minutes of reperfusion. 
Data are presented as mean ± SD. ANOVA followed by the Tukey test; P<0.05. 
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Figure 5A, B, C – Immunohistochemistry showing sample of hepatic tissue 

stained with the cleaved polyclonal anticaspase-3 antibody (D175, Cell Signaling, 

Danvers, MA, USA) under an optical microscope (400x magnification) in a model 

of hepatic ischemia/reperfusion in pigs submitted or not to ischemic 

preconditioning  A) control group, hepatocytes and sinusoidal cells do not show 

caspase–3 activity; B) IPC+IR group, a few hepatocytes and apoptotic sinusoidal 

cells. C) IR group, several hepatocytes and apoptotic sinusoidal cells . Control 

group:  sham operation; IR group: 90 minutes of ischemia followed by reperfusion 

for 180 minutes; IPC+IR group: 10 minutes of ischemia followed by 10 minutes of 

reperfusion, before the 90 minutes of ischemia and 180 minutes of reperfusion . 
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Figures 6A, B, C – Representative photos of the mitochondrial structure of 

samples of hepatic tissue under electron microscopy (x10000 magnification) in a 

model of hepatic ischemia/reperfusion in pigs submitted or not to ischemic 

preconditioning. A) control group, normal mitrochondrial structure; B) IPC+IR 

group, slightly swollen mitochondria, visible mitochondrial membrane, a few 

vacuoles; C) IR group, deformed swollen mitochondria, mitochondrial membrane 

not clearly visible, a few partly ruptured, difficulty in viewing the crestae and 

presence of large quantity of vacuoles in the cytoplasm.  Control group: sham 

operation; IR group: ischemia for 90 minutes followed by 180 minutes of 

reperfusion; IPC+IR group: 10 minutes of ischemia followed by 10  minutes of 

reperfusion, before the 90 minutes of ischemia and 180 minutes of reperfusion.. 

M: mitochondria; N: nucleus. 
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Figure 7 – Mitochondrial swelling calculated by the mean of the area of 10 

mitochondria close to the nucleus, in a model of hepatic ischemia/reperfusion in 

pigs submitted or not to ischemic preconditioning. *The area of the mitochondria 

was statistically larger in the IR group (0.6623±0.2241 µm) compared with the 

control group (0.3391±0.0714 µm) and compared with the IPC+IR group 

(0.4493±0.1456 µm) (P<0.01). Control group: sham operation; IR group: ischemia 

for 90 minutes followed by 180 minutes of reperfusion; IPC+IR group; 10 minutes 

of ischemia followed by 10 minutes of reperfusion before the 90  minutes of 

ischemia and 180 minutes of reperfusion. Data are presented as mean ± SD. 

ANOVA followed by the Tukey test; P<0.05. 
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RESUMO 

OBJETIVO: O envolvimento da via do óxido nítrico (NO) no fenômeno 

isquêmico-reperfusional é complexo, e ainda não está completamente 

esclarecido; bem como os efeitos da infusão intraportal da L-arginina (substrato 

para a síntese do NO), na fase precoce da lesão de isquemia e reperfusão em 

fígado de suínos. Este estudo avaliou os efeitos benéficos ou deletérios, da 

infusão intraportal da L-arginina, na fase precoce da reperfusão em fígado de 

suínos; observando mudanças na morfologia das células hepáticas, 

apoptose/necrose e alterações na ultra-estrutura mitocondrial.  

METODOS: Estabeleceu-se um modelo experimental de 90 minutos de isquemia 

e 180 minutos de reperfusão, em suínos, mediante bypass venovenoso passivo. 

Dezoito suínos híbridos (fêmeas) foram randomizados em grupo-controle (sham 

grupo), grupo não precondicionado (isquemia e reperfusão) e grupo submetido a 

um precondicionamento farmacológico (infusão intraportal in bolus de L-arginina, 

400 mg/kg) antes da isquemia e reperfusão. Concentrações séricas da aspartato 

aminotransferase (AST), alanina aminotransferase (ALT), substâncias reativas 

ao ácido tiobarbitúrico (TBARS) e atividade sérica dos antioxidantes enzimáticos 

superóxido dismutase (SOD) e catalase (CAT) foram medidos. A produção de 

bile durante a reperfusão foi medida. Amostras do tecido hepático foram 

retiradas aos 180 minutos da reperfusão para análise histológica e de 

microscopia eletrônica. As células apoptóticas foram determinadas pela técnica 

imunoistoquímica com anticorpo policlonal anticaspase 3 clivada. A ultra-

estrutura mitocondrial foi observada por meio da microscopia eletrônica.  

RESULTADOS: O precondicionamento farmacológico com L-arginina aumentou 

a produção de bile (P<0,01) e atenuou a elevação sérica da AST (P<0,01) 

quando comparado com o grupo não precondicionado. A concentração sérica do 

TBARS não foi significativamente diferente nos três grupos; a atividade da SOD 

foi significativamente maior nos 60 minutos (P=0,04) da reperfusão no grupo 

precondicionado. A congestão sinusoidal (P=0,02) foi mais evidente no grupo 

não precondicionado quando comparado com o grupo-controle. A infiltração de 

polimorfonucleares (P=0,01), nos sinusóides, foi mais evidente no grupo não 

precondicionado quando comparado com os grupos precondicionado e controle. 

A atividade da caspase 3 demonstrou a apoptose como forma predominante de 
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morte celular na fase precoce da reperfusão. O grupo submetido ao 

precondicionamento farmacológico com L-arginina apresentou 2,5 vezes menos 

atividade da caspase 3 quando comparada com o grupo não precondicionado 

(P<0,01). A lesão mitocondrial foi atenuada no grupo precondicionado (P<0,01).  

CONCLUSÃO: Neste estudo, demonstramos que a apoptose foi à forma 

predominante de morte das células hepáticas na fase precoce da reperfusão. O 

precondicionamento farmacológico, com a infusão intraportal de L-arginina, inibiu 

a apoptose das células hepáticas, e foi associado a uma melhor preservação da 

ultra-estrutura mitocondrial e inibição da atividade da caspase 3.   
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INTRODUÇÃO 
 

 

A lesão hepática de isquemia e reperfusão é uma importante causa de disfunção 

do fígado e ocorre após várias formas de choque, cirurgia hepática para trauma 

ou câncer e no transplante de fígado.1-4 Os mecanismos associados à lesão de 

isquemia e reperfusão ainda não estão totalmente esclarecidos, porém, esse 

processo parece ser decorrente de uma resposta inflamatória aguda e de uma 

disfunção microvascular, que levam, em última análise, à lesão celular 

irreversível. Um grande número de mediadores tem sido implicado na 

patogênese da lesão vascular, que ocorre na isquemia e reperfusão, entre estes 

o óxido nítrico (NO), que parece ter diferentes funções fisiológicas no 

organismo.5, 6  

  

O NO protege o fígado pela melhora da microcirculação, através de um efeito 

vasodilatador, efeito antiplaquetário, pela inibição da ativação dos neutrófilos, 

neutralização dos radicais livres tóxicos, bem como exercendo efeito 

antiapoptótico.6 A manipulação da bioatividade do NO, devido à sua inibição ou 

ao aumento, em modelos experimentais, demonstra seu papel nas lesões de 

isquemia e reperfusão hepática.4, 7, 8 Enquanto a administração de inibidores da 

óxido nítrico sintase (NOS) - enzima responsável pela síntese do NO -, aumenta 

a lesão em modelos animais de isquemia e reperfusão,8, 9 a administração de 

doadores do NO, ou a suplementação com precursores do NO (tais como a L-

arginina), minimiza a lesão hepática de isquemia e reperfusão melhorando a 

microcirculação.4, 7, 9-14 Esses estudos suportam o conceito de que existe uma 

deficiência na biodisponibilidade hepática do NO na fase precoce da reperfusão. 

 

Por outro lado, contrastando com a atividade citoprotetora, o NO pode ser 

também citotóxico, uma vez que reage com espécies ativas de oxigênio 

(superóxido), formando peroxinitrito.15, 16 Esses eventos podem culminar na 

peroxidação lipídica, morte celular e lesão hepática.16, 17 A determinação do NO, 

como um citoprotetor e não como um agente citotóxico, em algumas 

circunstâncias clínicas, pode ser verificada pela ocorrência de apoptose, que é 
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um importante processo no desenvolvimento da lesão de isquemia e reperfusão 

hepática.18-20  

 

Nesse contexto, estudos demonstram que o NO pode ter efeito pró-apoptótico ou 

antiapoptótico,21, 22 ou seja, o NO e/ou seus bioprodutos podem promover 

apoptose, mediante múltiplos potenciais mecanismos, incluindo a indução da 

liberação de citocromo c, pela ativação da transição da permeabilidade 

mitocondrial, de lesão direta sobre o DNA, ou mesmo por meio de vias que 

ativem as caspases.22 Por outro lado, recentes estudos também sugerem que o 

NO, mesmo em altos níveis, pode ter papel protetor contra a lesão do 

parênquima hepático, envolvendo vias antiapoptóticas associadas com as 

caspases 3, 8 e 9.23-25  

  

O efeito da via da L-arginina/NO na lesão hepática de isquemia e reperfusão, 

além de complexo, é ainda controverso, podendo estar associado a ambos, 

efeitos citoprotetor ou citotóxico.26 Além disso, a maioria dos estudos 

experimentais para avaliar as lesões hepáticas de isquemia e reperfusão quente 

reportam à infusão intravenosa periférica ou peritoneal de L-arginina, como 

forma de manutenção dos níveis do NO na reperfusão. Nosso estudo, portanto, 

foi realizado para examinar os efeitos benéficos ou deletérios da infusão 

intraportal da L-arginina (considerada um substrato para a síntese de NO), na 

fase precoce da lesão de isquemia e reperfusão quente em fígado de suínos, 

particularmente observando alterações na morfologia das células hepáticas, 

presença de apoptose/necrose e modificações na ultra-estrutura mitocondrial. 
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MATERIAIS E MÉTODOS 
 

 

Animais e técnica cirúrgica 
 
Este estudo foi aprovado pelo Comitê de Bioética da Universidaded de Caxias do 

Sul e foi realizado de acordo com as normas aprovadas para estudo com 

animais. Dezoito suínos (fêmeas) híbridos, pesando entre 18 e 23 kg foram 

usados. Após refeição noturna, os animais foram sedados com Cloridrato de 

Ketamina (Cristália, Brasil) (2mg/kg intramuscular) e sulfato de atropina 

(Cristália, Brasil) (0,025 mg/kg intramuscular) e anestesiados com thiopental 

sódico (Cristália, Brasil) (0,5 mg/kg intravenoso). Os animais foram intubados e 

conectados a um respirador automático (Takaoka model KT-13, série Sansei 

plus, Brasil), e mantidos sob anestesia geral com uma mistura de oxigênio e 

isoflurano (Isoforine - Cristália, Brasil). Por meio de uma incisão cervical, a 

artéria carótida e ambas veias jugulares foram isoladas. A artéria foi cateterizada 

com um cateter de polietileno para medida da pressão arterial média. As veias 

jugulares foram cateterizadas para reposição volêmica, usando solução salina 

isotônica, e para a medida da pressão venosa central. A temperatura corporal foi 

monitorada pela introdução de um termômetro por um orifício puntiforme na 

região axilar e mantida acima de 37°C por meio de campos cirúrgicos aquecidos. 

O traçado eletrocardiográfico e a oximetria foram continuamente monitorados 

durante todo o procedimento. Por meio de uma incisão mediana, o fígado foi 

esqueletizado, e foram seccionados os ligamentos suspensores. A veia porta, a 

artéria hepática e o ducto biliar comum foram isolados. A isquemia hepática foi 

induzida pela oclusão da veia porta, da artéria hepática sem ocluir o ducto biliar. 

Para evitar congestão esplâncnica, realizou-se uma circulação venovenosa 

extracorpórea passiva. Para isto, utilizou-se um bypass venovenoso entre a veia 

esplênica e a veia jugular interna esquerda, com um tubo siliconado. Realizou-se 

heparinização sistêmica com 2,000 unidades de heparina 5 minutos antes da 

isquemia. O ducto biliar comum foi cateterizado proximalmente para determinar a 

produção de bile durante o período de isquemia e reperfusão; o ducto cístico foi 

ocluído. A isquemia hepática foi mantida por 90 minutos, e a reperfusão foi 
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realizada posteriormente por 180 minutos. A congestão esplâncnica não foi 

macroscopicamente observada durante o período de isquemia. Não foi 

necessário o uso de vasopressores. Os animais foram sacrificados 3 horas após 

a reperfusão. 

 

Coletas sangüíneas (5 ml) foram realizadas e armazenadas em tubos 

heparinizados no começo da laparotomia; antes da reperfusão (aos 75 minutos 

de isquemia); nos tempos 5, 15, 30, 60, 90 e 180 minutos da reperfusão. 

Determinaram-se as concentrações séricas da aspartato aminotransferase 

(AST), alanina aminotransferase (ALT), das substâncias reativas ao ácido 

tiobarbitúrico (TBARS), dos antioxidantes superóxido dismutase (SOD) e 

catalase (CAT). Realizou-se biópsia hepática aos 180 minutos da reperfusão, 

para determinar alterações histológicas e à microscopia eletrônica. 
 

Modelo do experimento 
  

Os animais foram randomizados em três grupos, com seis animais em cada. 

Grupo-controle (Sham-operated): o fígado foi exposto por 5 horas, não houve 

isquemia hepática (os animais foram submetidos à anestesia, laparotomia e 

dissecção das estruturas do hilo hepático); grupo não precondicionado (grupo 

IR): animais foram submetidos a 90 minutos de isquemia hepática e, 

posteriormente, a 180 minutos de reperfusão; grupo precondicionado 

farmacologicamente (grupo L-a+IR): 10 minutos antes dos 90 minutos de 

isquemia e 180 minutos de reperfusão, o fígado foi submetido ao protocolo de 

precondicionamento farmacológico, ou seja, infusão intraportal in bolus de L-

arginina 400 mg/kg (Sigma Química, Brasil).  

 

Análise das enzimas hepáticas 
  
Realizou-se coleta de sangue no início do procedimento e no final do período de 

reperfusão. O sangue foi centrifugado e o plasma separado. A lesão hepática 

irreversível foi avaliada pela determinação das concentrações séricas da 

aspartato aminotransferase (AST) e alanina aminotransferase (ALT). As 
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determinações séricas da AST e ALT foram realizadas pelo método enzimático 

colorimétrico, por meio de sistema automatizado SELECTRA II Merck,® utilizando 

kit comercial da Labtest (Labtest  Diagnóstica SA, Brasil). Os resultados foram 

expressados em UI/L. 

 

Determinação da produçao de bile 
 
A produção de bile, como parâmetro de função excretora do fígado, foi 

monitorada durante todo o período da reperfusão e expressa como mililitros/3 

horas de reperfusão. 

 

Determinação das substâncias reativas ao ácido tiobarbitúrico (TBARS) 
  
A peroxidação lipídica tem sido usada como uma medida indireta da lesão 

oxidativa induzida pelos radicais livres de oxigênio. A determinação dos níveis de 

estresse oxidativo foi realizada medindo-se os produtos de reação com ácido 

tiobarbitúrico (TBARS), segundo método descrito por Wills, 1966.27 O resultado 

foi descrito em nmol/mL. Amostras de sangue foram coletadas antes da 

isquemia; antes da reperfusão (aos 75 minutos de isquemia); nos tempos 5, 15, 

30, 60, 90 e 180 minutos da reperfusão. Essa análise permite estudar a 

peroxidação lipídica mediante a quantificação dos aldeídos formados pela 

degradação dos hidroperóxidos.  

 

Determinação da atividade da superóxido dismutase (SOD) 
 
A atividade da superóxido dismutase foi medida espectrofotometricamente em 

amostras de sangue coletado. O método baseia-se na inibição pela SOD da 

formação de adenocromo, decorrente da auto-xidação da epinefrina. Baseando-

se nesse fenômeno, a SOD pode ser medida espectrofotometricamente 

seguindo a diminuição de absorbância da epinefrina a 480 nm em uma reação 

contendo 1mmol/L epinefrina (pH 2.0) and 50 mmol/L glycina (pH 10.2),28 ambas 

da E- Merck®. Essa reação foi conduzida em uma temperatura constante de 

30ºC durante 3 minutos.  Os resultados foram descritos como unidades de 
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superóxido dismutase por grama de proteína (U/g de proteína). Uma unidade é 

definida como a quantidade de enzima que inibe a taxa de formação do 

adenocromo em 50%.  
 

Determinação da atividade da enzima catalase (CAT) 
 
O método de medida para a atividade da catalase (CAT) foi realizado de acordo 

com o descrito por Aebi.29 O princípio do método é baseado na determinação da 

velocidade de decomposição do peróxido de hidrogênio (H2O2) (E- Merck®), 

medido espectrofotometricamente a 240 nm. Essa reação foi conduzida em uma 

temperatura constante de 30ºC durante um minuto.  Os resultados foram 

descritos como unidades de catalase por mg de proteína (U/mg de proteína). 

Uma unidade de catalase decompõe 1 μmole of  H2O2  por min a um pH 7.4 e 

30ºC. 

 

Proteínas 
  

O nível total de protéinas foi analisado pelo método Biureto (Kit Proteínas 

Totais/Labtest Diagnóstica S.A., Brasil), pela determinação espectrofotometrica a 

545nm. 

