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RESUMO

Obijetivo: Estudar as alteragdes morfo-funcionais hepaticas produzidas por dois tipos de hipotermia; a sistémica ou tépica
(localizada). Métodos: 20 caes foram distribuidos em dois grupos: G | (n=10) submetido a hipotermia tépicae G Il (n=10)
submetido a hipotermia sistémica. Dosagens bioquimicas de alanina aminotransferase (ALT), aspartato aminotransferase
(AST), bilirrubina direta (BD) e estudo morfoldgico a microscopia éptica (MO) e microscopia eletrénica de transmissdo
(MET) foram realizados antes da hipotermia (T0), ap6s a estabilizacdo da temperatura corporal em 10°C menor que a
temperatura inicial (Test) e apds sessenta minutos de hipotermia (T60). Resultados: A dosagem bioquimica das enzimas,
aspartato aminotransferase e bilirrubina direta, evidenciaram maiores niveis de lesdes no grupo submetido a hipotermia
topica, quando comparado ao grupo de animais submetidos a hipotermia sistémica. Por sua vez, a dosagem da Alanina
aminotransferase ndo apresentou alteragdes em ambos os grupos. Tanto a MO quanto a MET, revelou que nos animais do
grupo com hipotermia topica, as lesGes hepaticas foram mais intensas quando comparadas ao do grupo com hipotermia
sistémica. Conclusédo: A hipotermia topica é mais lesiva ao figado do que a sistémica.

Descritores: Anestesia. Hipotermia. Figado. Caes.

ABSTRACT

Purpose: To compare hepatic lesions produced by two types of hypothermia; the systemic and the local or topic. Methods:
Twenty dogs distributed in two groups were studied: the first submitted to local hypothermia and the second to systemic
hypothermia. In all groups, biochemical dosages for alanina allytransferase (A.L.T.), aspartate aminotrasnferase (A.S.T.)
and direct bilirubin (T.D.), conventional optical microscopy and electronic transmission microscopy were performed in
times TO, Test, and T60, that is, before the hypothermia (T0), after temperature stabilization at 10° lower than initial
temperature (Test), and after sixty minutes of hypothermia (T60). Results: The data analysis, both of the biochemical
profile and of the microscopy showed that in the group of animals with selective hypothermia, the hepatic lesions were
more intense when compared to the systemic hypothermia group. Conclusion: The selective hypothermia causes more
lesions to the liver than the systemic.

Key words: Anesthesia. Hypothermia. Liver. Dogs.

Introducéo

O procedimento terapéutico de Hipotermia considera
uma redugdo da temperatura sanguinea de um animal
homeotérmico a niveis inferiores a 35°C, com a finalidade de
reduzir a taxa metabdlica basal e o consumo de oxigénio
celular, visando a prote¢do do organismo durante situacGes

agressivas ou isquemiantest. Nos transplantes, os 6rgdos
séo submetidos por um espago de tempo a baixos niveis de
oxigenacgdo e conseqliente isquemia cuja reperfuséo
desencadeia ou agrava lesdes ultraestruturais importantes.
Estas lesdes teciduais, celulares, endoteliais ou de
organelas podem ser reduzidas quando se submete o
organismo a hipotermia.
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Ainda constituem indicacfes para a hipotermia
induzida, as cirurgias intracranianas, sépse, traumatismos
encefalicos, grandes queimaduras e cirurgias do parénquima
hepatico.

As lesbes de isquemia e reperfusdo no figado
consecutivas aos niveis baixos de oxigenacao no processo
de coleta e transferéncia do doador para o receptor sdo
muito estudadas. O mecanismo exato de ac¢do ainda ndo
estd bem determinado. Procuram-se situagdes, drogas e
procedimentos que possam atenuar ou abolir suas
manifestacBes. A indugdo a um estado de hipotermia pode
minimizar ou prevenir esta condi¢éo®®.

A hipotermia, embora seja técnica antiga e eficaz em
determinadas situagdes, pode provocar, por si so, danos
irreversiveis em 6rgdos submetidos a ela. Foram criados
métodos para se obter hipotermia com seguranca em céo,
que parece ser bom modelo animal de experimentacao®.
Pesquisas com enzimas hepaticas para deteccdo de lesdes,
bem como a observacdo de organelas é de aplicagdo comum
nestes modelos experimentais. Niveis séricos de
transaminases como a aspartato aminotransferase (AST) e
alanina aminotransferase (ALT) foram estudados,
detectando lesdes possivelmente causadas pela hipotermia’.

