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Resumo

A transplantacdo hepética é a Unica opcado terapéutica com carater definitivo, para
situacBes de doenca hepética cronica terminal ou faléncia hepatica aguda. A
insuficiéncia de érgdos é um dos principais obstaculos a transplantacéo, pelo que, todo
o esforco realizado no sentido de aumentar a quantidade/qualidade dos O&rgaos

disponiveis terd impacto na sobrevida dos doentes.

Na transplantacdo hepatica ocorre um processo especifico de isquemia/reperfuséo,
onde o figado é completamente revascularizado apés um periodo de hipoxia, induzida

inicialmente pelo frio e posteriormente pela reperfusdo de sangue venoso.

Em consequéncia deste processo de isquemia/reperfusdo podem resultar lesGes
celulares. Dos mecanismos celulares e moleculares envolvidos, sabe-se que uma das
principais alteracdes ocorre ao nivel do metabolismo energético envolvendo a fungéo

mitocondrial.

O objetivo desta dissertacao foi identificar o papel da disfungé&o mitocondrial no contexto
da transplantacdo hepética, realizando para tal, um estudo clinico em figados humanos
utilizados na transplantacéo hepéatica e transpor esses eventos para o0 modelo animal

de modo a identificar estratégias de protecao da funcdo mitocondrial.

O estudo clinico consistiu em isolar mitocéndrias de figados a partir de duas biopsias
hepaticas de tecido vivo, tendo uma sido colhida no final do periodo de isquemia fria e
a outra apos reperfusdo arterial. Esta andlise permitiu identificar nos figados dos
doentes submetidos a transplante hepatico, que a disfuncdo mitocondrial esta
intimamente relacionada com a lesdo induzida pela isquemia/reperfusdo e que a
disponibilidade bioenergética se encontra diminuida apds a reperfusdo. Identificou-se
gue variacdes nos tempos de isquemia fria n&do interferem nas alteracdes dos
parametros de funcéo mitocondrial nem da disponibilidade bioenergética. Definiram-se
biomarcadores clinicos (transaminase glutdmico-oxalacética, bilirrubina direta, lactato
arterial) como novos fatores de prognostico precoce da evolugdo clinica no pdés-

operatorio do transplante hepatico.

No estudo experimental realizado no rato, como modelo animal, verificou-se que tal
como no estudo clinico, a disfun¢cdo mitocondrial esta intimamente relacionada com a
lesd@o induzida pela isquemia/reperfusdo. Verificou-se que a variacdo nos tempos de

isquemia fria ndo agrava as alteracdes dos parametros de fun¢cdo mitocondrial nem da
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disponibilidade bioenergética. Os estudos sobre reperfuséo hipotérmica demonstraram
um efeito protetor sobre a funcdo mitocondrial com repercussao na disponibilidade

bioenergética tecidular.

Foi estudado o efeito da adicao de Berberina a solucéo de preservacao identificando-se
0 seu papel protetor na atividade mitocondrial e na preservacao bioenergética. Inferiu-
se que este papel se deve a expressao genética de genes que atuam como reguladores
do metabolismo celular, interferindo na biogénese mitocondrial e no processo de

mitofagia.

Este estudo translacional permitiu identificar novos fatores de progndsticos clinicos e
contribuiu para o desenvolvimento de novas estratégias de prote¢cdo mitocondrial, que

poderdo levar a uma melhoria dos resultados clinicos na transplantagéo hepatica.

Palavras-chave: Transplantacdo hepatica, Isquemia/Reperfusdo, Mitocondria,

Bioenergética, Solucdes de preservacao hepatica
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Abstract

A liver transplantation is the only definitive therapeutic option for situations of chronic
terminal liver disease or acute liver failure. Organ failure is one of the main hindrances
to transplants, so any effort to increase the number of organs available will have an

impact on the quality of life and patient survival.

In the hepatic transplant, a specific process of ischemia/reperfusion occurs, in which the
liver is completely revascularized after a period of hypoxia, initially induced by cold and

then by the reperfusion of venous blood.

Because of this ischemia/reperfusion process cellular lesions may result. Of the cellular
and molecular mechanisms involved, it is known that one of the main alterations occurs

at the level of energetic metabolism involving the mitochondrial function.

The objective of this dissertation is to identify the role of the mitochondrial dysfunction in
the context of a liver transplant, performing a clinical study on human livers used in liver
transplants and to transfer these events to the animal model in order to identify strategies

for protecting the mitochondrial function.

The clinical study consisted of isolating mitochondria from livers from two liver biopsies
of living tissue, one having been collected at the end of the cold ischemia period and the
other after the arterial reperfusion. This analysis allowed to identify in livers of patients
undergoing liver transplantation that mitochondrial dysfunction is closely related to injury
induced by ischemia/reperfusion and that the bioenergetic availability is impaired after
the reperfusion. It was identified that variations in the cold ischemia times do not interfere
in alterations of the mitochondrial function parameters or bioenergetic availability.
Clinical biomarkers (glutamic-oxalacetic transaminase, direct bilirubin, arterial lactate)
were defined as new factors for an early prognosis of clinical evolution in the

postoperative period of liver transplant.

In the experimental study conducted in the mouse as an animal model, it was found that,
as in the clinical study, mitochondrial dysfunction is closely related to an
ischemia/reperfusion injury. It has been found that the variation in cold ischemia times
does not aggravate changes in the mitochondrial function parameters nor those of
bioenergetic availability. Studies on hypothermic reperfusion established a protective

effect on the mitochondrial function with repercussion on tissue bioenergetic availability.
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The effect of adding Berberine to the preservation solution was studied and its protective
role in mitochondrial activity and contributing to bioenergetic preservation identified. It
was inferred that this role is due to the genetic expression of genes which act as
regulators of the cellular metabolism, interfering in mitochondrial biogenesis and in the

process of mitophagy.

This translational study allowed to identify new factors of clinical prognosis and
contributed to the development of new strategies of mitochondrial protection, which could

lead to an improvement of clinical results in liver transplantation.

Keywords: Liver transplantation, Ischemia/reperfusion, Mitochondria, Bioenergetics,

Liver preservation solutions
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Conceitos gerais de transplantacdo hepatica e da atividade
mitocondrial

Transplantacéo hepéatica

A transplantacdo hepatica é a Unica opcao terapéutica, com carater definitivo, no
tratamento de doentes em faléncia hepéatica aguda ou com doenca hepatica terminal.
Estima-se que na atualidade, o nimero de transplantes hepaticos realizados na Europa
e nos Estados Unidos da América seja de 6000 transplantes/ano, com taxas de

sobrevivéncia aos 5 anos de 70 % [1, 2].

No ano de 1954, foi descrito o primeiro transplante no ser humano, que consistiu num
transplante renal entre gémeos. O sucesso deste procedimento esteve provavelmente
relacionado com o facto de nao ter havido necessidade de realizar terapéutica

imunossupressora.

Antes de 1960 foram iniciados os primeiros trabalhos de investigacdo na area da
transplantacdo hepética. Em 1963, Thomas Starzl, que até a essa data tinha liderado a
maioria das investigacdes utilizando cdes como modelo animal, foi o primeiro a efetuar
um transplante hepéatico ortotépico no ser humano, que nao teve éxito por complicacdes
relacionadas com o procedimento cirdrgico. Apesar deste feito, s6 em 1967, é que foi

realizado com sucesso 0 primeiro transplante hepético [3, 4].

Fortner, em 1970, descreveu pela primeira vez a utilizacao de figado heterotdpico. Este
facto contribuiu, para que mais tarde, fossem desenvolvidas diferentes técnicas
cirdrgicas, sendo de salientar o transplante hepatico auxiliar (procedimento no qual o
orgdo nativo pode ser preservado quando se espera uma recuperac¢do do 0rgéo) e a
divisdo hepatica (Split-liver) que possibilitou a utilizagéo de figados de dadores vivos na

transplantacdo hepética [5-7].

Na década de 80, um dos principais problemas da transplantacdo hepatica estava
relacionado com a baixa taxa de sobrevivéncia que se aproximava dos 20 % aos 5 anos.
Esta realidade foi alterada devido ao desenvolvimento de farmacos imunossupressores,
sendo de realcar a descoberta da ciclosporina, que ao reduzir a taxa de rejeicao,

permitiu que o transplante hepatico se tornasse uma realidade clinica [8, 9].

Em 1983, foi estabelecido pelo Instituto Nacional de Saude dos EUA (NIH), que o

transplante hepatico fosse uma opcao terapéutica com carater definitivo nas situacfes
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de doenca hepatica terminal, assistindo-se desde ai, a uma enorme proliferacdo de

centros especializados de transplantagdo [10].

A transplantacdo hepética reveste-se de primordial importancia no tratamento de
doentes com insuficiéncia hepatica, e que gracas aos avangos nos conhecimentos e

aos resultados obtidos, permitiu um alargamento progressivo das suas indicac@es [11].

No inicio da transplantacdo hepatica, o tratamento de tumores hepéaticos malignos era
pouco expressivo, dada a elevada percentagem de recorréncia e a baixa taxa de
sobrevivéncia aos 5 anos (15,2 %). Esta realidade tem sido progressivamente alterada,
como consequéncia da melhoria dos aspetos técnicos associados a aquisi¢cdo de novos
conceitos no dominio da oncologia e da imunologia [12, 13]. Estes factos, permitiram a
fuséo da cirurgia de transplantacdo a oncologia cirdrgica, condicionando o inicio de uma

mudancga de paradigma no tratamento multidisciplinar dos tumores hepaticos [14-17].

Na atualidade a transplantacdo hepética € uma opcao terapéutica que possibilita a
obtencdo de taxas de sobrevivéncia superiores a 90 %, derivados da melhoria no
seguimento do doente com insuficiéncia hepatica, associados a selegdo e preservagéo

dos 6rgéaos e a alocacao destes de acordo com o grau de gravidade dos doentes [18].

IndicagOes e contraindicagdes

A transplantac@o hepética é uma opgéao terapéutica valida quer na idade pediatrica quer
em adultos, e pode estar indicada num amplo espetro de doencas hepéticas, onde se
incluem a faléncia hepética aguda/cronica, as alteracbes metabdlicas/congénitas e
algumas neoplasias hepéaticas. Independentemente das condi¢des etioldgicas que estao
na génese destas indicacfes, todas apresentam um denominador comum que se

caracteriza pelo inicio de um quadro de descompensacéo hepética (Tabela 1) [19-21].
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IndicacOes para Transplantacdo Hepatica

Insuficiéncia hepatica aguda

Hepatite virica

Lesdes induzidas por tdxicos (paracetamol, cogumelos, outros)

Doenca de Wilson fulminante

Tirosinemia fulminante
Insuficiéncia hepatica crénica

Doenca colestatica (cirrose biliar priméria, colangite esclerosante primaria, atresia biliar, sindromes
de colestase familiar)

Doenca hepatocelular (hepatite virica, cirrose alcodlica, hepatite autoimune)

Doenca Vascular (Budd-Chiari, doenga veno-oclusiva)

Esteatose severa
Neoplasias/LesGes ocupando espaco

Carcinoma hepatocelular

Hepatoblastoma

Hemangioendotelioma

Tumor neuroenddcrino metastatico

Doenca hepética poliquistica

Adenomatose mdltipla
Doencas Metabdlicas

Défice de a1- antitripsina

Polineuropatia amiloiddtica familiar (PAF)

Doenca de Wilson

Tirosinemia

Hemocromatose

Doenca de armazenamento do glicogénio tipo | e IV

Fibrose quistica

Protoporfiria eritropoiética (EPP)

Sindrome de Crigler-Najjar

Oxalose

Défice enzimatico do ciclo da ureia

Deficiéncia de proteina C

Hemofilia A
Faléncia do enxerto

Rejeicdo (aguda ou cronica)

Faléncia primaria do enxerto

Problemas técnicos

TABELA 1- INDICACOES PARA TRANSPLANTACAO HEPATICA
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Nos EUA, as principais indicac¢des clinicas para transplantacdo hepatica sdo a cirrose

néo colestatica (73 %), seguida da doenga hepatica colestatica (10 %) (Figura 1) [22].

Indicacdes clinicas para transplantacao
hepatica

10%

3%
3%

1%

73% 9%

m Cirrose néo colestatica 1 Doenga hepética colestatica ® Neoplasias malignas
Necrose hepatica aguda m Doengas metabdlicas m Atrésia Biliar
Outras

FIGURA 1- DISTRIBUICAO POR DIAGNOSTICO CLINICO DOS DOENTES EM LISTA DE ESPERA
PARA TRANSPLANTACAO HEPATICA NOS EUA

As indicacdes variam de acordo com a idade dos doentes. Na idade pediatrica, a
indicacdo mais frequente € a atresia biliar (58 %), enquanto nos adultos a indicacao
mais comum é a doenca hepatocelular cronica ndo colestatica como consequéncia da
elevada frequéncia de cirrose derivada da infe¢cdo provocada pelo virus da hepatite C.
Como consequéncia da recente introducdo na prética clinica de farmacos para o
tratamento da hepatite C (sofosbuvir e ribavirina), poderemos vir a assistir nos proximos

anos a uma diminuicdo do numero de transplantes por esta causa (Figura 2) [22].
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Caracteristicas evolutivas das indicacdes
clinicas para transplante hepético
40,0
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25,0 ——— S—
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50—

0,0
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e Necrose hepatica aguda ss==HB\/ e HCV

=== Cirrose alcodlica Neoplasias == Qutras/Desconhecidas

FIGURA 2- CARACTERISTICAS EVOLUTIVAS DAS INDICACOES CLINICAS PARA TRANSPLANTE
HEPATICO NOS EUA

Em termos gerais, as contraindicagfes estdo diretamente relacionadas com as
comorbilidades dos doentes, que podem impossibilitar a realizagdo de um procedimento
desta magnitude. O potencial candidato deve ser alvo de um estudo exaustivo, onde se
incluem uma avaliacdo da funcéo cardiaca, pulmonar, renal, a anélise do estado mental
e a caracterizacdo socioeconémica, aspetos fundamentais que permitem determinar o

risco/beneficio individual.

As contraindicacdes para a realizacdo de um transplante hepatico, podem ser divididas
em dois grupos: absolutas e relativas (Tabela 2) [23].
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Contraindicacdes

Absolutas

Défices cognitivos ou incapacidade em cumprir tratamento de imunossupresséo

Infecdo sistémica ndo controlada

Doenga cardiopulmonar avangada

Etilismo ativo ou consumo de drogas

Sindrome da imunodeficiéncia adquirido (AIDS)

Carcinoma hepatocelular metastatico

Histdria pessoal de doenga oncoldgica recente

AlteragBes anatdmicas que impegam a transplantagédo
Relativas

Idade superior a 75 anos

Sepsis de origem hepatobiliar

Colangiocarcinoma

Infe¢é@o por HIV

Faléncia multiorganica necessitando de suporte cardiopulmonar

Malnutricio severa

TABELA 2- CONTRAINDICACOES ABSOLUTAS E RELATIVAS PARA TRANSPLANTACAO
HEPATICA

Insuficiéncia de 6rgéos e sistema de alocacéo de 6rgaos

A principal limitagdo da transplantagédo esta relacionada com a falta de 6rgaos. Esta
insuficiéncia de 6rgdos levou ao desenvolvimento de sistemas de classificagdo,
baseados em dados objetivos, com a finalidade de permitir alocar de uma forma mais
eficaz os 6rgaos disponiveis. Na atualidade, a maioria dos paises adotou um sistema
de classificagdo numérico denominado por MELD (model for end-stage liver disease),
baseado nas condic¢des clinicas do doente, permite determinar qual a probabilidade de

mortalidade por doenca hepética crénica em 3 meses (Tabela 3) [24, 25].
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Escala de MELD

(probabilidade de mortalidade em 3 meses)
240 — 100 % de mortalidade

30-39 — 83 % de mortalidade
20-29 — 76 % de mortalidade
10-19 — 27 % de mortalidade

<10 — 4 % de mortalidade

TABELA 3- ESCALA DE MELD

As classificagbes anteriores a escala de MELD cairam em desuso, pois baseavam-se
em dados subjetivos. Por exemplo, a classificacdo de Child-Turcotte-Pugh, ndo é
facilmente mensuravel visto ser baseada na quantificacdo do grau de ascite ou do grau
de encefalopatia, podendo originar assimetrias na caracterizagcao do risco clinico dos

doentes.

Para o célculo destes modelos sao utilizados os valores de bilirrubina total, creatinina e
INR (international normalized ratio). Considera-se que para valores de MELD inferiores
a 15, o risco de mortalidade em lista de espera é inferior ao risco de mortalidade apés

transplante [26, 27].

Os doentes com quadros clinicos mais graves, tém preferéncia na atribuicao dos érgaos,
possibilitando deste modo, uma priorizacdo da lista de espera de acordo com a
gravidade das situacdes clinicas. No caso, de dois ou mais doentes terem 0s mesmos
valores de MELD, a prioridade sera atribuida ao doente que se encontra ha mais tempo

em lista de espera.

Na idade pediatrica, até aos 12 anos de idade, utiliza-se a escala PELD (pediatric end-
stage liver disease) cujo célculo tem por base a idade (menor ou maior de 1 ano de
idade), o crescimento estato-ponderal, acompanhados dos valores de bilirrubina total,
INR e albumina (Figura 3) [28-30].
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FIGURA 3- CORRELAGCAO DE SOBREVIVENCIA ENTRE OS MODELOS MELD E PELD

Quando os doentes tém os mesmos valores de MELD e PELD, por principio, o 6rgédo

devera ser alocado ao doente com idade pediatrica.

Existem algumas excec¢0fes a escala de MELD, sendo de salientar os hepatocarcinomas,
seguido de outras patologias menos frequentes como a amiloidose, a hipertenséo

portopulmonar e a sindrome hepatopulmonar [31-33].

Durante a década de 1990, foram introduzidos na pratica clinica os critérios de Milao,
com o objetivo de selecionar dentro dos doentes cirroticos com hepatocarcinoma,
aqueles com indicacdo para transplante hepatico. Com base nestes critérios (tumor
anico até 5 cm ou trés tumores com dimensdes até 3 cm cada e auséncia de trombose
na veia porta) houve uma melhoria da sobrevivéncia aos 5 anos de 70 % e reducéo da

recorréncia para valores inferiores a 10 % [34, 35].

Tendo por objetivo a avaliagdo prognoéstica e a estratificacdo das diversas opcoes
terapéuticas, surgiram outros sistemas de estadiamento clinico dos doentes com
hepatocarcinoma. O sistema mais utilizado € a classificagdo de Barcelona Clinic Liver
Cancer (BCLC), baseada em estudos randomizados controlados, e que inclui a
classificacdo de Child-Pugh, escalas de performance clinica (ECOG) e dados relativos
a caracterizacdo do tumor (nédulo solitario ou multinodular, invasdao vascular ou

disseminacao extra-hepatica) [36].

10
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Aspetos técnicos da transplantacédo hepatica

Na transplantacé@o hepética o érgado € implantado na sua localizagao nativa (transplante
ortotopico), contrariamente ao que acontece na transplantacao renal, na qual o 6rgéo é

colocado numa posicéao distinta da sua localizacdo habitual (transplante heterotépico).

Os transplantes ortotopicos sao procedimentos mais complexos, pois no caso do figado,
obriga a realizacdo de uma hepatectomia total do figado nativo e posterior implante total

ou parcial do enxerto.

A hepatectomia total para remocéao do figado nativo, € um procedimento que pode ser
extremamente complicado, tendo em conta a patologia de base dos doentes (ex.
hipertensdo portal, coagulopatia) e, como tal, condicionar uma maior variabilidade no

tempo necessario para a sua realizacao.

Durante a fase anepatica, que compreende o periodo de tempo entre a remocao fisica
do figado nativo e que termina com o inicio da recirculacdo sanguinea no enxerto
hepatico, pode ser acompanhada de graves alteragcdes hemodinamicas, hematol6gicas
e metabdlicas [37]. Nesta fase, o fluxo sanguineo pela veia porta e eventualmente pela
veia cava encontra-se obstruido, condicionando hipertensao quer esplancnica quer do
sistema venoso sistémico. Como tal, para manter a estabilidade hemodinamica, é
pratica comum a realizacdo de um shunt entre a veia porta e a veia cava infra-hepética
do hospedeiro, promovendo o restabelecimento do retorno venoso central. Caso néo se
efetue, por opgéo do cirurgido ou por envolvimento da veia cava, havera necessidade
de manter um suporte anestésico cuidado, com eventual administragdo de farmacos
vasopressores e expansores do volume, de modo a minorar o impacto destas

alteracoes.

As anastomoses vasculares s6 comegam a ser realizadas quando o campo cirurgico se
encontra preparado para receber o 6rgéo, pelo que s6 nessa fase é que o implante é
retirado da solucéo de preservacéo a 4 °C. Classicamente inicia-se com a anastomose
da veia cava supra-hepatica e posteriormente seguem-se por ordem sequencial a
anastomose da veia cava infra-hepatica, da veia porta, da artéria hepatica e finalmente
da via biliar principal, embora esta ordem possa variar tendo em conta a preferéncia do

cirurgido ou a anatomia e as circunstancias fisiolégicas de cada doente.

Em alternativa, a técnica piggyback consiste na anastomose entre a veia cava supra-

hepatica do dador a confluéncia das veias hepaticas do recetor. Nesta técnica a veia
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cava infra-hepatica do enxerto é suturada, limitando a extensdo da disseccao
retroperitoneal e eliminando a necessidade de realizar um bypass veno-venoso,
contribuindo deste modo para a diminuicdo da fase anepética, preservando a
estabilidade cardiovascular por manutencao do fluxo venocava. A técnica de piggyback
€ necessaria quando ndo dispomos da veia cava do dador, como acontece no

transplante com dador vivo ou na técnica de particdo hepética (técnica de Split) [38-40].

A técnica de Split baseia-se no facto do figado ser composto por varios segmentos
anatomicos (I-VIII), pois cada uma dessas unidades tem irrigacao sanguinea, drenagem
venosa e biliar tornando possivel a particdo hepética. Por norma, o Split é utilizado em
pacientes com idade pediatrica (incluindo os segmentos Il e Ill ou os segmentos Il, Il e
IV) ou em adultos (incluindo os segmentos |, V, VI, VIl e VIII ou os segmentos |, IV, V,
VI, VIl e VIII). A particdo hepatica permitiu a realizacdo de transplantes hepaticos a partir
de figados provenientes de dadores vivos, sendo mais comum o transplante de adulto
para crianca. A transplantacdo de figado de dador vivo entre adultos € mais limitada,
pois o lobo esquerdo pode ser insuficiente, podendo levar a faléncia hepatica pos-
transplante [41, 42].

Complicacdes da transplantacdo hepatica

Complicagdes precoces

Imediatamente apds a realizagdo de um transplante hepatico é possivel aferir se o 6rgéo
esta funcionante através da monitorizacéo dos parametros de coagulacdo, da producao
de bilis e da clearance de lactato [43, 44]. A monitorizag&do da funcao hepética é fulcral
para o sucesso do transplante, pois de acordo com a literatura, 2 % dos transplantes
hepaticos ndo séo funcionantes (disfungédo hepética primaria), processo que pode ser

fatal a menos que se realize um retransplante.

A monitorizagdo de possiveis complicagfes vasculares relacionadas com a trombose
venosa e/ou arterial, é realizada com controlo seriado por ecografia com Doppler, para

sua detecdo precoce de forma a evitar a perda do enxerto [45, 46].

A estenose dos ductos biliares ou as fugas biliares podem surgir precocemente. Neste

periodo, a estenose dos ductos biliares é normalmente autolimitada, estando
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maioritariamente relacionada com processos inflamatoérios ou resultar do edema da

anastomose [47, 48].

Outras complicacdes precoces estdo relacionadas com a hemorragia e com a producdo

inadequada de fatores de coagulacdo (poor inicial function) [49-51].

Complicacgdes tardias

As complicacdes tardias da transplantacéo hepética estéo relacionadas com a rejei¢éo
do enxerto, com a terapéutica imunossupressora e com a possibilidade de recidiva da

doenca hepética [52].

Tipicamente os episodios de rejeicdo sdo assintomaticos, cuja suspeita tem por base
alteracdes das provas hepéticas, o que obriga a realizacdo de bidpsias hepéticas para
confirmacéo do diagnoéstico. Nestes casos, ao confirmar-se a rejeicdo do 6rgdo, pode
aumentar-se a terapéutica imunossupressora Oou NOS casoS mais severos haver

necessidade de administrar corticosteroides [53, 54].

As principais complicacdes da terapéutica imunossupressora estdo relacionadas com o
aumento da suscetibilidade as infe¢des, com alteracdes no sistema cardiovascular e
com o eventual aumento da incidéncia de outros tumores primarios (ex. célon, mama...),

facto que nao deve ser descurado no seguimento destes doentes [55].

A taxa de recidiva ap0s transplante por hepatite C é sobejamente conhecida. Apesar de
raro, qualquer outra condicdo que leve a realizacdo de transplante hepatico pode

recidivar e obrigar a realizacédo de novo transplante [56-58].

Alargamento dos critérios dos dadores

Em Portugal, apds um periodo de decréscimo do nimero de dadores e de transplantes
hepaticos efetuados, assiste-se desde 2012 a um aumento progressivo destes dados.
Apesar dessa melhoria, continua a registar-se uma discrepancia entre o nimero de
doentes a aguardar por um 6rgao e a sua disponibilidade, facto que representa na
atualidade um dos maiores obstaculos a transplantacéo. Por forma a diminuir este hiato
entre as necessidades e a disponibilidade de orgdos, passaram a utilizar-se 6rgaos
previamente considerados inadequados para transplantacdo. Como tal, houve

necessidade de estender os critérios de inclusdo dos o6rgdos disponiveis para
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transplantacéo, incluindo érgdos de dadores com idade mais avancada, com isquemia
fria prolongada, dadores apds paragem cardiaca e relativamente ao 6rgao, a utilizacdo
de figados com graus variaveis de esteatose. Este alargamento dos critérios de inclusdo
foi de tal maneira expressivo, que atualmente representa nalguns centros, 2/3 da

totalidade dos figados disponiveis para transplante [54, 59].