 
Avaliação histológica e imunoistoquímica 
  

As amostras de tecido hepático foram retiradas de cada um dos seis animais de 

cada grupo aos 180 minutos da reperfusão, para análise histológica, pela 

coloração com haematoxilina and eosina (H&E) e, imunoistoquímica, pelo 

anticorpo policlonal anticaspase 3 clivada (D175, Cell Signaling, Danvers, MA, 

EUA) ao microscópio óptico (Olympus BX 41, Japan). Um patologista, experiente 

em patologia hepática, examinou as lâminas sem ter conhecimento dos grupos.  

 

Haematoxylina and Eosina (H&E): As biópsias foram fixadas em formalina a 

10% e incluídas em blocos de parafina. As secções, após coradas com 

haematoxilina and eosina (H&E), foram examinadas ao microscópio óptico para 
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a verificação morfológica da ocorrência de congestão sinusoidal, vacuolização 

do citoplasma, infiltração de polimorfonucleares (PMNs), esteatose e necrose. 

Os critérios morfológicos para necrose foram previamente descritos: aumento da 

eosinofilia, rompimento celular, perda da arquitetura e karyolisis.30 

  
A quantificação da congestão sinusoidal, vacuolização do citoplasma, infiltração 

de polimorfonucleares (PMNs), esteatose e necrose foi determinada 

semiquantitativamente: congestão sinusoidal (escore 0 – 3): ausente = 0; leve 

(dilatação da veia centro-lobular) = 1; moderada (dilatação da veia centro-lobular 

+ dilatação sinusoidal da zona 3) = 2; severa (dilatação da veia centro-lobular + 

dilatação sinusoidal da zona 3 e zona 2) = 3; vacuolização do citoplasma (escore 

0 – 3): ausente = 0; leve (raros hepatócitos perivenulares) = 1; moderada 

(numerosos hepatócitos perivenulares) = 2; severa (alterações dos hepatócitos 

além da zona 3) = 3; PMNs (escore 0 - 4) ausente = 0; raras células = 1; focal = 

2; multifocal = 3; difusa e uniformemente intensa = 4; necrose (escore 0 – 4): 

ausência necrose = 0; focos de necrose (alguns hepatócitos necróticos na zona 

3) = 1; necrose focal (periportal ou perivenular ou no meio do ácino) = 2; necrose 

multifocal (necrose em mais do que uma zona acinar) = 3; necrose lobular 

(necrose-ponte entre as estruturas vasculares portais e centro-lobular – difusa, 

zonas 1, 2, 3) = 4; e esteatose (escore 0 – 3) <5% = 0; leve (33%) = 1; moderada 

(33% - 66%) = 2; severa (>66%) = 3. 

 

Caspase 3: Imunoistoquímica para caspase 3 clivada foi realizada em tecido 

fixado em formalina e incluído em parafina de amostras de fígados de 

suínos retiradas de cada grupo aos 180 minutos de reperfusão. Para a 

preparação imunoistoquímica, cortes de quatro micrômetros dispostos em 

lâminas silanizadas foram desparafinizados em xileno, hidratados em álcool e 

pré-tratados para recuperação antigênica em ácido cítrico (pH 6,0) utilizando-se 

steamer à temperatura de 98oC por 20 minutos. As lâminas foram incubadas, 

empregando-se anticorpo policlonal anticaspase 3 clivada (D175, Cell Signaling, 

Danvers, MA, EUA) na diluição de 1:300, anticorpo secundário biotinilado anti-

IgG de coelho na diluição de 1:320 (BA-1000, Vector Laboratories, Burlingame, 

CA, EUA), sistema de detecção VECTASTAIN Elite ABC kit (PK-6100, Vector 
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Laboratories, Burlingame, CA, EUA) e cromógeno diaminobenzidina-DAB 

(D5637, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA). Controles positivo (tecido linfóide) e 

negativo atestam a fidelidade da reação.  

 

A análise morfométrica das células coradas pela técnica imunoistoquímica foi 

realizada com microscopia óptica, utilizando-se uma ampliação (magnificação de 

400x) (Olympus BX 41, Japan). Para avaliação da atividade da caspase 3, 

efetuou-se uma análise semiquantitativa das células que evidenciaram marcação 

pelo anticorpo aplicado. O número de células positivas para a reação 

imunoistoquímica foi determinado pela contagem do número de núcleos 

positivos presentes em 20 campos randomizados em cada lâmina. A avaliação 

abrangeu a contagem de 10 espaços porta (um espaço porta por campo, tendo 

como referência central o espaço porta, priorizando região de septos para 

aumentar o número de células contadas) e 10 veias centro-lobulares (uma veia 

centro-lobular por campo, tendo como referência central a veia centro-lobular 

terminal), o que representou uma área total de 360 mm2 (18 mm2/campo). O 

número de hepatócitos e de células sinusoidais (SLCs) apoptóticas foram 

contadas independentemente e definidas pela média, como o número total de 

células da respectiva população avaliada.  A células apoptóticas consideradas 

apresentaram características previamente descritas.31 As células que 

demonstraram coloração marrom do citoplasma e as células positivas livres no 

interior dos sinusóides (linfócitos e PMNs) não foram consideradas positivas para 

o marcador de caspase 3. A presença de áreas de marcada infiltração linfocítica 

ou necrose foram afastadas para contar células apoptóticas, como previamente 

descrito.32  
 
Microscopia eletrônica 
  

As amostras de tecido hepático foram retiradas de cada um dos seis animais, de 

cada grupo, aos 180 minutos da reperfusão, para avaliação mediante 

microscopia eletrônica. A avaliação pela microscopia eletrônica foi feita por dois 

observadores cegos para os grupos estudados. 
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O material, após biópsia (um mm3), foi imediatamente colocado em solução 

fixadora com Glutaraldeído 2%. As amostras foram pós-fixadas com tetróxido de 

ósmio 1% tamponado, seguido então por uma etapa de contrastação in bloc com 

acetato de uranila 1%. A desidratação processou-se em série alcoólica 

gradativa. A pré-embição do material foi feita em uma mistura de epon 812 com 

acetona pura nas seguintes proporções: 75%, 50%, 25%. A embebição foi feita 

com epon 812 puro durante 24 horas. A polemerização efetuou-se em estufa a 

60oC constantes por 72 horas. Os cortes semifinos foram feitos no 

ultramicrótomo, Leica Ultracut UCT 2.0, sendo utilizada navalha de diamante, 

Drukker type histo with trough 8 mm, com uma espessura de 800 nm e corados 

com solução aquosa de azul de toluidina 1% + fucsina básica. Os cortes 

ultrafinos foram feitos com uma espessura de 70 nm no mesmo ultramicrótomo, 

com uma navalha de diamante, (Drukker type histo with trough 3 mm). Para a 

contrastação dos cortes ultrafinos, utilizou-se solução de uranila metanílica e 

após citrato de chumbo.33 O microscópio eletrônico utilizado para a observação 

dos cortes ultrafinos foi o EM208S Philips (Philips Electronic Instruments Inc, 

Eindhoven, Holland), com a voltagem de aceleração de 80-kV, no Laboratório de 

Microscopia Eletrônica da Universidade Luterana do Brasil (ULBRA/RS). 

 

Alterações das mitocôndrias: As modificações ultra-estruturais das 

mitocôndrias foram avaliadas para determinar a presença de edema mitocondrial 

e alterações na membrana mitocondrial. O edema mitocondrial foi avaliado 

semiquantitativamente pela média da medida das áreas de 10 mitocôndrias 

próximas ao núcleo de cada animal usando o software Carnoy v. 2.0 

(http://www.carnoy.org) para a medida da área da elipse: A= πab; onde (a) 

representa o semidiâmetro maior e (b) o semidiâmetro menor. Os resultados 

foram expressos em µm. 
 
Análise estatística 
  
Considerando que havia interesse em testar diferenças com magnitudes de 

efeito iguais ou maiores do que duas unidades de desvio padrão (E/S ≥ 2), 

estimou-se que, com seis (6) animais por grupo, obter-se-ia um poder estatístico 
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de aproximadamente 90% em um nível de significância α=0,05. Os dados foram 

descritos por média e desvio padrão e, em escores de escala de pouca 

amplitude, optou-se pela mediana, e os valores mínimo e máximo. A evolução 

dos valores de TBARS, SOD e CAT foi avaliada por modelo de análise de 

variância de medidas repetidas. As outras comparações envolvendo momentos 

específicos foram avaliadas por oneway-ANOVA com localização de diferenças 

por teste de Tukey. Os escores foram ordenados em postos (Rank) e 

comparados entre os grupos com ANOVA seguido de procedimento de Tukey. O 

nível de significância adotado foi de α=0,05, sendo os dados analisados com o 

programa SPSS versão 12.0 e SigmaPlot versão 8.0.34 
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RESULTADOS 

 

 

Análise das enzimas hepáticas 
  

As modificações séricas das aminotransferases, 180 minutos após a reperfusão, 

estão resumidas na tabela 1. Os níveis séricos da AST e ALT no grupo-controle 

não sofreram alteração significativa durante o procedimento. No grupo não 

precondicionado, as concentrações séricas da AST e ALT aumentaram 

aproximadamente 15 e 2 vezes, respectivamente, em relação ao grupo-controle. 

Essas alterações foram significativamente diminuídas pelo precondicionamento 

farmacológico (Figura 1). 

 

Função excretora do fígado (produção de bile) 
  

Após 180 minutos de reperfusão, a produção de bile foi quase completamente 

parada no grupo não precondicionado, (5,3 ± 3,3 ml); por outro lado, a produção 

de bile no grupo precondicionado com L-arginina (28,0 ± 5,6 ml) atingiu 

aproximadamente 60% do volume produzido pelo grupo-controle (49,3 ± 8,4 ml) 

(P<0,01) (Tabela 1). 

 
Níveis séricos do TBARS e atividade sérica das enzimas antioxidantes CAT 
e SOD 
  

Os níveis séricos do TBARS obtidos foram maiores no grupo não 

precondicionado em relação aos outros dois grupos em praticamente todas as 

amostras coletadas; porém, os valores não foram estatisticamente diferentes em 

nenhum dos grupos (Figura 2).  

 
A atividade da CAT não foi diferente entre os três grupos em nenhuma das 

amostras. A atividade da SOD foi significativamente maior no grupo 

precondicionado (4,70±1,84), quando comparada com o grupo-controle 

(1,88±1,57) 60 minutos após a reperfusão (P=0,04).  
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Alterações histológicas 
  
A avaliação das amostras hepáticas pela microscopia óptica, obtida no final dos 

180 minutos de reperfusão, demonstrou apenas alterações de menor magnitude 

nos três grupos. A esteatose foi menor que 5% em todos os grupos (P=0,39), a 

vauolização do citoplasma esteve presente em raros hepátocitos perivenulares 

(P=0,24), e a necrose hepática foi de pequena monta igualmente nos três grupos 

(P=0,32). A congestão sinusoidal foi mais evidente no grupo não-

precondicionado que no grupo precondicionado e no grupo-controle, embora a 

diferença tenha sido significativa apenas em relação ao grupo controle (P=0,02). 

A infiltração dos polimorfonucleares (PMNs), observada nos sinusóides, foi 

estatisticamente maior no grupo não precondicionado em relação aos outros dois 

grupos (P=0,01) (Figure 3). 

 

Atividade da caspase 3 
  

Mediante microscopia óptica e observação da atividade da caspase 3, observou-

se que a morte celular, na fase precoce da reperfusão, ocorreu primariamente 

pela apoptose. As células apoptóticas ocorreram na mesma proporção entre as 

zonas centro-lobular e portal em cada grupo (p>0,05). O escore de células 

sinusoidais apoptóticas foi maior que o escore dos hepatócitos apoptóticos, tanto 

na zona centro-lobular quanto na zona portal nos dois grupos submetidos à 

isquemia e reperfusão (P<0,05). O escore total de células apoptóticas (zona 

centrolobular + zona portal), no grupo não precondicionado (39,0±12,7), foi 

significativamente maior que o encontrado no grupo precondicionado (16,2±11,7) 

e que o encontrado no grupo-controle (3,2±2,9) (P<0,01) (Figura 4). 

 

 O grupo não precondicionado demonstrou aproximadamente 2,5 vezes mais 

atividade da caspase 3, quando comparado com o grupo precondicionado 

(P<0,01); por outro lado, a atividade da caspase 3, encontrada no grupo 

precondicionado, foi maior que no grupo-controle; entretanto, o escore 

encontrado não foi estatisticamente diferente (Figuras 5A, B, C). 
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Modificações ultra-estruturais das mitocôndrias 

  
No grupo-controle a ultra-estrutura mitocondrial foi normal, disposta 

organizadamente na forma cilíndrica ou elíptica sem edema. A membrana 

mitocondrial apresentou-se intacta e bem vizualizada. Em ambos os grupos 

submetidos à isquemia e reperfusão, edema mitocondrial, bem como alteração 

na membrana das mitocôndrias foi observado; porém, essas alterações foram 

significativamente menos intensas no grupo precondicionado em relação ao 

grupo não precondicionado (Figuras 6A, B, C). A área das mitocôndrias foi 

estatisticamente maior no grupo não precondicionado (0,6623±0,2241 µm) em 

relação ao grupo-controle (0,3391±0,0714 µm) e em relação ao grupo 

precondicionado com L-arginina (0,4077±0,0416 µm), (P<0,01) (Figura 7). 

 



 187

DISCUSSÃO 
 

 

Nesse modelo experimental de isquemia e reperfusão hepática normotérmica em 

suínos, a infusão intraportal de L-arginina resultou em aumento da resistência 

das células hepáticas as lesões de isquemia e reperfusão. Observou-se, uma 

melhora da função hepatocelular e uma melhor preservação da integridade das 

células hepáticas como resultado do efeito protetor da L-arginina intraportal. Os 

mecanismos protetores da L-arginina exógena resultaram em menor 

concentração sérica da AST, aumento da produção de bile e reultaram em uma 

redução significativa da apoptose das células sinusoidais e dos hepatócitos. A 

atividade da caspase 3, claramente evidente após a reperfusão foi reduzida pela 

infusão exógena de L-arginina intraportal, bem como foram reduzidas as 

alterações na ultra-estrutura mitocondrial.   

  

Um grande número de agentes farmacológicos tem sido utilizado para atenuar 

as lesões de isquemia e reperfusão no fígado. Esses agentes podem tanto 

bloquear as vias de lesão diretamente ou eles submetem o fígado a um 

precondicionamento farmacológico, ou seja, induzem um baixo nível de estresse 

nas células hepáticas, e estas, por sua vez, iniciam um mecanismo de defesa 

celular contra um posterior insulto mais agressivo.35 Dentre essas substâncias, 

podem ser relacionados antioxidantes, inibidores das proteases e moléculas 

antiapoptóticas, agonistas da adenosina, doadores de NO ou precursores do NO 

(tais como a L-arginina), entre outros.26, 35 

  

As primeiras horas da reperfusão são inquestionavelmente caracterizadas por 

baixas concentrações de NO,6, 7, 12 e modelos experimentais têm demonstrado 

que a manutenção dos níveis de NO, durante a reperfusão, pela administração 

de L-arginina, atenua as lesões de isquemia e reperfusão hepática; não 

obstante, a grande maioria desses estudos utilizou a infusão intravenosa 

periférica ou peritoneal dessa substância.4, 6-14, 36  
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Os efeitos hepatoprotetores da L-arginina, mediante a infusão intraportal, foram 

claramente demonstrados neste estudo; no entanto, sem repercutir no estado 

hemodinâmico dos animais. A redução significativa dos níveis séricos da AST 

aos 180 minutos da reperfusão refletem o efeito benéfico desse 

precondicionamento farmacológico nesse modelo experimental de isquemia e 

reperfusão hepática in vivo, o que também foi verificado por outros autores.6, 8, 12, 

36, 37 Os níveis séricos da AST foram significativamente elevados em ambos os 

grupos submetidos à isquemia e reperfusão; em contraste, as concentrações 

séricas de ALT, além de apresentarem níveis séricos bem-inferiores, foram 

significativamente elevadas no grupo não precondicionado em relação ao grupo-

controle; porém, não foram diferentes em relação ao grupo precondicionado. 

Alguns autores têm descrito que o tempo necessário para a liberação da ALT, na 

circulação sangüínea, é maior que o da AST, o que justifica estes dados.14, 32, 38  

 

A maioria dos estudos clínicos tem usado os níveis séricos das 

aminotransferases para determinar a lesão hepática resultante da isquemia e 

reperfusão.39, 40 Essas enzimas são consideradas os marcadores mais sensíveis 

da lesão isquêmica do fígado; porém, as concentrações séricas destas não 

podem ser utilizadas como marcadores isolados da extensão da lesão 

irreversível na isquemia e reperfusão hepática.41 

 

Portanto, corroborando com a redução nos níveis séricos da AST, demonstra-se 

também, neste estudo, um significativo aumento na produção de bile no grupo 

precondicionado. A produção de bile, como parâmetro da função excretora do 

fígado, têm sido descrita como um importante marcador das lesões de isquemia 

e reperfusão hepática;42 além disso, a bilirrubina também têm sido descrita como 

um potente pigmento fisiológico, com função antioxidante, protegendo as células 

contra lesão oxidativa.43, 44 Neste estudo, a produção de bile no grupo-controle 

permaneceu constante durante todo o experimento; por outro lado, foi quase 

totalmente abolida em ambos os grupos durante a isquemia (dados não 

mostrados). Ao final do período de reperfusão, a produção acumulada de bile 

permaneceu bastante diminuída no grupo não precondicionado; entretanto, foi 

aumentada significativamente no grupo precondicionado com L-arginina.      
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A manutenção dos níveis séricos do NO, durante a reperfusão, pela 

administração de L-arginina, também tem demonstrado um efeito protetor pela 

redução do estresse oxidativo e pela diminuição da peroxidação lipídica.14, 32, 36, 

37 Neste estudo, os níveis séricos obtidos do TBARS foram maiores no grupo 

não precondicionado em relação aos outros dois grupos em praticamente todas 

as amostras coletadas. Entretanto, esses valores não foram estatisticamente 

significativos. Por outro lado, observa-se uma elevação significativa da SOD aos 

60min da reperfusão no grupo precondicionado com L-arginina, o que sugere um 

efeito protetor da L-arginina pela estimulação desse sistema antioxidante, bem 

como o envolvimento maior do radical superóxido, como espécie ativa de 

oxigênio, mediadora da lesão celular, como também referido previamente por 

outros autores.37 

 

Apesar da maior tendência ao envolvimento do superóxido nesse grupo, a 

capacidade de destoxificação dessa espécie reativa pela SOD parece ter sido 

suficiente, uma vez que os níveis séricos de TBARS foram semelhantes entre os 

grupos e, além disso, observou-se uma melhor preservação das células 

hepáticas no grupo precondicionado. O aumento dos níveis do NO, pela infusão 

de L-arginina, pode também inativar o radical superóxido, oferecendo, dessa 

forma, proteção adicional contra as células endoteliais ou hepatócitos.32, 37 Esse 

mecanismo pode também ter ajudado na destoxificação do superóxido; porém, 

esses dados apenas podem ser inferidos, uma vez que a dosagem dos níveis de 

NO não foi objeto deste estudo.  