Procedimentos de indugdo a hipotermia requerem
cuidados intensivos especiais de monitorizacdo
hemodinamica, respiratdria e da temperatura corporal central
com ocorréncia de importantes alteraces do equilibrio
acido-base e dos niveis de calcio circulatorio que devem
ser prontamente identificados e corrigidos®. A fungdes renal,
transporte de oxigénio e dioxido de carbono, concentracGes
de hidrogénio, funcbes neuroldgicas centrais e
hematolégicas sofrem alteragdes profundas®2°.

A hipotermia pode ser aplicada de maneira topica
(superficial ou localizada) ou sisttmica. Ambas, tem suas
indicacdes e contra-indicagfes bem conhecidas. Entretanto,
ndo foram encontradas na literatura citacBes de estudos
comparativos entre estas duas técnicas e as relagdes com
eventuais lesdes hepaticas. Este trabalho tem o objetivo de
estudar comparativamente os efeitos da hipotermia sistémica
ou topica no figado de cées, por meio da avaliacao
histoldgica e funcional hepatica.

Métodos

Todos os procedimentos foram avaliados e aprovados
pelo Comité de Etica em Pesquisa da Universidade Federal
de S&o Paulo -UNIFESP-EPM.

Foram selecionados 20 cdes, machos, sem raca definida
adultos, com peso médio de 11Kg, provenientes do biotério
central da Universidade José do Rosario Vellano -
UNIFENAS. Permaneceram em gaiolas individuais para
aclimatacdo na ala pré-operatoria do centro cirdrgico do
Hospital Veterinario por um periodo de 5 dias, recebendo
alimentago ad libitum. Foram distribuidos randomicamente
por sorteio em 2 grupos: GI (n=10) com hipotermia tépicae
GI1(n=10) com hipotermia sistémica. Foram privados de dgua
por 6 horas e alimentos sélidos por 24 horas antes do
experimento. Apds a medicacdo pré-anestésica com 3mg/
Kg*de cloridrato de clorpromazina (EV) e inducdo
anestésica com 15mg/Kg*de tiopental sodico (EV), foram
entubados e mantidos com ventilacdo controlada mecénica,
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sob sistema fechado, vaporizando halotano a 2,5V%. Apds
perda do reflexo corneo-palpebral e do estimulo doloroso
pela preensdo da pata posterior foram estabelecidos a
monitorizacdo pela esfignomanometria via Doppler, a
pressdo venosa central, a oximetria de linha e de pulso, o
eletrocardiograma e o eletroencefalograma.

Todos os animais foram submetidos a laparotomia
mediana supra-umbilical e exposicdo do parénquima
hepatico. Um termdmetro de precisdo foi inserido,
transcutaneamente por contra-abertura no parénquima
hepatico até a proximidade da veia cava.

Os animais do grupo Gl tiveram seus figados isolados
em papel aluminio e envoltos por gelo picado, até que a
temperatura, no termémetro atingisse 10°C a menos que a
temperatura inicial de cada animal (39°C) caracterizando a
hipotermia localizada de conducdo. Os animais do grupo
GlI tiveram todo o corpo coberto por sacos de gelo em gel,
tendo-se o cuidado de ndo deixar que o gelo tocasse a
cavidade abdominal exposta, até que a temperatura central
abaixasse 10°C da temperatura inicial (39°C), caracterizando
a hipotermia sistémica de condug&o.

Antes da inducdo da hipotermia, denominado tempo
zero (T0), foram coletados 5 ml de sangue com tubo a vécuo,
sem anti-coagulantes, pela veia esplénica e armazenados,
para a realizacdo das dosagens bioquimicas de AST, ALT e
bilirrubina direta (BD) e coletados dois fragmentos do
parénquima hepatico para analise microscopica 6ptica (MO)
e eletrbnica de transmissdo (MET).