De salientar que a esteatose hepética, especialmente a macrovesicular, € um fator de
risco major na cirurgia hepatica. Encontra-se associada a um aumento do risco de
faléncia do figado transplantado, condicionando o sucesso da transplantacdo. Niveis de
esteatose macrovesicular superiores a 30 %, condicionam uma reducdo da sobrevida
do enxerto durante o primeiro ano, estimando-se que seja responsavel pela rejeicédo de
25 % dos figados [60-62].

Solugbes de preservacao

Desde os anos 80, a colheita multiorganica de um unico dador tornou-se pratica habitual,
permitindo a padronizacao das técnicas de colheita. Neste periodo, o desenvolvimento
de solucdes de preservacao foi fundamental para o sucesso da transplantacéo hepética,
permitindo o armazenamento do érgao por periodos que podiam variar entre as 12 e as

18 h, tornando possivel a partilha de érgaos entre diferentes regides [63].

Existem diversas solucdes de preservacdo hepatica, sendo de salientar: a solugéo da
Universidade de Wisconsin, a solugéo de histidina-triptofano-cetoglutarato (HTK) e a
solucao de Celsior (Tabela 4) [64, 65].
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Componentes
HTK Celsior
(mMol/L)
Sadio 135 15 100
Potéssio 35 9 15
Magnésio 5 4 13
Calcio 2,5 0,015 0,25
Sulfato 5 - -
Lactobionato 100 - 80
Rafinose 30 = =
Manitol - 30 60
HES (g/L) 50 . §
Fosfato 25 - -
Histidina - 200 30
Glutationa 3 - 3
Alopurinol - -
Triptofano - 2 -
Adenosina 5 - -
Glutamato - - 20
Insulina (U/L) 100 - -
Dexametasona (mg/L) 8 - -
Bactrim (mL/L) 0,5 - -
pH 7,4+0,5 7,4 -7,45 7,4%0,2
Osmolaridade (MOsm/L) 330 310 320

TABELA 4- COMPOSICAO DAS SOLUCOES DE PRESERVACAO UW, HTK E CELSIOR

A solucéo UW foi desenvolvida na década de 1980 tendo sido utilizada para preservagao
do figado, rim e pancreas. A base desta solu¢cdo é complexa, pois € constituida por
multiplos compostos, a qual se associaram trés moléculas (lactobionato, rafinose e
hidroxietilamida) com o intuito de prevenir o edema dos tecidos e modelar o fluxo
vascular [66, 67].

A solugcdo de HTK é eficaz na preservagdo do figado e do rim. Apresenta baixas
concentracdes de sodio, de potassio e de magnésio e ndo contém coloides [68-70]. A
solucdo de Celsior é semelhante a solucdo de HTK, tendo sido originalmente
desenvolvida para a preservacdo do coragdo. Apesar de ter especificidades
semelhantes a solugcdo UW, a composicao eletrolitica do Celsior mimetiza o meio
extracelular contrariamente a solucdo de UW que reproduz o meio intracelular [71]. A

solucdo de Celsior contém lactobionato e manitol que, por serem macromoléculas,
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permitem a manutencdo do balanco osmoético e prevencdo do edema celular,
fendmenos que ocorrem durante o armazenamento do 6rgdo no gelo. Esta solucgédo,
incorpora histidina e glutamato que funcionam como substrato energético fundamental
para o metabolismo celular. A baixa viscosidade associada ao Celsior quando
comparada com a solugdo UW, confere uma vantagem pelo menos tedrica, dado que
para além de permitir uma melhor perfusédo da solugéo no 6rgao, no final da preservacéo

é facilmente eliminada [72].

Os diferentes componentes das solu¢cdes de preservacao visam proteger ou minimizar
o impacto induzido pelo processo de isquemia/reperfusdo no enxerto hepatico (Tabela
5).

Agentes quimicos

Estratégias de protecéo

(Sol. Preservacao)

Prevencéo do edema

intracelular

Macromoléculas permeantes

Lactobionato (UW, Celsior),
rafinose (UW), Manitol
(Celsior, HTK)

Prevencéo do edema Coloides permeantes de HES (UW)
intracelular membrana
Manutencé&o do pH Tampoes Fosfato (UW), Histidina

fisiologico

(HTL, Celsior)

Reducéo das lesdes
oxidativas induzida pelos

radicais livres

Antioxidantes

Glutationa (UW, Celsior);
Alopurinol (UW);

Preservacédo do metabolismo

energeético celular

Substratos precursores do

metabolismo energético

Adenosina (UW), Histidina
(HTK, Celsior), Glutamato
(Celsior)

Manutengéo da integridade

celular

Preservagdo da membrana

celular

Dexametasona (UW),
Histidina (HTK, Celsior),
Triptofano (HTK)

TABELA 5- ESTRATEGIAS DE PROTECAO E FUNCAO BIOQUIMICA DOS COMPONENTES DAS

SOLUCOES DE PRESERVACAO

Habitualmente a preservacao do figado é estatica, onde o 6rgéo € mantido em solugées

de preservacao, a baixas temperaturas (2 — 4 °C) devidamente condicionado no gelo. A
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instilacdo das solucdes de preservacdo ocorre apdés um periodo de disseccdo e
colocacgdo de canulas na veia porta/veia mesentérica inferior e na aorta. Por norma, a
instilacdo de quatro litros de solucdo de preservacdo pela aorta e de dois litros pelo
sistema porta através da veia mesentérica inferior, sdo suficientes para permitir uma
adequada refrigeragcédo do 6rgdo. A hepatectomia do enxerto termina quando o figado
fica gelado adquirindo uma tonalidade mais esbranquicada, como resultado da completa

perfusdo das solucbes de preservacao [73].

Na atualidade a preservacdo hepatica dindmica encontra-se em investigacao clinica,
embora dados recentes do primeiro estudo randomizado demonstrem que se trata de
um processo seguro e que podera contribuir para um incremento do tempo de
preservacao do figado [74]. Este processo de preservacao consiste na aplicacdo de uma
maquina que permite preservar e manter a perfusdo do 6rgao ex vivo, utilizando diversas
solucbes de preservacdo, sob condi¢cdes térmicas definidas (hipotermia ou
normotermia). Os desenvolvimentos da preservacdo dindmica poderdo conduzir a
alteracdes na forma como os 6rgéos séo perfundidos, preservados e transportados [75,
76].

Histologia funcional do figado

O figado é composto por inidmeras unidades béasicas denominadas por I6bulos
hepaticos, com uma estrutura semelhante a um hexagono. Em cada vértice, encontra-
se uma estrutura denominada por espacgo porta, envolvida por tecido conjuntivo e
constituida por uma arteriola (ramo terminal da artéria hepéatica), por uma vénula (ramo
da veia porta) e por um ramo do ducto biliar. O sangue ao chegar aos espacos porta vai
convergir para uma vénula hepatica terminal (centrolobular) que posteriormente drena
para a veia hepética (Figura 4). Neste trajeto, o sangue converge através dos sinusoides
hepaticos, contactando através do espaco de Disse, com a superficie dos hepatdcitos
(Figura 5).
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FIGURA 4- HISTOLOGIA DO LOBULO HEPATICO NORMAL
Presenca do espaco porta, sinusoides hepéticos e veia hepatica central (H&E).

(Adaptado de Pathology Education Informational Resource (PEIR) Digital Library)
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FIGURA 5- REPRESENTAGAO ESQUEMATICA DO ESPAGO PORTA TiPICO
Passagem do fluxo sanguineo pelos sinusoides hepéticos em direcao a vénula hepatica

terminal. Presenca dos ductos coletores biliares.

Entre o espaco porta e a vénula hepéatica terminal encontram-se as células hepaticas
propriamente ditas. Estas podem ser classificadas em 3 categorias: as células do
parénquima hepatico onde se incluem os hepatdcitos e as células epiteliais dos ductos
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biliares; as células sinusoidais que compreendem as células endoteliais sinusoidais
hepaticas e as células de Kupffer; e finalmente as células peri-sinusoidais constituidas
pelas células estreladas hepaticas (células de Ito) e pelas células de pit (Figura 6) [77,
78].

Canaliculo biliar

Hepatocito \

’”

Membrana

Célula estrelada

Espaco de hepatica
sse 2 <D D (s
Disse Qm:m-m-m-m EDose (COMIATEINO)
Célula de o ) .
Kupffer Células endoteliais

ED oo EDoos EDoco D vce EDosco@as +— sinusoidais

FIGURA 6- ESQUEMA REPRESENTATIVO DA RELACAO ESPACIAL ENTRE AS DIFERENTES
CELULAS DO FIGADO.

Os sinusoides hepaticos sdo capilares sanguineos fenestrados, localizados entre as placas de
hepatécitos, que recebem sangue oxigenado da artéria hepética e sangue rico em nutrientes da
veia porta. As células endoteliais sinusoidais sé@o fenestradas sem membrana basal. O plasma
sinusoidal entra em contacto com os hepatdcitos no espaco de Disse. As células estreladas (Ito)
encontram-se entre as células endoteliais e os hepatdcitos. As células de Kupffer localizam-se
no limen sinusoidal estdo em contacto direto com as células endoteliais. Os canaliculos biliares
sdo mindsculos canais intercelulares, formados pelo contacto da membrana plasmatica entre
dois hepatdécitos adjacentes, e que transportam bilis em direcdo aos ductos biliares. As células
de pit ndo estdo representadas.

No adulto, os hepatdcitos representam cerca de 60 % das células hepaticas, o que
corresponde a 78 % do volume hepatico. Os hepatdcitos sado células poliédricas grandes
gue medem aproximadamente 20 a 30 um de didmetro. S&o constituidos por grandes
nucleos arredondados com cromatina dispersa na periferia e nucléolos proeminentes.
O citoplasma é fortemente eosindfilo devido a elevada quantidade de mitocondrias,
apresentando uma fina granulacdo baséfila como resultado da enorme quantidade de

ribossomas livres e reticulo endoplasmatico [79].
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O citoplasma é amplo, cuja aparéncia varia com o estado nutricional do individuo, pois
gquando este se encontra bem nutrido, o citoplasma tem a capacidade de armazenar

quantidades significativas de lipidos e de glicogénio [80].

A vascularizacdo hepética € efetuada pela veia porta e pela artéria hepética. A veia porta
€ responsavel por 70 a 80 % do aporte sanguineo, que resulta da drenagem venosa do
estdbmago, intestino, bago e pancreas, sendo rico em nutrientes, mas pobre em oxigénio.

Contrariamente, 0 sangue proveniente da artéria hepética é rico em oxigénio.

O figado representa 2,5 % do peso corporal total e recebe aproximadamente 25 % do
débito cardiaco. Estima-se que o volume sanguineo do figado seja de 25-30 mL por 100
gr de tecido hepatico, que representa 10 a 15 % do total do volume sanguineo corporal.
A maioria do volume sanguineo (60 %) encontra-se nos sinuséides hepaticos, enquanto
os restantes 40 % distribuem-se pelos grandes vasos (artéria hepatica, veia porta e

veias hepdticas) [81].

Mitocondria: consideracOes gerais e estrutura mitocondrial

As mitocbndrias (mitos, filamento e condria, particula) sdo organelos celulares,
presentes no citoplasma das células eucaritticas e que habitualmente tem uma forma
alongada. A principal funcéo das mitocondrias é a producéo gradual de energia a partir
das moléculas de acidos gordos e de glicose provenientes dos alimentos, resultando a
producédo de ATP e de calor [82, 83].

A energia utilizada pelas células resulta da progressiva quebra de ligagbes covalentes
de moléculas de compostos orgéanicos. As células ndo utilizam diretamente a energia
proveniente dos hidratos de carbono e das gorduras, usam um composto intermediario,
que resulta da energia contida nas moléculas de glicose e de &cidos gordos,
denominado por adenosina trifosfato (ATP). O ATP tem duas ligacdes ricas em energia
(=) e quando uma delas se quebra liberta aproximadamente 10 quilocalorias por mol
(Figura 7).
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FIGURA 7- FORMULA DA ADENOSINA TRIFOSFATO (ATP)

O ATP é um composto instavel, embora facilmente utilizado pela célula, como
consequéncia da elevada abundancia da enzima responsavel pela quebra da molécula
de ATP (ATPase). Normalmente, apenas uma dessas ligagdes é quebrada, segundo a

equacao:

ATP — > ADP + Pi + energia

O processo de oxidacdo lenta dos nutrientes, que conduz ao consumo de O, a
libertacdo de energia e a producao de 4gua e CO, denomina-se por respiracao celular.
A glicélise é o processo basico da respiracdo celular, que pode expressar-se pela

seguinte equacao quimica:

CsH1206 + 602 — » 6CO: + 6H.0 + calor (energia)

As mitocondrias tém um diametro aproximado de 0,5 até 10 um, e sdo constituidas por
duas unidades de membrana, que envolvem um espaco interno denominado por matriz
mitocondrial. As membranas mitocondriais sdo formadas por uma dupla camada de
fosfolipidos contendo pequenas quantidades de outros lipidos, estando separadas pelo
espaco intermembranoso. A membrana mitocondrial externa é lisa, tem elevado
conteudo de colesterol e é constituida por proteinas intercaladas ao longo da membrana
(porinas) que formam canais com menos de 1 nm, tornando esta membrana muito

permeavel a passagem de moléculas com baixo peso molecular (< 5 kDa).

A membrana interna é pobre em colesterol e tem elevado contetudo de cardiolipina ao

contrario da membrana mitocondrial externa. Este fosfolipido contribui para dificultar a
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passagem de particulas com carga elétrica através da membrana mitocondrial interna,
facto funcionalmente relevante, pois uma elevada concentracdo de ibes na matriz
mitocondrial, iria alterar o gradiente que gera o fluxo de prot@es, resultando uma menor

producéo de ATP.

Os fosfolipidos das membranas mitocondriais ndo séo sintetizados nas mitocondrias,
mas no reticulo endoplasmatico liso, sendo transferidas para as mitocéndrias por

proteinas transportadoras especiais.

A membrana interna apresenta invaginacdes, denominadas por cristas, que permitem
aumentar bastante a sua superficie. Na face interna da membrana mitocondrial interna,
existem pequenas particulas denominadas por corpusculos elementares, que medem
10 nm de didmetro onde se gera ATP e calor. No interior das mitocondrias encontra-se
uma substancia finamente granular denominada por matriz mitocondrial. Esta matriz
contém filamentos de DNA e ribossomas com didmetro inferior aos observados no
citoplasma (Figura 8) [84].

As mitocondrias, apesar da sua distribuicdo por todo o citoplasma, mudam
frequentemente de posi¢cdo aproximando-se dos locais citoplasméticos onde existe
maior consumo de energia. De acordo com o tipo de célula e o estado funcional, existe
alguma variabilidade na estrutura mitocondrial, quer na quantidade de cristas

mitocondriais quer na densidade da matriz mitocondrial.

Corpusculos Membrana mitocondrial interna

Cristas
mitocondriais

Espaco
intermembranoso

DNA
mitocondrial Matriz mitocondrial Membrana mitocondrial externa

FIGURA 8- REPRESENTACAO DOS PRINCIPAIS ELEMENTOS DA ESTRUTURA MITOCONDRIAL

22



Parte | - INTRODUCAO

A matriz mitocondrial € formada por um complexo concentrado enzimatico, onde se
incluem as enzimas do ciclo do acido citrico (ciclo de Krebs), da B-oxidacao dos acidos
gordos e da replicacéo, transcricdo e traducdo do DNA mitocondrial [85].

A membrana mitocondrial interna é constituida por um elevado conteldo proteico, sendo
de destacar os corpusculos elementares com atividade de ATP-sintetase, as enzimas e
proteinas que constituem a cadeia de transporte de eletrbes e inUmeras proteinas que
fazem parte de mdltiplos sistemas de transporte ativo.

Em 1966, foi descoberto o DNA mitocondrial (mtDNA), embora s6é em 1981 tenha sido
completamente sequenciado. A mitocondria apesar de ter 0 seu proprio genoma, € um
organelo semiautonomo, na medida em que apesar de ter capacidade para se
multiplicar de modo independente da diviséo celular, depende para o seu funcionamento
de proteinas codificadas nos genes do nucleo. A maior parte das proteinas mitocondriais
séo sintetizadas em polirribossomas livres no citoplasma, sendo posteriormente
transferidas para o interior das mitocondrias, num processo que € regulado por proteinas
do grupo das moléculas chaperones.

Contrariamente ao DNA nuclear, o mtDNA é de duplo filamento circular e representa
apenas do 1 % do DNA total da célula. O mtDNA é herdado exclusivamente da mae, é
constituido por 16.539 pares de bases nitrogenadas, ndo contém intrdes e apresenta 37
genes que codificam 13 proteinas essenciais para a cadeia respiratoria, 22 tRNAs (RNA
transferéncia), 2 rRNAs (RNA ribossémico) e 13 mRNAs (RNA mensageiro) [86, 87].
As duas cadeias do mtDNA tém caracteristicas diferentes e séo divididas em cadeia
pesada e cadeia leve. Os mamiferos apresentam um elevado nimero de cépias de DNA
mitocondrial, e comparativamente com o DNA nuclear tem maior suscetibilidade em
acumular mutacdes, devido a maior proximidade com a cadeia respiratoria, local onde
sdo produzidos radicais livres. A avaliacao das mutacdes do genoma mitocondrial é
extremamente dificil, dado que estas podem afetar a totalidade ou apenas parte das
cOpias, o que leva a que o fen6tipo (expressao clinica) da mutagédo mitocondrial dependa

da quantidade de DNA mitocondrial mutante [88].

Cadeia respiratoria, fosforilagdo oxidativa e producéo de energia

Nas células eucaridticas, a degradacao da glicose (glicélise) ocorre no citoplasma. A
glicolise, também conhecida como via de Ebden-Meyerhof, € um processo comum a

todos os seres vivos, € a primeira via metabdlica da molécula de glicose e de outras
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hexoses. De acordo com a utilizacdo ou ndo de oxigénio, a glicolise pode ocorrer em
condicBes de aerobiose ou de anaerobiose.

A glicolise anaerdbia promove transformacfes graduais de uma molécula de glicose,
sem consumo de oxigénio, gerando duas moléculas de piruvato e libertando energia
que é armazenada em duas moléculas de ATP. Este processo é pouco eficiente pois
das 690 kcal/mol presentes na glicose, apenas 20 kcal sao aproveitadas [89].

Em condigbes de aerobiose, o metabolismo da glicose continua com as restantes vias
metabdlicas produtoras de energia (ciclo do &cido citrico e cadeia respiratoria), que
ocorrem no interior das mitocondrias, pelo que é essencial que as mitocdndrias sejam
funcionais.

Na glicolise aerébia, para além de 2 moles de ATP por cada mol de glicose obtidos pela
via anaerobia, sdo produzidas mais 36 moles de ATP como resultado da fosforilagcao
oxidativa (Figura 9).
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FIGURA 9- ILUSTRACAO DOS PRINCIPAIS PROCESSOS QUE OCORREM NA RESPIRACAO

CELULAR AEROBIA.
Inicialmente ocorre a entrada de acetil-CoA na matrix mitocondrial resultando a producdo de

eletrdes, protdes, CO2 e 2 moles de ATP. Os eletrbes percorrem a cadeia respiratdria
mitocondrial produzindo 36 moles de ATP. De notar que no citoplasma, 1 mole de glicose produz
2 moles de ATP e piruvato (Adaptado de Biologia Celular e Molecular, Junqueira e Carneiro, 92
edicéo)

A fosforilagdo oxidativa € um processo metabdlico no qual proteinas localizadas na
membrana interna da mitocéndria, funcionam como enzimas ou transportadores, que

catalisam a formacao de energia por um processo quimiosmaotico. De um modo mais
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detalhado, o piruvato (derivado da glicolise) e os acidos gordos atravessam a membrana
mitocondrial até a matrix, onde geram acetato que ao ligar-se a coenzima A leva a
formacdo de acetil-CoA. O acetil-CoA entra no ciclo do acido citrico, que apds uma
sequéncia ciclica de reacbes enzimaticas mediadas por desidrogenases leva a
producdo de ATP, eletrdes e protdes. Este processo tem um rendimento energético
baixo pois apenas promove a sintese de duas moles de ATP por cada mole de glicose

consumida.

A cadeia transportadora de eletrdes é constituida por enzimas e compostos ndo
enzimaticos, cuja principal funcdo € o transporte de eletrdes, que libertam
progressivamente essa energia para trés lugares especificos na cadeia em que ocorre

a sintese de ATP.

Os eletrdes produzidos no ciclo do &cido citrico sdo captados por moléculas complexas
como o NAD (nicotinamida-adenina-dinucleétido), o FAD (flavina adenina dinucle6tido)
e o0s citocromos que funcionam como transportadores de eletrbes num processo de
oxidagao/reducdo. Por sua vez o hidrogénio produzido como resultado das reacdes sera

libertado da matrix mitocondrial sob a forma de protdes [90].

A componente exergonica do processo advém da oxidagdo do NADH pelo oxigénio,
devida a diferencga de potencial de oxidacéo/reducao do par redox O./H.O (E®= +0,815
volt) em relacéo ao par NADH/NAD™* (E®= -0,315 volt), conduzindo a que os eletrbes se
desloquem do NADH para o O, [91].

Este conjunto de enzimas localizam-se na membrana mitocondrial interna, e séo
designados por complexos I, 11, 11, IV e V, constituindo a cadeia de transporte de eletrées
(Figura 10) [92].
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FIGURA 10- REPRESENTACAO ESQUEMATICA DOS 5 COMPLEXOS DA CADEIA RESPIRATORIA
MITOCONDRIAL.

Complexo | (NADH desidrogenase); Complexo Il (Succinato desidrogenase); Complexo I
(Citoctomo c redutase); Complexo IV (Citocromo c oxidase); Complexo V (ATP sintase)
(Adaptado de Perier and Vila, 2012)

No inicio da cadeia respiratéria, ocorre a transferéncia de eletrdes para a ubiquinona
(coenzima Q10) que é catalisada pelo dador NADH no complexo | e pelo succinato no

complexo Il.

7

O complexo |, também conhecido como NADH desidrogenase, € uma enzima de
grandes dimensdes, possui 43 subunidades e uma massa molecular de 850 kDa,
formada por proteinas codificadas quer nos genes do DNA nuclear quer no genoma

mitocondrial.

A reacdo catalisada por esta enzima consiste na reducdo da coenzima Q10 por dois
eletrGes provenientes do NADH. Assim, a medida que os eletrdes passam através deste
complexo, quatro protdes sdo bombeados da matriz mitocondrial para 0 espaco

intermembranar [93].

O complexo I, constituido por quatro subunidades proteicas e um cofator dinucleétido
de flavina-adenina (FAD), é onde ocorre a oxidacdo do succinato a fumarato. No
complexo Il ndo existe transporte de protées através da membrana, nem interferéncia
na variacéo do fluxo de protdes, provavelmente relacionado com o facto de esta reacéo

ser menos exergénica comparativamente com a oxidagdo do NADH [94].

O complexo lll, habitualmente conhecido como citocromo c¢ redutase, € uma enzima
onde cada subunidade é constituida por um complexo de 11 proteinas, um centro [2Fe-
2S] e trés citocromos (um citocromo c; e dois citocromos b). O complexo Il recebe

eletres de 2 moléculas de ubiquinol (ubiquinona reduzida), o que equivale a 4 eletrdes,
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embora uma dessas moléculas de ubiquinona, agora oxidada, va captar 2 eletrbes. Este
complexo tem uma caracteristica particular, pois s6 aceita 1 eletrdo, o que significa que
para realizar a sua funcdo necessita que ocorra a oxidacdo de uma molécula de
ubigquinol e a reducao de duas moléculas de citocromo c, ou seja, necessita de transferir

2 eletrdes de uma molécula de ubiquinol para duas moléculas de citocromo c.

O complexo IV, denominado por citocromo ¢ oxidase, € constituido por 13 subunidades,
dois grupos heme e diversos outros cofatores metalicos (ex. ides de cobre, magnésio e
zinco). Nesta enzima, ocorre a oxidagdo do citocromo ¢, ocorrendo a transferéncia de
eletrdes para o oxigénio, a0 mesmo tempo que os protdes sdo bombeados através da
membrana. Como consequéncia da combinacdo do oxigénio com carga elétrica
negativa com os protdes da matrix mitocondrial, ocorre a formacao de agua (Figura 11)
[95, 96].
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FIGURA 11- REPRESENTACAO DA TEORIA QUIMIOSMOTICA MOSTRANDO O FLUXO DE
ELETROES AO LONGO DA CADEIA RESPIRATORIA.
Neste processo ocorre a transferéncia de protdes e € gerado um gradiente elétrico entre a matrix

mitocondrial e o0 espaco intermembranoso. A membrana mitocondrial interna é impermeavel aos
protdes, que reentram na matrix mitocondrial apenas por canais especificos (Fo) (Adaptado de
Lehninger Principles of Biochemistry, cap.19).

z

O complexo V, também designado por ATP sintase é a enzima final da cadeia
transportadora de eletrdes. A ATP sintase é um complexo proteico de grandes
dimensbes, contém 16 subunidades e uma massa de aproximadamente 600 kDa. A
parte da enzima envolvida na membrana é designada Fo e contém um anel de

subunidades ¢ e um canal de protées. A sintese de ATP, ocorre numa estrutura
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denominada por Fi, cujo eixo e extremidade tem uma forma esférica. O F; é formado
por seis proteinas de dois tipos distintos (trés subunidades a e trés subunidades ) e

uma proteina no eixo (subunidade y) que contacta com as subunidades a e 8 [97].

A atividade de fosforilacdo da FiFo ATP sintase € reversivel, pois baseia-se num
equilibrio quimico dependente da for¢a gerada pelo gradiente de protdes. A for¢ca motriz
gerada pelos protdes ao longo da membrana mitocondrial interna, leva & passagem de
protdes pela regido Fo da ATP sintase, desencadeando a rotacdo das subunidades c.
O anel formado pelas subunidades ¢ encontra-se ligado ao eixo que roda no meio das
subunidades alfasbetas da F1, condicionando que os trés centros cataliticos de ligagédo
de nucledtidos, passem por uma série de mudangas de conformacéo, que conduzem a
sintese do ATP [98].