  

Apesar de a lesão das membranas celulares, pela peroxidação lipídica, ser uma 

das hipóteses mais difundidas para explicar lesão provocada pelas espécies 

ativas do oxigênio, outros mecanismos da lesão celular induzida pelas espécies 

ativas do oxigênio têm demonstrado ser mais importantes e, dessa forma, os 

produtos da peroxidação lipídica poderiam ser apenas responsáveis pela 

amplificação e continuação da resposta inflamatória.45 
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Jaeschke e cols.45 usando diferentes modelos de indução de lesão hepática, 

pela peroxidação lipídica in vivo, observaram que, quando a peroxidação lipídica 

foi a causa de morte celular, uma grande variedade de parâmetros da 

lipoperoxidação, incluindo o malondealdeído hepático, aumentou de 20 a 50 

vezes acima os níveis basais. Em outras palavras, virtualmente em todos os 

manuscritos de lesão hepática de isquemia e reperfusão, incluindo os resultados 

deste estudo (através da medida sérica do TBARS), os parâmetros da 

peroxidação lipídica aumentaram menos de três vezes os níveis basais. 45, 46 

Portanto, mediante uma análise quantitativa, poder-se-ia, também concordar 

com  Jaeschke e cols.45 quando referem que é difícil explicar que uma lesão 

severa, durante a reperfusão, poderia ser causada por uma peroxidação lipídica 

moderada. A importância da peroxidação lipídica na lesão de isquemia e 

reperfusão hepática representa uma importante área para futuras investigações.   

  

A isquemia e reperfusão hepática, além de alterações metabólicas deletérias, 

pode induzir também modificações morfológicas nas células hepáticas. Em 

estudos prévios de isquemia e reperfusão hepática, tem-se observado alterações 

morfológicas compatíveis com lesão celular, demonstrado tanto pela microscopia 

óptica quanto pela microscopia eletrônica.14, 32, 47 Neste estudo, as mudanças 

histológicas e ultra-estruturais foram mais evidentes no grupo não 

precondicionado. Dentre as alterações histológicas, observamos que o grupo 

não precondicionado apresentou significativamente maior infiltação de 

polimorfonucleares nos sinusóides em relação ao grupo precondicionado, o que 

foi previamente demonstrado por outros autores.4, 37  

  

A análise pela microscopia eletrônica demonstrou, em ambos os grupos 

submetidos à isquemia e reperfusão, alterações nas mitocôndrias, porém, de 

maior intensidade no grupo não precondicionado. A isquemia e reperfusão 

causou modificações na ultra-estrutura mitocondrial caracterizado por edema 

com perda da vizualização das cristas mitocondriais, diminuição da densidade da 

matriz, e algumas mitocôndrias demonstraram blebs com ruptura da membrana 

mitocondrial externa, como previamente demonstrado por outros autores.14, 32 
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Estudos prévios demonstraram que as células apoptóticas apresentavam 

condensação da cromatina e mitocôndrias intactas. Atualmente, em muitos 

modelos apoptóticos, muitas evidências sugerem que ocorrem mudanças 

significativas nas mitocôndrias, tais como: edema, megamitocôndria, picnose 

mitocondrial e rompimento da membrana mitocondrial externa.48, 49 De fato, 

atualmente, a mitocôndria tem sido implicada como organela fundamental na 

cascata da apoptose, pelo controle da liberação dos fatores que estimulam as 

fases tardias da morte por apoptose.50 Esses fatores apoptogênicos incluem o 

citocromo c50-52 e pode incluir também protease(s),52 incluindo aquelas da família 

das caspases.53 O mecanismo pelo qual existe maior evidência para a liberação 

de fatores apoptogênicos pela mitocôndria é a formação de edema mitocondrial, 

que poderia ser induzido tanto pela transição da permeabilidade quanto por outro 

evento permeabilizador. Uma vez que a permeabilidade da membrana 

mitocondrial interna fica comprometida, forças osmóticas induzem a um aumento 

do volume da matriz mitocondrial, o que resulta, em última análise, na ruptura da 

membrana mitocondrial externa.50 O método utilizado neste estudo, para 

quantificar o edema mitocondrial, através da medida da área da elipse, foi 

simples, rápido e foi concordante com os demais resultados obtidos neste 

estudo, para quantificar a lesão das células hepáticas.  

  

Os dados obtidos neste estudo permitem supor que as mudanças na estrutura e 

função das mitocôndrias foram correlacionadas com a ativação e com o 

desenvolvimento da apoptose celular. Entretanto, os mecanismos exatos, pelos 

quais este precondicionamento farmacológico protegeu a mitocôndria, 

pemanecem desconhecidos.  

 

Alguns autores sugerem que o alvo da citoproteção, associada com o NO, pode 

incluir aumento nos níveis da guanosina monofosfatada cíclica (GMPc) após a 

exposição dos hepatócitos ao NO, que estimula a GMPc proteíno kinase (PKG) 

dependente, que por sua vez bloqueia a MPT e a subseqüente morte celular por 

necrose.54 

 



 192

O conhecimento das moléculas e vias envolvidas na apoptose tem sido motivo 

de recentes publicações. A quantificação da apoptose no tecido tem sido 

principalmente baseada no método TUNEL.14, 19, 32, 55 Atualmente, a via de 

sinalização mais investigada é a cascata das caspases, e a ativação das 

caspases, estabelece-se como uma característica típica da apoptose.55, 56 Muitas 

evidências existem para definir a caspase 3 como uma protease efetora da fase 

final da apoptose e em diretamente induzir a apoptose.57 Estudos têm mostrado 

que o NO apresenta efeito antiapoptótico inibindo a atividade das proteases da 

família das caspases (caspases 3, 8 e 9),23-25 prevenindo da liberação do 

citocromo c,23 entre outros. Neste estudo, usando a anticaspase 3 como método 

imunoistoquímico, demonstra-se que o precondicionamento com L-arginina 

reduziu a quantidade de células apoptóticas. Em outras palavras, as células 

apoptóticas foram significativamente aumentadas no grupo não precondicionado 

em comparação ao grupo precondicionado com L-arginina (aproximadamente 

2,5 vezes). Resultados semelhantes foram observados por outros autores, 

porém através da quantificação com o método TUNEL.14, 32 Além disso, no grupo 

precondicionado, a atividade da caspase 3 foi maior que no grupo-controle, 

porém; o escore de células apoptóticas encontradas entre esses dois grupos não 

foi estatisticamente diferente.  

 

A cronologia da morte celular não foi objetivo principal deste estudo; porém, seus 

dados corroboram com a já estabelecida suscetibilidade das células endoteliais 

dos sinusóides à apoptose. Demonstra-se que o escore das células endoteliais 

dos sinusóides apoptóticas foi significativamente maior que o escore dos 

hepatócitos apoptóticos. Estudos prévios de isquemia e reperfusão hepática 

normotérmica e hipotérmica descreve as células endoteliais dos sinusóides 

como as primeiras células a sofrerem apoptose após a reperfusão.18, 58, 59 Apesar 

disso, contrariando esses dados, alguns poucos autores observaram raras 

células sinusoidais apoptóticas após isquemia e reperfusão quente em fígado de 

suínos.14  

  

Tem-se descrito que as áreas periportais são consideradas mais resistentes à 

isquemia que as áreas centro-lobulares, em que a hipóxia mais severa causa 
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freqüentemente necrose. Esses mesmos autores sugerem que a L-arginina pode 

ser mais efetiva nas áreas cujos hepatócitos sofrem danos leves e ainda seriam 

capazes de recuperar-se da lesão.14, 32 Interessantemente, o escore de  células 

apoptóticas nas zonas centro-lobular e portal foram semelhantes neste estudo, 

também contrariando dados da literatura.14, 32 

  

Esses achados podem, por outro lado, ser explicados pelo modelo experimental 

aplicado neste estudo (isquemia hepática global), ou seja, na isquemia sem fluxo 

sangüíneo (no-flow ischemia), o fígado inteiro ou o lobo isquemiado torna-se 

anóxico; por outro lado, na hipóxia (low-flow hypoxia), as regiões pericentrais 

(centro-lobular), e não as regiões periportais do fígado comprometido tornam-se 

anóxicas e mais sucetíveis à lesão.60 Devido ao duplo suprimento sangüíneo 

hepático, a necrose pericentral, decorrente da hipoxia por baixo fluxo (low-flow 

hypoxia), é mais comumente encontrada e é um freqüente achado em 

autópsias.60  

 

Este estudo foi designado para observar as alterações das células hepáticas na 

fase precoce da reperfusão (início da reperfusão até a terceira ou quarta hora), o 

que pode ter subestimado alguns resultados, especialmente em relação ao modo 

da morte celular (apoptose ou necrose) e aos efeitos tardios da via da L-

arginina/NO. Recentemente, a apoptose tem sido implicada como a principal via 

de morte celular durante a isquemia e reperfusão hepática normotérmica por 

alguns autores;19, 59, 61 por outro lado, outros trabalhos concluíram que a principal 

maneira de morte celular durante a isquemia e reperfusão hepática seria mais 

pela necrose que pela apoptose.55, 62 

 

Nesse contexto, parece que ambas as formas de morte celular coexistem,3, 50, 63 

ou ocorrem em sequência, dependendo da natureza e da severidade da 

agressão e na dependência da condição da célula afetada.3 Estudos prévios, 

usando modelos de isquemia e reperfusão hepática normotérmica, têm 

demonstrado que ambas populações de células hepáticas sofrem apoptose após 

a reperfusão, com um máximo de lesão observado 3 horas após a reperfusão. 
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Esse tipo de lesão ocorre precocemente, bem antes da evidência da necrose, 

que foi aparente somente 6 a 24 horas após a cirurgia.18, 19, 58, 59  

 

Helling e cols.64 recentemente demonstraram, em um modelo experimental em 

suínos, que células apoptóticas detectáveis dobraram quando a reperfusão foi 

prolongada de 60 minutos para dois ou quatro dias. Makoto e cols.62 em um 

modelo experimental, também em suínos, de isquemia prolongada (180 

minutos), seguida por um período de reperfusão, concluíram que o modo 

principal de morte celular, durante a lesão de isquemia e reperfusão hepática 

normotérmica, foi a necrose, e a apoptose não foi dominante. A apoptose 

apresentou um pico 6 horas após a reperfusão e decresceu gradualmente após 

esse período. Contrariamente, a necrose apareceu a partir de 9 horas da 

reperfusão e aumentou gradualmente até 24 horas após a reperfusão. Schulz e 

cols.41 em outro modelo experimental em suínos de isquemia prolongada (120 

minutos), seguido de 480 minutos de reperfusão, precedido de 

precondicionamento isquêmico, demonstraram que menos de 1% dos 

hepatócitos foram necróticos ou apoptóticos. 

 

Similarmente, neste estudo, a necrose foi mínima em todos os grupos; porém, as 

células apoptóticas foram mais freqüentes após 90 minutos de isquemia e 180 

minutos de reperfusão. Esses resultados poderiam ser principalmente explicados 

pela duração da reperfusão, mais do que pela duração da isquemia per se. 

Portanto, embora dados deste experimento também sugiram que a apoptose é a 

principal modalidade de morte celular na fase precoce da reperfusão hepática, o 

número absoluto de células apoptóticas e a quantidade de células necróticas 

podem ter sido subestimados, devido ao curto período de reperfusão utilizado 

nesse modelo experimental (180 minutos).   

 

Embora os níveis de NO não tenham sido determinados direta ou indiretamente 

neste estudo, acredita-se que a administração de L-arginina intraportal aumentou 

a produção de NO na fase precoce da reperfusão, sem ser nociva ao fígado, o 

que foi demonstrado pelos efeitos hepatoprotetores observados nesse modelo 

experimental. O peroxinitrito, espécie altamente reativa, gerada quando o NO em 
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excesso reage com superóxido,15, 16 não parece ter sido envolvido nocivamente 

nesse experimento. Essa hipótese baseia-se nos resultados benéficos deste 

estudo, e em estudos prévios, que demonstram que, mesmo com infusões 

sangúíneas de altas doses de L-arginina (100 mg/kg – 600 mg/kg), relativamente 

baixas quantidades de NO foram produzidas na fase precoce da reperfusão.7, 12, 

37, 65 

  

O modelo experimental escolhido justifica-se pelo fato de que, em suínos, 

diferentemente que em ratos, a tolerância hepática à isquemia normotérmica 

prolongada é similar ao fígado dos humanos. Portanto, animais de grande porte, 

tais como os suínos, utilizados neste estudo, demonstram maior semelhança na 

fisiologia e anatomia com os humanos e são, dessa maneira, mais compatíveis 

para estudar problemas de relevância clínica.66 O pequeno número de animais 

estudados (seis por grupo) é uma das principais  limitações deste estudo, o que 

permite dizer que os dados podem ter falhado em encontrar diferença 

estatisticamente significativa nos efeitos de tamanho moderado e pequeno; por 

outro lado, as diferenças estatisticamente significativas encontradas neste 

estudo podem ser seguramente aceitas.  

  

Outra possível limitação deste estudo pode ter sido o método utilizado para 

determinar a peroxidação lipídica (concentração sérica do TBARS), o qual não 

demonstrou o estresse oxidativo como o mais importante componente da lesão 

tecidual, contrariando os resultados dos testes hepáticos utilizados neste estudo 

e a avaliação morfológica das células hepáticas, que demonstraram claramente 

a proteção do precondicionamento.  

  

Burra e cols.32 em um modelo experimental de isquemia e reperfusão em suínos, 

avaliando os efeitos protetores da L-arginina, pela infusão intravenosa, também 

não observaram diferença na concentração sérica do TBARS em relação ao 

grupo-controle (isquemia e reperfusão apenas); por outro lado, observaram que 

o grupo tratado com        L-arginina demonstrou efeitos protetores na 

peroxidação lipídica tecidual (hepática) e na morfologia hepática. Esse e outros 

estudos, usando precondicionamento farmacológico com L-arginina, têm 
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demonstrado a não-correlação entre os níveis teciduais (significativamente mais 

baixos que os encontrados nos controles) e séricos de malondealdeído.14, 32 

 

Além disso, estudos com o precondicionamento isquêmico têm demonstrado 

resultados concordantes entre as concentrações teciduais de malondealdeído e 

a atividade das enzimas antioxidantes SOD e CAT no tecido hepático, com os 

resultados encontrados nos testes de função e avaliação morfológica 

hepatocelular.67 Portanto, a correlação entre os níveis séricos e teciduais dos 

parâmetros de peroxidação lipídica e dos sistemas antioxidantes enzimáticos 

CAT e SOD são, também, uma importante área para investigações futuras.   

 

Os efeitos benéficos do precondicionamento farmacológico, com a infusão de L-

arginina intraportal, foram claramente demonstrados durante a fase precoce da 

reperfusão nesse modelo experimental. Esses dados fortalecem a idéia de que 

estratégias para prevenir ou diminuir as lesões hepáticas de isquemia e 

reperfusão quente, mediante estimulação da produção de NO hepático, são 

factíveis e promissoras, porém ainda um campo para futuras investigações.  

 

Os mecanismos exatos do efeito protetor da L-arginina exógena no tecido 

hepático ainda não são conhecidos, mas podem estar associados à melhor 

preservação da ultra-estrutura mitocondrial. O potencial de aplicabilidade real da 

L-arginina, em situações clínicas, necessita ser comprovado por meio de estudos 

clínicos em humanos.   
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Tabela 1 – Efeitos da isquemia e reperfusão hepática em suínos tratados ou não 

com a infusão de L-arginina intraportal sobre os níveis séricos da aspartato 

aminotransferase, alanino amonotransferase e na produção de bile. 