Apos estabilizacdo da temperatura corporal abaixo em
10°C da temperatura corporal inicial, denominado tempo de
estabilizacdo (Test), procedeu-se a novas coletas de sangue
venoso e de fragmentos hepaticos. Decorridos sessenta
minutos ap0s atingir a temperatura de estabilizacao,
denominado tempo sessenta (T60), novas amostras de
sangue e parénquima hepatico foram coletadas. Aeutanasia
ocorreu pela injecéo de cloreto de potassio a 19,1% em dose
suficiente para provocar a parada cardio-respiratoria, com
animal ainda sob anestesia.

Um dos fragmentos hepaticos em cada tempo da coleta
foi processado e corado pela hematoxilina-eosina (HE) para
leitura em MO onde analisou-se a presenca ou auséncia de
congestao (edema) intersticial e nimero de hepatdcitos com
degeneragdo hidrépica em 50 campos escolhidos
aleatoriamente. O outro fragmento de cada tempo de coleta
foi processado para MET e analisado qualitativamente para
surpreender alteragdes de organelas (lisossomos) ou da
estrutura do citosol (eletrotransluscéncia).

O estudo estatistico foi realizado na disciplina de
Bioestatistica do Departamento de Medicina preventiva da
UNIFESP — EPM. De acordo com as variaveis foram
aplicados os seguintes testes: 1- Teste “T” de student para
comparar o0 peso dos animais do grupo | ao Grupo II. 2-
Teste de Mann-Whitney para comparar as variaveis
estudadas entre os dois grupos. 3- analise de variancia de
Friedman para comparar as variaveis nos periodos TO, Test
e T60 para os grupos separadamente. Fixou-se em 0,05 ou
5% (a £ 0,05) o nivel de rejeicdo da hipétese de nulidade,
assinalando-se com um asterisco os valores significantes.
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Resultados

A analise dos dados coletados revela que os animais
submetidos a hipotermia seletiva, alcangaram a temperatura
de estabilizacdo em tempo duas vezes menor que 0s animais
submetidos a hipotermia sistémica (Tabela 1).

TABELA 1 - Caes dos grupos Gl e Gl segundo o horario
inicial da estabilizacdo da temperatura e o
tempo decorrido entre os periodos.

Gl Gl

Inicial Final Est-inicial Inicial Final Est-inicial

8:39 905 26 1404 1508 &4

9:50 1010 20 1411 1454 43

1455 1510 15 1420 1506 46

9:30 945 15 1500 1555 55

1510 1535 15 9:10 946 36

9:45 1020 3B 1605 1707 62

1515 1545 30 1000 11.00 &

1500 1520 20 1350 1435 4

1500 1540 40 9:38 10:40 62

1510 1530 20 1250 1359 69

Média 23,6 54.28
*(p=0,05)

Anélise da microscopia Optica

A microscopia de luz convencional evidenciou-se
lesbes microscopicas bem delimitadas, como degeneracao
hidrdpica e colestase acentuada nos animais de Gl, nos
tempos Test e T60. Pouca ou nenhuma alteracdo foi
observada ao TO. Entretanto a intensidade de lesdo foi
significante maior nos animais de Gl (Figuras 1, 2, 3), quando
comparados aos animais de Gl que apenas apresentaram
degeneracao hidrdpica das células hepaticas, evidenciando
pouca colestase, pigmentos de bilirrubinas ou outras
alteracdes dignas de notas (Figuras 4, 5).

FIGURA 2 - Fotomicrografia de amostra obtida em Test de
GIl. Notar extensas areas de degeneragéo
hidrépica em 1, em vaculo citoplasmatico,
mantendo-se a integridade do nicleo em 2.
(HE—-40X)

FIGURA 3 - Fotomicrografia de amostra obtida em T60 de
G| mostrando extensas areas de degeneracao
hidrdpica e muitos vactolos em 1.(HE — 40X)

FIGURA 1- Fotomlcrografla de amostra obtidaem TO, de
animal de Gl, evidenciado: em 1 e 2, espago
porta com vénula e arteriola normais,
trabéculas ou colunas de hepatocitos em 3.
Notar os capilares sinuséides levemente
dilatados.(40X —HE)