Se a forga motriz for insuficiente, o ATP vai ser hidrolisado conduzindo a eliminacao de
protdes para fora da matrix mitocondrial. A medida que se eleva a forca gerada pelos
protdes, aumenta o fluxo de protdes a favor do gradiente de concentracéo, favorecendo
a producéo de ATP a partir do ADP [99].

As subunidades a e B conseguem ligar nucleétidos, mas apenas a subunidade [ catalisa
a reacao de sintese do ATP. Devido a existéncia de um brago lateral que se estende ao
longo de F1 e que penetra na membrana promovendo a ligagéo entre as subunidades
a e B a base da enzima, a regidao F1 ndo sofre qualquer movimento rotacional. O
movimento da subunidade y fornece a energia necessaria para que ocorra a modificacao
ciclica dos centros ativos das subunidades B, que ao sofrerem alteracdes permitem a

producdo e libertacdo de ATP [100].

Neste processo resulta um fluxo constante de ADP que é transferido do citoplasma para
o interior da mitocondria, sendo posteriormente transformado em ATP. No sentido

inverso, o ATP ao ser formado desloca-se para o citoplasma.

O fluxo retrégrado que resulta da passagem de ibes de H* através dos corpusculos
elementares, gera energia que é parcialmente acumulada (50 %) como energia quimica
(ATP) e a restante é dissipada na forma de calor. A proteina termogenina (uncoupling
protein), localizada na membrana mitocondrial interna, pode funcionar como mecanismo
regulador da quantidade de energia proveniente dos nutrientes que sera utilizada na
producao de calor. Neste processo o fluxo retrogrado de protdes dissipa 100 % da sua

energia como calor, ndo havendo lugar a sintese de ATP [101].
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Permeabilidade de transicao mitocondrial

A membrana mitocondrial interna € virtualmente impermeével a quase todos os ides e
moléculas polares. Na membrana mitocondrial interna existem canais especificos, cuja
abertura se encontra estritamente regulada de modo a prevenir a dissipacdo do
potencial de membrana e do gradiente de protdes. Existem certas circunstancias, como
por exemplo a acumulacdo de calcio, especialmente quando acompanhada de stress
oxidativo, de concentracBes elevadas de fosfato e da deplecdo de nucleétidos de
adenina, que podem induzir um aumento repentino da permeabilidade da membrana
mitocondrial interna, denominada por permeabilidade de transicdo mitocondrial (MPT,
mitochondrial permeability transition), e que permite a passagem de solutos com massa
molecular até 1500 Da. Na atualidade sabe-se que a permeabilidade de membrana esta
relacionada com a abertura de um canal proteico inespecifico de elevada dimensao,
dependente do calcio, induzido por voltagem e sensivel a ciclosporina A (CsA)
denominado por poro de transicdo da permeabilidade mitocondrial (mPTP). A abertura
do poro promove a entrada de dgua na tentativa de compensar o potencial osmético,
levando a um aumento do volume da matriz mitocondrial [102]. Este intumescimento
mitocondrial leva a quebra da membrana interna, condicionando a despolarizacéo
mitocondrial com a consequente libertacdo de célcio [103]. O mPTP esta envolvido em
processos onde a disponibilidade de oxigénio é baixa, como por exemplo nos processos
de isquemia/reperfusdo, tendo sido comprovado que a inibicdo de poro por via
farmacologica ou genética confere efeito de prevencéo da disfungéo mitocondrial [104].
No poro de MPT podemos encontrar dois estados de conduténcia: alta e baixa
condutancia. O estado de alta condutancia, é irreversivel, e surge como consequéncia
da acumulagéo de calcio na matrix mitocondrial e subsequente aumento do pH que
contribui para a libertacéo de fatores pro-apoptoéticos (citocromo c¢ e pro-caspases). Por
sua vez, o estado de baixa condutancia, & reversivel, e encontra-se envolvido na
libertac@o de calcio para o exterior da mitocondria. Deste modo, concentracdes elevadas
de célcio, deplecdo de ATP, aumento dos niveis da proteina Bax, despolariza¢do
mitocondrial e o stress oxidativo sdo condi¢des patofisiologicas indutoras de MPT. A
maior consequéncia da indugdo da permeabilidade de membrana mitocondrial é a
inibicdo da fosforilagdo oxidativa que podera conduzir a morte celular por necrose e a

libertac@o de fatores pro-apoptoéticos relacionado com mecanismos de apoptose.
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Homeostase do calcio

Na maioria das células, a concentracéo plasmatica de calcio livre é regulada, sendo um
processo vital para a fisiologia celular. Funciona como agente de sinalizag&o intracelular
nos processos bioldgicos de aprendizagem, memorizacao, fertilidade, proliferacao,

desenvolvimento, entre outros.

A dinamica intracelular do Ca?*, s6 é possivel gracas a existéncia de varias proteinas
localizadas em diferentes regides celulares, que trabalham de forma coordenada. Dai o
papel da membrana mitocondrial interna, da membrana plasmatica e do reticulo
endoplasmético na regulacdo da concentracdo citoplasmatica de calcio pois tém um

sistema transportador especifico.

Quando a concentragdo de célcio é mais elevada, a mitocondria capta esse ido devido
a uma interagdo com canais idnicos entre a membrana citoplasmética e o reticulo
endoplasmatico [105]. O aumento da concentracédo de Ca?" mitocondrial funciona como
sinal na regulacdo da atividade mitocondrial pois as enzimas intramitocondriais
envolvidas no metabolismo energético sdo ativadas pela sinalizagdo do calcio,
estimulando a ativacdo do ciclo do &cido citrico, a fosforilagdo oxidativa e a sintese de
ATP [106, 107].

A entrada do calcio para a matrix mitocondrial € promovido pelo gradiente eletroquimico
estabelecido e mantido pela cadeia respiratéria. Este influxo € mediado por sistema
uniporte (MCU, mitochondrial Ca®* uniporter) que é ativado apenas pela concentracio
de calcio externo, ndo envolvendo a hidrélise de ATP ou o co-transporte de outros ides
ou moléculas. De acordo com Sparagna et al. a entrada de célcio € mais eficaz quando
existem picos de concentracdo de calcio do que quando as concentragdes calcio sdo

constantes [108].

Foi proposto outro mecanismo que permite a captacdo de Ca?" pela mitocondria,
denominado por RaM (rapid calcium uptake mode), no qual a condutividade do calcio é
muito mais rapida que no sistema uniporte. Quando a concentracao citoplasmatica de
calcio é elevada, a entrada na mitocondria € mediada quer pelo RaM quer pelo sistema
uniporte, embora este Ultimo ndo transporte Ca?" quando concentragcdo deste ido se
encontra abaixo do limiar. Recentemente foram descritas outras proteinas que
funcionam como transportadores de Ca?*, como por exemplo os recetores de rianodina
(mRyR), as proteinas desacopladoras (UCP2 e UCP3) e 0s canais de célcio mitocondrial

altamente seletivos (mCal e mCa2)
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O fluxo de célcio da mitocondria ocorre por via de dois transportadores: Na*- Ca?* e Na*-
H*. Estas duas vias apesar de possuirem cinéticas distintas necessitam de energia pois

o fluxo de calcio ocorre contra o gradiente eletroquimico.

A atividade destes transportadores tende a saturar quando as concentracGes de Ca?*
mitocondriais aumentam, contrariamente ao sistema uniporte que ndo satura, visto ser
um canal. Como consequéncia direta deste sistema de transporte, quando a
concentracédo de Ca?" mitocondrial aumenta acima de determinado limiar, a mitocondria
necessita adaptar-se a essa sobrecarga, requerendo que a célula despenda mais

energia para manter a homeostase.

Sado conhecidos alguns moduladores da MCU que regulam a entrada de calcio na
mitocondria, sendo de referir os catides bivalentes (magnésio e béario) que competem
com o Ca? pelo transporte via uniporte. De salientar a existéncia de inibidores

especificos do uniporte de calcio como é o caso do vermelho de ruténio [112].

Mitocdndria e producéo de ROS

A formacao de espécies reativas de oxigénio (ROS) ocorre naturalmente na sequéncia

de varias reacdes metabdlicas ou como resposta a estimulos.

As principais espécies reativas de oxigénio (ROS) sao o anido superdxido (Oz.’), 0
peroxido de hidrogénio (H-0O-) e o radical hidroxilo (*OH), que induzem toxicidade devido
a interferéncia com a sinalizacdo das vias de transducdo e a interacao quer com as
estruturas envolventes, quer com as macromoléculas. As espécies reativas de oxigénio
(ROS) tém a capacidade de induzir rea¢cGes de oxidacao e modificar lipidos, proteinas,
hidratos de carbono e acidos nucleicos e ativar/inativar vias de sinalizacao celulares
[113].

A principal fonte de producdo de ROS é a mitocdndria, sendo um processo fisiolégico e
continuo, resultando do metabolismo aerdbio. A mitocondria é o organelo celular mais

suscetivel de ser lesado como consequéncia do dano induzido pelo processo oxidativo.

A produgdo de ROS ocorre preferencialmente nos complexos | e Il da cadeia
respiratdria mitocondrial, ainda que foi recentemente descrito que o Complexo Il também
pode estar implicado. Em situa¢ces de défice de oxigénio ou de utilizacao de inibidores
(ex. cianeto [complexo IV] ou a antimicina A [complexo Il1]), ocorre um aumento da
producédo de ROS [114].
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As células desenvolveram mecanismos de defesa onde se incluem processos de
reparacdo e remocdo de moléculas danificadas e sistemas de protecao antioxidantes
nao enzimaticos (ex. glutationa reduzido GSH) e antioxidantes enzimaticos (ex.
superoxido dismutase) [115]. Quando a producdo de ROS ultrapassa 0s mecanismos
de defesa, ocorre um desequilibrio com a consequente ocorréncia de dano mitocondrial

e subsequente disfuncdo celular, que pode levar a perda irreversivel da funcao

mitocondrial e conduzir a morte celular.

Mitocbndria e processos de apoptose/necrose celular

A mitocdndria desempenha um papel chave no processo de morte celular. Na
generalidade assume-se que a morte celular por necrose esta relacionada com o défice

de ATP, contrariamente ao que ocorre na apoptose onde o ATP disponivel é suficiente.

A necrose celular resulta de alteragbes que modificam a atividade metabdlica
condicionando deplecdo de ATP. Esta diminuicdo da disponibilidade de ATP
desencadeia alteracbes ao nivel do citoesqueleto da célula, condicionando
intumescéncia celular, que € um sinal eminente de necrose celular. Na primeira fase de
necrose celular, ocorre despolarizagdo mitocondrial, desregulagéo i6nica e subsequente
perda de integridade da membrana plasméatica. Como consequéncia da
permeabilizacdo da membrana plasmatica e da lise celular, 0os componentes
intracelulares sao libertados, desenvolvendo-se um processo inflamatério, que lesa a

populacéo celular adjacente [116, 117].

A apoptose ou morte celular programada, é frequentemente iniciada por estimulos
especificos. Neste processo as células morrem de forma individualizada, adquirindo
alteraces morfolégicas e bioquimicas caracteristicas da apoptose como sejam a
diminuicdo do volume celular, condensacdo da cromatina e a fragmentacéo nuclear
[118]. A apoptose envolve compostos especificos como por exemplo: caspases
(proteases), ativadores de caspases, proteinas da familia Bcl-2 e os inibidores das
proteinas de apoptose (IAP) [119, 120].

A apoptose resulta de uma variedade de estimulos que podem ter origem extracelular
ou intracelular, que condicionam a libertacdo de citocromo c a partir da mitocéndria o
gue leva a ativagdo de caspases. Subsequentemente no interior da célula ocorre

degradacgéo proteolitica, levando a formagédo de corpos apoptéticos que sdo uma
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caracteristica da apoptose. Estes fragmentos celulares séo posteriormente degradados

e reciclados por fagocitose.

A necroptose é um tipo de morte celular que se assemelha em morfologia a necrose
classica. Este processo deve-se a uma alteracdo subita da permeabilidade da
membrana, que conduz a uma deplecdo de ATP, ao consequente bloqueio da ativacédo
de caspases e a rotura da membrana plasmética, desencadeando um desvio da morte
celular de apoptose para necrose. Este processo foi implicado em diversas condicbes
patofisiolégicas, nomeadamente nas lesfes induzidas pela isquemia/reperfusdo (I/R)
[121, 122].

Isquemia/reperfusao (I/R)

As lesOes resultantes do processo de isquemia/reperfusdo (I/R) induzem dano celular
como consequéncia do retorno de oxigénio apds um periodo de hipoxia. Estas lesdes
podem ser observadas em diversas situacdes clinicas, sendo de destacar a

transplantacao, as lesfes térmicas e algumas intervengdes cirirgicas hepéticas.

No processo de isquemia/reperfusdo, existe uma especificidade exclusiva da
transplantacdo, pois nesta, ocorre um periodo de isquemia fria utilizado de forma a
diminuir a atividade metabdlica do enxerto. Posteriormente a este periodo de isquemia

fria segue-se um periodo de isquemia quente e posterior reperfuséo arterial (Figura 12).

Este periodo especifico de isquemia fria, tem inicio na colheita, quando o 6rgao é
perfundido por uma solugéo de perfusdo em condi¢des de hipotermia (usualmente a 4
°C) e termina com o inicio do implante do 6rgao, quando este atinge a temperatura
fisioldgica. A isquemia fria segue-se um periodo de isquemia quente que termina com a
realizacdo das anastomoses vasculares apos a qual é restabelecido o fluxo sanguineo
[123].

Este processo de isquemia/reperfusdo (I/R) é responsavel pela maior parte das lesées
celulares no transplante hepético, estando também relacionado com a faléncia do
enxerto, pelo que se considera que este fenébmeno interfere com a morbilidade e

mortalidade dos doentes [124].
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Perfusao hepatica com Conclusdo das
solucdo de preservagao Inicio do implante anastomoses
hipotérmica vasculares
Colheita >
Isquemia fria Isquemia quente Reperfusao

FIGURA 12- CRONOGRAMA DAS DIFERENTES FASES DE |/R DURANTE A TRANSPLANTACAO
HEPATICA

Os mecanismos celulares e moleculares induzidos pela isquemia/reperfusdo (I/R) sédo
pouco conhecidos, embora se reconheca que os hepatécitos e as células epiteliais
biliares sejam afetados. A isquemia fria e a isquemia quente podem produzir lesdes
comuns e especificas, sabendo-se que as células sinusoidais endoteliais sdo as mais
suscetiveis ao efeito da preservacado fria, enquanto que o0s hepatécitos sdo

preferencialmente afetados na fase de reperfuséo.

As lesdes induzidas pela reperfusdo arterial podem ter duas fases distintas: lesdes
precoces que compreende as primeiras 2h apos a reperfuséo e lesbes tardias, que se

podem prolongar até 48h apdés a reperfuséo.

A fase precoce é caracterizada pela ativacdo de células do sistema imunitario e pela
inducdo de stress oxidativo. Nesta fase, assiste-se a ativacao das células de Kupffer
gue levam a producdo de ROS e desencadeiam dano hepatocelular. Estas lesdes
induzidas pelo processo oxidativo aumentam como consequéncia da producdo e
libertacdo de citocinas e quimiocinas pro-inflamatérias (ex. TNF-a - factor de necrose
tumoral, interleucinas IL-12 e IL-1b), contribuindo desta forma para a amplificacdo do

processo inflamatorio [125].

A fase tardia é mediada por neutréfilos, cujo envolvimento depende de quimiocinas
libertadas durante a fase precoce. Estes produzem proteases e outras enzimas
citotoxicas (ex. colagenases, elastase), que atuam promovendo a degradacao celular
[126, 127].
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Alteracdes mitocondriais associadas a isquemia/reperfusao

A atividade mitocondrial é afetada pelo processo de isquemia/reperfuséo (I/R), pois pode
induzir alteragBes criticas para o seu funcionamento. A principal alteracdo esta

relacionada com eventuais alterac@es ao nivel do metabolismo energético.

Na isquemia fria, o défice de oxigénio e a reducdo da atividade metabdlica levam a
diminuicdo da sintese de ATP, por reducdo da normal atividade da cadeia respiratéria
mitocondrial. Como consequéncia, as enzimas dependentes de ATP vao ser afetadas
desencadeando um aumento concomitante das concentragdes de ADP, AMP e Pi, que
se acompanham de perturbac¢des na translocagéo de ides ao nivel da membrana e de
alteracdes da estrutura do citoesqueleto. Nesta fase, o ATP consumido é utilizado para
preservar o potencial de membrana mitocondrial visto que a quantidade de ATP

produzida pela via glicolitica é insuficiente [128].

Durante a isquemia, verifica-se um aumento da concentracéo intracelular dos ides de
H*, Na* e Ca?* que condicionam o agravamento da disfungédo mitocondrial. O aumento
da concentragdo intracelular de Na* leva a inibicdo da bomba de Na‘/ K* ATPase por
deplecéo de ATP, e promove um influxo de Ca?* através do transportador de membrana

Na*- Ca?*, responsavel pela ocorréncia de lesGes celulares irreversiveis.

O aumento da concentracdo intracelular de Ca?*, associado a insuficiéncia do
transportador de membrana Ca?'- ATPase, afeta sobretudo as células sinusoidais
endoteliais [129].

As espécies reativas de oxigénio (ROS) promovem a peroxida¢do dos componentes dos
fosfolipidos da membrana mitocondrial interna, levando a uma perturbacéo do fluxo de

eletrdes ao longo da cadeia transportadora de eletrdes.

Durante a fase de reperfusé@o, o aumento da producéo de espécies reativas de oxigénio
(ROS), é responsavel pelo dano mitocondrial, sobretudo por afetar lipidos e proteinas
mitocondriais. Se a lesdo induzida no tecido for de curta duragcéo, a mitocéndria tem
mecanismos de autorreparacao que mantém a capacidade de produzir ATP, mas se
essa agressao for continua e se prolongar no tempo 0s mecanismos que permitem
preservacdo da homeostase mitocondrial sdo ultrapassados, tornando o dano

mitocondrial irreversivel [130].

As lesbes na mitocondria iniciam-se com a alteracdo da permeabilidade de transi¢éo

mitocondrial (MPT), condicionando um colapso da membrana mitocondrial interna como
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consequéncia do aumento de permeabilidade da membrana, permitindo a passagem de
solutos de massa molecular até 1500 Da. Este facto, leva a passagem de certos fatores
apoptoticos do espaco intermembranoso para o citoplasma, de realgar o citocromo c,

através de canais formados por Bax, que sdo membros da familia pré-apoptoética Bcl-2.

Apo6s a isquemia/reperfusdo o padrdo predominante de morte celular é a necrose,
embora o envolvimento de eventos de alteracdo da permeabilidade de membrana (MPT)

possa iniciar processos de apoptose no figado isquémico [131, 132].

A eliminacao de mitocondrias danificadas ocorre por um processo seletivo de autofagia,
denominada por mitofagia, uma via catabdlica que favorece a sobrevivéncia celular por
preservacdo dos niveis energéticos e prevencdo da acumulacdo de mitocondrias
danificadas assim como de subprodutos citotoxicos mitocondriais. A autofagia
mitocondrial pode ser mediada por fatores dependentes e independentes da
fosfatidilinositol-3-quinase (PI3K) [133, 134].

Em condi¢des de normoxia ou em curtos periodos de isquemia, o estimulo indutor de
mitofagia é negligenciavel porque poucas mitocdndrias sdo danificadas. Por contraste,
em condi¢cdes de isquemia/reperfusdo prolongadas, o aumento da concentragdo de
Ca2+ e dos niveis de ROS conduzem a lesdo de grande numero de mitocéndrias,
desencadeando um estimulo promotor da mitofagia, que devera ser breve, de modo a
prevenir a faléncia generalizada da autofagia como consequéncia do elevado nimero

de mitocondrias danificadas [135].

Objetivos da tese

Na cirurgia hepatica e particularmente na transplantagdo hepatica, a disfuncédo
mitocondrial esta implicada nas lesbGes induzidas pela isquemia/reperfusdo. A
identificac@o precoce destas alteragdes celulares e moleculares pode contribuir para um
reducdo da faléncia dos figados transplantados e promover uma melhoria dos
resultados obtidos. A adocgdo de novas estratégias protetoras visa reduzir o impacto das
lesbes induzidas pela isquemia/reperfusdo sobre a fungdo mitocondrial e metabolismo
bioenergético, permitindo a optimizacéo e eventual incremento dos figados disponiveis

para transplante.
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O objetivo desta tese consiste em determinar alteracdes, nos tecidos hepaticos vivos,
envolvendo a atividade mitocondrial hepética com o intuito de identificar, nos enxertos

hepaticos, novos fatores progndsticos envolvidos no processo de isquemia/reperfuséao.

Para tal, realizou-se um estudo de investigacdo translacional, utilizando biépsias de
figados humanos de transplantes hepaticos e bidpsias de figados de ratos Wistar.
Pretendeu-se responder as seguintes questdes: 1) avaliar a fun¢cdo mitocondrial e o
metabolismo energético associado aos diferentes padrdes de lesdo hepatica induzidos
pela isquemia/reperfusdo nos figados humanos e nos figados do modelo animal; 2)
comparar os efeitos da isquemia/reperfusdo no status metabdlico hepéatico e na funcao
mitocondrial; 3) avaliar os efeitos da duragé&o do tempo de isquemia na regulacdo da
fung@o mitocondrial e no metabolismo energético; 4) identificar possiveis estratégias
protetoras das lesdes hepaticas induzidas pela isquemia/reperfusédo, tendo em vista a

preservacado da funcdo mitocondrial e do balanco bioenergético hepético.
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CAPITULO |

Estudo clinico dos efeitos da I/R na funcdo mitocondrial e
metabolismo energético hepatico em biépsias humanas de
transplante hepatico

No estudo clinico foram incluidos doentes submetidos a transplante hepatico, no periodo
compreendido entre margo de 2015 até outubro de 2016. O estudo mereceu aprovacao
da Comissdo de Etica da Faculdade de Medicina da Universidade de Coimbra. Os
doentes foram informados do presente estudo, tendo-se obtido o consentimento

informado de cada doente.

Este estudo considerou os tempos de: isquemia fria, como o periodo compreendido
entre o inicio da colheita, onde o 6rgédo é perfundido por uma solucdo de perfusédo
hipotérmica (4 °C) e o inicio do implante do 6rgéo; isquemia quente como o periodo que
se inicia imediatamente apds o periodo de isquemia fria e que termina com a realizagéo
das anastomoses vasculares; o tempo total de cirurgia corresponde ao periodo de
tempo que decorre entre a realizacdo da hepatectomia total do recetor, envolve a

anastomose do implante e que termina com o0 encerramento da parede abdominal.

Os reagentes e produtos quimicos foram adquiridos a Sigma-Aldrich (St. Louis, MO),
exceto quando indicados. De referir que 0s compostos tinham o maior grau de pureza

comercialmente disponivel.

Estudo da populacéo e procedimentos cirdrgicos

Este estudo incluiu 28 doentes transplantados, dos quais 22 do sexo masculino e 6 do

sexo feminino. A idade média foi de 56 anos com variagdo entre 1 e 0s 73 anos.

As principais indicagdes para a realizacdo de transplante hepético foram: carcinoma
hepatocelular em figado cirrético (11, ou 39,3 %), doenca colestatica (6, ou 21,4 %),
cirrose alcodlica (4, ou 14,3 %), polineuropatia amiloidética familiar (4, ou 14,3 %),
intoxicacdo (Amanita phalloides e paracetamol) (2, ou 7,1 %) e metéstase de carcinoma

colo-rectal (1, ou 3,6%).

A duracao média dos transplantes hepaticos foi de 9h10min e os tempos médios de

isquemia fria e isquemia quente foram 5h31min e 1h54min respetivamente.
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Os dados clinicos e operatorios estdo detalhados na Tabela 6.

Recetores N =28 100 %
Masculino / Feminino 22/6
Idade (média / variagao) 56 anos
[1-73]
IMC adultos (média + desvio padréo, 25,9 + 3,4 Kg.m?
variacao) [21,4 — 35,1]
Indicagdes
Carcinoma hepatocelular em_figa_do 11 39,3%
cirrético
Doenga colestética 6 21,4%
Cirrose alcodlica 4 14,3 %
PAF 4 14,3 %
Intoxicagao 2 7.1 %
Metastase de carcinoma colo-rectal 1 3,6 %
MELD (mediana / variagao) 18
[10-38]
Peso do figado nativo (média / 1193 gr
variagao) [636 — 2991 gr]
Tempo total da cirurgia (média + desvio 9h10min + 1h38min
padrdo, variagcao) [6h - 13h10 min]
Tempo de isquemia fria (média = 5h31min = 1h10min
desvio padrédo, variacao) [2h - 8h13min]
Tempo de isquemia quente (média = 1h54min £ 24min
desvio padréo, variacao) [1h18min - 3h10min]
Tempo de internamento (médio, 28 dias
variaggo) [8 — 127 dias]
Transfusdes intraoperatdrias
Sim 18 64 %
Néo 10 36 %
Morbilidade (<30 dias)
Sim 6 21%
N&o 22 79 %
Morbilidade (>30 dias)
Sim 2 7%
Néo 26 93 %
Mortalidade
Sim 2 7%
Néo 26 93 %

TABELA 6- DADOS CLINICOS DOS DOENTES TRANSPLANTADOS
Dados clinicos dos doentes submetidos a transplante hepatico. MELD (Modelo para

doenca hepética terminal); IMC (indice de massa corporal); PAF (Polineuropatia
amiloidética familiar).
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Relativamente aos dadores, 11 eram do sexo masculino e 17 do sexo feminino, com

idades médias de 54 anos (variacdo de 22 - 82).

A principal causa de morte foi o acidente vascular cerebral (79 %) sendo de destacar o

tipo hemorragico, que representou 90 % destas causas de morte. Seguiram-se 0s

traumatismos cranioencefalicos (TCE) (14 %) e as restantes estiveram relacionadas

com outras causas de morte (7 %).