Característica 

Grupo controle

n=6 

( X ± DP) 

Grupo IR 

n=6 

( X ± DP) 

Grupo L-a+IR

n=6 

( X ± DP) P 

AST pré-isquemia (UI/L) 37,7±14,6 32,3±14,9 37,5±13,5 0,77 

AST 180 min de reperfusão 

(UI/L) 

46,2±23,7a 702,2±118,1c 363,3±115,7b <0,01

ALT pré-isquemia (UI/L) 31,3±4,4 23,7±7,9 25,7±9,3 0,22 

ALT 180 min de reperfusão 

(UI/L) 

27,0±6,9a 57,2±17,5b 36,8±16,3a,b 0,01 

Produção de bile 

(mL/180min de reperfusão) 

49,3±8,4c 5,3±3,3a 28,0±5,6b <0,01

X ± DP: média±desvio padrão; ANOVA seguido pelo teste de Tukey; P<0,05 

Letras-índice não coincidentes representam diferenças estatísticamente significativa 

ao teste de post-hoc; Grupo controle: sham operation; Grupo IR: Isquemia por 90 

minutos seguido de reperfusão por 180 minutos; Grupo L-a+IR: submeteu-se o 

fígado a isquemia de 10 minutos seguido de 10 minutos de reperfusão, antes dos 90 

minutos de isquemia e 180 minutos de reperfusão.; AST: aspartato 

aminotransferase; ALT: alanina aminotransferase. 
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Figura 1 – Níveis séricos de asparatato aminotransferase (AST), em um modelo 

de isquemia e reperfusão hepática em suínos pré-tratados (precondicionamento) 

ou não com L-arginina. *Os níveis de AST foram mais elevados no grupo IR em 

relação ao grupo        L-a+IR e em relação ao grupo controle (p<0,01). Grupo 

controle: sham operation; Grupo IR: Isquemia por 90 minutos seguido de 

reperfusão por 180 minutos; Grupo L-a+IR: precondicionamento farmacológico 

com a infusão de L-arginina intraportal (400 mg/kg) 10 minutos antes da 

isquemia de 90 minutos seguidos de 180 minutos de reperfusão. ANOVA 

seguido pelo teste de Tukey; P<0,05. 
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Figura 2 – Níveis séricos médios das substâncias reativas ao ácido tiobarbitúrico 

(TBARS), em um modelo de isquemia e reperfusão hepática em suínos pré-

tratados (precondicionamento) ou não com L-arginina. Os níveis de TBARS não 

foram estatisticamente significativos em nenhum dos momentos entre os grupos 

(P>0,05). Grupo controle: sham operation; Grupo IR: Isquemia por 90 minutos 

seguido de reperfusão por 180 minutos; Grupo L-a+IR: precondicionamento 

farmacológico com a infusão de L-arginina intraportal (400 mg/kg) 10 minutos 

antes da isquemia de 90 minutos seguidos de 180 minutos de reperfusão. 

Análise de variância de medidas repetidas; P<0,05. 
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Figura 3 – Escore de lesão (mediana) hepática avaliada por meio da microscopia 

óptica, em um modelo de isquemia e reperfusão hepática em suínos pré-tratados 

(precondicionamento) ou não com L-arginina. *A congestão sinusoidal foi 

significativamente maior no grupo IR versus grupo-controle (P=0,02). *A 

infiltação de polimorfonucleares (PMNs) foi significativamente maior no grupo IR 

em relação ao grupo L-a+IR e ao grupo-controle (P=0,01). A necrose não foi 

diferente entre os três grupos (P=0,24). Grupo controle: sham operation; Grupo 

IR: Isquemia por 90 minutos seguido de reperfusão por 180 minutos; Grupo L-

a+IR: precondicionamento farmacológico com a infusão de L-arginina intraportal 

(400 mg/kg) 10 minutos antes da isquemia de 90 minutos seguidos de 180 

minutos de reperfusão. Os escores foram ordenados em postos e comparados 

entre os grupos com ANOVA seguido de procedimento de Tukey; P<0,05. 
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Figura 4 – Escore total das células apoptóticas (hepatócitos + células 

sinusoidais), avaliado pela técnica imunoistoquímica pelo anticorpo policlonal 

anticaspase 3 clivada (D175, Cell Signaling, Danvers, MA, EUA) ao microscópio 

óptico, em um modelo de isquemia e reperfusão hepática em suínos pré-tratados 

(precondicionamento) ou não com L-arginina. *O escore total de células 

apoptóticas no grupo IR (39,0±12,7), foi significativamente maior que o 

encontrado no grupo L-a+IR (16,2±11,7) e que o encontrado no grupo-controle 

(3,2±2,9) (P<0,01). Grupo controle: sham operation; Grupo IR: Isquemia por 90 

minutos seguido de reperfusão por 180 minutos; Grupo L-a+IR: 

precondicionamento farmacológico com a infusão de L-arginina intraportal (400 

mg/kg) 10 minutos antes da isquemia de 90 minutos seguidos de 180 minutos de 

reperfusão. Os dados são apresentados como média ± desvio padrão. ANOVA 

seguido pelo teste de Tukey; P<0,05. 
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Fotos 5A, B, C – Imunoistoquímica representativa de amostra do tecido hepático 

corado pelo anticorpo policlonal anticaspase 3 clivada (D175, Cell Signaling, 

Danvers, MA, EUA) ao microscópio óptico (ampliação 400x), em um modelo de 

isquemia e reperfusão hepática em suínos pré-tratados (precondicionamento) ou 

não com L-arginina. A) grupo controle, hepatócitos e células sinusoidais não 

demonstram atividade da caspase 3; B) grupo L-a+IR, raros hepatócitos e 

células sinusoidais apoptóticas; C) grupo IR, várias células sinusoidais e 

hepatócitos apoptóticos. Grupo controle: sham operation; Grupo IR: Isquemia por 

90 minutos seguido de reperfusão por 180 minutos; Grupo L-a+IR: 

precondicionamento farmacológico com a infusão de L-arginina intraportal (400 

mg/kg) 10 minutos antes da isquemia de 90 minutos seguidos de 180 minutos de 

reperfusão.  
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Figuras 6A, B, C – Fotos representativas da ultra-estrutura das mitocôndrias de 

amostras do tecido hepático a microscopia eletrônica (magnification x 10000), 

em um modelo de isquemia e reperfusão hepática em suínos pré-tratados 

(precondicionamento) ou não com L-arginina.  A) grupo-controle, estrutura 

mitocondrial normal; B) grupo L-a+IR, mitocôndrias levemente edemaceadas, 

membrana mitocondrial visível; C) grupo IR, mitocôndrias edemaceadas, 

disformes, membrana mitocondrial pouco visível, algumas parcialmente 

rompidas, dificuldade de vizualização das cristas e presença de grande 

quantidade de vacúolos no citoplasma. Grupo controle: sham operation; Grupo 

IR: Isquemia por 90 minutos seguido de reperfusão por 180 minutos; Grupo L-

a+IR: precondicionamento farmacológico com a infusão de L-arginina intraportal 

(400 mg/kg) 10 minutos antes da isquemia de 90 minutos seguidos de 180 

minutos de reperfusão. M: mitocôndria; N: núcleo. 
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Figura 7 – Edema mitocondrial calculado pela média da área de 10 mitocôndrias 

próximas ao núcleo, em um modelo de isquemia e reperfusão hepática em 

suínos pré-tratados (precondicionamento) ou não com L-arginina. *A área das 

mitocôndrias foi estatisticamente maior no grupo IR (0,6623±0,2241 µm) em 

relação ao grupo-controle (0,3391±0,0714 µm) e em relação ao grupo L-a+IR 

(0,4077±0,0416 µm) (P<0,01). Grupo controle: sham operation; Grupo IR: 

Isquemia por 90 minutos seguido de reperfusão por 180 minutos; Grupo L-a+IR: 

precondicionamento farmacológico com a infusão de L-arginina intraportal (400 

mg/kg) 10 minutos antes da isquemia de 90 minutos seguidos de 180 minutos de 

reperfusão. Os dados são apresentados como média ± desvio padrão. ANOVA 

seguido pelo teste de Tukey; P<0,05. 
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ABSTRACT 

 
AIM: The involvement of the nitric oxide (NO) pathway in the reperfusional  

ischemic phenomenon is complex and not fully understood, as are the effects of 

intraportal infusion of L-arginine (substrate for the NO synthesis), during the early 

phase of the ischemia-reperfusion injury in pig livers. To examine the beneficial 

or harmful effects of intraportal infusion of L-arginine, during the early phase of 

ischemia-reperfusion injury in pig livers, observing changes in the liver cell 

morphology, apoptosis/necrosis and changes in the mitochondrial ultrastructure.  

METHODS: A pig model of 90 minutes of hepatic ischemia and 180 minutes of 

reperfusion under passive venovenous bypass was established. Eighteen female 

hybrid pigs were randomly divided into sham-operated group, non-preconditioned 

group and pharmacologically preconditioned group (intraportal infusion in bolus of 

L-arginine 400 mg/kg) 10 minutes before the ischemia and reperfusion. Serum 

concentration of aspartate aminotransferase (AST), alanine aminotransferase 

(ALT), Thiobarbituric acid reactive substances (TBARS) and serum activity of 

antioxidant enzymes superoxide dismutase (SOD) and catalase (CAT) were 

measured. The bile flow was continuously measurement. Liver biopsies were 

taken at 180 min after reperfusion for histological and ultraestructural 

examination. Apoptotic cells were measured by immunohistochemical technique 

(anti-caspase-3). Mitochondrial ultrastructure was observed by electron 

microscope.  

RESULTS: The pharmacologically preconditioned increased bile flow (P<0.01) 

and improved serum AST level (P<0.01) when compared with non-preconditioned 

group. The serum concentration of TBARS did not differ between the three 

groups, while the activity of antioxidant enzymes SOD was significantly higher in 

pharmacologically preconditioned group only at 60 minutes of reperfusion 

(P=0.04). The sinusoidal congestion (P=0.02) was more evident in the non-

preconditioned group when compared with sham operated group. The infiltrating 

PMNs (P=0.01) were statiscally more evident in the non-preconditioned group 

when compared with sham and pharmacologically preconditioned group. Under 

light microscope, anti-caspase-3 staining indicated that cell injury occurred 

primarily in the form of apoptosis at the early stage of reperfusion and the 
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pharmacologically preconditioned group showed approximately 2.5-fold less 

caspase-3 activity when compared with the non-preconditioned group (P<0.01). 

The injury of mitochondrial ultrastructure in pharmacologically preconditioned 

group was also obviously reduced (P<0.01). 

CONCLUSION: In this study, we showed that apoptosis was a prominent feature 

of ischemia-reperfusion injury of the liver cells in the early phase of reperfusion 

and the intraportal infusion of L-arginine inhibited apoptosis of the liver cells 

which was associated with better preservation of mitochondria structure and 

inhibition of caspase-3 activity. 
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INTRODUCTION 
 

 

Hepatic ischemia/reperfusion injury is a major cause of liver dysfunction and 

occurs after several forms of shock, liver surgery for trauma or cancer, and liver 

transplantation.1-4 The mechanisms associated with ischemia/reperfusion injury 

have not yet been fully explained, but this process appears to result from an 

acute inflammatory response and a microvascular dysfunction, which ultimately 

leads to irreversible cell injury. A large number of mediators have been implicated 

in the pathogenesis of the vascular injury that occurs in ischemia/reperfusion, 

including nitric oxid, which appears to have different physiological functions in the 

body.5, 6  

 

NO protects the liver  by improving microcirculation through a vasodilator effect, 

anti-platelet effect, inhibition of  neutrophil activation, neutralization of toxic free 

radicals, as well as by having an anti-apoptotic effect.6 The manipulation of NO 

bioactivity by inhibiting or increasing it in experimental models shows the role of 

NO in hepatic ischemia/reperfusion injuries,4, 7, 8 while administering inhibitors of 

nitric oxide synthase (NOS), the enzyme that is responsible for NO synthesis, 

increases injury in animal models of ischemia/reperfusion;8, 9 infusion of NO 

donors  or supplementation with NO precursors (such as L-arginine) minimize the 

hepatic injury by ischemic reperfusion improving microcirculation.4, 7, 9-14 These 

studies support the concept that there is a hepatic deficiency in the bioavailability 

of NO during the early phase of  reperfusion.  

 

On the contrary of cytoprotective activity, NO may also be cytotoxic, since it 

reacts with reactive oxygen species (superoxide) forming peroxinitrite.15, 16 These 

events may culminate in lipid peroxidation, cell death and hepatic injury.16, 17 The 

determination of NO as a cytoprotector and not as a cytotoxic agent under some 

clinical circumstances may be verified by the occurrence of apoptosis, an 

important process in the development of ischemia/reperfusion injury.18-20 In this 

context, studies show that NO may have a pro-apoptotic or anti-apoptotic 

effect.21, 22 i.e., NO or its biological products an promote apoptosis by multiple 



 217

potential mechanisms including induction of cytochrome c release through a 

permeability transition, for direct injury on the DNA, or even through caspase-

activating pathways.22 On the other hand, recent studies suggest that, even at 

high levels, NO may have a protective role against liver parenchyma injury, 

involving anti-apoptotic pathways associated with caspases 3, 8 and 9.23-25  

  

The effect of the L-arginine/NO pathway on the hepatic ischemia/reperfusion 

injury besides being complex is still controversial, and may be associated with 

both cytoprotective and cytotoxic effects.26 Furthermore, most of the experimental 

studies to assess warm ischemia/reperfusion injuries of the liver report peripheral 

or peritoneal intravenous infusion of L-arginine as a way of maintaining the NO 

levels in reperfusion. Our study was performed to examine the beneficial or 

harmful effects of the intraportal infusion of L-arginine (considered a substrate for 

NO synthesis), in the early phase of warm ischemia/reperfusion injury in pig 

livers, particularly observing changes in the liver cells morphology, presence of 

apoptosis/necrosis and modifications of the mitochondrial structure.    
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MATERIALS AND METHODS 

 

 

Animals and Operative Procedures  

 

This study was approved by the Bioethics Committee at the University of Caxias 

do Sul and was performed in compliance with ethical guidelines for animal 

studies. Eighteen female hybrid pigs weighing 18 to 23 kg were used. After 

overnight fasting, the animals were anesthetized with thiopental sodium (Cristália, 

Brazil) (0.5 mg/kg, intravenously) after sedation with ketamine hydrochloride 

(Cristália, Brazil)  (2.0 mg/kg, intramuscularly) and atropine sulfate (Cristália, 

Brazil) (0.025 mg/kg, IM). The trachea was intubated for connection to a 

respirator (Takaoka model KT-13, series Sansei plus, Brazil) and the animals 

underwent general anesthesia with a mixture of oxygen and isoflurane (Isoforine - 
Cristália, Brazil). Through the cervical incision, the right carotid artery and both 

internal jugular veins were isolated. The artery was cannulated with a 

polyethylene catheter for the measurement of mean arterial pressure. The jugular 

veins were cannulated for volume replacement using warmed 0.9% saline and for 

the measurement of central venous pressure. The temperature was monitored 

with a thermometer introduced through a small incision in the axial region. and 

body temperature was kept above 37°C by using heated drapes. The 

electrocardiogram and oxymetry were also monitored continuously during the 

operation. Through a midline incision, the liver was completely skeletonized by 

dividing all the hepatic suspensory ligaments. The portal vein, hepatic artery, and 

common bile duct were isolated, and their collaterals were separately occluded. 

Hepatic ischemia was induced by clamping the portal vein and the hepatic artery 

under extracorporeal circulation. The venovenous bypass was used through the 

splenic vein to the left internal jugular vein with a polyethylene tube without a 

pump. The bypass was maintained under conditions of systemic heparinization 5 

minutos before ischemia. The common bile duct was cannulated and drained to 

an unpressurized reservoir to continuously measure bile flow; the cystic duct was 

occluded. Hepatic ischemia was maintained for 90 min, and reperfusion was 

subsequently performed by releasing the clamp. Congestion of the small intestine 
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was not observed macroscopically during the experiment. No animals were given 

vasopressor drugs. The pigs were killed 3 hrs after reperfusion. 
  

Blood samples (5ml) were obtained in heparinized tubes at the beginning of 

laparotomy; before reperfusion (at 75 minutes of ischemia); at 5, 15, 30, 60, 90 

and 180 min after reperfusion. Aspartate aminotransferase (AST), alanine 

aminotransferase (ALT), serum serum concentration of the thiobarbituric acid 

reactive substances (TBARS), antioxidant enzyme superoxide dismutase (SOD) 

and catalase (CAT) were measured. Liver biopsies were taken at 180 minutes 

after reperfusion for histological and ultrastructural examination, and apoptosis 

evaluation. 

 
Experimental Design 
 
The pigs were randomly allocated to three study groups of six pigs each. Sham-

operated group: the liver was exposed for 5 h, there was no liver ischemia 

(animals subjected to anesthesia, laparotomy and dissection of structures without 

hepatic ischemia); non-preconditioning group (IR group): animals subjected to 90 

minutes of ischemia followed by a 180 min period of reperfusion; 

pharmacologically preconditioned (L-a+IR group): 10 minutes before the 90 

minutes ischemia and 180 min of reperfusion, the liver was subjected to a 

preconditioning protocol, i.e. , intraportal infusion of L-arginine 400 mg/Kg (Sigma 

Química, Brasil). 

 

Biochemical Assessment of liver cytolysis (Serum Enzyme Analysis)  
  

Blood samples were obtained at the beginning of laparotomy and at the end of 

the reperfusion period. Blood was centrifuged and the plasma separated. 

Irreversible hepatic damage was evaluated by measuring alanine 

aminotransferase (ALT) and aspartate aminotransferase (AST). The AST and 

ALT determinations  were performed with the SELECTRA II Merck ® automated 

system using the colorimetric enzymatic method with a commercial kit from 
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Labtest Diagnóstica SA (Labtest  Diagnóstica SA, Brazil). The results were 

expressed in UI/L. 

 

Excretory Liver Function 
 

Bile production, as a parameter of excretory liver function, was monitored 

continuously during the reperfusion period.  The common bile duct was 

cannulated (the cystic duct was occluded) and drained to an unpressurized 

reservoir to continuously measure the bile flow, which was expressed as 

milliliters/3-hour reperfusion period.  