FIGURA4 - Fotomicrografia de amostra obtida em Test de
GII mostrando algumas areas de colestase e
pigmentos de bilirrubina.(HE — 40X)
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FIGURA 5 - Fotomicrografia em amostra obtida em T60 de
GIl mostrando veia centro lobular com
marginalizagio e migragéo neutrofilica. (HE -

40X)

Analise ultra-estrutural

A analise ultra-estrutural das amostras hepaticas dos
animais submetidos a hipotermia, nos dois grupos,
mostraram em todos os tempos observados (TO, Test e T60),
hepatocitos nitidos, poliédricos e certo grau de
desorganizagdo de organelas bem evidentes. No entanto,
nos tempos Test e T60, houve uma equivaléncia das
alteracdes ultra-estruturais, que foram muito menos
freqliente que no tempo TO (Figura 6). Os animais de GI, nos
tempos Test e T60, apresentaram basicamente as mesmas
caracteristicas evidenciadas em TO, no entanto, chama a
atengdo o aumento de areas eletrotransluscentes,
demonstrando maior concentragdo de lesdo celular (Figura
7). No grupo GlI, observou-se parénquima constituido por
hepat6citos bem definidos, mostrando grande
concentragdo de mitocdndrias, reticulo endoplasmético
granular bastante disperso, pouca concentragdo de
lisossomas e de areas eletrotransluscentes (Figura 8). Para
0s animais do grupo Gl, nos tempos, Test e T60, houve
basicamente as mesmas caracteristicas, chamando a atengdo
a grande concentragdo de areas eletrotranslucentes,
demonstrando maiores niveis de lesdes celulares, enquanto
que para o grupo Gll, as diferengas entre os tempos ndo
foram significativas, com pouca concentracéo de lisossomos
e de mitocondrias e reticulo endoplasmatico granular muito
disperso, com poucas areas eletrotranslucentes. A dosagem
bioquimica das enzimas, aspartato aminotransferase e
bilirrubina direta, evidenciaram maiores niveis de lesdes no
grupo submetido a hipotermia tdpica, quando comparado
ao grupo de animais submetidos & hipotermia sistémica
(Tabelas 2 e 4). Por sua vez, a dosagem da Alanina
aminotransferase ndo apresentou alteracfes em ambos 0s
grupos (Tabela 3).
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em TO de GlI,
mostrando dois hepatocitos interligados por
justaposicdo de membranas citoplasmaticas
com adesdo celular (cabeca de seta). Notar
nlcleo evidente, esférico e eucromatico (N).
Regibes eletrotranslucentes entremeadas no
arcabougo de sustentacdo celular (*), notar
os lisossomos de varios tamanhos (setas) e
mitocondrias integras (m). (MET 12000X)

FIGURA 7 - Eletromicrografia de amostra em Test de Gl,
mostrando um hepatécito com nucleo
bastante volumoso e predominio de
eucromatina (N), reticulo endoplasmatico
granular (cabecas de seta), lisossomos
(setas), areas eletrotranslucentes (*), e
mitocondrias integras. (MET 12000X)

FIGURA 8 - Eletromicrografia de amostra em T60 de Gl,
evidenciando ndcleo bastante volumoso, esférico e
eucromatico (N), reticulo endoplasmatico granular
(cabecas de seta), lisossomos (setas), grande
concentracdo de espacos eletrotranslucentes (*), e
mitocdndrias integras (M). (MET 12000X)
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TABELA 2 - Cées do grupo Gl e Gl submetidos a hipotermia
seletiva e sistémica segundo os valores das
dosagens bioquimicas de Aspartato
Aminotransferase— A.S.T. (UI/L).

Gl Gli

TO Test T60 TO Test  T60
420 9,64 9,64 42 8,75 9,76
1,01 434 337 098 144 3,00
2,02 434 3952 209 338 487
221 6,75 9,64 234 200 109
578 10,96 1157 135 287 10,0
2,30 92 82 230 2,09 2,98
1,29 82 90,0 330 350 444
345 20,24 2651 109 687 4,98
10,02 11,57 1060 980 844 11,00
21,03 578 1398 2000 587 5,07
4,86 9,1 22,03 4,74 452 6,7

T60* (GI>GII)

Test* (GI>GlI)