Dos dadores, 89 % estiveram internados huma unidade de cuidados intensivos por um

periodo médio de 3 dias, tendo a grande maioria (96 %) necessitado de ventilacédo

mecéanica.

De real¢ar que 61 % dos dadores tinham antecedentes pessoais patoldgicos, sendo que

destacar a hipertensao arterial (82 %), diabetes (18 %) e a dislipidemia (12 %).

Os dados clinicos dos dadores estao detalhados na Tabela 7.

Dadores N =28 100 %
Masculino / Feminino 11/17
Idade (média / variag&o) 54 anos
[22 - 82]
IMC (média + desvio padréo, variagéo) 24,5 + 2,9 Kg.m?
[17 -29]

Grupo sanguineo
Grupo A+ 13 46 %
Grupo A- 3 11%
Grupo O+ 32 %
Grupo O- 3 11 %
Causa de morte
AVC 22 79 %
TCE 4 14 %
Outras 7%
Patologias associadas

Sim 17 61 %

Néo 11 39 %
HTA

Sim 14 50 %

N&o 14 50 %
Diabetes

Sim 3 10,7 %

N&o 25 89,3 %
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Dislipidemia
Sim 2 7,1%
N&o 26 92,9 %
Internamento em UCI
Sim 25 89 %
N&o 3 11 %
N° de dias de internamento na UCI 3 dias
(média / variagdo) [1-9 dias]
Ventilagdo mecénica
Sim 27 96 %
N&o 1 4%
Necessidade de aminas
Sim 19 68 %
N&o 9 32%
Peso do figado (média / variagao) 1503 gr
[1032 — 1925 gr]
Graus de esteatose
0 (<5 %) 27 96,4 %
1 (5-33 %) 1 3,6 %
Inflamacé&o lobular
Ligeira 22 78,6 %
Moderada 6 21,4 %

TABELA 7- DADOS CLINICOS DOS DADORES HEPATICOS
Dados clinicos dos dadores hepaticos. IMC (indice de massa corporal); HTA

(hipertensdo arterial); AVC (acidente vascular cerebral); TCE (traumatismo
cranioencefélico); UCI (Unidade de cuidados intensivos).

Procedimento cirargico

O tempo necessario para efetuar a hepatectomia total do figado nativo foi variavel,

dependendo da patologia de base dos doentes e de eventuais alteragbes anatomicas.

A retirada do figado da solucéo de preservacao a 4 °C s6 acontece quando o campo
cirlrgico se encontra preparado para receber o 6rgdo, permitindo que as anastomoses

vasculares sejam imediatamente realizadas.

Nos doentes adultos, a técnica utilizada para a realizacdo do transplante hepéatico foi a
técnica de piggyback, que compreende a anastomose da veia cava supra-hepética do

dador a confluéncia das veias hepaticas do recetor e posterior encerramento do shunt
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porto-cava, a realizacdo das anastomose da veia porta, da artéria hepética e finalmente

da via biliar principal.

Nas criangas, foi realizado o transplante de figado reduzido tendo-se utilizado os

segmentos Il, 11l e IV.

Recolha das bidpsias

Foram realizadas duas bidpsias hepéaticas com dimenséo de 1 cm por 1 cm, tendo a
primeira sido realizada antes da retirada do figado da solu¢éo de preservacdo mantida
no gelo e a segunda bidpsia foi obtida 60 minutos apo6s o término da reperfusao arterial.

De referir que as biopsias foram colhidas no mesmo segmento hepdtico.

Ap6s a colheita, as bidpsias foram enviadas de imediato para o laboratério. Parte da
amostra foi prontamente processada tendo sido colocado o tecido vivo num meio de
Sacarose 250 mM, EGTA 0.5 mM e HEPES 10 mM (pH 7,4) e o restante tecido foi

congelado em azoto liquido e armazenado a -80 °C.

Isolamento de mitocondrias de figado humano

As mitocondrias foram isoladas de acordo com o descrito em Rolo et al., 2000. O meio
de homogeneizacdo continha Sacarose 250 mM, EGTA 0,5 mM e HEPES 10 mM (pH
7,4) e 0,1 % de albumina de soro bovino deslipidado (BSA). A composi¢cédo do meio de
lavagem é em tudo semelhante ao da homogeneizagéo, excetuando a auséncia de
EGTA e de BSA, ajustado a pH 7,4.

A amostra de figado foi rapidamente extraida e colocada em meio de homogeneizacgéo
frio (2 - 4 °C). Todos os passos foram realizados mantendo o equipamento laboratorial
com o figado sobre gelo granulado de modo a assegurar a manutencdo de uma

temperatura baixa.

O figado foi cortado em pequenos fragmentos e lavado com meio de homogeneizagao
de modo a remover o excesso de sangue. Seguidamente, foi colocado em cerca de 10
volumes do meio, num homogeneizador de vidro do tipo Potter-Elvejhaem com um
pistdo de teflon, tendo sido homogeneizado com o pistdo rodando a 250 rpm até se

obter uma suspensdo homogénea.
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O homogeneizado foi centrifugado a 2 500 xg durante 10 min, num rotor SS-34 e numa
centrifuga refrigerada Sorvall RC-6 a temperatura de 4 °C. Esta primeira centrifugacao
tem como intuito remover os componentes mais densos das células (nucleos, eritrdcitos,
células ndo fragmentadas). O sobrenadante foi decantado para novos tubos de
centrifuga, tendo o cuidado de ndo haver contaminagé@o com particulas sedimentadas e
diluido com meio de homogeneizacédo. Este sobrenadante foi centrifugado a 10 000 xg
durante 10 min, a 4 °C, para se obter a fragdo mitocondrial. Esta fragdo sedimentada foi
ressuspensa num pequeno volume de meio de lavagem, e posteriormente diluida em
cerca de 40 mL de meio de lavagem, colocada em novos tubos de centrifuga e
novamente centrifugada a 10 000 xg durante 10 min. Esta operacéo foi repetida e a
fracdo mitocondrial purificada obtida foi ressuspensa em meio de lavagem, colocada em
eppendorfs de 1,5 mL que foram mantidos em gelo granulado durante a duracéo dos
ensaios com material fresco. Todos os ensaios utilizando material fresco decorreram

durante as primeiras 6 h ap6s o isolamento.

Lavagem e purificacao

A concentragdo proteica foi determinada pelo método colorimétrico do Biureto. A
amostra de suspensao mitocondrial (50 pL) foi solubilizada pela adicdo de 50 uL de
deoxicolato a 10 %. Adicionou-se agua desionizada até perfazer 0,5 mL, adicionando-
se em seguida 2 mL de reagente de biureto. Prepararam-se padrées de BSA (0, 0,25 e
0,50 mL) em que a agua desionizada foi adicionada de modo que, conjuntamente com
a BSA, o volume perfizesse 0,5 mL (ou seja, respetivamente, 0,50, 0,25 e 0 mL). A estes
padrbes foram adicionados 50 pyL de meio de lavagem, 50 uL de SDS/DOC e,
finalmente, 2 mL de reagente de biureto. Os tubos foram sujeitos a agitacdo por meio
de um vortex e repousaram durante 10 min. Apés este periodo, a absorvéncia das

amostras e padrées foi medida a 540 nm, num espectrofotémetro Thermo, série HeAios.

Avaliacao do potencial transmembranar nas mitocondrias

O potencial transmembranar (Ay) foi avaliado com base na distribuicdo transmembranar
do ido tetrafenilfosfonio (TPP*) como descrito por Palmeira et al. 1994. Utilizou-se um
elétrodo seletivo para TPP*, preparado no nosso laboratorio e um elétrodo de referéncia

de calomelano. A entrada do TPP* nas mitocondrias foi determinada pelo decréscimo
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da concentracdo de TPP* no meio, por registo do potencial do elétrodo. A diferenca de
potencial gerada entre o elétrodo seletivo e o de referéncia foi medida com um
eletrometro e o sinal foi debitado para um registador, depois de passar por um circuito

de compensacéo de voltagem basal.

Utilizaram-se apenas os elétrodos que apresentaram uma correlacdo linear com o
logaritmo da concentra¢éo de TPP*, com uma inclinacdo de 59 * 1, isto €, com uma boa

aproximacdao a inclinacéo prevista pela equacdo de Nernst.

As reacdes decorreram a 25 °C, numa camara de reacdo aberta, termoestavel, sob
agitacdo magnética continua. As mitocondrias (1 mg) foram suspensas em 1 mL de
meio normal de respiracdo (130 mM de Sacarose, 5 mM de MgCl,, 50 mM de KCI, 5 mM
de KH2PO4, 50 uM de EDTA e 5 mM de HEPES a pH 7,4, suplementado com 2 yM de
Rotenona e 3 uM de TPP*). As mitocondrias foram energizadas adicionando succinato
(5 mM).

A concentragdo de TPP* utilizada permitiu uma alta sensibilidade nas medi¢cdes sem

induzir efeitos toxicos nas mitocondrias

O Ay foi calculado de acordo com a equacao (a 25 °C):

AW (mV) = 59 log (v/V) - 59 log (10%%/%9 - 1)

de acordo com Kamo et al. [136]. v, V e AE representam o volume mitocondrial, volume
do meio de incubacdo e a deflexdo do potencial do elétrodo desde a linha basal,
respetivamente. Assumiu-se um volume matricial das mitocondrias de 1,1 yL/mg de
proteina. Ndo foram efetuadas corre¢des devidas a contribuicdo da ligacdo passiva de
TPP* @ membrana mitocondrial visto que, nas experiéncias realizadas, estavamos
interessados na determinacdo das alteracdes relativas dos potenciais e ndo nos seus
valores absolutos. Como consequéncia, é de prever que os valores de Ay apresentados
estejam avaliados por excesso. No entanto, este problema surge para valores préximos
de 90 mV, longe dos valores aqui apresentados. O valor da Lag phase foi calculado pela
simples medicdo do tempo decorrido desde o inicio do ciclo fosforilativo (coincidente

com a adicao do ADP) até ao seu fim (restabelecimento de um potencial de repouso).
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Determinacéo da atividade respiratoria das mitocondrias

Os ensaios foram realizados a 25 °C numa camara de reacdo fechada, termostatizada
e com capacidade de 1,3 mL. O consumo de O foi determinado polarograficamente
com um elétrodo do tipo Clark, ligado a um registador através de uma caixa de voltagem
fabricada no laboratdrio, como previamente descrito por Rolo et al. [137]. No decorrer
das experiéncias, a suspensdo mitocondrial foi sujeita a uma agitacdo magnética

continua, por meio de um pequeno magneto inserido na camara.

As reag0Oes foram iniciadas por adicdo da suspensao mitocondrial (1 mg) ao meio normal
de respiracdo como anteriormente descrito. As mitocondrias foram energizadas com a
adicdo de 5 mM de Succinato que causou um pequeno consumo de O», devendo-se
este a resquicios de ADP ainda presentes na suspenséo, bem como a uma perda de
potencial de membrana normal numa membrana virtualmente impermeéavel a protdes,
mas néo totalmente impermeével. A adi¢cdo de 200 nmol de ADP estimulou a respiracao
e desencadeou o estado respiratério 3. Apés todo o ADP adicionado ter sido fosforilado
a ATP, a respiracdo reassume uma velocidade lenta, o denominado estado respiratério
4,

A determinagdo da respiracdo mitocondrial dissociada da fosforilagdo oxidativa foi
efetuada recorrendo-se a adicdo de 1 pM de FCCP, um protondforo que dissocia
energeticamente as mitocondrias, por destruicAio do gradiente proténico
transmembranar. De modo a que somente os efeitos do FCCP fossem registados, e ndo
um possivel consumo de ADP resquicial, ocorreu a adicdo prévia de 3 uM de

Oligomicina, que é um inibidor especifico da ATPsintase.

Os valores da respiracao foram calculados pelo tragado de uma tangente ao registo no
local do estado desejado, fosse ele o Estado 3, 4 ou VFCCP. Com uma simples
triangulacdo, o consumo foi determinado. Para os indices, o ICR (indice de Controlo
Respiratorio) foi determinado simplesmente pelo quociente entre o valor do Estado 3
pelo do Estado 4; j4 o indice ADP/O foi calculado pelo quociente entre o ADP fosforilado
e 0 oxigénio consumido durante o periodo fosforilativo, ou seja, durante o estado

respiratoério 3.
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Quantificacao de ATP

A amostra foi congelada em azoto liquido e armazenada a -80 °C. No dia da extracao,
a amostra foi pulverizada com almofariz e pistdo em azoto liquido e homogeneizada em
25 pL de tampé&o KOH (KOH 2,5 M, K2HPO4 1,5 M). Esta mistura foi centrifugada a 14
000 xg durante 2 min a 4 °C. Os sobrenadantes dai resultantes foram recolhidos e
dissolvidos em 100 pyL de K:HPO, 1 M. O pH foi ajustado para 7 com HCl e os
nucleétidos de adenina foram quantificados com um kit (Sigma-Aldrich) de

bioluminescéncia de ATP num leitor de placas Victor 3.

Avaliacdo da funcdo hepatica pos-operatoria e evolugao clinica

O doseamento do lactato arterial foi realizado no final da intervencao cirdrgica e repetido
a cada 6 h durante as primeiras 24 h. Foram efectuadas determina¢gfes bioquimicas
convencionais de marcadores da fungcdo hepatica e de necrose hepatocelular: TGO,
TGP, bilirrubina total, bilirrubina direta, International Normalized Ratio (INR) nos 1 °, 3°
59 e 7 °dias de pds-operatério [138-140].

O célculo da clearance de lactato arterial foi baseada no trabalho publicado por Nguyen
et al. [141].

A morbilidade po6s-operatéria foi definida e classificada de acordo com a classificacéo
de Dindo-Clavien. A morbilidade especifica hepatica precoce (< 30 dias) e tardia (> 30
dias) foi caracterizada de acordo com um evento diretamente relacionado com o
transplante hepatico. A mortalidade operatéria foi definida num periodo de 30 dias ap6s

a realizacao do transplante hepético [142, 143].

Analise estatistica

Todas as varidveis continuas foram apresentadas com média + desvio padréo, salvo
condigao especifica. A distribuicdo de normalidade das variaveis continuas foi realizada
com base no teste de Shapiro-Wilk. As variaveis qualitativas foram comparadas com o
teste de qui-quadrado (x?). As varidveis quantitativas continuas com distribuicdo normal
foram comparadas com o teste t de Student e os que ndo seguem uma distribuicdo
normal foram analisados com o teste de Mann-Whitney. As correlacdes foram realizadas

com os testes de Pearson ou de Spearman de acordo com a distribuicdo das amostras.
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Capitulo | - Estudo clinico dos efeitos da I/R na fungdo mitocondrial e metabolismo energético hepatico

A andlise estatistica foi realizada utilizando o software SPSS™ (IBM Corp., Released
2013. IBM SPSS Statistics for Windows, Version 22.0. Armonk, NY: IBM Corp.).
Considerado os resultados estatisticamente significativos para p <0,05.
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CAPITULO Il

Estudo experimental do efeito da I/R e da reperfuséo hipotérmica na
funcdo mitocondrial e no metabolismo energético no modelo animal
de transplante hepatico

Materiais

Os reagentes e produtos quimicos foram adquiridos a Sigma-Aldrich (St. Louis, MO),
exceto quando indicados. De referir que 0s compostos tinham o maior grau de pureza

comercialmente disponivel.

Animais e tratamentos

Os animais de laborat6rio utilizados neste projeto foram ratos Wistar machos (Rattus
norvegicus) com 12 semanas de idade, com pesos entre 320 e 350 g e foram adquiridos
a Charles River (Charles River, Franga). Foram mantidos em condi¢des de temperatura,
luminosidade e humidade controladas, com acesso ad libitum a alimento e agua
acidada. O estudo foi realizado de acordo com os principios e procedimentos descritos
como “3Rs” nas diretrizes da EU (1986/609/EEC e 2010/63/EU), FELASA e o National
Centre for 3Rs, também aprovados pelo Comité de Etica Animal do Centro de
Neurociéncias e Biologia Celular de Coimbra. Aplicados os principios das diretrizes
ARRIVE para a analise e interpretacdo de dados e todos os esfor¢os foram feitos para

minimizar o nUmero de animais usados e o seu sofrimento.

Métodos

Foram realizados estudos experimentais no sentido de avaliar eventuais varia¢cdes da
fungdo mitocondrial e da atividade bioenergética, de acordo com: as variagbes dos

tempos de isquemia fria (I) e com a reperfusdo hipotérmica (ll).

Neste estudo foram utilizados 10 animais por cada grupo analisado, tendo-se
considerado hipotermia como uma temperatura inferior a 35 °C e normotermia entre 0os
35 e 0s 37 °C.

A metodologia utilizada para analisar a funcdo mitocondrial e a atividade bioenergética

mitocondrial foi idéntica para os diferentes ensaios.
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metabolismo energético no modelo animal de transplante hepatico

Procedimento cirargico (1)

Os animais foram anestesiados com ketamina (50 mg/kg) e clorpromazina (50 mg/kg).
Depois de uma laparotomia mediana, a veia porta foi canulada e o érgdo imediatamente
perfundido com solucdo Celsior a 4 °C durante 10 minutos. Procedeu-se depois a
hepatectomia total, mantendo-o em isquemia a 4 °C tendo-se realizado variac6es dos
tempos de isquemia fria (3 h, 6 h, 12 h e 18 h) mantendo os tempos de reperfuséo

constantes (Figura 13).

Apos este periodo, o figado foi reperfundido a 37 °C durante 1 h com oxigenacao
constante, com uma solucdo Krebs mais soro glicosado (50/50), a pH 7,2. Nestes
ensaios foi utilizado um grupo controlo, onde os animais foram submetidos a uma
laparotomia e hepatectomia total, realizando-se uma bidpsia hepatica apods este

procedimento.

Grupo A A
A3h 1h
\ >
|
Isquemia fria Reperfuséo
Grupo B A
ABh | 1h -
‘ >
Isquemia fria Reperfuséo
Grupo C A
A12h \ 1h N
‘ »
Isquemia fria Reperfuséo
Grupo D A
A18h | 1h
‘ >
Isquemia fria Reperfuséo

FIGURA 13- REPRESENTAGAO ESQUEMATICA DAS VARIAGOES DOS TEMPOS DE ISQUEMIA
FRIA MANTENDO CONSTANTES OS TEMPOS DE REPERFUSAO.
Variacbes dos tempos de isquemia fria A3 h, A6 h, A12 h e A18 h; A - biépsia no final

da reperfuséo; Grupo controlo ndo representado. Utilizados grupos de 10 animais.
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Recolha das bidpsias (1)

Foram realizados ensaios para as variagdes dos tempos de isquemia fria (Grupos A, B,
C e D). Nestes grupos, os animais foram submetidos a uma laparotomia e hepatectomia
total, e as bidpsias colhidas de acordo com as condic6es de tempo anteriormente

exemplificadas. De referir que os ensaios clinicos foram realizados em simultaneo.

Procedimento cirtrgico (II)

Os animais foram anestesiados com ketamina (50 mg/kg) e clorpromazina (50 mg/kg).
Depois de uma laparotomia mediana, a veia porta foi canulada e o érgéo imediatamente
perfundido com solucdo Celsior a 4 °C durante 10 minutos. Procedeu-se depois a
hepatectomia total, mantendo-o em isquemia a 4 °C durante 12 h. Ap6s este periodo, 0
figado foi reperfundido a 32 °C ou a 37 °C durante 1 h com oxigenagéo constante, com
uma solucdo Krebs mais soro glicosado (50/50), a pH 7,2 (Figura 14).

Grupo A
12h 1h A
| >
‘ L
Isquemia fria Reperfusédo a 32 °C
Grupo B
12h 1h a
| >
|
Isquemia fria Reperfuséo a 37 °C

FIGURA 14- REPRESENTAGAO ESQUEMATICA DA REPERFUSAO SOB CONDIGOES DE
HIPOTERMIA E NORMOTERMIA

A - Bidpsia no final da reperfuséo; Grupo controlo ndo representado. Foram analisados
10 animais por grupo.
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metabolismo energético no modelo animal de transplante hepatico

Recolha das bidpsias (I1)

Nos animais do grupo A (reperfusdo a 32 °C) e do grupo B (reperfusédo a 37 °C) foram
submetidos a uma laparotomia e hepatectomia total. Nos grupos A e B, foram colhidas
biopsias no final da reperfuséo. Nestes ensaios foi utilizado um grupo controlo, onde os
animais foram submetidos a uma laparotomia e hepatectomia total, realizando-se uma
bi6psia hepatica apds este procedimento. De referir que os ensaios clinicos foram

realizados em simultaneo.

Isolamento de mitocondrias de figado de rato

As mitocOndrias foram isoladas de acordo com o descrito em Rolo et al, 2000. O meio
de homogeneizacédo continha Sacarose 250 mM, EGTA 0,5 mM e HEPES 10 mM (pH
7,4) e 0,1 % de albumina de soro bovino deslipidado (BSA). A composicdo do meio de
lavagem é em tudo semelhante ao da homogeneizagéo, excetuando a auséncia de
EGTA e de BSA, ajustado a pH 7,4.

O figado foi rapidamente extraido e colocado em meio de homogeneizacao frio (2 — 4
°C). Todos os passos foram realizados mantendo o equipamento laboratorial com o
figado sobre gelo granulado de modo a assegurar a manutencdo de uma temperatura

baixa.

O figado foi cortado em pequenos fragmentos e lavado com meio de homogeneizacao
de modo a remover o0 excesso de sangue. Seguidamente, foi colocado em cerca de 10
volumes do meio, num homogeneizador de vidro do tipo Potter-Elvejhaem com um
pistdo de teflon, tendo sido homogeneizado com o pistdo rodando a 250 rpm até se

obter uma suspensdo homogénea.

O homogeneizado foi centrifugado a 2500 xg durante 10 min, num rotor SS-34 e numa
centrifuga refrigerada Sorvall RC-6 a temperatura de 4 °C. Esta primeira centrifugacéo
tem como intuito remover os componentes mais densos das células (ndcleos, eritrécitos,
células ndo fragmentadas). O sobrenadante foi decantado para novos tubos de
centrifuga, tendo o cuidado de ndo haver contaminagé@o com particulas sedimentadas e
diluido com meio de homogeneizacédo. Este sobrenadante foi centrifugado a 10 000 xg
durante 10 min, a 4 °C, para se obter a fracdo mitocondrial. Esta fracdo sedimentada foi
ressuspensa num pequeno volume de meio de lavagem, e posteriormente diluidas em

cerca de 40 mL de meio de lavagem, colocadas em novos tubos de centrifuga e
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novamente centrifugadas a 10 000 xg durante 10 min. Esta operacao foi repetida e a
fracdo mitocondrial purificada obtida foi ressuspensa em meio de lavagem, colocada em
eppendorfs de 1,5 mL que foram mantidos em gelo granulado durante a duracéo dos
ensaios com material fresco. Todos os ensaios utilizando material fresco decorreram

durante as primeiras 6 h apés o isolamento.

Lavagem e Purificagéo

A concentracdo proteica foi determinada pelo método colorimétrico do Biureto. A
amostra de suspensao mitocondrial (50 pL) foi solubilizada pela adigcdo de 50 pL de
deoxicolato a 10 %. Adicionou-se agua desionizada até perfazer 0,5 mL, adicionando-
se em seguida 2 mL de reagente de biureto. Prepararam-se padrées de BSA (0, 0,25 e
0,50 mL) em que a agua desionizada foi adicionada de modo que, conjuntamente com
a BSA, o volume perfizesse 0,5 mL (ou seja, respetivamente, 0,50, 0,25 e 0 mL). A estes
padrbes foram adicionados 50 pyL de meio de lavagem, 50 yL de SDS/DOC e,
finalmente, 2 mL de reagente de biureto. Os tubos foram sujeitos a agitacdo por meio
de um vortex e repousaram durante 10 min. Apds este periodo, a absorvéncia das

amostras e padrdes foi medida a 540 nm, num espectrofotémetro Thermo, série HeAios.

Avaliacdo do potencial transmembranar nas mitocondrias

O potencial transmembranar (Ay) foi avaliado com base na distribuigdo transmembranar
do ido tetrafenilfosfonio (TPP*) como descrito por Palmeira et al. [144]. Utilizou-se um
elétrodo seletivo para TPP*, preparado no nosso laboratério e um elétrodo de referéncia
de calomelano. A entrada do TPP* nas mitocéndrias foi determinada pelo decréscimo
da concentracdo de TPP* no meio, por registo do potencial do elétrodo. A diferenca de
potencial gerada entre o elétrodo seletivo e o de referéncia foi medida com um
eletrémetro e o sinal foi debitado para um registador, depois de passar por um circuito

de compensacédo de voltagem basal.

Utilizaram-se apenas os elétrodos que apresentaram uma correlacdo linear com o
logaritmo da concentracdo de TPP*, com uma inclinacdo de 59 + 1, com uma boa

aproximacdao a inclinagéo prevista pela equacao de Nernst.
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As reacdes decorreram a 25 °C, numa camara de reacdo aberta, termoestavel, sob
agitacdo magnética continua. As mitocondrias (1 mg) foram suspensas em 1 mL de
meio normal de respiracdo (130 mM de Sacarose, 5 mM de MgCl,, 50 mM de KCI, 5 mM
de KH2PO4, 50 uM de EDTA e 5 mM de HEPES a pH 7,4, suplementado com 2 uM de
Rotenona e 3 uM de TPP*). As mitocondrias foram energizadas adicionando succinato
(5 mM).

A concentracdo de TPP* utilizada permitiu uma alta sensibilidade nas medi¢cées sem

induzir efeitos toxicos nas mitocondrias

O Ay foi calculado de acordo com Kamo et al. de acordo com a equagao anteriormente
descrita [136]. v, V e AE representam o volume mitocondrial, volume do meio de
incubacao e a deflexdo do potencial do elétrodo desde a linha basal, respetivamente.
Assumiu-se um volume matricial das mitocondrias de 1,1 yL/mg de proteina. Nao foram
efetuadas correcdes devidas a contribuicdo da ligacdo passiva de TPP* a membrana
mitocondrial visto que, nas experiéncias realizadas, estavamos interessados na
determinacdo das alteracdes relativas dos potenciais e ndo nos seus valores absolutos.
Como consequéncia, é de prever que os valores de Ay apresentados estejam avaliados
por excesso. No entanto, este problema surge para valores préximos de 90 mV, longe
dos valores aqui apresentados. O valor da Lag phase foi calculado pela simples medicao
do tempo decorrido desde o inicio do ciclo fosforilativo (coincidente com a adigdo do
ADP) até ao seu fim (restabelecimento de um potencial de repouso).