 

Thiobarbituric acid reactive substances determination (TBARS) 
  

The intensity of lipoperoxidation, as a result of oxidative stress produced by a 

reactive oxygen radical, was measured spectrophotometrically by concentration 

of the thiobarbituric acid reactive substances (TBARS) as described by Wills, 

1966. 27  TBARS results were expressed as nmol/mL. Blood samples were 

obtained from the venovenous shunt before ischemia, at the end of the ischemic 

period (at 75 minutes ischemia), 5, 15, 30, 60, 90 and 180 minutes after 

reperfusion.  

 

Superoxide dismutase (SOD)  activity  
 

Superoxide dismutase activity was determined spectrophotometrically in serum 

samples by measuring the inhibition of the rate of auto-catalytic adrenochrome 

formation at 480nm in a reaction medium containing 1mmol/L adrenaline (pH 2.0) 

and 50 mmol/L glycine (pH 10.2),28 both from E. Merck. This reaction was 

conducted at a constant temperature of 30ºC during 3 minutes. Enzymatic activity 

is expressed as superoxide dismutase units per g of protein (U/g de protein). One 

unit is defined as the amount of enzymes that inhibit the rate of adrenochrome 

formation by 50%.  
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Catalase (CAT) activity 
 

The assay was performed according to the method described by Aebi.29 The 

assay principle is based on the determination of the rate of hydrogen peroxide (E. 

Merck) decomposition at 240 nm. This reaction was conducted at a constant 

temperature (30ºC) for 1 minute. Enzymatic activity is expressed as catalase 

units per mg of protein (U/mg de protein). One unit of catalase decomposed 1 

�mole of H2O2 per min at pH 7.4 and 30ºC.  

Proteins 
  

The total protein levels were analyzed by Biureto methods (Kit Proteínas Totais-

Labtest Diagnostica S.A., Brazil), for spectrophotometrical determination in 

545nm. 

 
Histology and Immunohistochemistry Assessment 
 
Liver biopsies were taken from each of the six animals in each group at 180 min 

after reperfusion for histological examination using light microscopy (Olympus BX 

41, Japan). Light microscopy analysis was performed under hematoxylin and 

eosin (H&E) staining and we examined the mechanism by which 

ischemia/reperfusion influenced apoptosis after reperfusion using 

immunohistochemical methods (polyclonal anti-caspase-3 antibody) (D175, Cell 

Signaling, Danvers, MA, EUA). A pathologist examined the slides without 

knowledge of the study groups. 
 

Haematoxylin and Eosin (H&E): Biopsies were fixed in 10% buffered formalin 

and embedded in paraffin. Thin sections were stained with haematoxylin and 

eosin (H&E) for analysis of sinusoidal congestion, cytoplasmic vacuolation, 

infiltrating polymorphonuclear leukocytes (PMNs), steatosis and liver necrosis. 

Morphologic criteria for necrosis such as increased cytoplasmic eosinophilia, 

vacuolization, cell disruption, loss of architecture, and nuclear changes consisting 

in pycnosis, karyorrhexis, or karyolysis were used to determine necrosis.30 
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The extent of sinusoidal congestion, cytoplasmic vacuolation, infiltrating 

polymorphonuclear leukocytes (PMNs), liver necrosis and steatosis was 

assessed semiquantitatively as follows: Sinusoidal congestion (score 0–3): 

none=0; mild (dilation of the centrolobular vein) = 1; moderate (dilation of the 

centrolobular vein plus sinusoidal dilation of zone 3) = 2; severe (dilation of the 

centrolobular vein + sinusoidal dilation of zone 3 and zone 2) = 3; Cytoplasmic 

vacuolation (score 0–3): none=0; mild (rare perivenular hepatocytes) = 1; 

moderate (numerous perivenular liver cells) = 2; severe (alteration of hepatocytes 

beyond zone 3) = 3; PMNs (score 0 - 4) none=0; rare cells = 1; focal = 2; 

multifocal = 3; diffuse and uniformly intense = 4; Liver necrosis (score 0–4): 

absence of necrosis = 0; spotty necrosis (scattered necrotic hepatocytes at zone 

3) = 1; focal necrosis (periportal or perivenular or midacinar necrosis) = 2; 

multifocal necrosis (necrosis in more than one acinar zone) = 3; lobular necrosis 

(necrosis bridging between vascular inflow and outflow structures – diffuse, 

zones 1,2,3) = 4; and steatosis (score 0 – 3) <5% = 0; mild (33%) = 1; moderate 

(33% - 66%) = 2; severe (>66%) = 3. 

 

Caspase-3 Activity Assay: Immunohistochemistry for cleaved caspase 3 

was performed on pig liver tissue fixed in formalin and embedded in paraffin and 

removed from each group after 180 minutes of reperfusion. For 

immunohistochemistry preparation, 4 micrometer sections distributed on silanized 

slides were deparaffinized in xylene, hydrated in alcohol  and pre-treated for 

antigen recovery in citric acid (pH 6.0) using a steamer at a temperature of 98oC 

for 20 minutes. The slides were incubated using cleaved anti-caspase-3 

polyclonal antibody (D175, Cell Signaling, Danvers, MA, EUA) at a 1300 dilution, 

an anti-IgG biotinilated secondary antibody of rabbit at a 1320 dilution  (BA-1000, 

Vector Laboratories, Burlingame, CA, EUA), VECTASTAIN Elite ABC detection 

system kit (PK-6100, Vector Laboratories, Burlingame, CA, EUA) and 

diamobenzidine chromogen -DAB (D5637, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, 

EUA). Positive (lymphoid tissue) and negative controls prove the reliability of the 

reaction.   
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Morphometric analysis of the cells in tissue stained by the anti-caspase-3 method 

was performed under high-power magnification (x400) (Olympus BX 41, Japan). 

Positively labeled nuclei (brown color) were identified from negatively unstained 

nuclei (blue color). The number of positive nuclei was determined by counting all 

the positively labeled nuclei present in twenty random visual fields for each anti-

caspase-3 stained tissue sample under a microscope. The evaluation included 

the count of 10 portal spaces (one portal space per field, using the portal space 

as a central reference, prioritizing the septal region to increase the number of 

cells counted) and 10 centrolobular veins (one centrolobular vein per field, using 

as central reference the terminal centrolobular vein), which meant a total area of 

360 mm2 (18 mm2/field).  The apoptotic cells had the following characteristics: 

single cells, no inflammation, curling of cell membrane, brown particulate or 

fragmented nuclei, as previously described.31 The numbers of hepatocytes and 

apoptotic sinusoidal lining cells (SLCs) were counted independently and scored 

semiquantitatively by averaging the number of apoptotic cells by the total area of 

fields analyzed. The cells that showed a brown color in the cytoplasm and the 

free positive cells inside the sinudoids (lymphocytes and PMNs) were not 

considered positive for the caspase-3 marker. The presence of areas of marked 

lymphocytic infiltration or necrosis were removed to count apoptotic cells, as also 

previously described.32 

 
Electron Microscopy (Ultrastructural assessment) 
 
Liver biopsies were taken from each of the six animals in each group at 180 min 

after reperfusion for electron microscopy. Two observed examined the slides 

without knowledge of the study groups. 

 

One mm3 fresh liver tissue was immediately placed in a fixing solution with 2% 

glutaraldehyde. The samples were post-fixed with 1% osmium tetroxide buffer, 

then followed by an “en bloc” contrast stage with 1% uranyl acetate. The 

dehydration was performed in a gradual alcohol series. The pre-soaking of the 

material was done in a mixture of Epon 812 with pure acetone at the following 

proportions: 75%, 50%, 25%. Soaking was performed with pure 812 Epon for 24 
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hours. Polymerization was carried out in an oven at constant 60o C for 72 hours. 

The semithin sections were cut on the Leica Ultracut UCT 2.0 ultramicrotome, 

using a diamond razor, with a thickness of 800 nm and stained with an aqueous 

solution of 1% toluidine blue + basic fuchsin  The ultrathin sections were cut with 

a 70 nm thickness on the same microtome, using a   “Durkker type histo with 

trough 3mm” diamond razor. Ultrathin sections were stained with metanilic uranyl 

solution and then lead citrate.33 The changes in ultrastructural organization were 

examined through an EM208S Philips transmission electron microscope (Philips 

Electronic Instruments Inc, Eindhoven, Holland) with an 80-kV acceleration 

voltage, at the Electron Microscopy Laboratory at Universidade Luterana do 

Brasil – ULBRA/RS. 

 

Mitochondrial swelling: The ultrastructural modifications of the mitochondria 

were assessed to determine the presence of mitochondrial swelling and changes 

in the mitochondrial membrane. The mitochondrial swelling was assessed 

semiquantitatively by the mean of the measure of the area of 10 mitochondria 

close to the nucleus of each animal using Carnoy v. 2.0 software 

(http://www.carnoy.org) following the formula of the area of the ellipse A=πab; 

where (a) is the large semidiameter, and (b) the small semi-diameter. The results 

were expressed in µm. 
 

Statistical analysis 
  
Considering that there was an interest in testing differences with magnitudes of 

effect equal to or larger than two standard deviation units (E/S ≥ 2), it was 

estimated that with six (6) animals per group we would obtain a statistical power 

of approximately 90% at an α=0.05 level of significance. The data were described 

by mean and standard deviation, and when the scale scores did not have much 

amplitude, the median and the minimum and maximum values were chosen. The 

evolution of the TBARS, SOD and CAT values was evaluated by a model of 

repeated measures analysis of variance. The other comparisons, involving 

specific moments, were assessed by one-way ANOVA, differences being found 

by Tukey test. The scores were Rank transformed prior to analysis and 
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comparisons were conducted via ANOVA followed by Tukey post hoc procedure. 

The level of significance adopted was α=0,05, and the data were analysed using 

the SPSS version 12.0 and SigmaPlot version 8.0 program.34 
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RESULTS 
 

 

Liver Enzyme Analysis 
 

Changes in serum aminotransferases after reperfusion of livers subjected to 

ischemia are summarized in Table 1. After 3 h of reperfusion, the serum AST and 

ALT levels in the sham-operated animals did not change during the time of the 

experiment. In  non preconditioned group, the serum AST and ALT levels 

increased to approximately 15 and 2 times those observed in the sham group 3 h 

after reperfusion, respectively. These increases were significantly suppressed by 

the pharmacological preconditioning group (Figure 1). 

 

Excretory Liver Function 
 

After 180 minutes of reperfusion, bile production was almost completely stopped 

in the non-preconditioned group, (5.3 ± 3.3 ml) on the other hand, bile production 

in the preconditioned group (28.0 ± 5.6 ml) reached approximately 60% of the 

volume produced by the sham-operated group (49.3 ± 8.4 ml) (Table 1 - P<0.01). 

 

TBARS Levels and Antioxidant Enzyme Activity 
 

The TBARS serum levels obtained were higher in the non-preconditioned 

compared to the two other groups in practically all the samples collected, but the 

values were not statistically different in any of the groups (Figure 2). 

 

CAT activity also did not differ among the three groups in any of the samples, 

while SOD activity was significantly higher in the preconditioning group 

(4.70±1.84) when compared with the non-preconditioning group (2.43±1.03) and 

sham-operated group (1.88±1.57) 60 minutes after reperfusion (P=0.04).  
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Histological Findings 
 
Light microscope evaluation of liver biopsies obtained at the end of 180 minutes 

of reperfusion showed only minor alterations in all groups. Steatosis was less 

than 5% in all groups (p=0.39), cytoplasmic vacuolation was present in rare 

perivenular hepatocytes (p=0.24) and, in all groups, liver necrosis was absent or 

only scattered necrotic hepatocytes were found (p=0.32). The sinusoidal 

congestion was more evident in the non-preconditioning than the preconditioning 

group and sham-operated group, although the difference was only significant with 

respect to the sham-operated group (p=0.02). The infiltration of 

polymorphonuclear neutrophils (PMNs) observed in the sinusoids was statistically 

greater in the non-pre-conditioned group compared with the two other groups 

(p=0.01) (figure 3).  

 

Caspase-3 Activity 
 

Under light microscopy, anti-caspase-3 staining indicated that cell injury occurred 

primarily in the form of apoptosis at the early stage of reperfusion and apoptotic 

cells were found in the same proportion between centrolobular zones and the 

portal zone in each group (p>0.05). The apoptotic sinusoidal cell score was 

higher than the score of apoptotic hepatocytes, both in the centrolobular zone 

and in the portal zone in the two groups submitted to ischemia/reperfusion 

(P<0.05). The total score of apoptotic cells (centrolobular + portal zone) in the 

non-preconditioned group (39.0±12.7) was significantly higher than in 

preconditioning (16.2±11.7) and than in the sham-operated group (3.2±2.9) 

(P<0.01) (Figure 4).   

 

Livers subjected to ischemia and reperfusion without preconditioning showed 

approximately 2.5-fold greater caspase-3 activity when compared with the 

preconditioned group (P<0.01), on the other hand, the caspase-3 activity found in 
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the preconditioned group was greater than in the sham group, however the score 

found was not statistically different (Figure 5A, B, C). 

 

Ultrastructural changes of mitochondria and quantitative 
analysis of swelling 
 

In the sham-operated group, the mitochondrial structure was normal. 

Mitochondria were arranged in an orderly manner in a round or ellipsoid form, 

without swelling. The mitochondrial membrane was intact and clear. In both 

groups submitted to ischemia/reperfusion, the mitochondrial edema was 

observed, but the ultrastructural changes (mitochondrial membrane) were less 

intense in the preconditioned group (Figura 6A, B, C). The cross-sectional area of 

the mitochondria observed in this study were increased after reperfusion in non-

preconditioning group (0.6623±0.2241 µm) against sham operated 

(0.3391±0.0714 µm) and preconditioning groups (0.4077±0.0416 µm), (P<0.01) 

(Figura 7). 
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DISCUSSION 
 

 

In the in vivo experimental model of hepatic ischemia/reperfusion injury in pigs 

used in this study, the intra-portal exogenous L-arginine infusion conferred strong 

resistance to liver cell damage consequent to prolonged warm ischemia followed 

by tissue reoxygenation. We demonstrated improved liver function and preserved 

parenchymal integrity as a protective effect of exogenous intraportal L-arginine 

infusion. We showed that the protective mechanisms underlying exogenous L-

arginine infusion decreased the serum AST level, increased bile production and 

resulted in significant inhibition of sinusoidal endothelial cells and hepatocyte 

apoptosis. The caspase-3 activity, clearly visible soon after reperfusion, was 

prevented by the exogenous L-arginine infusion, and the damage to the 

mitochondrial structure was also attenuated.  

 

A great number of pharmacological agents have been used to attenuate the 

ischemic and reperfusion injuries in the liver. These agents may both block the 

lesion pathways directly or submit the liver to pharmacological preconditioning, 

i.e., they induce a low level of stress in the liver cells, and these in turn begin a 

cell defense mechanism against a later, more aggressive insult.35  Among these 

substances we can list antioxidants, protease inhibitors and anti-apoptotic 

molecules, adenosine agonists, NO donors or NO precursors (L-arginine), among 

others.26, 35  

 

The first hours of reperfusion are definitely characterized by low NO 

concentrations,6, 7, 12 and experimental models have demonstrated that 

maintaining nitric oxide levels during reperfusion by administering L-arginine 

attenuates the liver ischemia/reperfusion injuries; however, most of these studies 

used peripheral or peritoneal intravenous infusion. 4, 6-14, 36     

 

The liver protection effects of L-arginine through intraportal infusion were clearly 

demonstrated in this study, but had no repercussion on the hemodynamic status 

of the animals. The significant reduction of AST levels measured 3 hours after 



 230

reperfusion reflected the beneficial effects of preconditioning treatment on this in 

vivo ischemia/reperfusion injury model, which was also found by other authors.6, 8, 

12, 36, 37 The serum level of AST was distinctly elevated in both groups submitted 

to ischemia/reperfusion injury, in contrast to the level of ALT, which besides 

presenting much lower serum levels was significantly higher in the non-

preconditioned group compared with the sham-operated group, but not different 

from the preconditioned group. It seems that the lag time for ALT release into the 

blood is longer than that of AST, as previously described.14, 32, 38 

 

Most clinical studies have used aminotransferase levels to assess hepatic injury 

resulting from ischemia.39, 40 These enzymes are currently the most sensitive 

markers of ischemic injury to the liver, however, serum enzyme concentrations 

cannot easily be used as surrogate markers (isolated markers) for the extent of 

irreversible damage in hepatic ischemia/reperfusion injury.41 

 

Therefore, corroborating the reduction of serum AST levels, we also 

demonstrated a significant increase of bile production in the preconditioned 

group. Bile production, as a parameter of excretory liver function, has also been 

described as a valuable parameter of hepatic ischemia/reperfusion injury.42 

 

Bilirubin has been described as a potent physiological bile pigment with an 

antioxidant function that protects cells from oxidative injury.43, 44 In this study, bile 

production in the sham-operated group remained constant during the time of the 

experiment, but was almost completely interrupted in both groups during 

ischemia (data not shown), whereas during the 3-h reperfusion period, 

cumulative bile production remained severely depressed in the non-

preconditioned group, and it recovered in the group preconditioned with L-

arginine.    