TABELA 3 — Caes dos grupos Gl e GII submetidos a
hipotermia seletiva e sistémica, respectivamente, segundo
os valores das dosagens bioquimicas de alanina
aminotransferase —A.L.T. (UI/L).

a Gl

TO Test T60 TO Test T60
53 1048 144 2,21 435 7,70
0,48 144 3,86 2,90 2,09 2,09
144 144 048 2,09 2,38 107
40 30 26,0 3,09 140 3.09
3,85 0,48 10,12 3,98 8,07 8,0

5,30 2,01 0,00 2,70 6,00 6,09
5,30 0,50 144 4,09 3,70 8,64
4,94 7,71 7,71 4,09 7,09 5,09
2,80 144 1157 2,09 474 3,00
4,35 6,26 5,30 4,09 5,87 5,09
3,77 4,48 6,79 3,13 457 4,98

Analise de variancia de Friedman
(Gl=aGlI)

TABELA 4 - Cées dos grupos Gl e GllI, respectivamente,
segundo os valores das dosagens de Bilirrubina

Direta (BD) UI/L
al Gll
TO Test  T60 TO  Test T60
03 065 054 02 02 03
005 065 076 01 03 02
012 031 060 012 023 021
020 032 032 011 021 ol1
011 021 030 02 032 02
020 076 065 034 021 023
037 065 087 04 031 034

01 0,32 021 01 01 013
01 043 045 021 04 0,32
0,20 0,53 0,50 021 023 020
0,21 047 0,52 0,19 025 0,25

Teste de Mann-Whitney
Test=12,5* (G1 >Gll)
T60=6,5* (GI >GlIlI)

TABELA 5 - Médias das contagens de hepatécitos com
degeneracdo hidropica a microscopia éptica
(HE - 40X), nos grupos | e Il e nos tempos
TO, Teste T60.

G Gl
TO Test T60 TO Test T60
25,3 55,8 52,0 234 420 459
1602 30,6 442 150 171 26,1
1510 521 742 140 283 323
09,03 512 50,6 105 127 119
1903 704 68,6 180 450 51,0
2805 665 66,4 290 370 40,7
30,04 548 62,5 31,7 390 118
2506 637 85,3 246 289 249
2104 603 66,5 26 217 25,2
3109 578 65,2 332 405 37,2
22,9 56,3 63,6 22,2 31,28 30,70
TO < Test* e T60*
(GI>GlI)
Discussao

Para caracterizar a hipotermia a temperatura corpdrea
estabelecida para a espécie humana deve ser inferior a 35°C.
Em cées, devido a diferenciacédo interespécies e tamanho
corporal, este valor ainda ndo estd bem
estabelecido!*2131415 Na dependéncia do tipo de técnica
utilizada e das necessidades do procedimento, pode-se
obter diferentes graus de hipotermia: leve é quando se
mantém temperatura ao redor de 35°C, moderada quando
esta na faixa de 28 a 34°C e profunda em temperaturas
inferiores a 28°C. No modelo proposto neste experimento
reduziu-se a temperatura corporal dos animais em 10°C dos
valores iniciais registrados para cada animal, para
caracterizar com seguranga uma hipotermia profunda?®.

Foram escolhidos cées, machos, adultos com média de
peso geral de 10,57Kg, sendo de 11,58Kg para o grupo Gl e
9,92 kg para o grupo GII. O teste “t” de Student ndo
demonstrou alterac@es significativas entre estas médias,
caracterizando a homogeneidade da amostra.

Os procedimentos de anestesia e monitorizagdo foram
escolhidos levando-se em conta que as drogas utilizadas
pouco influenciariam na funcédo hepatica e auxiliariam na
perda da temperatura®” 181, Uma vez que os procedimentos
foram semelhantes em ambos 0s grupos, as eventuais
interferéncias foram propiciadas a ambos indistintamente.

Procedimentos de monitorizacdo sdo de extrema
importdncia nos animais submetidos a hipotermia.
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AlteracBes hemodinamicas, hemogasométricas, nos niveis
de eletrolitos séricos ou na conducéo elétrica intrinseca
cardiacas podem levar a condicdes que interferem de modo
acentuado nos proprios parametros que estdo em
pesquisa®®1%4 A observagdo constante dos dados
monitorados pelo anestesista possibilitaram a manutencéo
das atividades vitais do animal de modo a dar ensejo a uma
padronizacdo dos procedimentos de coleta de dados sem
que se possa atribuir um agravamento pelas condicbes
adversas proporcionadas pelas alteracGes anteriormente
elencadas.