Determinagédo da atividade respiratoria das mitocondrias

Os ensaios foram realizados a 25 °C numa camara de reagdo fechada, termostatizada
e com capacidade de 1,3 mL. O consumo de O foi determinado polarograficamente
com um elétrodo do tipo Clark, ligado a um registador através de uma caixa de voltagem
fabricada no laboratério, como previamente descrito por Rolo et al. [137]. No decorrer
das experiéncias, a suspensdo mitocondrial foi sujeita a uma agitacdo magnética

continua, por meio de um pequeno magnete inserido na camara.

As reacdes foram iniciadas por adi¢cdo da suspensdo mitocondrial (1mg) ao meio normal
de respiracdo como anteriormente descrito. As mitocondrias foram energizadas com a
adicdo de 5 mM de Succinato que causou um pequeno consumo de O», devendo-se

este a resquicios de ADP ainda presentes na suspenséo, bem como a uma perda de
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potencial de membrana normal numa membrana virtualmente impermeavel a protdes,
mas nao totalmente impermeavel. A adicdo de 200 nmol de ADP estimulou a respiracao
e desencadeou o estado respiratério 3. Apés todo o ADP adicionado ter sido fosforilado
a ATP, a respiracdo reassume uma velocidade lenta, 0 denominado estado respiratério
4.

A determinacdo da respiracdo mitocondrial dissociada da fosforilacdo oxidativa foi
efetuada recorrendo-se a adicdo de 1 pM de FCCP, um protonéforo que dissocia
energeticamente as mitocbndrias, por destruicdo do gradiente protonico
transmembranar. De modo a que somente os efeitos do FCCP fossem registados, e ndo
um possivel consumo de ADP resquicial, ocorreu a adicdo prévia de 3 uM de

Oligomicina, que € um inibidor especifico da ATPsintase.

Os valores da respiracdo foram calculados pelo tragcado de uma tangente ao registo no
local do estado desejado, fosse ele o Estado 3, 4 ou VFCCP. Com uma simples
triangulagéo, o consumo foi determinado. Para os indices, o ICR (indice de Controlo
Respiratorio) foi determinado simplesmente pelo quociente entre o valor do Estado 3
pelo do Estado 4; ja o indice ADP/O foi calculado pelo quociente entre o ADP fosforilado
e 0 oxigénio consumido durante o periodo fosforilativo, ou seja, durante o estado

respiratério 3.

Quantificagéo de ATP

A amostra foi congelada em azoto liquido e armazenada a -80 °C. No dia da extragéo,
a amostra foi pulverizada com almofariz e pistdo em azoto liquido e homogeneizada em
25 pL de tampao KOH (KOH 2,5 M, K;HPO4 1,5 M). Esta mistura foi centrifugada a 14
000 xg durante 2 min a 4 °C. Os sobrenadantes dai resultantes foram recolhidos e
dissolvidos em 100 yL de K:HPO, 1 M. O pH foi ajustado para 7 com HCIl e os
nucleétidos de adenina forma quantificados com um kit (Sigma-Aldrich) de

bioluminescéncia de ATP num leitor de placas Victor 3.
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Avaliacao histologica

Microscopia o6tica

Foram analisadas amostras de tecido hepatico obtidas no final do procedimento. As
amostras de tecido foram inspecionadas, seccionadas em fatias com 3 a 5 mm de
espessura, fixadas em 4 % de formaldeido, e incluidas em parafina. As amostras foram
posteriormente seccionadas em cortes de 4 um e coradas com Hematoxilina e Eosina
(H&E, Polysciences, Sakura Autostainer — Prisma 81D). A observacao foi efetuada por
um patologista experiente, de forma duplamente cega, com recurso a microscopio de
luz (Nikon Eclipse 50i) e as imagens foram obtidas utilizando a camara Nikon- Digital
Sight DS-Fi1.

Analise estatistica

Todas as variaveis continuas foram apresentadas com média = desvio padrdo, salvo
condigéo especifica. A distribuicdo de normalidade das variaveis continuas foi realizada
com base no teste de Shapiro-Wilk. As variaveis quantitativas continuas com
distribuicdo normal foram comparadas com o teste t de Student e os que n&o seguem
uma distribuigdo normal foram analisados com o teste de Mann-Whitney. A comparacao
entre = 3 grupos foi realizada pelo teste de ANOVA post-hoc para comparacdes
multiplas. A andlise estatistica foi realizada utilizando o software SPSS™ (IBM Corp.,
Released 2013. IBM SPSS Statistics for Windows, Version 22.0. Armonk, NY: IBM

Corp.). Considerado os resultados estatisticamente significativos para p <0,05.
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Capitulo Il

Estudo experimental do efeito da adicdo de Berberina a
solucdo de preservacao na funcdo mitocondrial e
metabolismo energético no modelo animal de transplante
hepatico

Os reagentes e produtos quimicos foram adquiridos a Sigma-Aldrich (St. Louis, MO),
exceto quando indicados. De referir que 0s compostos tinham o maior grau de pureza

comercialmente disponivel.

Animais e tratamentos

Os animais de laborat6rio utilizados neste projeto foram ratos Wistar machos (Rattus
norvegicus) com 12 semanas de idade, com pesos entre 320 e 350 g e foram adquiridos
a Charles River (Charles River, Franga). Foram mantidos em condi¢des de temperatura,
luminosidade e humidade controladas, com acesso ad libitum a alimento e &agua
acidada. O estudo foi realizado de acordo com os principios e procedimentos descritos
como “3Rs” nas diretrizes da EU (1986/609/EEC e 2010/63/EU), FELASA e o National
Centre for 3Rs, também aprovados pelo Comité de Etica Animal do Centro de
Neurociéncias e Biologia Celular de Coimbra. Aplicados os principios das diretrizes
ARRIVE para a analise e interpretacao de dados e todos os esforgos foram feitos para

minimizar o nUmero de animais usados e 0 seu sofrimento.

Procedimento cirdrgico

Neste estudo foram utilizados 10 animais por cada grupo analisado. Os animais foram
anestesiados com ketamina (50 mg/kg) e clorpromazina (50 mg/kg). Depois de uma
laparotomia mediana, a veia porta foi canulada e o figado foi imediatamente perfundido
com solucao Celsior a 4 °C durante 10 minutos. Procedeu-se depois a hepatectomia
total, mantendo-o em isquemia a 4 °C durante 12 h com adigéo de berberina (18,6 mM)
(Grupo A) e sem berberina (Grupo B). Apés este periodo manteve-se a perfusédo de
berberina nas mesmas concentracdes e o figado foi reperfundido a 37 °C durante 1 h
com oxigenacado constante, com uma solucdo Krebs mais soro glicosado (50/50), a pH
7,2 (Figura 15).
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Grupo A
12h 1h A
\ >
‘ >
Isquemia fria + BBR Reperfuséao + BBR
Grupo B
12h 1h 4
\ >
|
Isquemia fria Reperfuséo

FIGURA 15- REPRESENTACAO ESQUEMATICA DA METODOLOGIA UTILIZADA PARA O ESTUDO
DA ADICAO DE BERBERINA (BBR) A SOLUCAO DE PRESERVACAO HEPATICA

A - Biopsia no final da reperfuséo; Grupo controlo ndo representado. Foram analisados
10 animais por grupo.

Recolha das bidpsias

Nos animais do grupo A (com adi¢cdo da berberina) e do grupo B (sem adicdo de
berberina) foram submetidos a uma laparotomia e hepatectomia total. Nos grupos A e
B, foram colhidas bidpsias no final da reperfuséo. Nestes ensaios foi utilizado um grupo
controlo, onde os animais foram submetidos a uma laparotomia e hepatectomia total,
realizando-se uma biépsia hepatica apds este procedimento. De referir que 0s ensaios

clinicos foram realizados em simultaneo.

Isolamento de mitocondrias de figado de rato

As mitocondrias foram isoladas de acordo com o descrito em Rolo et al., 2000. O meio
de homogeneizacgdo continha Sacarose 250 mM, EGTA 0,5 mM e HEPES 10 mM (pH
7,4) e 0,1 % de albumina de soro bovino deslipidado (BSA). A compaosicao do meio de
lavagem é em tudo semelhante ao da homogeneizacéo, excetuando a auséncia de
EGTA e de BSA, ajustado a pH 7,4.

O figado foi rapidamente extraido e colocado em meio de homogeneizacao frio (2 — 4

°C). Todos os passos foram realizados mantendo o equipamento laboratorial com o
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figado sobre gelo granulado de modo a assegurar a manutencao de uma temperatura

baixa.

O figado foi cortado em pequenos fragmentos e lavado com meio de homogeneizacdo
de modo a remover o excesso de sangue. Seguidamente, foi colocado em cerca de 10
volumes do meio, num homogeneizador de vidro do tipo Potter-Elvejhaem com um
pistdo de teflon, tendo sido homogeneizado com o pistdo rodando a 250 rpm até se

obter uma suspensao homogénea.

O homogeneizado foi centrifugado a 2500 xg durante 10 min, num rotor SS-34 e numa
centrifuga refrigerada Sorvall RC-6 a temperatura de 4 °C. Esta primeira centrifugacao
tem como intuito remover os componentes mais densos das células (nucleos, eritrdcitos,
células ndo fragmentadas). O sobrenadante foi decantado para novos tubos de
centrifuga, tendo o cuidado de ndo haver contaminagé@o com particulas sedimentadas e
diluido com meio de homogeneizacao. Este sobrenadante foi centrifugado a 10 000 xg
durante 10 min, a 4 °C, para se obter a fracdo mitocondrial. Esta fracdo sedimentada foi
ressuspensa num pequeno volume de meio de lavagem, e posteriormente diluida em
cerca de 40 mL de meio de lavagem, colocada em novos tubos de centrifuga e
novamente centrifugada a 10 000 xg durante 10 min. Esta operacéo foi repetida e a
fracdo mitocondrial purificada obtida foi ressuspensa em meio de lavagem, colocada em
eppendorfs de 1,5 mL que foram mantidos em gelo granulado durante a duracéo dos
ensaios com material fresco. Todos os ensaios utilizando material fresco decorreram

durante as primeiras 6 h ap6s o isolamento.

Lavagem e Purificacéo

A concentragdo proteica foi determinada pelo método colorimétrico do Biureto. A
amostra de suspensao mitocondrial (50 pL) foi solubilizada pela adicdo de 50 uL de
deoxicolato a 10 %. Adicionou-se agua desionizada até perfazer 0,5 mL, adicionando-
se em seguida 2 mL de reagente de biureto. Prepararam-se padrées de BSA (0, 0,25 e
0,50 mL) em que a agua desionizada foi adicionada de modo que, conjuntamente com
a BSA, o volume perfizesse 0,5 mL (ou seja, respetivamente, 0,50, 0,25 e 0 mL). A estes
padrbes foram adicionados 50 pyL de meio de lavagem, 50 uL de SDS/DOC e,
finalmente, 2 mL de reagente de biureto. Os tubos foram sujeitos a agitacdo por meio
de um vortex e repousaram durante 10 min. Apés este periodo, a absorvéncia das

amostras e padrdes foi medida a 540 nm, num espectrofotémetro Thermo, série HeAios.
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Avaliacdo do potencial transmembranar mitocondrial

O potencial transmembranar (Ay) foi avaliado com base na distribuicido transmembranar
do iao tetrafenilfosfonio (TPP*) como descrito por Palmeira et al. 1994. Utilizou-se um
elétrodo seletivo para TPP*, preparado no nosso laboratério e um elétrodo de referéncia
de calomelano. A entrada do TPP* nas mitocondrias foi determinada pelo decréscimo
da concentracdo de TPP* no meio, por registo do potencial do elétrodo. A diferenca de
potencial gerada entre o elétrodo seletivo e o de referéncia foi medida com um
eletrémetro e o sinal foi debitado para um registador, depois de passar por um circuito

de compensacao de voltagem basal.

Utilizaram-se apenas os elétrodos que apresentaram uma correlagcdo linear com o
logaritmo da concentracdo de TPP*, com uma inclinagdo de 59 + 1, com uma boa

aproximacao a inclinagéo prevista pela equacao de Nernst.

As reacdes decorreram a 25 °C, numa camara de reacdo aberta, termoestavel, sob
agitacdo magnética continua. As mitocondrias (1 mg) foram suspensas em 1 mL de
meio normal de respiracdo (130 mM de Sacarose, 5 mM de MgCl,, 50 mM de KCI, 5 mM
de KH2PO4, 50 yM de EDTA e 5 mM de HEPES a pH 7,4, suplementado com 2 yM de
Rotenona e 3 uM de TPP*). As mitocondrias foram energizadas adicionando succinato
(5 mM).

A concentracdo de TPP* utilizada permitiu uma alta sensibilidade nas medi¢cées sem

induzir efeitos toxicos nas mitocondrias

O Ay foi calculado de acordo com Kamo et al. de acordo com a equacdo como
anteriormente descrito [136]. v, V e AE representam o volume mitocondrial, volume do
meio de incubacdo e a deflexdo do potencial do elétrodo desde a linha basal,
respetivamente. Assumiu-se um volume matricial das mitocondrias de 1,1 yL/mg de
proteina. Ndo foram efetuadas correces devidas a contribuicdo da ligacdo passiva de
TPP* a membrana mitocondrial visto que, nas experiéncias realizadas, estavamos
interessados na determinacdo das alteracdes relativas dos potenciais e ndo nos seus
valores absolutos. Como consequéncia, € de prever que os valores de Ay apresentados
estejam avaliados por excesso. No entanto, este problema surge para valores proximos

de 90 mV, longe dos valores aqui apresentados. O valor da Lag phase foi calculado pela
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simples medicdo do tempo decorrido desde o inicio do ciclo fosforilativo (coincidente

com a adicdo do ADP) até ao seu fim (restabelecimento de um potencial de repouso).

Determinacéo da atividade respiratéria das mitocéndrias

Os ensaios foram realizados a 25 °C numa camara de reacdo fechada, termostatizada
e com capacidade de 1,3 mL. O consumo de O foi determinado polarograficamente
com um elétrodo do tipo Clark, ligado a um registador através de uma caixa de voltagem
fabricada no laboratério, como previamente descrito por Rolo et al., 2000 [137]. No
decorrer das experiéncias, a suspensdo mitocondrial foi sujeita a uma agitacdo

magnética continua, por meio de um pequeno magnete inserido na camara.

As reacgfes foram iniciadas por adicdo da suspenséo mitocondrial (1 mg) ao meio normal
de respiracdo como anteriormente descrito. As mitocondrias foram energizadas com a
adicdo de 5 mM de Succinato que causou um pequeno consumo de O, devendo-se
este a resquicios de ADP ainda presentes na suspensdo, bem como a uma perda de
potencial de membrana normal numa membrana virtualmente impermeavel a protdes,
mas nédo totalmente impermeével. A adi¢cdo de 200 nmol de ADP estimulou a respiracao
e desencadeou o estado respiratério 3. Apés todo o ADP adicionado ter sido fosforilado
a ATP, a respiracéo reassume uma velocidade lenta, o denominado estado respiratério
4,

A determinacdo da respiracdo mitocondrial dissociada da fosforilacdo oxidativa foi
efetuada recorrendo-se a adicdo de 1 yM de FCCP, um protonéforo que dissocia
energeticamente as mitocdndrias, por destruicdo do gradiente protdnico
transmembranar. De modo a que somente os efeitos do FCCP fossem registados, e ndo
um possivel consumo de ADP resquicial, ocorreu a adicdo prévia de 3 uM de

Oligomicina, que € um inibidor especifico da ATPsintase.

Os valores da respiracao foram calculados pelo tragado de uma tangente ao registo no
local do estado desejado, fosse ele o Estado 3, 4 ou VFCCP. Com uma simples
triangulagéo, o consumo foi determinado. Para os indices, o ICR (indice de Controlo
Respiratorio) foi determinado simplesmente pelo quociente entre o valor do Estado 3
pelo do Estado 4; ja o indice ADP/O foi calculado pelo quociente entre o ADP fosforilado
e 0 oxigénio consumido durante o periodo fosforilativo, ou seja, durante o estado

respiratorio 3.
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Quantificacao de ATP

A amostra foi congelada em azoto liquido e armazenada a -80 °C. No dia da extragéo,
a amostra foi pulverizada com almofariz e pistdo em azoto liquido e homogeneizada em
25 pL de tampéo KOH (KOH 2,5 M, K2HPO4 1,5 M). Esta mistura foi centrifugada a 14
000 xg durante 2 min a 4 °C. Os sobrenadantes dai resultantes foram recolhidos e
dissolvidos em 100 puL de K:HPO, 1 M. O pH foi ajustado para 7 com HCI e os
nucleétidos de adenina forma quantificados com um kit (Sigma-Aldrich) de

bioluminescéncia de ATP num leitor de placas Victor 3.

Detecao da abertura do mPTP por inducéo de swelling

O swelling mitocondrial foi estimado por mudancas na dispersdo da luz, monitorizadas
espectrofotograficamente a 540 nm de acordo com a descrigdo de Palmeira e Wallace
[145]. A reacdo que ocorreu a uma temperatura constante de 25 °C, iniciou-se apos
adicionar 1 mg de suspenséo mitocondrial a 2 mL a meio de incubagéo (200 mM de
Sacarose, 10 mM de Tris-Mops, 1 mM de KH.PO4, e 10 uM EGTA a pH 7,4),
suplementado com 3 pM de Rotenona e 5 mM de Succinato. Apds um breve periodo de
reagcdo foram adicionadas diferentes concentragdes de CaCl, e a um dos ensaios foi

também adicionado Ciclosporina A (CyA 1 uM), de modo a servir de controlo.

Quantificacéo de espécies reativas de oxigenio (ROS)

A formacdo de ROS foi determinada fluorimetricamente com a sonda H.DCFDA e
usando um comprimento de onda de excitagdo de 485 nm e um comprimento de onda
de emissao de 538 nm, num fluorimetro Perkin-Elmer VICTOR. As mitocondrias isoladas
(1 mg/ mL) foram suspensas em meio padréo respiratério e carregadas 50 uM H.DCFDA
(preparado em DMSO) durante 15 min a 25 °C, as mitocdndrias foram centrifugadas a
10 000 xg durante 3 min e o sobrenadante aspirado e o sedimento mitocondrial foi
resuspenso em 1 mL de meio de respiragdo sem sonda. 200 pL da suspenséao
mitocondrial foram colocados numa placa de 96 pocos e a fluorescéncia monitorizada
durante 30 min para calcular a taxa de formagdo de ROS. Os resultados foram

expressos como unidades de fluorescéncia arbitraria (RFUS).
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Anadlise de Western blotting

O tecido homogeneizado foi lisado com tampé&o de lise RIPA gelado suplementado com
um cocktail de proteases e inibidores de fosfatase (Sigma-Aldrich; Pierce Thermo
Scientific, Rockford, IL). Quantidades iguais de proteinas (medidas num kit de BCA1-
1KT, Sigma — Aldrich), foram carregadas e submetidas a eletroforese hum gel de SDS-
poliacrilamida e transferidas para uma membrana de diflureto de polivinilideno (PVDF,
Laboratério Bio-Rad, Hercules, CA). As membranas foram bloqueadas com 5 % de
solucéo de blogueio (Bio-Rad) durante 2 h e incubadas em solu¢do salina tamponada
com TBS (Tris Buffered Saline) suplementada com 1 % de Tween-20 (TBS-T) e solugéo
de bloqueio a 0,5 % durante a noite a 4 °C, com anti-PGC-1a (Cell Signaling Technology,
Beverly, MA, 1:100), anti-SirT1 (Cell Signaling Technology, 1:1000), anti-SirT3 (Cell
Signaling Technology, 1:500), anti-LC3 (SigmaAldrich, 1:1000) e anti-B-actin
(SigmaAldrich, 1:5000). No dia seguinte, as membranas foram lavadas a temperatura
ambiente com TBS-T, 3 vezes durante 30 min e incubadas com um anticorpo secundario
correspondente (Invitrogen, Carlsbad, CA). As membranas foram entdo lavadas a
temperatura ambiente com TBS-T, 3 vezes durante 15 min e a imunodetegédo foi
realizada com WesternDot 625 desenvolvido em cabra anti-coelho ou cabra anti-rato
western blot kits (Invitrogen). As membranas foram visualizadas utilizando Versa Doc

Instrument (Bio-Rad Laboratories).

Isolamento de RNA e estudos de expressao genética avaliados por Real-Time
PCR (gPCR)

O RNA foi isolado de amostras de tecido congelado com recurso a kits especializados
(Axygen, Union City, CA). A producgéo de RNA total foi quantificada com aparelho de
eletroforese automatico Experion (Bio-Rad). O cDNA foi produzido utilizando 1 ug de
RNA com kit de cDNA de sintese Bio-Rad iScript. Foram utilizados os seguintes
iniciadores, denominados por primers, 5-3' (Gene, Forward primer, Reverse primer) e
as respetivas sequéncias: SirT1, CCA GAT CCT CAA GCC ATG TT, GAT CCT TTG
GAT TCC TGC AA SirT3, ATG GAA AGC TGG ATG GAC AG, CCC TGG TCA GCC
TTA ACA AA, COX IV, GGC AGA ATG TTG GCT ACC, GCATAG TCTTCACTCTTC
ACA A, TNF-a, ACT CCC AGA AAA GCA AGC AA, CGA GCA GGA ATG AGA AGA
GG, PGC-1a, CTGCTC TTG AGA ATG GAT ATACTT, CAT ACT TGC TCT TGG TGG
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AA, MnSOD2, CAC TGT GGC TGA GCT GTT GT, TCC AAG CAATTC AAG CCT CT
NDUFS8, AGT GTATCT ACT GTG GTT, TAG CTT CTC CTT GTT GTA.

Avaliacao histologica

Microscopia o6tica

Foram analisadas amostras de tecido hepatico obtidas no final do procedimento. As
amostras de tecido foram inspecionadas, seccionadas em fatias com 3 a 5 mm de
espessura, fixadas em 4 % de formaldeido, e incluidas em parafina. As amostras foram
posteriormente seccionadas em cortes de 4 um e coradas com Hematoxilina e Eosina
(H&E, Polysciences, Sakura Autostainer — Prisma 81D). A observacao foi efetuada por
um patologista experiente, de forma duplamente cega, com recurso a microscopio de
luz (Nikon Eclipse 50i) e as imagens foram obtidas utilizando a camara Nikon- Digital
Sight DS-Fil.

Microscopia eletronica de transmissao

Amostras de tecido hepético obtidas no final do procedimento foram fixadas com
glutaraldeido 2,5 % em tampéao cacodilato de sddio 0,1 M (pH 7,2) durante 2 h. As
amostras foram depois lavadas no mesmo tampéo e poés-fixadas em tetréxido de 6smio
1 % durante 1 h. Seguiram-se varias lavagens em tampdao, tampao e agua destilada e
um passo de enxaguamento final em agua destilada. As amostras foram depois
contrastadas com acetato de uranilo 1 % durante 1 h e lavadas com agua destilada. De
seguida procedeu-se a desidratacdo usando uma série ascendente de etanol (30-100
%). Por fim, as amostras foram impregnadas e incluidas em resinas Epoxy (Fluka
Analytical) e a polimerizacé@o decorreu durante 24 h a 60 °C. Secc¢des ultrafinas (70 nm)
foram obtidas em grelhas de cobre e contrastadas com citrato de chumbo 0,2 %, durante
10 min. As observagdes foram realizadas num microscépio eletronico de transmissao
FEI-Tecnai G2 Spirit Bio Twin a 80 kV.
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Analise estatistica

Todas as variaveis continuas foram apresentadas com média + desvio padrdo, salvo
condicao especifica. A distribuicdo de normalidade das variaveis continuas foi realizada
com base no teste de Shapiro-Wilk. As variaveis quantitativas continuas com
distribuicdo normal foram comparadas com o teste t de Student e as que ndo seguem
uma distribuicdo normal foram analisadas com o teste de Mann-Whitney. A comparacao
entre 2 3 grupos foi realizada pelo teste de ANOVA post-hoc para comparacdes
multiplas. A andlise estatistica foi realizada utilizando o software SPSS™ (IBM Corp.,
Released 2013. IBM SPSS Statistics for Windows, Version 22.0. Armonk, NY: IBM
Corp.). Considerado os resultados estatisticamente significativos para p <0,05.

67



Capitulo 11l - Estudo experimental do efeito da adigdo de Berberina a solugdo de preservacédo na fungao
mitocondrial e metabolismo energético no modelo animal de transplante hepatico

68



RESULTADOS

69



70



Parte 11l - RESULTADOS

Capitulo IV

Estudo clinico dos efeitos da I/R na funcdo mitocondrial e
metabolismo energético hepatico em bidpsias humanas de
transplante hepatico

Das biopsias efetuadas foi possivel realizar a avaliagdo dos pardmetros bioenergéticos
mais relevantes para o estudo, tendo sido adicionalmente guardado a -80 °C um

fragmento de tecido para quantificagdo de ATP.

Bioenergética mitocondrial: potencial membranar, respiracdo mitocondrial e
quantificacdo de ATP

Potencial membranar

O potencial de membrana mitocondrial permite avaliar a capacidade fosforilativa das
mitocéndrias isoladas nas biopsias recolhidas imediatamente antes do figado ser
implantado, que corresponde ao término do periodo de isquemia fria (A), e apés a
realizacdo das anastomoses da veia porta e da artéria hepética respetivamente,
referente ao final do periodo de isquemia quente e inicio da reperfuséo arterial (B). Estas
bidpsias foram testadas recorrendo-se para o efeito a utilizagdo de Succinato. A

fosforilagéo foi induzida pela adicdo de 100 nmol de ADP (Figura 16).
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FIGURA 16- REPRESENTAGAO GRAFICA DOS PARAMETROS DA FUNGAO MITOCONDRIAL NA
TRANSPLANTAGAO HEPATICA.
Andlise de biépsias hepaticas humanas obtidas no final do periodo de isquemia fria (A)

e apos reperfusdo (B) medidos com elétrodo de TPP*. 1- Potencial inicial; 2-
Despolarizacao; 3- Lag phase; 4- Repolarizacéo.