 

Maintaining serum NO levels during reperfusion by L-arginine administration has 

also demonstrated a protection effect by reduced oxidative stress and diminished 

lipid peroxidation.14, 32, 36, 37 In this study the serum levels obtained from TBARS 

were higher in the non-preconditioned group compared with the two other groups 
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in practically all the samples collected, but the values obtained were not 

statistically significant. On the other hand, we observed a significant elevation of 

SOD, 60 min after reperfusion in the group that was preconditioned with L-

arginine, which suggests a protective effect of L-arginine by stimulation of this 

antioxidant system, as well as greater involvement of the superoxide radical as a 

reactive oxygen species mediating the cell injury, as also shown previously.37  

 

Despite the greater tendency to superoxide involvement in this group, the 

detoxification capacity of this reactive species by SOD appears to have been 

sufficient to avoid cell injury, since the TBARS serum levels were similar among 

groups and, on the other hand, we observed a better preservation of liver cells in 

the preconditioned group. The NO levels increased by L-arginine infusion can 

also inactivate the superoxide radical, this time offering additional protection 

against the endothelial cells or hepatocytes.32, 37 This mechanism may have 

helped detoxify the superoxide, but these data can only be inferred, since 

measuring the NO levels was not the subject of this study.    

 

Although the damage of membranes by lipid peroxidation is one of the most 

popular hypotheses to explain injury by ROS, other mechanisms of reactive 

oxygen-induced cell injury appear to be more important, and the lipid peroxidation 

products may be involved in the amplification and continuation of the 

inflammatory response.45  

 

Jaeschke et al. 45  using different models of hepatic injury induction by lipid 

peroxidation in vivo, observed that, where lipid peroxidation was the cause of cell 

death, a wide variety of lipid peroxidation parameters, such as ethane and 

pentane exhalation, hepatic malondialdehyde content, hepatic levels of hydroxy 

and hydroperoxy fatty acids, and isoprostanes, consistently increased by 20- to 

50-fold above baseline. On the other hand, in virtually all manuscripts on hepatic 

ischemia/reperfusion injury, including these results (through serum level), lipid 

peroxidation parameters increased less than threefold above baseline.45, 46 Thus, 

on a quantitative basis, we could also agree with Jaeschke et al.45 when they say 

that it is very difficult to explain that the severe injury during reperfusion could be 
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caused by moderate lipid peroxidation. Lipid peroxidation in the hepatic 

ischemia/reperfusion injury is a major area for further investigation. 

 

Hepatic ischaemia and reperfusion may induce not only metabolic impairment but 

also morphological alteration of the liver. In previous models of liver 

ischemia/reperfusion, morphological evidence of cell injury after prolonged 

ischemia followed by reperfusion was demonstrated by light and electron 

microscopy.14, 32, 47 In this study, histological and ultrastructural changes were 

more evident in the non-preconditioned group. Among the histological changes, 

we see that the non-preconditioned group presented significantly greater 

infiltration of polymorphonuclear leukocytes in the sinusoids compared with the 

preconditioned group. This was previously demonstrated by others authors.4, 37 

 

Under electron microscopy analysis, in both groups submitted to 

ischemia/reperfusion, we observed changes in the mitochondria, but with greater 

intensity in the non-preconditioned group. The ischemia/reperfusion caused 

disruption of the mitochondrial structure characterized by swelling with loss of 

cristae, decrease of matrix density; further, some of this mitochondria showed 

blebs with rupture of the external membrane, as also shown previously.14,32  

 

Prior to this it had been considered that the apoptotic cells manifested condensed 

chromatin but intact mitochondria; now much more evidence revealed that 

significant changes in mitochondria such as swelling, megamitochondria, 

mitochondrial pyknosis and disrupted outer-membrane could take place in many 

apoptotic models.48, 49  Indeed, the mitochondria play a critical decision making 

role in the apoptotic cascade through control of the release of those factors that 

stimulate the late steps of apoptotic death.50 

These apoptogenic factors clearly include the electron-transport protein 

cytochrome-c50-52 and may also include protease(s),52 including those of the 
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caspase family.53 The mechanism for which there is the most supporting 

evidence for apoptogen release is by means of mitochondrial swelling that could 

be induced either by the permeability transition or by another permeability-

altering event. As the permeability of the inner mitochondrial membrane is 

compromised, osmotic forces induce an increase in the matrix volume, ultimately 

rupturing the outer mitochondrial membrane.50 The method used in this study to 

quantify mitochondrial swelling by measuring the area of the ellipse was simple, 

quick, and in accordance with the other results obtained in this study to quantify 

the liver cell injury. The data obtained in this study allow the assumption that the 

structural and functional changes of mitochondria were correlated with the 

initiation and development of cell apoptosis. However, the precise mechanisms 

underlying this pharmacological preconditioning, producing mitochondrial 

protection, remain unclear.   

 

A few authors suggest that the target of cytoprotection associated with NO may 

include increased levels of cGMP after exposure of hepatocytes to NO stimulates 

cGMP-dependent protein kinase (PKG), which in turn blocks onset of the MPT 

and subsequent necrotic cell death.54  

  

Knowledge on molecules and pathways involved in apoptosis is just emerging. 

The quantitation of apoptosis in the tissue was mainly based on the TUNEL 

assay.14, 19, 32, 55 Actually, the most investigated signaling pathway is the caspase 

cascade, and caspase activation remains a hallmark feature of apoptosis.55, 56 In 

fact, a large body of evidence exists to support caspase 3 as a distal effector 

protease in apoptosis and in directly inducing apoptosis.57  Studies have shown 

that NO has an anti-apoptotic effect, inhibiting the activity of proteases of the 

caspase family (caspases 3, 8 and 9),23-25 for prevention of cytochrome-c 

release,23 among others. In the present study, using the anti-caspase-3 assay, 

we showed that the pharmacological preconditioning reduces the amount of cell 

apoptosis. In others words, the apoptotic cells were significantly increased in non-
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preconditioning livers compared with preconditioned group (approximately 2.5-

fold). Similar results were observed by other authors, but through quantification 

using the TUNEL method.14, 32 Furthermore, in the preconditioned group, 
caspase-3 activity was greater than in the sham group, but the score of apoptotic 

cells found between these two groups was not statistically different.   

  

The chronology of cell death was not the main purpose of this study, but our data 

supported sinusoidal endothelial cell susceptibility to apoptosis. We showed that 

the score of apoptotic sinusoidal endothelial cells was significantly higher than 

apoptotic hepatocytes. A large part of the studies on the cold and warm ischemic 

liver suggested that the sinusoidal endothelial cell is the first cell type to undergo 

apoptosis after reperfusion.18, 58, 59 Despite this, on the contrary of these data, a 

few authors observed rare apoptotic sinusoidal cells after warm 

ischemia/reperfusion in pig livers.14 It has been described that the periportal 

areas are considered more ischemia-resistant than the centrolobular areas, 

where more severe hypoxia often causes necrosis. The same authors suggest 

that L-arginine may be more effective in the areas where the hepatocytes suffer 

mild damage and would still be able to recover from the injury.14, 32  Interestingly, 

the scores of apoptotic cells in the centrolobular and portal zones were similar in 

our study, also opposing data from the literature.14, 32  

 

On the other hand, these findings may be explained by the experimental model 

applied in this study (global liver ischemia), i.e., in no-flow ischemia, the entire 

liver or lobe becomes anoxic, whereas in low-flow hypoxia, pericentral 

(centrolobular) regions but not periportal regions of individual liver lobes become 

anoxic and subject to injury.  Because of  the dual blood supply of the liver, the 

pattern of pericentral necrosis due to low-flow hypoxia is most often encountered 

and is a frequent finding at autopsy.60  

 

This study was designed to observe the changes in the liver cells that occurred 

during the early phase of reperfusion (beginning of reperfusion up to the third or 

fourth hour), which may have underestimated a few results, especially as regards 
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the mode of cell death (apoptosis or necrosis), and the late effects of the L-

arginine/NO pathway. Recently, apoptosis has been indicated as a major mode 

of cell death during hepatic warm ischemia/reperfusion injury by some authors,19, 

59, 61 on the other hand, other reports concluded that the major mode of cell death 

during hepatic warm ischemia/reperfusion injury is necrosis rather than 

apoptosis. 55, 62  

 

In this context, it seems that both forms of cell death coexist, 3, 50, 63 or occur 

serially, depending on the nature and severity of the insult and on the condition of 

the affected cell.3 Previous studies, using models of normothermic hepatic 

ischemia have showed that both populations of hepatic cells undergo apoptosis 

after reperfusion with maximal injury observed 3 hours after reperfusion. This 

type of injury occurred well before any evidence of necrosis, which was apparent 

only 6 to 24 hours after surgery.18, 19, 58, 59 Helling et al. 64   recently demonstrated 

in a pig model that the detectable amount of apoptotic cells was doubled when 

reperfusion was prolonged from 60 min to 2 or 4 days. Makoto et al.62   in a pig 

model of long-term of ischemia (180 minutes) followed by reperfusion concluded 

that the major mode of cell death during hepatic warm ischemia/reperfusion injury 

was necrosis, and apoptosis was not dominant. The peak phase of apoptosis 

was 6 hours after reperfusion and decreased gradually thereafter. Conversely, 

necrosis appeared from 9 hr after reperfusion and increased gradually to 24 hr 

after reperfusion. Schulz et al. 41  in another pig model of long-term of ischemia 

(120 min) followed by 480 min of reperfusion preceded by ischemic 

preconditining  demonstrated that less than 1% of hepatocytes were necrotic or 

apoptotic.  

 

Similarly, in the present study necrosis was absent or only scattered necrotic 

hepatocytes were found in all groups, on the other hand, apoptotic cells were 

dominant after 90 min of ischemia followed by 180 min of reperfusion. Such 

results could be explained mainly by the actual difference in the length of 

reperfusion and not due to duration of ischemia per se. Therefore, although our 

data further suggest that apoptosis is a key modality of cell death in the early 

postischemic liver, the absolute number of apoptotic cells and the amount of 
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necrotic cells might have been underestimated due to limited reperfusion period 

of 180 min in this study. 

  

Although the NO levels were not determined directly or indirectly in this study, we 

believe that the intraportal administration of L-arginine increased NO production 

during the early phase of reperfusion, without causing any damage to the liver, 

which was demonstrated by the hepatoprotective effects observed in this 

experimental model. Peroxinitrite, a highly reactive species generated when 

excess NO reacts with superoxide,15, 16 does not appear to have been involved 

dangerously in this experiment. This hypothesis is based on the beneficial results 

of this study and on previous studies showing that, even with high dose blood 

infusions (100 mg/kg – 600 mg/kg) of L-arginine, relatively low quantities of NO 

were produced during the early phase of reperfusion.7, 12, 37, 65  

 

The experimental model chosen is justified by the fact that, in pigs, on the 

contrary of rats, hepatic tolerance to prolonged normothermic ischemia is similar 

to that in humans. Therefore, large animals such as pigs (used in this study) 

show greater similarity in their physiology and anatomy to human beings and are 

thus more suited for the study of problems of direct clinical relevance.66 The 

limited number of animals studied (6 per group) is one of the main limitations of 

this study, and we believe that our data may have failed to find a statistically 

significant difference in moderate and small-sized effects; on the other hand, the 

statistically significant differences found in this study may safely be accepted.  

 

Another possible limitation of this study may have been the method used to  

determine the  lipid peroxidation (serum concentration of TBARS), which did not 

show oxidative stress as the most important component of tissue injury, against 

the results of the liver tests used in this study, and the morphological evaluation 

of the liver cells clearly showed the protection of preconditioning.  

 

Burra et al. 32  in an experimental model of ischemia and reperfusion in pigs, 

assessing the protective effects of L-arginine by intravenous infusion  also did not 

observe a difference in the serum concentration of TBARS compared with the 
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control group (ischemia and reperfusion only). On the other hand, the group 

treated with L-arginine demonstrated protective effects on lipid peroxidation of 

tissues (liver) and on liver morphology. This and other studies using 

pharmacological preconditioning with L-arginine have demonstrated the non-

correlation between the tissue levels (significantly lower than those of the 

controls) and serum levels of malondialdehyde.14, 32   

 

Moreover, studies on ischemic preconditioning have demonstrated concordant 

results between the concentration of malondialdehyde and the activity of SOD 

and CAT in liver tissue with the results found in the function tests and 

hepatocellular morphological evaluation.67 Therefore, the correlation between the 

serum and tissue levels of the lipid peroxidation parameters and of the CAT, SOD 

enzymatic antioxidant systems is an important field for future investigation. 

 

The beneficial effects of pharmacological preconditioning with the infusion of 

intraportal     L-arginine were clearly demonstrated during the early phase of 

reperfusion in this experimental model. These data support the idea that 

strategies to prevent or reduce ischemic and warm reperfusion hepatic injuries 

through stimulating liver NO production are feasible and promising, but still a field 

for future investigation.  

 

The precise mechanisms of the protective effect of exogenous L-arginine on the 

liver tissue are still unknown, but might occur through a much better preserved 

mitochondrial structure. The true potential of applying L-arginine in clinical 

situations must be proved through clinical studies in humans.   



 238

 

Table 1 – Effects of hepatic ischemia/reperfusion on pigs treated or not with the 

infusion of intraportal L-arginine on the serum levels of aspartate aminotransferase, 

alanine amonotransferase and bile production.. 

Characteristic 

Control group

n=6 

( X ± SD) 

IR group 

n=6 

( X ± SD) 

L-a+IR group

n=6 

( X ± SD) P 

AST pre-ischemic (UI/L) 37.7±14.6 32.3±14.9 37.5±13.5 0.77 

AST 180 min of reperfusion 

(UI/L) 

46.2±23.7(a) 702.2±118.1(c) 363.3±115.7(b) <0.01

ALT pre-ischemic (UI/L) 31.3±4.4 23.7±7.9 25.7±9.3 0.22 

ALT 180 min of reperfusion 

(UI/L) 

27.0±6.9(a) 57.2±17.5(b) 36.8±16.3(a) (b) 0.01 

Bile production  

(mL/180min of reperfusion) 

49.3±8.4(c) 5.3±3.3(a) 28.0±5.6(b) <0.01

X ± SD: mean value ± standard deviation; ANOVA followed by Tukey test; P<0.05 

Non-coinciding index-letters represent statistically significant differences in the post—

hoc. 

Control group:  Sham operation; IR group: ischemia for 90 minutes followed by 

reperfusion for 180 minutes; L-a + IR group: 10 minutes before the 90 minutes 

ischemia and 180 min of reperfusion, the liver was subjected to a pharmacological 

preconditioning protocol, i.e., intraportal infusion of L-arginine 400 mg/kg; AST: 

aspartate aminotransferase; ALT: alanine aminotransferase. 
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Figure 1 – Serum levels of aspartate aminostransferase (AST) in a model of 

hepatic ischemia/reperfusion on pigs treated or not with the infusion of intraportal 

L-arginine. *The AST levels were higher in the IR group, compared with the L-

a+IR group and compared with the control group (p<0.01). Control group:  Sham 

operation; IR group: ischemia for 90 minutes followed by reperfusion for 180 

minutes; L-a + IR group: 10 minutes before the 90 minutes ischemia and 180 min 

of reperfusion, the liver was subjected to a pharmacological preconditioning 

protocol, i.e., intraportal infusion of L-arginine 400 mg/kg; AST: aspartate 

aminotransferase; ANOVA followed by Tukey test; P<0.05. 
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Figure 2 – Serum level (mean) of thiorbarbituric acid reactive substances 

(TBARS) in a model of hepatic ischemia/reperfusion on pigs treated or not with 

the infusion of intraportal L-arginine. The values were not statistically significant 

at any of the times among the groups (P>0.05).Control group: Sham operation; 

IR group: ischemia for 90 minutes followed by reperfusion for 180 minutes; L-a + 

IR group: 10 minutes before the 90 minutes ischemia and 180 min of reperfusion, 

the liver was subjected to a pharmacological preconditioning protocol, i.e., intra-

portal infusion of L-arginine 400 mg/kg; AST: aspartate aminotransferase; 

Analysis of variance of repeated measures; P<0.05. 
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Figure 3 – Hepatic injury score (median) assessed by optical microscopy in a 

model of hepatic ischemia/reperfusion on pigs treated or not with the infusion of 

intraportal L-arginine. *Sinusoidal congestion was significantly greater in the IR 

group versus control group (P=0.02). *Polymorphonuclear (PMNs) infiltration was 

significantly higher in the IR group versus the control group (P=0.01) and versus 

L-a+IR group (P=0.01). Necrosis was not different among the three groups 

(P=0.24). Control group: Sham operation; IR group: ischemia for 90 minutes 

followed by reperfusion for 180 minutes; L-a + IR group: 10 minutes before the 90 

minutes ischemia and 180 min of reperfusion, the liver was subjected to a 

pharmacological preconditioning protocol, i.e., intra-portal infusion of L-arginine 

400 mg/kg; The scores were Rank transformed prior to analysis and comparisons 

were conducted via ANOVA followed by Tukey post hoc procedure; P<0.05. 
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Figure 4 – Total score of apoptotic cells (hepatocytes+sinusoidal cells), assessed 

by the immunohistochemical technique, using the cleaved, polyclonal 

anticaspase-3 antibody (D175, Cell Signaling, Danvers, MA, USA) under an 

optical microscope, in a model of hepatic ischemia/reperfusion on pigs treated or 

not with the infusion of intraportal L-arginine. *The total score of apoptotic cells in 

the IR group (39.0±12.7), was significantly higher than in the L-a+IR group 

(16.2±11.7) and than the one found in the control group (3.2±2.9) (P<0.01). 

Control group: Sham operation; IR group: ischemia for 90 minutes followed by 

reperfusion for 180 minutes; L-a + IR group: 10 minutes before the 90 minutes 

ischemia and 180 min of reperfusion, the liver was subjected to a 

pharmacological preconditioning protocol, i.e., intra-portal infusion of L-arginine 

400 mg/kg; Data are presented as mean ± SD. ANOVA followed by Tukey test; 

P<0.05. 
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Figure 5A, B, C – Immunohistochemistry showing sample of hepatic tissue 

stained with the cleaved polyclonal anticaspase-3 antibody (D175, Cell Signaling, 

Danvers, MA, USA) under an optical microscope (400x magnification) in a model 

of hepatic ischemia/reperfusion on pigs treated or not with the infusion of 

intraportal L-arginine. A) control group, hepatocytes and sinusoidal cells do not 

show caspase–3 activity; B) L-a+IR group, a few hepatocytes and apoptotic 

sinusoidal cells. C) IR group, several hepatocytes and apoptotic sinusoidal cells . 