Os animais submetidos a hipotermia seletiva ou tépica
(GI) atingiram a temperatura de 10°C abaixo da temperatura
corporal inicial com média de 23,6 minutos, tempo
significantemente menor que os animais submetidos a
hipotermia sistémica (G11) cuja média foi de 54,2 minutos
(Tabela 1). E evidente que a massa hepética, diretamente em
contato com o agente de resfriamento (gelo gel), sendo
menor que a massa corporal do animal como um todo,
resfriasse em menor tempo. Também existiu a dificuldade de
envolvimento de toda massa corporal do animal devido a
sua conformidade anatdmica e posicionamento na mesa
operatoria.

Este resfriamento mais rapido parece ter uma influéncia
definitiva na integridade do parénquima hepatico e tambhém
na integridade de sua maquina enzimatica. Os animais do
resfriamento tdpico mostraram-se mais susceptiveis a
alteracdes morfologicas (MO e MET) e nas dosagens das
enzimas hepaticas que estdo associadas a alteragdes da
viabilidade celular.

Os valores de AST, ALT e BD apresentaram varia¢des
individuais importantes ja no tempo zero onde nédo havia
nenhum fator de agressdo importante a ndo ser o trauma
anestésico e operatorio e o envolvimento hepatico ou
corporal pelo gelo (Tabelas 2, 3 e 4). Essa variacdo foi
observada também na literatura pertinente para esta espécie
animal (cdo). Nesta espécie, dentre os fatores que
influenciam nas variaveis do perfil enzimatico estudado,
estdo a idade dos animais, falta de homogeneidade da raca,
peso, dieta e método especifico de coleta. As enzimas
refletem o estado metabdlico do corpo, sob condicGes de
anaerobiose, em coleta de 6rgdos, pode haver incremento
consideravel da taxa de enzimatica®. Apesar desta variagdo
individual os testes estatisticos trabalhando com as médias
encontradas permitiram a analise e comparagao dos grupos,
pois houve uma clara alteracdo de comportamento destas
médias nos tempos de observacdo considerados.

Fujii'2 correlacionou a necrose hepatocistica, hepatite
e a colestase ao aumento das taxas de AST, ALT e gama
glutamiltranspeptidase (GTP). Os pardmetros considerados
sdo expressivos das lesdes hepaticas conseqlientes a
agressdes variadas (mecanicas, metabdlicas ou infecciosas).

A alteracdo da AST (Tabela 2) mostra de modo mais
evidente um aumento significativo entre os tempos Test e
T60 nos animais com hipotermia topica sendo bem menor
nos animais da hipotermia sistémica. A ALT manteve a
mesma tendéncia (Tabela 3), porém de modo menos
evidente. A BD teve também um aumento significante entre
Test e T60 nos animais de hipotermia topica (Tabela 4) sendo
gue nos animais da hipotermia sistémica as achados foram
menos evidentes. Acrescente-se ao quadro enzimatico uma
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correspondente e paralela alteracdo da morfologia tecidual,
tanto na microscopia 6ptica, quanto na microscopia
eletrnica de transmissdo, nos grupos e tempos estudados.
Os resultados obtidos permitem inferir que a hipotermia
em si € um fator agressivo ao tecido hepatico e leva a
alteracfes morfologicas teciduais e do perfil enzimatico
hepético. O desdobramento e influéncia destas alteragdes
nos eventos futuros de um transplante, ou seja, em érgao
submetido a isquemia/reperfusao € uma questdo em aberto.
O modelo proposto mostrou-se promissor para o
aprofundamento do estudo da hipotermia ndo sé na
diferenciacdo em tdpica e sistémica, mas também na
possibilidade de avaliar pardmetros mais sensiveis e
especificos da atividade e morfologia hepética.

Conclusao

A hipotermia hepética tépica provoca lesdes teciduais
e funcionais do hepatécito mais intensas do que a
hipotermia sistémica.
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