Os dados obtidos mostram uma diminuicdo estatisticamente significativa de todos os
parametros medidos nas mitocondrias isoladas da biépsia B em relagéo a biopsia A. A
Lag phase encontra-se bastante aumentada apoés I/R. Na comparacédo das médias um
p <0.05 (*) foi considerado estatisticamente significativo. A tabela seguinte resume os
resultados obtidos (Tabela 8).

Succinato
Amostra A Amostra B Valor de p
Potencial Inicial (-mV) 184,8 £ 3,1 1659+29* p <0.001
Despolariza¢éo (-mV) 229+0,8 158+ 0,5* p <0.001
Lag phase (s) 76,2+ 2,0 1279+1,3* p <0.001
Repolariza¢éo (-mV) 181,2+1,4 161,9+1,2* p <0.001

TABELA 8- POTENCIAL MEMBRANAR E LAG PHASE DAS MITOCONDRIAS HEPATICAS DAS
BIOPSIAS
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Respiracdo mitocondrial

A respiracdo mitocondrial foi quantificada avaliando o consumo de oxigénio apos a
utilizagdo de Succinato para energizacdo das mitocondrias. Os resultados obtidos

encontram-se resumidos na tabela seguinte:

Succinato
Amostra A Amostra B Valor de p

Estado 3 (natomos O/ min/mg 66.6 + 15 450+20* <0.001
proteina) T T P <L

Estado 4 (natomos O/ min/mg 17.9+0.7 20.9 + 0.6 * <0.001
proteina) T o p <L

ICR 3,7+£0,2 22+0,1* p <0.001

ADP/O 1,8£0,2 16x£0,2* p <0.001

VFCCP (natomos O/ min/mg 130.5 + 3.4 1233+47+ p <0.001

proteina)

TABELA 9- VALORES DA RESPIRAGAO MITOCONDRIAL OBTIDOS NAS BIOPSIAS HEPATICAS
DOS TRANSPLANTES HEPATICOS
A quantificacdo da respiragdo mitocondrial hepatica nas bidpsias A e B, quando

estimuladas com Succinato. Na comparacao das médias um p <0.05 (*) foi considerado
estatisticamente significativo.

Quantificagéo de ATP

O seguinte grafico mostra a quantificacdo de ATP nas amostras A e B quando

estimuladas com Succinato (Figura 17).
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FIGURA 17- GRAFICO REPRESENTATIVO DOS VALORES DA QUANTIFICAGAO DE ATP
PRESENTE NAS BIOPSIAS HEPATICAS DOS TRANSPLANTES HEPATICOS

Quantificacdo de ATP presente no tecido hepatico nas biopsias A (9,3 +0,7) e B (5,7 £
0,7). Na comparacdo das médias um p <0.05 (*) foi considerado estatisticamente
significativo; ** p <0.001.

Tempos de isquemia/reperfusdo e funcado mitocondrial

Foram avaliadas as diferencas nos tempos de isquemia fria, isquemia quente e do
periodo pos-reperfusdo arterial até a conclusao do transplante hepético. Constatou-se
que ocorre maior variabilidade na duragcédo dos tempos de isquemia fria (A a, 5h31 min
+ 1h10 min), quando comparados com a variacdo da duragédo dos tempos de isquemia

quente (A B, 1h54 min = 24 min), valores estes que séo mais uniformes (Figura 18).

A B
Aa AB |

Isquemia fria Isquemia quente ‘ Reperfuséo arterial ‘

FIGURA 18- REPRESENTACAO ESQUEMATICA DAS VARIACOES DOS TEMPOS DE ISQUEMIA
FRIA, ISQUEMIA QUENTE E REPERFUSAO ARTERIAL ATE A CONCLUSAO DO TRANSPLANTE
HEPATICO
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A analise comparativa da relacdo entre os tempos de isquemia fria, isquemia quente e
tempo total de cirurgia com os diversos parametros das variacdes bioenergéticas
mitocondriais entre as amostras A e B ndo mostra relagcdo entre a disfuncéo

bioenergética mitocondrial e as variacdes nos tempos de I/R (Tabela 10 e 11).

A A A Lag A
Potencial Despolarizacédo phase Repolarizacéo
Tempo de Isquemia r=-0,146 r =0,294 r=0,194 r=-0,041
Fria
Tempo de Isquemia 535 r=0,288 0,060 r=-0,336
Quente
Tempo Total de r=-0,276 r =0,003 r =0,070 r =-0,059

Cirurgia

TABELA 10- CORRELACAO ENTRE OS TEMPOS DE ISQUEMIA FRIA, ISQUEMIA QUENTE E TEMPO
TOTAL DA INTERVENGCAO CIRURGICA COM AS VARIACOES NOS PARAMETROS DE POTENCIAL
DE MEMBRANA MITOCONDRIAL

N&o se verifica correlagdo entre os diversos parametros da fungdo bioenergética
mitocondrial e os tempos estudados, para p <0.05.

A Estado3 AEstado4 AICR AADP/O AFFCP

Tempo de Isquemia Fria r =0,089 r=-0,113 r=0,074 r=0,151 r=-0,112
Tempo de Isquemia Quente r =0,109 r=-0,104 r=0,008 r=-0,177 r=-0,395
Tempo Total de Cirurgia r=-0,091 r=0,144 r=-0,224 r=0,105 r=-0,244

TABELA 11- CORRELACAO ENTRE OS TEMPOS DE ISQUEMIA FRIA, ISQUEMIA QUENTE E TEMPO
TOTAL DA INTERVENCAO CIRURGICA COM AS VARIACOES NOS PARAMETROS DE RESPIRACAO
MITOCONDRIAL

Auséncia de correlacdo entre os diversos parametros de respiracdo mitocondrial e os
tempos de I/R, para p <0.05.
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Func&o mitocondrial e biomarcadores da funcao hepatocelular e necrose

A atividade bioenergética mitocondrial apresenta varias correlagbes com significado
estatistico com os marcadores pds-operatorios de necrose hepatocelular (TGO e TGP
nos 1°, 3°e 5°dias) e da funcéo hepatica (lactato arterial O h, INR no 3 ° dia e bilirrubina
diretano1°,5°%e 7 °dias).

As correlacdes mais significativas foram observadas com: a variacdo da Lag phase e os
valores de TGO 1 °dia (r =0,596, p =0,007) e TGO 3 ° dia (r =0,630, p =0,004); variacdes
de ICR com lactato arterial 0 h (r =-0,587, p =0,008), bilirrubina direta 1 ° dia (r =-0,837,
p =0,009), bilirrubina 5 ° dia (r =-0,682, p =0,03) e bilirrubina 7 ° dia (r =-0,855, p =0,002)
(Tabela 12).
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Oh Clearance 1°dia 1°dia 1°dia 3°dia 3°dia 3°dia 50 dia 50 dia 50 dia 7°dia
Lactato Lactato TGO TGP Bilirrubina TGO TGP INR TGO TGP Bilirrubina = Bilirrubina
arterial arterial
VarPotBA r=0,057 r=0,027 r=-0,095 r=-0,094 r=-0,240 r=-0,260 r=-0,054 r=-0,264  r=-0,541" r=-0,092 r=-0,188 r=0,176
VARDespBA r=0,150 r=0,165 r=0,282 r=0,282 r=0,206 r=0,280 r=0,292 r=0,235 r=0,134 r=0,320 r=0,116 r=0,268

VARLagphaseBA  r=0,100 r=0,093 r=0,596" r=0,393 r=0,491 r=0,630" r=0,381 r=0,519" r=0,477" r=0,384 r=0,243 r=0,298
VARRepBA r=0,252 r=0,207 r=-0,061 r=-0,145 r=0,235 r=-0,067 r=-0,217 r=0,000 r=-0,112 r=-0,289 r=-0,162 r=0,098
Var3B-3A r=-0,254 r=-0,254 r=-0,065 r=0,135 r=-0,491 r=-0,202 r=0,140 r=-0,200 r=-0,011 r=0,261 r=-0,517 r=-0,675"
VarEst 4B-4A r=0,311 r=0,272 r=0,289 r=0,327 r=0,590 r=0,217 r=0,159 r=0,422 r=0,123 r=0,141 r=0,354 r=0,549
VarlCR BA r=-0,587"  r=-0,566" r=-0,390 r=-0,275 r=-0,837" r=-0,393 r=-0,157 r=-0,227 r=-0,199 r=-0,053 r=-0,682" r=-0,855"
VarADP/0 BA r=-0,071 r=-0,044 r=-0,004 r=-0,210 r=-0,090 r=0,136 r=-0,129 r=0,117 r=0,115 r=-0,192 r=0,290 r=0,128
VarvFCCP BA r=0,179 r=0,110 r=-0,367  r=-0,461" r=-0,252 r=-0,377 r=-0,463" r=-0,100 r=-0,444  r=-0,472" r=-0,237 r=0,152

VarATPBA r=0,265 r=0,267 r=-0,259 r=-0,168 r=0,527 r=-0,188 r=-0,169 r=-0,048 r=-0,059 r=-0,150 r=0,182 r=0,091

TABELA 12- FUNCAO MITOCONDRIAL E FUNGCAO HEPATICA POS-OPERATORIA
As correlagdes entre as variagbes dos parametros bioenergéticos e os marcadores de funcdo hepatocelular e de necrose. Consideram-se

correlagdes estatisticamente significativas para valores p <0.05 (*); ** p <0.01.
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Funcdo mitocondrial e resultados pds-operatérios

No estudo clinico verificou-se correlacao entre a variacdo do estado 3 respiratorio e a
morbilidade tardias (> 30 dias) (r=-0,533, p =0,019). Da correlacdo dos restantes
parametros de funcdo mitocondrial com a morbilidade precoce (< 30 dias), morbilidade
tardia (> 30 dias) e mortalidade, ndo se identificaram quaisquer alteracdes
estatisticamente significativas (Tabela 13 e 14). Associadamente também né&o foram

encontradas correlacdes entre as variaveis bioenergéticas mitocondriais e os dias de

internamento.
A A A Lag A
Potencial Despolarizacdo phase Repolarizacéo
Complicagoes r=0,047 r=-0,342 r=-0,071 r =-0,047
precoces
ComplicacOes tardias r=-0,125 r=-0,110 r = 0,000 r=-0,016
Mortalidade r = 0,000 r=-0,408 r=-0,376 r=-0,204

TABELA 13- CORRELAGOES ENTRE AS VARIAGOES DE POTENCIAL DE MEMBRANA
MITOCONDRIAL E MORBILIDADE PRECOCE, MORBILIDADE TARDIA E MORTALIDADE
As correlacbes entre as variagbes de potencial de membrana mitocondrial e o0s

parametros de morbilidade precoce, tardia e de mortalidade. Consideram-se
correlacdes estatisticamente significativas para valores p <0.05.

A Estado3 A Estado 4 AICR A ADP/O AFFCP

ComplicacBes precoces r=-0,377 r=-0,012 r=-0,024 r=0,036 r=0,024
Complicaces tardias r=-0,533" r=-0,063 r=-0,048 r=0,223 r=0,157

Mortalidade r=-0,094 r=-0,173 r=0,334 r=-0,016 r=0,063

TABELA 14- CORRELACOES ENTRE AS VARIACOES DE RESPIRACAO MITOCONDRIAL E
MORBILIDADE PRECOCE, MORBILIDADE TARDIA E MORTALIDADE
As correlacdes entre as variacdes de respiragdo mitocondrial e os parametros de

morbilidade precoce, tardia e de mortalidade. Consideram-se correlagdes
estatisticamente significativas para valores p <0.05 (*).
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Discussao

O figado é um 6rgdo complexo onde se processam multiplas fungdes de sintese e de
secrecdo. Constituido maioritariamente por hepatdcitos também apresenta outros
elementos celulares sendo de destacar: as células epiteliais dos ductos biliares, as
células endoteliais sinusoidais hepéticas e as células de Kupffer. Para o seu normal
funcionamento, o figado necessita de niveis elevados de oxigénio, de modo a manter
0s seus processos de sintese e de eliminacdo de substancias tdxicas, tornando-o

extremamente suscetivel aos processos de I/R.

A I/R hepética é um fendmeno inerente a cirurgia hepatica, no qual todos os elementos
celulares que o constituem, vao ser sujeitos a um contacto rapido e prolongado com o
ambiente externo, que sob vérias condi¢des patoldgicas podem levar a alteracbes na

atividade mitocondrial, a processos de autofagia e de apoptose celular [146].

Contrariamente a cirurgia hepatica (hepatectomias major e minor), na transplantagédo
hepatica, o processo de isquemia quente/reperfusdo € precedido por um periodo de
isquemia fria, no qual o 6rgdo é mantido numa solugéo de preservagédo a 4 °C, por um

periodo variavel de tempo [147].

Foram conduzidos multiplos estudos, em modelos animais quer in vivo quer ex vivo, de
modo a tentar avaliar o eventual impacto do processo de I/R na disfuncdo mitocondrial
hepatica [148].

A originalidade do presente estudo clinico assenta em demonstrar pela primeira vez em
tecido hepatico vivo proveniente de figados humanos utilizados na transplantagédo
hepatica, o eventual efeito do processo de I/R na atividade mitocondrial, permitindo
deste modo comparar se 0s eventos que ocorrem no ser humano séo sobreponiveis ao

documentado nos modelos animais utilizados até a data.

Neste estudo foram processadas duas bidpsias hepaticas, designadas por A (no final
da isquemia fria) e B (realizada 1 h apés a Gltima anastomose que no presente estudo
correspondeu a anastomose da artéria hepatica). De relembrar que os estudos da
atividade bioenergética mitocondrial implicam a realizacao de ensaios em tecidos vivos,

pelo que as bidpsias foram imediatamente processadas no laboratério.

Foram estudados mdltiplos parédmetros da funcdo mitocondrial e da atividade
bioenergética. Do estudo comparativo das amostras, observaram-se diferengas

estatisticamente significativas entre as médias das variacGes dos diversos parametros
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de potencial de membrana mitocondrial, de respiracdo mitocondrial e de ATP,
confirmando o compromisso da funcdo mitocondrial no contexto especifico da
transplantacdo hepatica, permitindo concluir que no ser humano a disfuncdo

mitocondrial hepética esté intimamente implicada com o fenomeno de I/R.

Nos estudos realizados, maioritariamente envolvendo modelos animais, identificaram-
se diferengas nos mecanismos celulares e moleculares subjacentes aos processos de
isquemia fria e de isquemia quente [149]. Pretendeu-se avaliar se as diferencas da
funcdo mitocondrial e da atividade bioenergética estavam relacionadas com variacoes
quer dos tempos de isquemia fria quer de isquemia quente. Da analise estatistica dos
dados ndo foi observada qualquer correlagdo entre as variagbes dos tempos de
isquemia fria, quente e tempo total da intervengdo cirdrgica com as variagcdes dos
diferentes parametros de atividade mitocondrial. De acordo com o que ocorre nos
modelos animais, sabe-se que no periodo de isquemia quente/reperfusdo a lesao
induzida pela isquemia é amplificada afetando preferencialmente os hepatécitos,
enquanto que as células endoteliais sinusoidais hepaticas sdo mais suscetiveis aos
efeitos induzidos pela preservagdo numa solucéo fria, que ocorre durante o periodo de

isquemia fria [150].

No contexto da transplantacdo hepatica existe uma maior variabilidade no tempo de
isquemia fria, dado que o 6rgdo é mantido na solugao de preservacao e s0 é retirado da
solucdo de preservacdo mantida no gelo apds a realizacdo da hepatectomia total do
recetor e quando estdo criadas as condigbes consideradas ideias para se iniciar a
realizacdo das anastomoses vasculares. Consequentemente no humano o tempo de
isquemia quente é mais curto e a0 mesmo tempo menos variavel entre os doentes
(tempo médio de 2 h no estudo clinico). Por sua vez, o tempo de isquemia fria variou
entre 2 a 8 h, encontrando-se sempre abaixo das 12 h, tempo que na atualidade se
considerada como 0 maximo para a utilizacdo do figado para transplante. Tendo em
consideracdo estes aspetos, é expectavel a auséncia de correlagdo entre as variaveis
tempo de I/R e as variagdes dos dados referentes a fungdo mitocondrial, que podem ser
explicados por um lado pela pequena variacdo dos tempos de isquemia fria e por outro
porque a bidpsia foi realizada 1 h ap6s a reperfusdo (fase precoce, menos de 2 h), o
gue provavelmente nao é suficiente para permitir correlacionar o tempo de I/R com as

alteracdes identificadas nos parametros de fungdo mitocondrial [151].

Dado tratar-se de um estudo clinico no ambito da transplantacdo hepética humana,

existem limitagcGes inerentes a este tipo de estudo de modo a ndo condicionar 0s
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resultados dos doentes submetidos a transplante hepéatico. Como curiosidade
meramente cientifica e de modo a esclarecer a eventual correlacdo entre o efeito da
isquemia quente/reperfusdo sobre a atividade mitocondrial, seria interessante prolongar
o tempo de isquemia quente/reperfusdo ou realizar nova bidpsia hepatica (1 cm por 1
cm) numa fase tardia, apos a realizacao do transplante hepético (fase tardia, 6 a 48h

poés-transplante).

Os resultados clinicos demonstram uma relag@o estatisticamente significativa entre a
bioenergética mitocondrial e os marcadores clinicos pos-operatérios de necrose celular.
Existe uma correlagdo moderada entre a variacdo da Lag phase e os valores de TGO
registados no 1 ° e no 3 ° dia de pds-operatorio. Esta correlagdo reflete um aumento da
necrose hepatocelular desencadeada pelo défice bioenergético condicionado por

alteracbes no processo de fosforilagdo oxidativa.

Verifica-se também uma relacdo estatisticamente significativa entre a disfuncdo
mitocondrial e o valor de bilirrubina direta no 1 °, 5 ° e 7 ° dias de pos-operatério, que €

um marcador da funcéo hepatocelular [152, 153].

Identifica-se simultaneamente uma correlagdo moderada entre as variagdes do indice
de controlo respiratorio e os valores de lactato arterial no final da intervencao cirurgica
e de clearance de lactato arterial. De referir que o lactato arterial € um importante
marcador da funcéo hepética e que o aumento do lactato arterial reflete uma disfungéo
ao nivel do ciclo de Cori, que é mais um indicador de disfungdo mitocondrial hepatica
[43, 154, 155].

Avaliando a relagéo existente entre os dados de bioenergia mitocondrial identificou-se
correlacdo entre a variacao do estado 3 respiratério com as complicacdes tardias. Nos
restantes resultados ndo se verificou correlacdo entre as variaveis da bioenergia

mitocondrial e a morbilidade, mortalidade e os dias de internamento.

Este estudo clinico possibilitou a identificacdo, pela primeira vez, do envolvimento da
disfungdo mitocondrial hepética no processo de I/R no contexto da transplantacédo
hepatica, permitindo determinar alguns marcadores de fungcéo hepética e de necrose
hepatocelular implicados, que podem vir a ser utilizados como fatores de prognéstico da
disfuncéo mitocondrial hepatica e das alteracdes do equilibrio bioenergético dos figados
transplantados. A identificacdo destes mecanismos faculta por um lado a validacao dos
modelos animais existentes e por outro a promoc¢do do desenvolvimento de novas

estratégias farmacoldgicas de modo a mitigar o efeito da I/R na atividade mitocondrial.
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Serdo hecessarios mais estudos, para confirmar a futura aplicabilidade destes
marcadores clinicos como fatores de progndstico da atividade mitocondrial, dado que
podem permitir a identificacdo precoce de faléncia hepética pds-transplante e antecipar
medidas terapéuticas que possam minorar o risco de morbimortalidade pés-transplante

ou antecipar a hecessidade de realizar um novo transplante.
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Capitulo V

Estudo experimental do efeito da I/R (I) e da reperfusdo
hipotérmica (lI) na fungcdo mitocondrial e no metabolismo
energético no modelo animal de transplante hepatico

Efeito da I/R na func&o mitocondrial e no metabolismo energético no
modelo animal de transplante hepatico (I)

No inicio do projeto foram realizados varios protocolos de I/R, tendo em vista a
otimizacdo do modelo a utilizar nos estudos posteriores. Foram realizados multiplos
ensaios, tendo sido testados tempos de isquemia fria que foram agrupados do seguinte
modo: grupo A (3 h), grupo B (6 h), grupo C (12 h) e grupo D (18 h).

Bioenergética mitocondrial: potencial membranar, respiracdo mitocondrial e
quantificacdo de ATP

Potencial membranar

Os dados obtidos com Succinato revelam uma diminui¢cdo estatisticamente significativa
de todos os parametros medidos entre as bidpsias realizadas. A Lag phase encontra-se
aumentada nos animais ap0s o periodo de reperfusdo independentemente das
variagbes dos tempos de isquemia fria, o que reforca os dados de medicdo dos

potenciais (Figura 19 e 20).
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FIGURA 19- GRAFICO DA MEDICAGAO DO POTENCIAL DE MEMBRANA INICIAL (AW) NAS
BIOPSIAS HEPATICAS NOS DIFERENTES GRUPOS DE ANIMAIS

O Ay foi determinado na presenca de Succinato como substrato respiratério. A
fosforilagéo foi induzida pela adicdo de 100 nmol de ADP. Na comparacdo das médias
determinaram-se diferencas com significado estatistico entre o grupo de controlo e os
varios grupos, mas auséncia de diferencas com significado estatistico entre os grupos
(A a D). Na comparagdo das médias um p <0.05 (*) foi considerado estatisticamente
significativo; ** p <0,01.
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FIGURA 20- GRAFICO DA MEDICACAO DA LAG PHASE NAS BIOPSIAS HEPATICAS NOS
DIFERENTES GRUPOS DE ANIMAIS

A Lag phase foi determinado na presenca de Succinato como substrato respiratério. A
fosforilagéo foi induzida pela adicao de 100 nmol de ADP. Na comparagdo das médias
determinaram-se diferengcas com significado estatistico entre o grupo de controlo e o0s
varios grupos, mas auséncia de diferengas com significado estatistico entre os grupos
(A a D). Na comparagdo das médias um p <0.05 (*) foi considerado estatisticamente
significativo; ** p <0,01.
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Respiracdo mitocondrial

A respiracdo mitocondrial foi medida avaliando o consumo de oxigénio apoés
energizacdo das mitocondrias com Succinato. Apesar das diferencas nos tempos de
isquemia fria entre os grupos de animais, observou-se que apoés a reperfusao, os valores
do Estado 3 e ICR encontram-se diminuidos, indicador de um decréscimo da eficiéncia
fosforilativa das mitocdndrias. Os resultados obtidos encontram-se resumidos na tabela

seguinte (Figura 21 e 22).
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FIGURA 21- REPRESENTAGAO DO ESTADO 3 RESPIRATORIO MITOCONDRIAL NAS BIOPSIAS
HEPATICAS NOS DIFERENTES GRUPOS DE ANIMAIS
Determinacdo do estado 3 respiratorio mitocondrial na presenca de Succinato como

substrato respiratorio. Na comparacdo das médias determinaram-se diferencas com
significado estatistico entre o grupo de controlo e 0s varios grupos, mas auséncia de
diferencas com significado estatistico entre os grupos (A a D). Na comparagdo das
médias um p <0.05 (*) foi considerado estatisticamente significativo; ** p <0,01.
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FIGURA 22- REPRESENTACAO DO INDICE DE CONTROLO RESPIRATORIO NAS BIOPSIAS
HEPATICAS NOS DIFERENTES GRUPOS DE ANIMAIS
Determinacdo do indice de controlo respiratorio na presenga de Succinato como

substrato respiratério. Na comparacdo das médias determinaram-se diferencas com
significado estatistico entre o grupo de controlo e os varios grupos, mas auséncia de
diferencas com significado estatistico entre os grupos (A a D). Na comparacédo das
médias um p <0.05 (*) foi considerado estatisticamente significativo; ** p <0,01.
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Efeito da reperfusdo hipotérmica na funcdo mitocondrial e
no metabolismo energético no modelo animal de transplante
hepatico (II)

Foram avaliados os eventuais efeitos na fungdo mitocondrial e na atividade
bioenergética realizando uma reperfusdo em condi¢des de hipotermia. Procedeu-se a
realizacado de multiplos ensaios, nos quais foram mantidos os tempos de isquemia fria
(12 h) e de reperfuséo (1 h). Nestes ensaios a reperfuséo do grupo A foi realizada a 32

°C, enquanto que no grupo B a reperfuséo foi a 37 °C.

Bioenergética mitocondrial: potencial membranar, respiracédo mitocondrial e
guantificacédo de ATP

Potencial membranar

Para a obtengéo dos dados de potencial membranar foi utilizado o Succinato. De acordo
com os resultados, identificou-se uma melhoria dos parametros de fun¢gado mitocondrial
apos a realizacao de reperfusdo hipotérmica comparativamente com o grupo submetido
a reperfusdo normotérmica, e que essa diferenca é estatisticamente significativa (p
<0,001). De notar, que a Lag phase encontra-se diminuida no grupo da reperfusdo
hipotérmica comparativamente com o grupo de reperfusao normotérmica, corroborando

os dados de medicao dos potenciais (Tabela 15).