Control group: Sham operation; IR group: ischemia for 90 minutes followed by 

reperfusion for 180 minutes; L-a + IR group: 10 minutes before the 90 minutes 

ischemia and 180 min of reperfusion, the liver was subjected to a 

pharmacological preconditioning protocol, i.e., intra-portal infusion of L-arginine 

400 mg/kg. 
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Figures 6A, B, C – Representative photos of the mitochondrial structure of 

samples of hepatic tissue under electron microscopy (x10000 magnification) in a 

model of hepatic ischemia/reperfusion on pigs treated or not with the infusion of 

intraportal L-arginine. A) control group, normal mitrochondrial structure; B) L-a+IR 

group, slightly swollen mitochondria, visible mitochondrial membrane; C) IR 

group, deformed swollen mitochondria, mitochondrial membrane not clearly 

visible, a few partly ruptured, difficulty in viewing the crestae and presence of 

large quantity of vacuoles in the cytoplasm.  Control group: Sham operation; IR 

group: ischemia for 90 minutes followed by reperfusion for 180 minutes; L-a + IR 

group: 10 minutes before the 90 minutes ischemia and 180 min of reperfusion, 

the liver was subjected to a pharmacological preconditioning protocol, i.e., intra-

portal infusion of L-arginine 400 mg/kg. 
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Figure 7 – Mitochondrial swelling calculated by the mean of the area of 10 

mitochondria close to the nucleus, in a model of hepatic ischemia/reperfusion on 

pigs treated or not with the infusion of intraportal L-arginine. *The area of the 

mitochondria was statistically larger in the IR group (0.6623±0.2241 µm) 

compared with the control group (0.3391±0.0714 µm) and compared with the L-

a+IR group (0,4077±0,0416 µm) (P<0.01). Control group: Sham operation; IR 

group: ischemia for 90 minutes followed by reperfusion for 180 minutes; L-a + IR 

group: 10 minutes before the 90 minutes ischemia and 180 min of reperfusion, 

the liver was subjected to a pharmacological preconditioning protocol, i.e., intra-

portal infusion of L-arginine 400 mg/kg; Data are presented as mean ± SD. 

ANOVA followed by Tukey test; P<0.05. 
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9. CONCLUSÕES 

 
 
Os efeitos benéficos do precondicionamento isquêmico (10 minutos de isquemia 

seguidos de 10 minutos de reperfusão) e do precondicionamento farmacológico 

com a infusão in bolus de L-arginina intraportal (400mg/kg 10 minutos antes da 

isquemia prolongada), foram demonstrados durante a fase precoce da 

reperfusão, nesse modelo experimental de isquemia e reperfusão normotérmica 

(90 minutos de isquemia seguidos de 180 minutos de reperfusão) em fígado de 

suínos.  

  

O precondicionamento isquêmico e o precondicionamento farmacológico com 

infusão intraportal de L-arginina deram suporte para as células hepáticas 

resistirem a um prolongado período de isquemia, bem como para resistirem ao 

período de reoxigenação.  

  

Por meio deste estudo, demonstrou-se uma melhor função e uma melhor 

preservação das células hepáticas, como efeito protetor desses dois 

precondicionamentos.  

 

Os mecanismos de proteção, tanto do precondicionamento isquêmico quanto do 

precondicionamento farmacológico, resultaram em um significativo aumento na 

produção de bile e menor elevação sérica da aspartato aminotransferase (AST).  

 

A repercussão nos parâmetros de peroxidação lipídica (substâncias reativas ao 

ácido tiobarbitúrico - TBARS) e na atividade dos sistemas antioxidantes, 

superóxido dismutase (SOD) e catalase (CAT), determinadas mediante 

concentrações séricas dos mesmos, não demonstrou alterações consistentes 

com a lesão tecidual nesse modelo experimental.  
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A avaliação das amostras hepáticas pela microscopia óptica (H&E), obtida no 

final dos 180 minutos de reperfusão, demonstrou apenas alterações de menor 

magnitude em todos os grupos submetidos à isquemia e reperfusão hepática. A 

congestão sinusoidal e a infiltração dos polimorfonucleares (PMNs) nos 

sinusóides, foram as alterações mais visivelmente encontradas no grupo 

submetido a isquemia e reperfusão, sem precondicionamento isquêmico ou 

farmacológico.  A necrose foi um achado pouco freqüente em todos os grupos. 

 

Por meio da verificação da atividade da caspase 3, observamos que, tanto o 

precondicionamento isquêmico, quanto o precondicionamento farmacológico, 

resultaram em uma significativa redução da apoptose das células sinusoidais e 

dos hepatócitos, em comparação com o grupo não precondicionado.  

 

A lesão da ultra-estrutura mitocondrial (determinada pela medida da área das 

mitocôndrias) nas células hepáticas, claramente evidente no grupo não 

precondicionado, foram prevenidas pela utilização de ambos os 

precondicionamentos, de forma semelhante.  

 

Portanto, nesse modelo experimental, a apoptose foi uma característica 

marcante das células hepáticas na fase precoce da lesão de isquemia e 

reperfusão, além disso, tanto o precondicionamento isquêmico quanto o 

precondicionamento farmacológico com L-arginina intraportal foram associados a 

uma melhor preservação da ultra-estrutura mitocondrial e a uma inibição da 

atividade da caspase 3.  

 

Esses dados sugerem a mitocôndria como via sinalizadora comum de morte 

celular, que, como referido por outros autores, parece utilizar diferentes tipos de 

proteínas mitocondriais para ativar diversas vias de morte celular.1 O melhor 

entendimento da estimulação específica dessas vias pode direcionar para a 

identificação de novos agentes terapêuticos eficazes na redução desses 

estímulos nocivos, bem como futuras áreas de investigação podem identificar 



 255

eventos celulares e/ou métodos responsáveis para manter estável a estrutura 

mitocondrial, particularmente a transição da permeabilidade mitocondrial.  

  

O potencial de aplicabilidade de estratégias, tanto farmacológicas quanto 

cirúrgicas, observadas em modelos experimentais, certamente é um campo 

interessante e promissor. Entretanto, novas pesquisas, o desenvolvimento de 

drogas e estudos clínicos em humanos necessitam ser realizados, para se obter 

e avaliar agentes seguros, com efeito específico e eficazes para o uso rotineiro 

em situações clínicas.  

 

1. Malhi H, Gores GJ, Lemasters JJ. Apoptosis and necrosis in the liver: a 

tale of two deaths? Hepatology 2006;43(2 Suppl 1): S31-44. 
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10. ANEXOS 
10.1 Tabelas 
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10.1.1 Comparação dos quatro grupos experimentais quanto às variáveis Peso, AST, ALT e 
Produção de bile. 
Efeitos da isquemia e reperfusão hepática em suínos submetidos ao precondicionamento 
isquêmico e farmacológico (infusão de L-arginina intraportal), nos níveis séricos da aspartato 
aminotransferase, alanino amonotransferase e na produção de bile. 

Característica 

Grupo 
Controle 

n=6 
( X ± DP) 

Grupo 
IR 

n=6 
( X ± DP) 

Grupo 
PCI+IR 

n=6 
( X ± DP) 

Grupo 
L-a+IR 

n=6 
( X ± DP) P 

Peso, Kg 20,0±1,4 20,0±1,4 20,8±1,4 20,7±1,4 0,69 
      
AST pré-isquemia, UI/L 
 

37,7±14,6 32,3±14,9 39,2±13,0 37,5±13,5 0,85 

AST 180 min 
reperfusão, UI/L 
 

46,2±23,7a 702,2±118,1c 431,3±122,0b 363,3±115,7b <0,01 

ALT pré-isquemia, UI/L 
 

31,3±4,4 23,7±7,9 31,3±6,9 25,7±9,3 0,2 

ALT 180 min 
reperfusão, UI/L 
 

27,0±6,9a 57,2±17,5b 59,2±25,4b 36,8±16,3a,b 0,01 

Produção de bile, 
mL/180min 

49,3±8,4c 5,3±3,3a 21,2±6,9b 28,0±5,6b <0,01 

X ± DP: média±desvio padrão; ANOVA seguido pelo teste de Tukey; P<0,05 
Letras-índice não coincidentes representam diferenças estatísticamente significativa ao teste de 
post-hoc; Grupo controle: sham operation; Grupo IR: isquemia por 90 minutos seguido de 
reperfusão por 180 minutos; Grupo PCI+IR: isquemia de 10 minutos seguido de 10 minutos de 
reperfusão, antes dos 90 minutos de isquemia e 180 minutos de reperfusão; Grupo L-a+IR: 
submeteu-se o fígado a isquemia de 10 minutos seguido de 10 minutos de reperfusão, antes dos 
90 minutos de isquemia e 180 minutos de reperfusão; AST: aspartato aminotransferase; ALT: 
alanina aminotransferase. 
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10.1.2 Comparação dos quatro grupos experimentais quanto às variáveis: substâncias 
reativas ao ácido tiobarbitúrico (TBARS), catalase (CAT) e superóxido dismutase (SOD). 
 
Efeitos da isquemia e reperfusão hepática em suínos submetidos ao precondicionamento 
isquêmico e farmacológico (infusão de L-arginina intraportal), nos níveis séricos do TBARS, SOD 
e CAT. 

Característica 

Grupo 
Controle 

n=6 
( X ± DP) 

Grupo 
IR 

n=6 
( X ± DP) 

Grupo 
PCI+IR 

n=6 
( X ± DP) 

Grupo 
L-a+IR 

n=6 
( X ± DP) P 

TBARS      
Pré-isquemia 3,82±0,80 3,57±1,36 3,80±0,60 3,15±0,50 0,54 

75 min de isquemia 3,30±0,75 4,16±1,65 3,47±0,68 3,79±0,68 0,5 
5 min na reperfusão 3,05±0,74 3,44±1,37 2,92±0,52 3,49±1,32 0,73 

15 min na reperfusão 2,88±0,91 3,46±1,38 3,39±0,60 2,92±0,45 0,58 
30 min na reperfusão 2,80±0,99 3,80±1,14 2,73±0,70 3,00±0,92 0,21 
60 min na reperfusão 3,34±0,80 3,47±1,80 3,02±0,70 2,72±0,70 0,65 
90 min na reperfusão 3,06±1,22 3,13±1,62 3,22±0,18 3,10±0,70 0,99 

180 min na reperfusão 3,47±0,81 a,b 4,40±1,25 b 3,01±0,39 a 3,30±0,70 a,b 0,05 
 
SOD 

     

Pré-isquemia 1,58±1,53 1,40±1,13 1,19±0,86 1,53±1,5 0,96 
75 min de isquemia 1,78±1,63 1,92±0,91 0,62±2,73 1,60±1,72 0,32 
5 min na reperfusão 2,72±2,61 1,74±1,92 2,05±2,6 2,61±2,36 0,89 

15 min na reperfusão 2,33±1,70 3,54±2,23 3,43±2,16 3,48±2,01 0,7 
30 min na reperfusão 1,80±2,03 2,32±1,52 1,68±1,35 3,62±1,0 0,14 
60 min na reperfusão 1,88±1,57 a 2,43±1,03 a, b 2,0±1,43 a 4,70±1,84 b 0,04 
90 min na reperfusão 3,0±2,63 3,21±2,86 2,70±1,70 2,90±0,94 0,98 

180 min na reperfusão 3,20±2,14 2,02±3,34 2,40±1,10 2,70±1,24 0,7 
 
CAT 

     

Pré-isquemia 0,60±0,41 a 1,95±1,31 b 1,23±0,80 a,b 0,30±0,25 a <0,01 
75 min de isquemia 1,10±0,72 1,0±0,83 1,02±0,80 0,80±0,62 0,91 
5 min na reperfusão 1,14±1,0 2,10±1,20 1,64±1,0 1,23±1,40 0,47 

15 min na reperfusão 1,04±0,83 1,70±1,0 1,67±0,90 2,50±2,32 0,39 
30 min na reperfusão 0,74±0,60 1,11±0,70 1,95±0,80 1,80±1,50 0,12 
60 min na reperfusão 1,20±0,72 a 1,02±0,83 a 4,01±2,73 b 1,60±1,80 a,b 0,02 
90 min na reperfusão 0,80±0,60 1,40±0,90 3,50±2,24 1,91±2,54 0,08 

180 min na reperfusão 1,10±1,40 a 1,0±0,44 a 4,40±1,80 b 1,43±1,13 a <0,01 
      
X ± DP: média±desvio padrão; Análise de variância de medidas repetidas; P<0,05.Letras-índice 
não coincidentes representam diferenças estatísticamente significativa ao teste de post-hoc; 
Grupo controle: sham operation; Grupo IR: isquemia por 90 minutos seguido de reperfusão por 
180 minutos; Grupo PCI+IR: isquemia de 10 minutos seguido de 10 minutos de reperfusão, 
antes dos 90 minutos de isquemia e 180 minutos de reperfusão; Grupo L-a+IR: submeteu-se o 
fígado a isquemia de 10 minutos seguido de 10 minutos de reperfusão, antes dos 90 minutos de 
isquemia e 180 minutos de reperfusão; TBARS: substâncias reativas ao ácido tiobarbitúrico; 
SOD: superóxidodismutase; CAT: catalase. 
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10.1.3 Comparação dos quatro grupos experimentais quanto às variáveis Congestão 
sinusoidal, Degeneração balonizante, Necrose, Infiltração de Polimorfonucleares e 
Esteatose. 

 
Efeitos da isquemia e reperfusão hepática em suínos submetidos ao precondicionamento
iisquêmico e farmacológico (infusão de L-arginina intraportal), na congestão sinusoidal,
degeneração balonizante, necrose, infiltração de polimorfonucleares e esteatose determinadas
pela microscopia óptica. 

Característica 

Grupo 
Controle 

n=6 

Grupo 
IR 

n=6 

Grupo 
PCI+IR 

n=6 

Grupo 
L-a+IR 

n=6 P 
Microscopia óptica 
 

     

    Congestão sinusoidal 
 

0,5 (0 a 1) a 2 (1 a 3) b 1 (0 a 2) a,b 1 (1 a 2) a,b 0,02 

    Degeneração     
balonizante 
 

1 (1 a 2) 1 (0 a 3) 1 (0 a 2) 0,5 (0 a 1) 0,24 

    Necrose 
 

1 (1 a 2) 1 (1 a 1) 1 (0 a 1) 1 (0 a 1) 0,32 

    PMNs 
 

1 (1 a 2) a 2 (2 a 2) b 1,5 (1 a 2) a,b 1 (0 a 2) a 0,01 

    Esteatose 0 (0 a 0) 0 (0 a 0) 0 (0 a 0) 0 (0 a 1) 0,39 
Dados são apresentados em mediana (valores mínimo e máximo); Os escores foram 
ordenados em postos (Rank) e comparados entre os grupos com ANOVA seguido de 
procedimento de Tukey; P<0,05. Letras-índice não coincidentes representam diferenças 
estatísticamente significativa ao teste de post-hoc; Grupo controle: sham operation; Grupo IR: 
isquemia por 90 minutos seguido de reperfusão por 180 minutos; Grupo PCI+IR: isquemia de 
10 minutos seguido de 10 minutos de reperfusão, antes dos 90 minutos de isquemia e 180 
minutos de reperfusão; Grupo L-a+IR: submeteu-se o fígado a isquemia de 10 minutos seguido 
de 10 minutos de reperfusão, antes dos 90 minutos de isquemia e 180 minutos de reperfusão;; 
PMNs: polimorfonucleares; ZCL: zona centro lobular; ZP: zona portal. 
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10.1.4 Comparação dos quatro grupos experimentais quanto às variáveis Apoptose e 
Área das Mitocôndrias pela Microscopia Eletrônica. 

 
Efeitos da isquemia e reperfusão hepática em suínos submetidos ao precondicionamento 
isquêmico e farmacológico (infusão de L-arginina intraportal) na apoptose determinada através 
da atividade da caspase 3 (microscopia ótica), e na área das mitocôndrias (microscopia 
eletrônica). 

Característica 

Grupo 
Controle 

n=6 
( X ± DP) 

Grupo 
IR 

n=6 
( X ± DP) 

Grupo 
PCI+IR 

n=6 
( X ± DP) 

Grupo 
L-a+IR 

n=6 
( X ± DP) P 

Microscopia óptica 
Atividade da Caspase 3 
 

     

    Total 
 

3,2±2,9 a 39±12,7 b 12±10,1 a 16,2±11,7 a  <0,01 

ZCL total 
 

1,8±1,5 a 21,8±7,7 b 6,3±5,7 a 6,3±4,1 a <0,01 

ZP total 
 

1,5±1,6 a 17,2±8,0 b 5,7±4,9 a 9,8±7,7 a,b <0,01 

ZCL endothelial 
 

0,3±0,8 1,3±1,6 0,3±9,5 1,2±1,2 0,28 

ZCL hepatócitos 
 

0,7±0,8 a 5,7±1,8 b  2±2,2 a 1,8±2,3 a <0,01 

ZCL  células sinusoidais 
 

0,8±1,0 a 14,8±6,7 b 4,0±3,6 a 4,8±3,3 a <0,01 

ZP hepatócitos 
 

0,7±1,0 a 4,7±3,8 b 1,0±1,5 a,b 2,2±1,9 a,b 0,03 

ZP células sinusoidais 
 

0,8±0,8 a 12,5±5,5 b 4,7±3,7 a 7,7±6,4 a,b <0,01 

Microscopia eletrônica  
Mitocôndrias 
 

     

Área média  
(10 mitocôndrias 
por animal/grupo) 

0,3391± 
0,7145 a 

0,6623± 
0,2241 b 

0,4493± 
0,1456 a 

0,4077± 
0,0416 a 

<0,01 

X ± DP: média±desvio padrão; ANOVA seguido pelo teste de Tukey; P<0,05 
Letras-índice não coincidentes representam diferenças estatísticamente significativa ao teste 
de post-hoc; Grupo controle: sham operation; Grupo IR: isquemia por 90 minutos seguido de 
reperfusão por 180 minutos; Grupo PCI+IR: isquemia de 10 minutos seguido de 10 minutos de 
reperfusão, antes dos 90 minutos de isquemia e 180 minutos de reperfusão; Grupo L-a+IR: 
submeteu-se o fígado a isquemia de 10 minutos seguido de 10 minutos de reperfusão, antes 
dos 90 minutos de isquemia e 180 minutos de reperfusão;ZCL: zona centro lobular; ZP: zona 
portal. 
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10.1.5 Comparação da Atividade da Caspase-3 entre Zonas Centrolobular / Zona 
Portal e Células Hepáticas. 
 