Succinato
Controlo Grupo A Grupo B
Potencial Inicial (-mV) 207,4+£5,0 1996 £1,5 176,4 £ 2,3**
Despolarizagdo (-mV) 240+1,0 21,7+11 16,9 £ 0,8**
Lag phase (s) 54,6 + 2,8 60,8 + 1,0 104,4 + 4,1*
Repolarizacéo (-mV) 1947+ 7,7 189,8 + 5,1 172,6 £ 2,1**

TABELA 15- COMPARAGAO DOS PARAMETROS DE POTENCIAL MEMBRANAR E LAG PHASE
ENTRE O GRUPO A (REPERFUSAO HIPOTERMICA) E O GRUPO B (REPERFUSAO
NORMOTERMICA)

O Ay e a lag phase foram determinados na presenga de Succinato como substrato

respiratorio. A fosforilacéo foi induzida pela adicdo de 100 nmol de ADP. Na comparacao
das médias determinaram-se diferencas com significado estatistico entre o grupo A
(reperfuséo hipotérmica) e o grupo B (reperfusdo normotérmica). Na comparacao das
médias um p <0.05 (*) foi considerado estatisticamente significativo; ** p <0,01.
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FIGURA 23- GRAFICO DA MEDICACAO DO POTENCIAL DE MEMBRANA INICIAL (AW) ENTRE O
GRUPO CONTROLO, O GRUPO A (REPERFUSAO HIPOTERMICA) E O GRUPO B (REPERFUSAO
NORMOTERMICA).

O Ay foi determinado na presenca de Succinato como substrato respiratério. A

fosforilagéo foi induzida pela adicdo de 100 nmol de ADP. Na comparacdo das médias
determinaram-se diferencas com significado estatistico entre o grupo A (reperfusdo
hipotérmica) e o grupo B (reperfusdo normotérmica). Na comparacdo das médias um p
<0.05 (*) foi considerado estatisticamente significativo; ** p <0,01.
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FIGURA 24- GRAFICO DA MEDICAGAO DA LAG PHASE ENTRE O GRUPO CONTROLO, O GRUPO
A (REPERFUSAO HIPOTERMICA) E O GRUPO B (REPERFUSAO NORMOTERMICA).
A Lag phase foi determinado na presenca de Succinato como substrato respiratério. A

fosforilagéo foi induzida pela adicdo de 100 nmol de ADP. Na comparacao das médias
determinaram-se diferencas com significado estatistico entre o grupo A (reperfusdo
hipotérmica) e o grupo B (reperfusdo normotérmica). Na comparacgdo das médias um p
<0.05 (*) foi considerado estatisticamente significativo; ** p <0,01.
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Respiracdo mitocondrial

A respiragdo mitocondrial foi medida avaliando o consumo de oxigénio apoés
energizagao das mitocondrias com Succinato. Os resultados obtidos encontram-se

resumidos na tabela seguinte (Tabela 16).

Succinato
Grupo A Grupo B Valor de p
Estado 3 (natomos O/ min/mg 96.0+ 44 654+ 14 <0.001
proteina) e e p <0
Estado 4 (natomos O/ min/mg 172+ 06 20.9+ 02 <0.001
proteina) e e p <0
ICR 56+0,1 3,1+0,1 p <0.001
ADP/O 16x0,1 1,5+0,1 p >0.05
VvFCCP (natomos O/ min/mg 1237420 1220+25 0 >0.05

proteina)

TABELA 16- VALORES DA RESPIRAGAO MITOCONDRIAL OBTIDOS NAS BIOPSIAS HEPATICAS
DOS GRUPOS DE ANIMAIS SUBMETIDOS A REPERFUSAO HIPOTERMICA E NORMOTERMICA.

A quantificacdo da respiracdo mitocondrial hepéatica nos grupos A (reperfusédo
hipotérmica) e no grupo B (reperfusdo normotérmica), quando estimuladas com
Succinato. Na comparacédo das médias um p <0.05 (*) foi considerado estatisticamente
significativo.

Da andlise dos resultados observa-se que no grupo onde se realizou a reperfuséo
hipotérmica, os valores do Estado 3 e ICR encontram-se aumentados quando
comparados com o grupo submetido a reperfusdo normotérmica, e que essas diferencas
tém significado estatistico (p <0.001). Este indicador permite afirmar que a reperfusdo
em condi¢gbes de hipotermia, ao preservar a eficiéncia fosforilativa das mitocondrias,
confere um efeito protetor sobre as lesfes induzidas pela I/R sobre a atividade

mitocondrial (Figura 25 e 26).
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FIGURA 25- REPRESENTAGAO DOS VALORES DE ESTADO 3 RESPIRATORIO OBTIDOS ENTRE O
GRUPO CONTROLO, O GRUPO A (REPERFUSAO HIPOTERMICA) E O GRUPO B (REPERFUSAO
NORMOTERMICA).

Determinacdo do estado 3 respiratério na presenca de Succinato como substrato

respiratério. Na comparacdo das médias determinaram-se diferencas com significado
estatistico entre o grupo A e o B. Na comparagdo das médias um p <0.05 (*) foi
considerado estatisticamente significativo; ** p <0,01.
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FIGURA 26- REPRESENTACAO DOS VALORES DE iNDICE DE CONTROLO RESPIRATORIO
OBTIDOS ENTRE O GRUPO CONTROLO, O GRUPO A (REPERFUSAO HIPOTERMICA) E O GRUPO
B (REPERFUSAO NORMOTERMICA).

Determinacdo do indice de controlo respiratorio na presenca de Succinato como

substrato respiratério. Na comparacdo das médias determinaram-se diferencas com
significado estatistico entre o grupo A e o B. Na comparacédo das médias um p <0.05 (*)
foi considerado estatisticamente significativo; ** p <0,01.
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Quantificacao de ATP

O seguinte gréfico reporta aos valores de ATP determinado no tecido hepético nos
grupos submetidos a reperfusdo hipotérmica e normotérmica. Da analise dos dados,
constata-se que apos o periodo de reperfusdo normotérmica, as mitocéndrias
apresentam um menor conteddo em ATP, que conduz a uma diminuicdo da sua

eficiéncia energética (Figura 27).
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FIGURA 27- GRAFICO REPRESENTATIVO DOS VALORES DA QUANTIFICAGAO DE ATP OBTIDOS
ENTRE O GRUPO CONTROLO, O GRUPO A (REPERFUSAO HIPOTERMICA) E O GRUPO B
(REPERFUSAO NORMOTERMICA).

Quantificacao dos valores de ATP presentes no tecido hepatico no grupo controlo e nos

grupos A (reperfuséo hipotérmica) e B (reperfusdo normotérmica). De referir a existéncia
de diferencas estatisticamente significativas entre os grupos A e B. Na comparacao das
médias um p <0.05 (*) foi considerado estatisticamente significativo; ** p <0,01.

91



Capitulo V - Estudo experimental do efeito da I/R (I) e da reperfusao hipotérmica (ll) na fungado mitocondrial
e no metabolismo energético no modelo animal de transplante hepatico

Avaliacdo histologica

Microscopia o6tica

Apresentamos o resultado da avaliag&o histologica apos realizagéo de reperfuséao

hipotérmica (Grupo A) e normotérmica (Grupo B) (Figura 28 a 30).

FIGURA 28- CONTROLO. MICROSCOPIA OTICA DE TECIDO HEPATICO COM ARQUITETURA
PRESERVADA.

Espaco porta constituido pela veia porta (VP), artéria hepética (A) e ducto biliar (B), sem
lesdo dos seus constituintes. Veia centrolobular (VC). Sinusoides hepéticos (SH) sem
dilatacdo nem lesdo endotelial. Hepatdcitos (H) com preservagdo do nucleo e dos
organelos intracelulares, sem apoptose nem necrose. (A- H&E, ampliacdo de 40x; B-
H&E, ampliacdo de 400x).

FIGURA 29- MICROSCOPIA OTICA DE TECIDO HEPATICO. REPERFUSAO HIPOTERMICA.
Sinuséides hepéaticos sem dilatacdo nem leséo endotelial. Hepatécitos com preservacao

do ndcleo e dos organelos intracelulares, sem sinais de apoptose ou necrose. (A- H&E,
ampliacédo de 40x; B- H&E, ampliagdo de 400x).
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FIGURA 30- MICROSCOPIA OTICA DE TECIDO HEPATICO. REPERFUSAO NORMOTERMICA.
Parénquima hepatico com arquitetura preservada com espacgos porta sem lesées dos

seus constituintes. Observa-se descoesao moderada a marcada dos hepatécitos, por
vezes arredondados e com discreta balonizacdo. Preservacdo do nucleo e dos
organelos. Nao se identificou necrose nem apoptose. (A- H&E, ampliacdo de 40x; B-
H&E, ampliacdo de 400x)

93



Capitulo V - Estudo experimental do efeito da I/R (l) e da reperfuséo hipotérmica (IlI) na fungdo mitocondrial
e no metabolismo energético no modelo animal de transplante hepético

Discussao

Os modelos animais de transplantacéo hepatica tém sido uma ferramenta fundamental
para a compreensdo dos mecanismos bioldégicos e imunoldgicos envolvidos na

transplantacdo e assim responder a questfes de interesse clinico.

O animal maioritariamente utilizado € o rato, tendo para tal sido desenvolvidos varios
modelos. Em 1973, Lee et al, relataram o primeiro transplante hepético ortotépico no
rato, que consistia na realizacdo de um shunt extracorpéreo entre a veia porta e a jugular
no recetor e posterior anastomose do implante a veia hepética, a veia porta e a aorta do
recetor [156]. Esta técnica extremamente complexa foi abandonada e s6 18 anos mais
tarde, com o desenvolvimento de técnicas de microcirurgia de anastomose vascular,
Qian et al, desenvolveram um complexo modelo animal de transplante hepético
ortotépico. As investigacdes baseadas neste modelo sdo muito restritas, pois obriga a
elevada pericia microcirargica e a dotacdo de condi¢des técnicas muito especificas.
Outra das limitagdes da utilizacédo deste modelo animal esta relacionada com a elevada
taxa de mortalidade observada nos ratos, como resultado da interferéncia do

procedimento ao nivel da fungéo hepatocelular [157, 158].

Baseado nos estudos desenvolvidos por Oscar Langendorff, nos quais eram avaliados
eventos fisiologicos e fisiopatoldgicos do coracdo ex vivo, foram desenvolvidos outros
modelos animais que permitiam a avaliacdo do figado ex vivo, sendo de salientar os
estudos de I/R [61, 159, 160].

Atualmente na area da transplantacdo hepéatica, os estudos do figado ex vivo tém sido
extremamente valiosos, pois tém possibilitado a realizacdo de estudos fisioldgicos e
fisiopatol6gicos, fundamentais para o desenvolvimento de novos processos de
preservacado do figado, através da utilizagdo de maquinas de preservacao dindmica. O
desenvolvimento da preservacao dindmica poderd alterar a forma como os érgaos séo

perfundidos, preservados e transportados [161-166].

No presente estudo, com o objetivo de realizar uma investigacdo com carater
translacional, tentamos perceber, no modelo animal, se o efeito da variacéo nos tempos
de isquemia fria seria sobreponivel ao que ocorre no humano, quer do ponto de vista da

fungc&o mitocondrial quer da atividade bioenergética.

Os estudos de potencial de membrana mitocondrial e lag phase permitiram mostrar que

existem diferencas estatisticamente significativas entre as bidpsias realizadas no final
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do periodo de isquemia fria e apos reperfusdo em todos os grupos estudados. Por sua
vez, da analise comparativa dos diferentes grupos entre si, ndo foram identificadas
diferencas com significado estatistico. Estes dados permitem demonstrar que no modelo
animal a funcdo mitocondrial é afetada pelo processo de I/R, acrescentando ao facto de
gue no modelo animal a disfungcdo mitocondrial foi independente das variacbes dos

tempos de isquemia fria estudados.

A Lag phase encontra-se aumentada apos a reperfusdo em todos os grupos de animais,
o que refor¢ca os dados obtidos da medicéo dos potenciais de membrana.

Os estudos da atividade respiratoria mitocondrial apresentaram alteracdes, sendo de
salientar o decréscimo em todos os grupos, do estado 3 e do indice de controlo

respiratorio.

Da avaliacdo da atividade bioenergética foi possivel observar uma diminuicdo da
quantidade de ATP produzido em todos os tempos de isquemia fria estudados,

demonstrando-se que durante a reperfusdo ocorre lesdo mitocondrial.

As avaliag6es funcionais da atividade mitocondrial permitiram-nos mostrar que tal como
no humano, também no modelo animal existe um claro envolvimento da I/R sobre a
funcdo mitocondrial com implicacdo na atividade bioenergética que se traduz por uma
menor efichcia na producdo de energia. Esse défice de ATP é suficiente para
desencadear alteracdes do metabolismo celular, pelo que podemos considerar que a

I/R associada a transplantacdo hepatica interfere no equilibrio bioenergético celular.

Perante os dados obtidos, e de modo a utilizar metodologias passiveis de reproducéo
clinica, nos restantes ensaios optamos por aprofundar os estudos utilizando tempos de
isquemia de 12 h, periodo que nos seres humanos é considerado como o tempo maximo

permitido para a utilizacdo do figado para transplante.

O conceito de hipotermia foi introduzido na pratica clinica por Bigelow et al. nos inicios
de 1950, demonstrando o efeito neuroprotector durante a cirurgia cardiaca [167]. Os
beneficios associados a hipotermia incluem a preservacédo do metabolismo hepéatico e
a reducdo da resposta inflamatéria e da apoptose durante a isquemia [168]. Estudos
experimentais recentes demonstraram que a hipotermia leve (32 — 34 °C) exerce um
efeito protetor sobre as lesdes induzidas pela isquemia quente/reperfusdo, embora os
mecanismos que induzem protecdo hepatica ndo sejam completamente conhecidos
[169]. Na pratica clinica, Azoulay et al. compararam num grupo de doentes submetidos

a cirurgia hepatica complexa por tumores hepaticos centrais com envolvimento da veia
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cava inferior ou da confluéncia das veias hepaticas com a veia cava, e comprovaram o
efeito protetor da realizacao de perfusdo hepatica in situ hipotérmica quando comparado
com exclusdo vascular total superior a 60 minutos. De acordo com esse estudo, 0s
doentes submetidos a perfusdo hipotérmica apresentavam melhor tolerancia a lesdo
induzida pela I/R, que se traduzia numa melhoria das fungfes hepaticas e renais pos-

operatdrias e numa menor morbilidade [170].

No presente estudo tinhamos como objetivo avaliar em laboratério, o conceito de
hipotermia aplicado a reperfusédo durante a transplantacdo hepatica. Para tal, definimos
uma temperatura de reperfuséo de 32 °C, que de acordo com os estudos experimentais,

€ a temperatura que apresenta um efeito protetor mais eficaz [171, 172].

Nos ensaios realizados, todos os parametros de potencial de membrana mitocondrial e
de respiracdo mitocondrial estavam mais preservados no grupo submetido a reperfusdo

hipotérmica, quando comparados com o grupo da reperfusdo normotérmica.

Para além dessas diferencgas estatisticamente significativas nos parametros de potencial
de membrana mitocondrial e de respiragdo mitocondrial, também a quantidade de ATP
produzida no tecido hepatico no grupo submetido a reperfusdo hipotérmica foi superior

a da registada na reperfusdo normotérmica.

Estes dados permitem afirmar que a eventual aplicacdo deste conceito de reperfusédo
hipotérmica ao nivel da transplantacdo hepatica, podera ser benéfica sob o ponto de

vista bioenergético, dado que a fungédo mitocondrial se encontra preservada.

Para uma eventual aplicabilidade futura na transplantacdo hepatica, sera necessario
realizar mais estudos quer do ponto de vista funcional, quer técnicos, de modo a tornar

possivel a integracao do conceito de reperfusdo hipotérmica na prética clinica.
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Capitulo VI

Estudo experimental do efeito da adicdo de Berberina a
solucdo de preservacao na funcdo mitocondrial e
metabolismo energético no modelo animal de transplante
hepatico

Foram avaliados os eventuais efeitos na fungdo mitocondrial e na atividade
bioenergética adicionando berberina a solugdo de preservacdo. Procedeu-se a
realizacdo de multiplos ensaios, nos quais foram mantidos os tempos de isquemia fria
(12 h) e de reperfusao (1 h). Nestes ensaios, ao grupo A foi adicionado berberina durante
a I/R, enquanto que no grupo B foi realizado o mesmo procedimento & excecdo da

adicao deste composto.

Bioenergética mitocondrial: potencial membranar, respiracdo mitocondrial e
guantificacédo de ATP

Potencial membranar

Para a obtengéo dos dados de potencial membranar foi utilizado o Succinato. De acordo
com os resultados, identificou-se uma melhoria dos parametros de funcdo mitocondrial
no grupo A, comparativamente com o grupo B, que foi submetido a I/R sem adi¢c&o desse
composto. A Lag phase encontra-se diminuida no grupo A, corroborando os dados de
medicao dos potenciais, que confere a berberina um efeito protetor do potencial de

membrana mitocondrial (Tabela 17).

Succinato
Controlo Grupo A Grupo B
Potencial Inicial (-mV) 207,4+£5,0 204,5+4,7 176,4 £ 2,3**
Despolarizagdo (-mV) 240+1,0 235+1,3 16,9 = 0,8**
Lag phase (s) 54,6 + 2,8 57,0+ 1,9 104,4 + 4,1
Repolarizacéo (-mV) 1947+ 7,7 197,6 + 6,5 172,6 + 2,1**

TABELA 17— COMPARAGAO DOS PARAMETROS DE POTENCIAL MEMBRANA E LAG PHASE
ENTRE O GRUPO A (BBR) E 0 GRUPO B (SEM BBR)
O Ay e a Lag phase foram determinados na presenca de Succinato como substrato

respiratorio. A fosforilagéo foi induzida pela adicdo de 100 nmol de ADP. Na comparacao
das médias determinaram-se diferengcas com significado estatistico entre o grupo A
(BBR) e o grupo B (sem BBR). Na comparacdo das médias um p <0.05 (*) foi
considerado estatisticamente significativo; ** p <0,01.
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FIGURA 31- GRAFICO DA MEDICAGAO DO POTENCIAL DE MEMBRANA INICIAL (AW) ENTRE O
GRUPO CONTROLO, O GRUPO A (BBR) E 0 GRUPO B (SEM BBR).
O Ay foi determinado na presenca de Succinato como substrato respiratorio. A

fosforilagéo foi induzida pela adicdo de 100 nmol de ADP. Na comparacao das médias
determinaram-se diferencas com significado estatistico entre o grupo A(BBR) e o grupo
B (sem BBR). Na comparacdo das médias um p <0.05 (*) foi considerado
estatisticamente significativo; ** p <0,01.
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FIGURA 32- GRAFICO DA MEDICAGAO DA LAG PHASE ENTRE O GRUPO CONTROLO, O GRUPO
A (BBR) E 0 GRUPO B (SEM BBR).
A Lag phase foi determinado na presenca de Succinato como substrato respiratério. A

fosforilagéo foi induzida pela adicdo de 100 nmol de ADP. Na comparagdo das médias
determinaram-se diferencas com significado estatistico entre o grupo A (BBR) e o0 grupo
B (sem BBR). Na comparacdo das meédias um p <0.05 (*) foi considerado
estatisticamente significativo; ** p <0,01.
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Respiracdo mitocondrial

A respiracdo mitocondrial foi medida avaliando o consumo de oxigénio apos
energizagao das mitocondrias com Succinato. Os resultados obtidos encontram-se

resumidos na tabela seguinte (Tabela 18).

Succinato

Controlo Grupo A Grupo B
Estado 3 (natomos O/ min/mg 108.4 + 1.8 1028 +25 65.4 + 1 4%
proteina) aEL 82, A1,
Estado 4 (ndtomos O/ min/mg 178405 174406 20.9 + 0 2%
proteina) e e e
ICR 6,1+0,2 59+0,3 3,1£0,1*
ADP/O 1,8+0,1 1,8+0,2 1,48 + 0,1**
VFCCP (natomos O/ min/mg 1294 + 4,5 129,4 + 3.4 122,0 + 2,5+

proteina)

TABELA 18- VALORES DA RESPIRAGAO MITOCONDRIAL OBTIDOS ENTRE O GRUPO A (BBR)
E O GRUPO B (SEM BBR)

A quantificacao da respiracao mitocondrial hepatica nos grupos A (BBR) e no grupo B
(sem BBR), quando estimuladas com Succinato. Na comparagéo das médias um p
<0.05 (*) foi considerado estatisticamente significativo; ** p <0,01.

Da analise dos resultados observa-se que no grupo onde se adicionou a berberina, os
valores do Estado 3, Estado 4 e ICR encontram-se mantidos quando comparados com
0 grupo sem adicdo do composto, e que as diferencas entre os grupos A e B tém
significado estatistico (p <0.001). A associacao da berberina ao meio, permite preservar
a eficiéncia fosforilativa das mitocéndrias, conferindo um efeito protetor das lesdes

induzidas pela I/R sobre a atividade mitocondrial (Figura 33 e 34).
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FIGURA 33- REPRESENTAGAO DOS VALORES DE ESTADO 3 RESPIRATORIO OBTIDOS ENTRE
O GRUPO CONTROLO, O GRUPO A (BBR) E 0 GRUPO B (SEM BBR).
Determinacdo do estado 3 respiratorio na presenca de Succinato como substrato

respiratério. Na comparacdo das médias determinaram-se diferencas com significado
estatistico entre o grupo A e o B. Na comparagdo das médias um p <0.05 (*) foi
considerado estatisticamente significativo; ** p <0,01.
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FIGURA 34- REPRESENTACAO DOS INDICE DE CONTROLO RESPIRATORIO OBTIDOS ENTRE O
GRUPO CONTROLO, O GRUPO A (BBR) E 0 GRUPO B (SEM BBR).
Determinacdo do indice de controlo respiratorio na presenca de Succinato como

substrato respiratério. Na comparacdo das médias determinaram-se diferencas com
significado estatistico entre o grupo A e o B. Na comparacédo das médias um p <0.05 (*)
foi considerado estatisticamente significativo; ** p <0,01.
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Quantificacao de ATP

O gréfico seguinte mostra os valores comparativos de ATP determinados no tecido
hepatico dos animais apés a adicdo da berberina. Estes dados demonstram que a
berberina promove a preservacdo da atividade mitocondrial, que se traduz por uma
maior eficiéncia energética relacionada com a maior contetido em ATP (Figura 35).
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FIGURA 35- GRAFICO REPRESENTATIVO DOS VALORES DA QUANTIFICAGCAO DE ATP OBTIDOS
ENTRE O GRUPO CONTROLO, O GRUPO A (BBR) E 0 GRUPO B (SEM BBR).
Quantificacdo dos valores de ATP presentes no tecido hepético no grupo controlo e nos

grupos A (BBR) e B (sem BBR). De referir a existéncia de diferengas estatisticamente
significativas entre os grupos A e B. Na comparagdo das médias um p <0.05 (*) foi
considerado estatisticamente significativo; ** p <0,01.

Inducdo da permeabilidade transitria mitocondrial

A capacidade de retencdo de calcio mitocondrial € um componente importante da
atividade celular mitocondrial. Apés um certo limiar, ocorre um aumento repentino da
permeabilidade da membrana mitocondrial interna, denominada por permeabilidade de
transicdo mitocondrial (MPT), e que permite a passagem de solutos de elevado peso
molecular. O seguinte grafico ilustra os dados recolhidos durante os ensaios sobre a

permeabilidade transitoria das mitocéndrias, conforme descrito (Figura 36).
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Na presenca de uma elevada dose de calcio e ciclosporina A (um inibidor especifico de
mPTP), ndo ocorre a intumescéncia das mitocbndrias, o que é um indicador da
integridade das mitocéndrias isoladas. Existe uma relacdo entre a diminuicdo mais
rapida da absorvéncia com a pior capacidade de retencdo de calcio mitocondrial. O
suplemento de BBR é capaz de prevenir a indugdo de MPT, indicando uma melhoria da

capacidade de retencéo de célcio

10 nmol Ca?*
1.2+
TTTILITTITITITIIIITT __
E
c
(=
2 I
1.1+
®
0
a
<
1.04
0.51
0.0+ T T
0 10 20 30

Tempo (min)

FIGURA 36- INDUGAO DA PERMEABILIDADE TRANSITORIA MITOCONDRIAL EM MITOCONDRIAS
HEPATICAS DE ANIMAIS OBTIDOS ENTRE O GRUPO A (BBR) E 0 GRUPO B (I/R SEM BBR).
Representacdo grafica da inducdo de permeabilidade transitéria mitocondrial (MPTP)

ocorre para 10 nmol de Ca?", avaliado a fluorescéncia a 540 nm. Os tracados
representam a média e o desvio padréo de 4 - 6 animais de acordo com os grupos: A
(BBR) e 0 B (I/R sem BBR). Na comparacao das médias um p <0.05 (*) foi considerado
estatisticamente significativo; ** p <0,01.

A andlise dos dados demonstra que a as mitocdndrias dos animais do grupo B (I/R sem
BBR) sofrem uma perda de absorvéncia muito mais rapidamente do que no grupo A
(BBR), 0 que indica que estas mitocdndrias se encontram mais suscetiveis a indugéo
da abertura do poro de permeabilidade transitéria mitocondrial, ou seja, estdo mais
fragilizadas e menos funcionais. A adi¢cdo da Ciclosporina A (inibidor da abertura do

mPTP) ao grupo submetido apenas a I/R, confirma esta analise.
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Formacéao de espécies reativas de oxigéenio (ROS)

A producgéo de ROS mitocondrial foi avaliada com recurso a uma sonda sensivel a H,O-,
H.DCFDA. Apesar de uma tendéncia para maior producdo de ROS no grupo de animais
submetidos a I/R (quando comparados com o grupo controlo), o seguinte grafico mostra
0 aumento significativo da producao de espécies reativas de oxigénio nas mitocdndrias
isoladas dos animais no grupo B (I/R sem BBR), em comparacédo com o nivel de ROS

das mitocondrias dos animais do grupo A (BBR) (Figura 37).
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FIGURA 37— REPRESENTAGCAO GRAFICA DA PRODUGAO DE H>O2 NAS MITOCONDRIAS
HEPATICAS DE RATOS SUBMETIDOS A |/R HEPATICA ENTRE O GRUPO A (BBR) E O GRUPO B
(I/R sem BBR) AVALIADO POR FLUORESCENCIA DE H,DCFDA.