Efeitos da isquemia e reperfusão hepática em suínos submetidos ao 
precondicionamento isquêmico e farmacológico (infusão de L-arginina intraportal) na 
apoptose determinada através da atividade da caspase 3 (microscopia ótica) em 
relação às zonas centrolobular e zona portal. 
 

Apoptose – Atividade da 
Caspase 3 

ZCL 
( X ± DP) 

ZP 
( X ± DP) 

P 

CONTROLE 
 

1,8±1,5 1,5±1,6 >0,05 

IR 
 

21,8±7,7 17,2±8,0 >0,05 

PCI+IR 
 

6,3±5,7 5,7±4,9 >0,05 

L-a+IR 6,3±4,1 9,8±7,7 0,08 

Apoptose – Atividade da 
Caspase 3 

 
ZCL hepatócitos 

( X ± DP) 

ZCL células 
sinusoidais 
( X ± DP) 

P 

CONTROLE 
 

0,7±0,8 0,8±1,0 >0,05 

IR 
 

5,7±1,8 14,8±6,7 0,02 

PCI+IR 
 

2±2,2 4,0±3,6 >0,05 

L-a+IR 1,8±2,3 4,8±3,3 <0,01 

Apoptose – Atividade da 
Caspase 3 

 
ZP hepatócitos 

( X ± DP) 

ZP células 
sinusoidais 
( X ± DP) 

P 

CONTROLE 
 

0,7±1,0 0,8±0,8 >0,05 

IR 
 

4,7±3,8 12,5±5,5 0,01 

PCI+IR 
 

1,0±1,5 4,7±3,7 0,02 

L-a+IR 2,2±1,9 7,7±6,4 0,05 

X ± DP: média±desvio padrão. 
Grupo controle: sham operation; Grupo IR: isquemia por 90 minutos seguido de 
reperfusão por 180 minutos; Grupo PCI+IR: isquemia de 10 minutos seguido de 10 
minutos de reperfusão, antes dos 90 minutos de isquemia e 180 minutos de reperfusão; 
Grupo L-a+IR: submeteu-se o fígado a isquemia de 10 minutos seguido de 10 minutos 
de reperfusão, antes dos 90 minutos de isquemia e 180 minutos de reperfusão. 
ZCL: zona centro lobular; ZP: zona portal. 
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10. ANEXOS 
10.2. Gráficos 
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10.2.1 Níveis séricos de asparatato aminotransferase (AST), em um modelo de 

isquemia e reperfusão hepática em suínos, submetidos ao precondicionamento 

isquêmico e farmacológico(infusão de L-arginina intraportal). 

 
* P<0,01 compara grupo controle com grupos IR, PCI+IR e L-a+IR. 
** P<0,01 compara grupo IR com grupos PCI+IR e L-a+IR.     
ANOVA seguido pelo teste de Tukey; P<0,05 

Grupo controle: sham operation; Grupo IR: isquemia por 90 minutos seguido de 

reperfusão por 180 minutos; Grupo PCI+IR: isquemia de 10 minutos seguido de 

10 minutos de reperfusão, antes dos 90 minutos de isquemia e 180 minutos de 

reperfusão; Grupo L-a+IR: submeteu-se o fígado a isquemia de 10 minutos 

seguido de 10 minutos de reperfusão, antes dos 90 minutos de isquemia e 180 

minutos de reperfusão; AST: aspartato aminotransferase. 
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10.2.2 Níveis séricos de alanino amonotransferase (ALT), em um modelo de 

isquemia e reperfusão hepática em suínos, submetidos ao precondicionamento 

isquêmico e farmacológico (infusão de L-arginina intraportal). 

 
* P=0,01 compara grupo controle com grupos IR e PCI+IR. 
ANOVA seguido pelo teste de Tukey; P<0,05 

Grupo controle: sham operation; Grupo IR: isquemia por 90 minutos seguido de 

reperfusão por 180 minutos; Grupo PCI+IR: isquemia de 10 minutos seguido de 

10 minutos de reperfusão, antes dos 90 minutos de isquemia e 180 minutos de 

reperfusão; Grupo L-a+IR: submeteu-se o fígado a isquemia de 10 minutos 

seguido de 10 minutos de reperfusão, antes dos 90 minutos de isquemia e 180 

minutos de reperfusão; alanino amonotransferase (ALT). 
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10.2.3 Produção de blie durante os 180 minutos de reperfusão, em um modelo 

de isquemia e reperfusão hepática em suínos, submetidos ao 

precondicionamento isquêmico e farmacológico (infusão de L-arginina 

intraportal). 

 
 
* P<0,01 compara grupo controle com grupos IR, PCI+IR e L-a+IR. 
** P<0,01 compara grupo IR com grupos controle, PCI+IR e L-a+IR.   
Os dados são apresentados como média ± desvio padrão. ANOVA seguido pelo 

teste de Tukey; P<0,05 

Grupo controle: sham operation; Grupo IR: isquemia por 90 minutos seguido de 

reperfusão por 180 minutos; Grupo PCI+IR: isquemia de 10 minutos seguido de 

10 minutos de reperfusão, antes dos 90 minutos de isquemia e 180 minutos de 

reperfusão; Grupo L-a+IR: submeteu-se o fígado a isquemia de 10 minutos 

seguido de 10 minutos de reperfusão, antes dos 90 minutos de isquemia e 180 

minutos de reperfusão. 
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10.2.4 Níveis séricos das substâncias reativas ao ácido tiobarbitúrico (TBARS), 

em um modelo de isquemia e reperfusão hepática em suínos, submetidos ao 

precondicionamento isquêmico e farmacológico (infusão de L-arginina 

intraportal). 

 
* P<0,01 compara grupo IR com grupo PCI+IR. 
Dados são apresentados como médias; Análise de variância de medidas 

repetidas; P<0,05. 

Grupo controle: sham operation; Grupo IR: isquemia por 90 minutos seguido de 

reperfusão por 180 minutos; Grupo PCI+IR: isquemia de 10 minutos seguido de 

10 minutos de reperfusão, antes dos 90 minutos de isquemia e 180 minutos de 

reperfusão; Grupo L-a+IR: submeteu-se o fígado a isquemia de 10 minutos 

seguido de 10 minutos de reperfusão, antes dos 90 minutos de isquemia e 180 

minutos de reperfusão. 
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10.2.5  Níveis séricos da SOD, em um modelo de isquemia e reperfusão 

hepática em suínos, submetidos ao precondicionamento isquêmico e 

farmacológico (infusão de L-arginina intraportal). 
 
 

 
* P=0,04 compara grupo L-a+IR com grupo controle e grupo PCI+IR. 
Dados são apresentados como médias; Análise de variância de medidas 

repetidas; P<0,05. 

Grupo controle: sham operation; Grupo IR: isquemia por 90 minutos seguido de 

reperfusão por 180 minutos; Grupo PCI+IR: isquemia de 10 minutos seguido de 

10 minutos de reperfusão, antes dos 90 minutos de isquemia e 180 minutos de 

reperfusão; Grupo L-a+IR: submeteu-se o fígado a isquemia de 10 minutos 

seguido de 10 minutos de reperfusão, antes dos 90 minutos de isquemia e 180 

minutos de reperfusão. 
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10.2.6 Níveis séricos da CAT, em um modelo de isquemia e reperfusão hepática 

em suínos, submetidos ao precondicionamento isquêmico e farmacológico 

(infusão de L-arginina intraportal). 
 

 
* P=0,02 compara grupo PCI+IR com grupo controle e grupo IR. 
** P<0,01 compara grupo PCI+IR com grupos controle, IR e L-a+IR. 
Dados são apresentados como médias; Análise de variância de medidas 

repetidas; P<0,05. 

Grupo controle: sham operation; Grupo IR: isquemia por 90 minutos seguido de 

reperfusão por 180 minutos; Grupo PCI+IR: isquemia de 10 minutos seguido de 

10 minutos de reperfusão, antes dos 90 minutos de isquemia e 180 minutos de 

reperfusão; Grupo L-a+IR: submeteu-se o fígado a isquemia de 10 minutos 

seguido de 10 minutos de reperfusão, antes dos 90 minutos de isquemia e 180 

minutos de reperfusão. 
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10.2.7 Efeitos da isquemia e reperfusão hepática em suínos submetidos ao 

precondicionamento isquêmico e farmacológico (infusão de L-arginina 

intraportal) na congestão sinusoidal. 
 

 
 
*P=0,02 compara grupo IR com controle. 
Escore (mediana) de lesão hepática avaliada por meio da microscopia óptica, em 

um modelo de isquemia e reperfusão hepática em suínos submetidos ou não ao 

precondicionamento isquêmico e farmacológico com L-arginina. *A congestão 

sinusoidal foi significativamente maior no grupo IR versus grupo-controle 

(P=0,02). Grupo controle: sham operation; Grupo IR: isquemia por 90 minutos 

seguido de reperfusão por 180 minutos; Grupo PCI+IR: isquemia de 10 minutos 

seguido de 10 minutos de reperfusão, antes dos 90 minutos de isquemia e 180 

minutos de reperfusão. Os escores foram ordenados em postos e comparados 

entre os grupos com ANOVA seguido de procedimento de Tukey; P<0,05. 
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10.2.8 Efeitos da isquemia e reperfusão hepática em suínos submetidos ao 

precondicionamento isquêmico e farmacológico (infusão de L-arginina 

intraportal) na infiltração de polimorfonucleares. 
 

 
 

* P=0,01 compara grupo IR com grupo controle e grupo L-a+IR. 
Escore (mediana) de lesão hepática avaliada por meio da microscopia óptica, em 

um modelo de isquemia e reperfusão hepática em suínos submetidos ou não ao 

precondicionamento isquêmico e farmacológico com L-arginina. *A infiltação de 

polimorfonucleares (PMNs) foi significativamente maior no grupo IR em relação 

ao grupo L-a+IR e ao grupo-controle (P=0,01). Grupo controle: sham operation; 

Grupo IR: isquemia por 90 minutos seguido de reperfusão por 180 minutos; 

Grupo PCI+IR: isquemia de 10 minutos seguido de 10 minutos de reperfusão, 

antes dos 90 minutos de isquemia e 180 minutos de reperfusão. Os escores 

foram ordenados em postos e comparados entre os grupos com ANOVA seguido 

de procedimento de Tukey; P<0,05. 
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10.2.9 Efeitos da isquemia e reperfusão hepática em suínos submetidos ao 

precondicionamento isquêmico e farmacológico (infusão de L-arginina 

intraportal) na apoptose determinada através da atividade da caspase 3 

(microscopia ótica). 

 
 
*P<0,01 compara grupo IR com grupos controle, PCI+IR e L-a+IR. 
Os dados são apresentados como média ± desvio padrão. ANOVA seguido pelo 

teste de Tukey; P<0,05. Grupo controle: sham operation; Grupo IR: isquemia por 

90 minutos seguido de reperfusão por 180 minutos; Grupo PCI+IR: isquemia de 

10 minutos seguido de 10 minutos de reperfusão, antes dos 90 minutos de 

isquemia e 180 minutos de reperfusão; Grupo L-a+IR: submeteu-se o fígado a 

isquemia de 10 minutos seguido de 10 minutos de reperfusão, antes dos 90 

minutos de isquemia e 180 minutos de reperfusão. 
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10.2.10 Efeitos da isquemia e reperfusão hepática em suínos submetidos ao 

precondicionamento isquêmico e farmacológico (infusão de L-arginina 

intraportal) na apoptose determinada através da atividade da caspase 3 

(microscopia ótica) na zona centrolobular. 

 
 
*P<0,01 compara grupo IR com grupos controle, PCI+IR e L-a+IR.  
Os dados são apresentados como média ± desvio padrão. ANOVA seguido pelo 

teste de Tukey; P<0,05. Grupo controle: sham operation; Grupo IR: isquemia por 

90 minutos seguido de reperfusão por 180 minutos; Grupo PCI+IR: isquemia de 

10 minutos seguido de 10 minutos de reperfusão, antes dos 90 minutos de 

isquemia e 180 minutos de reperfusão; Grupo L-a+IR: submeteu-se o fígado a 

isquemia de 10 minutos seguido de 10 minutos de reperfusão, antes dos 90 

minutos de isquemia e 180 minutos de reperfusão. 
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10.2.11 Efeitos da isquemia e reperfusão hepática em suínos submetidos ao 

precondicionamento isquêmico e farmacológico (infusão de L-arginina 

intraportal) na apoptose determinada através da atividade da caspase 3 

(microscopia ótica) na zona portal. 

 

 
 
*P<0,01 compara grupo IR com grupos controle e PCI+IR.  
Os dados são apresentados como média ± desvio padrão. ANOVA seguido pelo 

teste de Tukey; P<0,05. Grupo controle: sham operation; Grupo IR: isquemia por 

90 minutos seguido de reperfusão por 180 minutos; Grupo PCI+IR: isquemia de 

10 minutos seguido de 10 minutos de reperfusão, antes dos 90 minutos de 

isquemia e 180 minutos de reperfusão; Grupo L-a+IR: submeteu-se o fígado a 

isquemia de 10 minutos seguido de 10 minutos de reperfusão, antes dos 90 

minutos de isquemia e 180 minutos de reperfusão.  



 274

10.2.12 Efeitos da isquemia e reperfusão hepática em suínos submetidos ao 

precondicionamento isquêmico e farmacológico (infusão de L-arginina 

intraportal) na área das mitocôndrias (microscopia eletrônica). 

 
 
*P<0,01 compara grupo IR com grupos controle, PCI+IR e L-a+IR. 
Os dados são apresentados como média ± desvio padrão. ANOVA seguido pelo 

teste de Tukey; P<0,05. Grupo controle: sham operation; Grupo IR: isquemia por 

90 minutos seguido de reperfusão por 180 minutos; Grupo PCI+IR: isquemia de 

10 minutos seguido de 10 minutos de reperfusão, antes dos 90 minutos de 

isquemia e 180 minutos de reperfusão; Grupo L-a+IR: submeteu-se o fígado a 

isquemia de 10 minutos seguido de 10 minutos de reperfusão, antes dos 90 

minutos de isquemia e 180 minutos de reperfusão. 
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10.ANEXOS 
10.3 Fotos representativas 
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10.3.1 Foto representativa da congestão sinusoidal, grupo controle 
Hematoxilina e Eosina (100x) 

 
 
 

10.3.2 Foto representativa da congestão sinusoidal, grupo não 
precondicionado 

Hematoxilina e Eosina (100x) 
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10.3.3 Foto representativa da congestão sinusoidal, grupo 
precondicionamento isquêmico 

Hematoxilina e Eosina (100x) 

 
 
 

10.3.4 Foto representativa da congestão sinusoidal, grupo 
precondicionamento farmacológico com L-arginina intraportal 

Hematoxilina e Eosina (100x) 

 
 
 



 278

10.3.5 Foto representativa da infiltração de polimorfonucleares,  
grupo controle 

Hematoxilina e Eosina (100x) 

 
 
 

10.3.6  Foto representativa da infiltração de polimorfonucleares,  
grupo não precondicionado 

Hematoxilina e Eosina (100x) 
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10.3.7 Fotos representativa da atividade da caspase 3, grupo controle 
Imunocoloração para caspase 3 (400x) 
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10.3.8 Fotos representativa da atividade da caspase 3, grupo não 
precondicionado 

Imunocoloração para caspase 3 (400x) 
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10.3.9 Fotos representativa da atividade da caspase 3, grupo 
precondicionamento isquêmico 

Imunocoloração para caspase 3 (400x) 

 
 
 

10.3.10 Fotos representativa da atividade da caspase 3, grupo 
precondicionado farmacologicamente com L-arginina intraportal 

Imunocoloração para caspase 3 (400x) 
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10.3.11 Foto representativa das mitocôndrias, grupo controle 
Microscopia eletrônica (10000x) 

 
M: mitocôndria 

N: núcleo 
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10.3.12 Foto representativa das mitocôndrias, grupo não precondicionado 
Microscopia eletrônica (10000x) 

 
M: mitocôndria 

N: núcleo 
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10.3.13 Foto representativa das mitocôndrias, grupo precondicionamento 
isquêmico 

Microscopia eletrônica (10000x) 

 
M: mitocôndria 

N: núcleo 
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10.3.14 Foto representativa das mitocôndrias, grupo precondicionamento 
farmacológico com L-arginina intraportal 

Microscopia eletrônica (10000x) 

 
M: mitocôndria 

N: núcleo 
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