Depois de registar a produgdo basal de H,O,, foi adicionada em ambos 0s grupos
Antamicina A (AA) 1,25 nmol/mg proteina. A elevacéo da producgéo de H.O; foi registada
como consequéncia do bloqueio da cadeia respiratéria. I/R (grupo B) a producédo de
ROS encontra-se elevada comparativamente com a adi¢cdo de BBR (grupo A) e com 0
grupo controlo (ndo representado), efeito que é exacerbado pela adicdo de AA. A
suplementacdo com BBR reduz a producdo de ROS para niveis proximos do grupo
controlo. O gréafico de barras representa a média e o desvio padrdo de 4 animais de
acordo com os grupos: A (I/R com BBR) e o B (I/R). Na comparacgéo das médias um p
<0.05 (*) foi considerado estatisticamente significativo vs grupo B; ha comparacéo das
médias um p <0.05 (#) foi considerado estatisticamente significativo vs grupo B + AA.

Western blot

A quantificacdo de proteinas nas preparacdes hepéticas obtidas por Western Blot. A
andlise da Figura 38 demonstra que a I/R com BBR (grupo A) ocorre um aumento na

forma ativa de LC3 (LC3-ll), indicando um aumento na autofagia, que se encontra
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reduzida nos animais sem BBR (grupo B). Além disso, a I/R sem BBR (grupo B)
identifica-se uma reducgéo severa nos niveis das desacetilases dependentes de NAD*
SirT1 e SirT3, indicando um comprometimento metabdlico nestas preparagdes. O
tratamento com BBR restaura os niveis dessas proteinas aproximando-as dos valores
identificados no grupo controlo.

Finalmente, em relacdo a quantificacdo de PGC-1a que funciona como co-ativador da
transcricdo e que desempenha um papel regulador da biogénese mitocondrial, estava
gquase ausente nas preparagdes do grupo B, enquanto no grupo A foi restaurado para
niveis proximos do grupo controlo. Estes dados demonstram ainda que a I/R foi bastante
prejudicial para a homeostase metabdlica hepatica (com especial relevancia para a

fung&o mitocondrial), o que foi impedido pela suplementacdo BBR (Figura 38).

Controlo I/IR I/R + BBR

FIGURA 38- REPRESENTAGAO GRAFICA DA QUANTIFICAGAO PROTEICA (LC3 1 EIl, SIRT1 E
SIRT3, PGC-1A E B-ACTIN) NOS FIGADOS DOS RATOS DO GRUPO CONTROLO E NOS GRUPOS
SUBMETIDOS A I/R NA PRESENCA OU AUSENCIA DE BBR.

Os figados I/R apresentaram conteudo reduzido em SirT1, SirT3 e PGC-1q, enquanto a

forma ativa de LC3 foi reduzida (todos os efeitos foram impedidos pela adicdo BBR,
Grupo A). A imagem de Western Blot representativa dessas experiéncias para as
respectivas proteinas. Os animais de controlo foram operados simultaneamente.
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Real time PCR

O estudo de expressédo genética foi realizado por real time PCR, tendo sido avaliados
varios genes envolvidos no metabolismo mitocondrial e celular. De acordo com a Figura
39, apods a adicao de BBR identificou-se um aumento da expressao de genes envolvidos
no metabolismo celular (SirTl) e no metabolismo mitocondrial (PGC-1a, COX V).
Curiosamente, ndo foram encontradas alteracdes da expressdo genética de SirT3,
MnSOD2 ou NDUFS8 (Figura 39).
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FIGURA 39- REPRESENTACAO GRAFICA DA EXPRESSAO GENETICA (SIRT1 E SIRT3, PGC-1A,
MNSOD2, COX IV E NDUFS8) NOS FIGADOS DOS RATOS SUBMETIDOS A I/R NA PRESENCA
OU AUSENCIA DE BBR.

Nos figados submetidos a | / R com BBR, houve um aumento da expressao genética de
SirT1, COX IV e PGC-1a quando comparados com o grupo sem BBR. N&o foram
encontradas diferencas na expressao genética de SirT3, de MNnSOD2 e de NDUFSS8.
(*) indica uma diferenca estatisticamente significativa (p <0,05) relativamente ao grupo
controlo; n.d., representa auséncia de diferencga.
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Avaliacdo histologica

Microscopia 6tica e microscopia eletronica de transmissao

Apresentamos o resultado da avaliagé@o histologica ap0s realizagdo de I/R se e com a
adicdo da berberina. Pudemos verificar que contrariamente ao que se observa nos
grupos de controlo e no grupo I/R com berberina, no grupo submetido a I/R sem adicdo
de berberina os hepatécitos adquirem uma aparéncia mais arredonda, associando-se
uma descoesdo moderada a marcada dos hepatdcitos. Apesar destas alteracdes a

ultraestrutura mitocondrial mantém-se integra em todos os grupos (Figura 40 a 43).

FIGURA 40- BIOPSIA HEPATICA. I/R COM ADICAO DE BERBERINA
Tecido hepatico manutencdo da arquitetura habitual, sem esteatose, infiltrado

inflamatorio nem fibrose. Ligeira dilatagdo sinusoidal pericentrolobular. Hepatécitos com
preservagdo do nucleo e dos organelos intracelulares, sem necrose nem apoptose (A-
H&E, ampliacdo de 40x; B- H&E, ampliacdo de 400x).
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FIGURA 41- I/R COM ADIGAO DE BERBERINA. MICROSCOPIA ELECTRONICA DE
TRANSMISSAO DE TECIDO HEPATICO DE RATO.
Caracteristicas ultraestruturais de parénquima hepatico de rato apos a adicdo da

berberina. Presenca de hepatdcitos normais, que se encontram adjacentes e lineares.
As mitocbndrias sdo homogéneas quer na dimensao quer na sua estrutura; N, ndcleo;
Nc, nucléolo; M, mitocdndria; ER, reticulo endoplasmatico.

FIGURA 42- BIOPSIA HEPATICA. I/R SEM ADICAO DE BERBERINA.
Parénquima hepético com arquitectura preservada com espacgos porta sem lesdes dos

seus constituintes. Observa-se descoesao moderada a marcada dos hepatdcitos, por
vezes arredondados e com discreta balonizacédo, focalmente com corpos de Mallory-
Denk (seta), com preservagdo do nucleo e dos organelos. N&o se identificou necrose
nem apoptose. (A- H&E, ampliacdo de 40x; B- H&E, ampliacdo de 400x).
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ONICA DE TRANSMISSAO

FIGURA 43- |/R SEM ADICAO DE BERBERINA. MICROSCO
DE TECIDO HEPATICO DE RATO.
Caracteristicas ultraestruturais de parénquima hepatico de rato apos I/R sem adi¢édo da

berberina. A) presenca de descoesdo moderada a marcada dos hepatocitos.
Hepatocitos adotam uma aparéncia mais arredondada, mas com contornos regulares.
B) as mitocéndrias sdo homogéneas e mantém integridade da sua ultraestrutura. H,
hepatdcitos; N, nucleo; Nc, nucléolo; M, mitocéndria; ER, reticulo endoplasmatico.
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Discussao

De modo a diminuir o dano celular induzido pela I/R na cirurgia hepética e em particular
na transplantacdo hepética, tém sido desenvolvidos multiplos estudos experimentais,
nos quais foram utilizadas estratégias de pré-condicionamento isquémico, sendo de

salientar a utilizagdo de multiplas estratégias farmacolégicas.

Apesar deste esfor¢o, a translacdo destas estratégias para a pratica clinica tem sido
muito reduzida, provavelmente porgue muitos destes estudos experimentais utilizaram

metodologias nao passiveis de reproducéo clinica.

A berberina € um composto largamente conhecido da medicina Chinesa e é um
alcaldide de isoquinolina presente em varias espécies (por exemplo, incluindo Coptis
sp. e Berberis sp., entre outros) [173]. A BBR é geralmente utilizado para o tratamento
de varias doengas, como complicag¢des intestinais e infe¢cbes [173, 174]. Varios estudos
confirmaram que a BBR aumenta a atividade enzimatica antioxidante, a captacdo de

glicose e ao mesmo tempo reduz a peroxidacgao lipidica [175, 176].

O efeito da adicdo da BBR na les@o hepéatica apos transplante hepéatico ndo esta bem
definido. Alguns estudos parecem mostrar que a BBR esta implicada na melhoria da
lesdo hepatica induzida pela I/R na transplantacdo hepéatica por reducdo dos niveis de
stress oxidativo e da taxa de apoptose que estdo envolvidos na inativacdo do mTOR
[177].

Neste capitulo pretendemos demonstrar experimentalmente utilizando uma metodologia
com potencial translacional, o efeito protetor da BBR na fungdo mitocondrial e na
atividade bioenergética, contra a lesdo hepatica provocada pela I/R no contexto da

transplantacao hepatica.

Na avaliacdo dos ensaios da funcdo mitocondrial observou-se uma preservacdo dos
parametros de potencial de membrana comparativamente com o grupo controlo. De
notar que, no grupo de I/R sem adicdo de BBR, estes parametros de potencial de
membrana estdo diminuidos, e verificando-se que esta diferenca tem significado
estatistico (p <0,001).

Confirmando-se os resultados obtidos, a Lag phase encontra-se aumentada sem BBR,

pelo que a adicado deste composto promove uma melhoria da fungdo mitocondrial.

A andlise dos valores da atividade respiratéria mitocondrial mostra que

comparativamente com o grupo controlo, o consumo de O, nos grupos estudados é
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inferior, facto que esté relacionado com o efeito da I/R sobre a atividade mitocondrial.
Da comparacao entre os grupos, com ou sem BBR, observou-se que no grupo da BBR,
0 consumo de O é superior, confirmando por este método, que as mitocdndrias estao
mais funcionais, inferindo-se deste modo que a BBR confere um efeito prote¢éo contra

0 dano mitocondrial induzido pela I/R.

Relativamente a quantificacdo média de ATP, verificou-se que comparativamente com
0 grupo controlo, a variacéo percentual de producdo de energia entre 0s grupos com ou
sem BBR é de 50%.

Os dados da indugéo da permeabilidade transitéria mitocondrial mostram que a BBR
confere uma menor indu¢do da abertura do poro da membrana mitocondrial, que se
traduz por uma menor perda de absorvéncia, quando comparado com o grupo sem BBR.
Por este facto, pode considerar-se que a BBR exerce um efeito protetor sobre a

atividade funcional da mitocondria.

Relativamente a producdo de ROS, verificou-se neste estudo, uma reducdo da
gquantidade de ROS produzida, no grupo em que foi adicionada a BBR. Perante estes
dados podemos depreender que a BBR exerce um efeito antioxidante, conferindo

protecdo contra a leséo I/R.

Foi reportado que a utilizacdo da BBR esta implicada em alteracdes da expressao
genética, mais especificamente em genes que codificam enzimas reguladores da
atividade metabdlica. Para completar nossa avaliacdo dos efeitos da BBR sobre a
funcdo mitocondrial hepatica, foi avaliada a expressédo genética e a quantificagcdo do

conteudo proteico por meio de gPCR e Western Blot, respectivamente.

A Sirtl regula a expressdo genética e a atividade proteica de diversos processos
celulares, sendo de destacar a proliferacao celular, o metabolismo celular, a reparacao
do DNA, resposta perante o stress e a sobrevivéncia celular [178, 179]. A Sirtl interfere
na regulacéo da biogénese mitocondrial e na mitofagia, contribuindo para a manutencao
da qualidade das mitocéndrias presentes na célula. Esses estimulos podem variar de

acordo com os défices energéticos relacionados com doencas ou agressodes [180].

Os nossos dados indicam que a expressdo de genes e o conteudo protéico de SirT1,
apos a suplementacdo com BBR, foram mantidos em niveis sobreponiveis aos do grupo
controlo. Como tal, parece que a BBR pode atuar através da inducdo dos niveis e
atividade da SirT1.
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Em estudos prévios descrevemos o papel da BBR sobre a SirT3 (o equivalente
mitocondrial do SirT1 citosolico e nuclear) num ambiente de elevado teor de gordura
alimentar, pelo que esperdvamos encontrar mecanismos semelhantes. Curiosamente,
ndo encontramos alteracdes na expressdo genética de SirT3, apesar de um efeito

robusto sobre os niveis de proteina.

A SirT3 é uma desacetilase mitocondrial que tem um papel primordial na homeostase
metabdlica e na regulagdo redox. A auséncia de SirT3 conduz a hiperacetilacdo das
proteinas mitocondriais, nomeadamente do Complexo | e Il, e de enzimas envolvidas na
B-oxidacdo lipidica mitocondrial conduzindo a concomitante diminuicdo da sua
eficiéncia, facto que é facilmente comprovado pela diminuicdo dos niveis de ATP
produzidos [181-184].

Até ao momento ndo existe uma resposta definitiva sobre o papel da BBR na atividade
das sirtuinas, e, como tal, continua sendo uma fascinante area de investigacdo para

futuros trabalhos.

A expressdo genética e os niveis de proteina de PGC-la foram avaliados. Este
regulador da funcao mitocondrial e da biogénese tem sido amplamente relacionado com
0 aumento da atividade mitocondrial, com aumento do nimero de cépias de mtDNA e
também com a presenca de uma maior massa mitocondrial [185]. Os resultados deste
estudo mostram que a BBR contribui para a melhoria da fungdo mitocondrial, como
resultado do incremento do numero de unidades mitocondriais resultantes da
modulacdo dos niveis de PGC-1a, contribuindo para uma melhoria da capacidade
respiratdria mitocondrial e dos niveis de ATP. Estes dados também séo corroborados

pela elevacdo da expressédo genética de COX IV [186].

Embora ndo tenham sido encontradas alteracées nos niveis de expressdo genética de
NDUSF8 quer de outras subunidades dos complexos da cadeia respiratéria mitocondrial
(dados ndo mostrados), ndo é possivel excluir a interferéncia na biogénese mitocondrial,
dado que os processos de transcricdo/replicagdo de mtDNA e biogénese mitocondrial
séo complexos e demorados, pelo que o tempo definido para o estudo experimental (12

h) pode néo ter sido suficiente para permitir identificar essas diferencas.

Um claro indicador da preservacao da funcéo celular e mitocondrial induzida pela BBR
em condicdes de I/R, sdo os niveis de proteina LC3 (LC3-Il) ativa que se encontram

aumentados na relacdo LC3-II/LC3-I [187]. LC3 é um marcador de autofagia, cuja
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ativacao leva a degradacéo de varios componentes celulares como uma tentativa final

desesperada pela célula de manter os niveis de ATP [188, 189].

Para além da realizacao de ensaios da funcao mitocondrial e da bioenergia mitocondrial,
foi avaliado o papel da BBR no parénquima hepético e ao nivel do hepatdcito. No grupo
controlo e no grupo I/R com BBR, as alteragbes no parénquima do hepatico e nos
hepatdcitos sdo minimas. Nestes grupos a arquitetura do figado € normal, ndo se
observando sinais de esteatose, fibrose ou infiltrado inflamatério. Os hepatécitos
mantém as suas caracteristicas ultraestruturais preservadas. Contrariamente, no grupo
submetido a I/R sem adicdo de BBR observamos uma desassocia¢gdo moderada a grave
dos hepatécitos, estes adotam uma forma mais arredondada, embora os organelos
intracelulares mantenham as suas estruturas preservadas. Em toda a avaliagéo

histolégica, ndo houve sinais de apoptose ou necrose.

A avaliacdo histologica do parénquima hepatico mostra que a BBR contribui para a
manutencdo da normal arquitetura do parénquima hepatico e preservacao da estrutura

celular do hepatdcito, diminuindo o impacto celular induzido pela I/R.

Os resultados dos estudos funcionais e estruturais permitem demonstrar que a BBR
podera ter um elevado potencial na redugéo da leséo induzida pela I/R no a&mbito da
transplantacdo hepatica. No entanto, serdo necesséarios mais estudos de modo a

confirmar a eficacia e o real valor da adicdo deste composto.
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A transplantacdo hepatica é a Unica opcdo terapéutica, com carater definitivo, em
doentes com faléncia hepéatica aguda ou crénica, como consequéncia de patologias do
foro benigno ou maligno [190]. A principal limitacdo desta opcdo terapéutica, esta
relacionada com a falta de disponibilidade de 6rgdos, o que condicionou o
desenvolvimento de sistema de alocacdo de érgdos [191]. De modo a aumentar a
disponibilidade de 6rgdos, houve necessidade de incluir 6rgdos subétimos provenientes
dadores com idades superiores a 80 anos, dadores apOs paragem cardiaca, com
tempos de isquemia fria prolongados ou figados com esteatose macrovesicular [192-
194].

O processo de I/R relacionado com a transplantacdo hepatica, € um processo
multifatorial que pode condicionador o sucesso do 6rgao implantado [195]. Ao nivel do
hepatdcito, um dos organelos mais afetados é a mitocondria. Esta disfuncéo
mitocondrial é responsavel pela diminui¢cdo da producéo energética, pelo incremento da
producdo de ROS, para além de estar implicada nos processos de apoptose e necrose
celular [196].

Durante os ultimos anos, foram desenvolvidos multiplos estudos experimentais numa

tentativa de avaliagdo do impacto do processo de I/R na disfungcéo mitocondrial hepatica.

Neste estudo pretendeu-se demonstrar pela primeira vez no ser humano a influéncia da
I/R sobre a mitocondria, estudando a fungdo mitocondrial e a atividade bioenergética,
em amostras de tecido hepatico vivo provenientes de figados humanos utilizados na
transplantacdo hepatica. Para tal, foi necessario realizar ensaios laboratoriais
imediatamente ap6s a colheita das biépsias, facto que implicou a disponibilidade total

da equipa, dado o caréater de urgéncia inerente a transplantagédo hepética.

Foram analisados varios parametros da funcdo mitocondrial e da atividade
bioenergética. Da comparagdo entre as amostras identificou-se uma diferenca

estatisticamente significativa para todos os paradmetros estudados (p <0,001).

Neste estudo verificou-se que as variagdes dos tempos de isquemia fria ou quente, ndo
estdo correlacionadas com as variagdes observadas nos parametros da atividade
mitocondrial. Este facto pode ser explicado por se verificar uma pequena variacdo nos
tempos de isquemia fria e também pelo facto da segunda bidpsia ser colhida uma hora
apos a reperfusdao, o que provavelmente ndo sera suficiente para correlacionar os

tempos de I/R com as alterac¢des identificadas nos parametros de fun¢do mitocondrial.
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As condicBes inerentes ao transplante hepatico, impedem a realizacdo de uma bidpsia
em cunha, umas horas ou dias apés transplante, facto que seria cientificamente
relevante pois permitiria identificar quando é que se verifica o0 restabelecimento da

funcdo mitocondrial.

Dos resultados obtidos na correlacdo entre as variagdes bioenergéticos e a fungao
mitocondrial com os biomarcadores clinicos, podemos inferir fatores preditivos precoces
no pos-operatorios do transplante hepético. Dos biomarcadores clinicos estudados,
verificou-se uma correlacao entre: a TGO, a bilirrubina direta e o lactato arterial com as

variacdes da funcéo mitocondrial e da atividade bioenergética (p <0,01).

Quando analisados os resultados clinicos, e apesar da baixa taxa de complicacdes
registadas, verificou-se uma correlacdo entre as complicacdes tardias e as variagdes do

estado 3 respiratério.

Os dados obtidos permitem demonstrar pela primeira vez em tecido hepatico vivo
proveniente de figados humanos utilizados na transplantagdo hepatica, uma relacdo
direta entre a fungéo mitocondrial e a I/R. A utilizagdo futura destes marcadores clinicos
como fatores de progndsticos da atividade mitocondrial, pode permitir a identificagéo
precoce de faléncia hepética pos-transplante e antecipar a necessidade de realizar um

novo transplante.

Da avaliacdo da fungdo mitocondrial e do metabolismo energético associado aos
diferentes padrdes de lesdo hepatica induzidos pela isquemia/reperfusdo nos figados
humanos, podemos afirmar que os eventos identificados sobre a atividade mitocondrial

sao sobreponiveis aos observados nos figados no modelo animal.

No modelo animal para além de identificar o efeito da I/R sobre a atividade mitocondrial,
também foi possivel demonstrar que as varia¢cdes nos tempos de isquemia fria, néo foi

um factor determinante para o agravamento da disfuncédo mitocondrial.

No sentido de diminuir o impacto da I/R sobre a fungcdo mitocondrial, foram realizados
multiplos estudos experimentais, com o intuito de desenvolver estratégias que

permitissem mitigar esse efeito.

Na cirurgia hepética, o conceito de perfusdo hepatica hipotérmica tem vindo a ser
desenvolvido ao longo dos tempos. A sua aplicacao clinica apesar de limitada, tem vindo
a ser descrita em cirurgias hepéticas complexas onde existe necessidade de realizar

uma exclusdo vascular total associando-se perfusao hipotérmica in situ [197].
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Com base nestes trabalhos, pretendeu-se aplicar este conceito a transplantacao
hepatica e avaliar a influéncia da reperfusdo hipotérmica como estratégia protetora da
atividade mitocondrial. A reperfuséo hipotérmica permitiu diminuir o efeito da I/R sobre
a atividade mitocondrial, promovendo uma maior disponibilidade bioenergética (42 %)

gquando comparado com a reperfusdo normotérmica.

A reperfuséo hipotérmica devera ser tida em conta no futuro da transplantacao hepatica,
dado o carater protetor hepético conferido pela preservacgéo da funcao mitocondrial e do
balanco energético hepatico. Apesar destes resultados, serd necessario desenvolver

mais estudos para validar a utilizacdo deste mecanismo de protecao na pratica clinica.

Foram desenvolvidas vérias estratégias farmacologicas de modo a preservar a
viabilidade do érgao e promover a regeneracao hepatica [198-203]. Infelizmente, poucas
compostos foram utilizados na pratica clinica, facto provavelmente relacionado com a
impossibilidade de transpor as metodologias utilizadas para a aplicabilidade clinica
[148]. Dai a importancia de se realizar estudos com caréter translacional, aproximando

0s estudos experimentais aos eventos clinicos.

No presente estudo avaliou-se o papel da BBR como fator protetor da funcéo
mitocondrial e da bioenergética no ambito da transplantacdo hepatica. Para tal, utilizou-
se uma metodologia com potencial translacional, pelo que se procedeu a adicdo deste

composto a solucdo de preservacao utilizada durante o transplante hepatico humano.

Os resultados mostram uma melhoria dos parametros da fung&o mitocondrial (potencial
de membrana, respiragdo mitocondrial, inducdo da permeabilidade mitocondrial), bem
como um incremento de 50 % na quantidade de ATP produzida comparativamente com
a l/R sem a adicdo da BBR. A BBR confere uma melhoria na capacidade de acumulacao

de Ca?" e uma melhoria da fosforilacdo oxidativa.

Os estudos de expressao genética permitem verificar um aumento da atividade de SirT1,
PGC-1a e COXIV que codificam enzimas reguladoras da atividade metabdlica [204-
207]. A regulagdo da dindmica mitocondrial, isto €, de processos de biogénese
mitocondrial e de mitofagia, permitem por um lado aumentar o nimero de mitocéndrias
na célula de modo a fazer face a um aumento das necessidades energéticas e por outro
lado eliminar as mitocéndrias lesadas contribuindo para a manutencao da qualidade das

mitocondrias presentes na célula.
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O efeito protetor da adicdo da BBR verifica-se ao nivel da funcdo mitocondrial, mas
também ao nivel da estrutura celular do parénquima hepatico, e em particular dos

hepatdcitos.

Deste trabalho, novas questbes se levantam que poderdo ser alvo de futuras
investigacdes. Em primeiro lugar, no estudo clinico seria interessante perceber qual o
mecanismo exato que leva a recuperagdo da normal atividade mitocondrial numa fase
tardia apods reperfusdo. Eventualmente no futuro, com o desenvolvimento tecnoldgico,

torne possivel, o isolamento de mitocondrias a partir de pequenos fragmentos de tecido.

A elevada implicagdo da disfungdo mitocondrial na transplantacdo hepatica leva a
pensar que a disfuncdo hepatica primaria esteja intimamente relacionada com estes
parametros. Embora no estudo clinico, ndo tenha sido possivel estabelecer essa
correlagdo, circunstancia provavelmente relacionada com o facto de que na série
estudada s6 ter ocorrido um caso de faléncia hepatica primaria. A realizacao de estudos

multicéntricos poderia contribuir para a responder a essa questéo.

Relativamente aos fatores de protecdo estudados, os dados obtidos da reperfusdo
hipotérmica sdo relevantes quer do ponto de vista bioenergético, quer da preservacao
da fungcd@o mitocondrial. Ndo obstante os resultados, a futura aplicabilidade clinica é
discutivel pelo que seria necessario realizar mais estudos envolvendo aspetos técnicos
e metabdlicos. O efeito protetor da adicdo da BBR a solucdo de preservacdo mostrou
um efeito protetor sobre a atividade mitocondrial. Em futuros trabalhos, tendo em vista
a sua futura aplicabilidade, serd necesséario estudar o efeito das variacbes das
concentragdes da BBR, em linhas celulares provenientes de biopsias humanas, de
modo a determinar os efeitos quer ao nivel da fungdo mitocondrial quer ao nivel da

estrutura celular.

Neste estudo foi utilizado o Celsior como solugéo de preservacao hepética, dado ser a
solucao utilizada na pratica clinica em Portugal. Neste sentido, sera necessario perceber
se o efeito de prote¢do mitocondrial e do equilibrio bioenergético conferido pela adi¢cao

de BBR ao Celsior, se verifica quando adicionado a outras solu¢des de preservacgao.

Esta tese de doutoramento pretendeu dar um contributo significativo para o
esclarecimento do papel da disfun¢éo mitocondrial na transplantacdo hepética humana
dado ter sido o primeiro estudo a confirmar essa relacdo em tecidos hepaticos vivos,
permitindo identificar fatores de progndstico precoces da disfuncdo mitocondrial. A

identificacdo de eventuais estratégias protetoras que levem a reducdo do dano

118



Parte IV - DISCUSSAO GERAL

mitocondrial resultante da I/R, podem contribuir para uma melhoria da disponibilidade
bioenergética e das funcbes desempenhadas pela mitocédndria, que podera conduzir a

uma melhoria dos resultados clinicos.

Coimbra, Janeiro de 2018
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