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RESUMO - Racional - A atividade respiratoria das mitocondrias esta associada a lesdo por isquemia e reperfusdo do figado.
Objetivo - Investigar in vitro se hé obrigatoriedade de impedimento da respiragdo mitocondrial para que a lesdo por isquemia
e reperfusdo do figado possa ser detectada. Materiais e Métodos — Vinte e quatro caes de ambos os géneros foram divididos
nos seguintes grupos: controle, cdes operados sem sofrer isquemia ou reperfusdo hepatica; I, cdes submetidos a 60 minutos
de isquemia do figado; L, /R, cies submetidos a 30 minutos de isquemia e 60 minutos de reperfusdo do figado e /R
caes submetidos a 45 minutos de isquemia e 120 de reperfusdo do figado. Amostras de figado foram obtidas para dosagem
de malondialdeido, para estudo da respiragdo mitocondrial por meio de tragos polarograficos e para avaliagdo do potencial
de membrana mitocondrial. Sangue foi obtido para dosagem de transaminases e desidrogenase latica. Resultados - O grupo
I,/R ,, apresentou evidente aumento dos valores de transaminases, desidrogenase latica, aumento dos valores de malondialdeido
e tendéncia a diminuigdo da respiracdo mitocondrial estimulada por adenosina difosfato, sem haver prejuizo irreversivel
para a fosforilag@o oxidativa ou para o potencial de membrana mitocondrial. Conclusdo - A lesdo por isquemia e reperfusao
do figado do cdo pode ser documentada sem que haja prejuizo demonstravel para a fungdo mitocondrial. Dados referentes
a respiragdo mitocondrial podem ndo mostrar diferengas significativas em relagdo aos controles, mesmo em situacdes de
evidente lesdo tecidual por isquemia e reperfusio do figado.

DESCRITORES — Mitocondria hepatica. Traumatismo por reperfusdo. Fosforilagdo oxidativa. Figado.

INTRODUCAO

Embora o transplante hepatico tenha se tornado o
tratamento padrdo para os casos de insuficiéncia hepatica
terminal®”, a disfun¢do do enxerto ainda é importante
causa de morbidade e mortalidade pds-operatéria. Ao se
restabelecer o fluxo sangiiineo ao 6rgao transplantado,
provoca-se o agravamento da lesdo sofrida durante o
periodo de isquemia extracorporea® ?,

A fosforilacdo oxidativa ¢ processo que sofre as
graves conseqiiéncias da reperfusdo. Uma vez que
a cadeia respiratoria estd localizada nas membranas
mitocondriais, e sendo as membranas celulares importantes
alvos da lesdo por radicais livres originados durante o
periodo de reperfusdo, ¢ natural supor que a destruig@o
das membranas celulares resultard no impedimento da
fosforilagao oxidativa, fendmeno que pode ser facilmente
documentado em laboratorio™.

As alteragdes mitocondriais estdo claramente associadas a
lesdo da microcirculagdo hepatica, ja que o restabelecimento

do fluxo sangiiineo na microcirculagdo é necessario para
a reabilitacdo da respiragdo mitocondrial™®, Admite-se
que o sofrimento da mitocondria durante o periodo
de reperfusdo gere os radicais livres que resultardo ou
agravardo a leso celular®: durante a isquemia, ha grave
diminuigdo dos componentes da cadeia respiratoria. Durante
a reperfusdo, ocorre produgdo de anion superoxido. O
anion superoxido intramitocondrial, incapaz de se difundir
para fora da mitocondria, gera peréxido de hidrogénio
por meio da acdo de enzima Mn-superoxido dismutase.
O peroxido de hidrogénio difunde-se para o citosol. O
resultado da geragao de superoxido intramitocondrial sera
o aumento da concentragdo de peroxido de hidrogénio
em toda a célula. Esse ira reagir com grupos hemes de
citocromos citosolicos e intramitocondriais, gerando
espécies oxidativas extremamente reativas e capazes de
iniciar as lesdes observadas.

Embora os efeitos da reperfusdo sejam poderosos,
as células possuem eficiente aparato enzimatico
antioxidante, que ¢ capaz de neutralizar, em parte, os
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efeitos da acdo de radicais livres. Esgotados os mecanismos
de defesa celular, a agdo de radicais livres provocara os
eventos fisiopatoldgicos que resultardo na morte celular!V.
As alteragdes mitocondriais que ocorrem durante o periodo
de reperfusdo hepatica ndo sdo responsaveis pela morte
celular, mas sdo consideradas como bons indicadores das
lesdes por isquemia e reperfusdo” por estarem intimamente
associadas a lesdo da microcirculagdo hepatica, uma vez que
sua recuperagdo ¢ de vital importancia para a reabilitagdo
da fungdo celular®. As mitocdndrias agravam o sofrimento
celular e sofrem as conseqiiéncias da reperfusdao. Nao esta
claro, entretanto, se a lesdo celular pode ser documentada
em um momento em que as mitocondrias ainda sdo capazes
de gerar adenosina trifosfato (ATP). Se isso for possivel, a
atividade respiratoria mitocondrial ndo pode ser usada como
um indicador universal da lesdo celular.

O objetivo do presente estudo foi investigar se pode haver
atividade respiratdria mitocondrial detectavel em laboratorio
durante a lesdo por isquemia e reperfusdo do figado.

MATERIAL E METODOS

Este estudo foi realizado de acordo com as normas para
experimentagdo em animais da Universidade de Sdo Paulo.

Caes mestigos de ambos os géneros, livres de verminose por
tratamento com prazinquantel (drontal plus, 660 mg, em duas
doses separadas por 15 dias), com peso variando de 15 a 25 kg,
fornecidos pelo biotério central da Faculdade de Medicina de
Ribeirdo Preto da Universidade de Sdo Paulo, Ribeirdo Preto, SP,
foram aleatoriamente distribuidos nos seguintes grupos: grupo
controle: seis caes, grupo I, seis cdes submetidos a isquemia
do figado por 60 minutos; grupo I, /R, , seis cdes submetidos a
30 minutos de isquemia e a 60 minutos de reperfusao do figado;
grupo I, /R, seis cdes submetidos a 45 minutos de isquemia e
a 120 minutos de reperfusdo do figado.

Os animais receberam cetamina por via intra-muscular (ketamin,
50 mg/mL, Laboratério Cristalia, na dose de 5 mg/kg)) como
pré-anestésico, sendo a seguir, anestesiados com pentobarbital
sodico (25 mg/kg; bolus endovenoso; Abbot Laboratérios), por
meio de veia periférica, intubados com sonda traqueal com baldo
(canula Rush) e ventilados com 100% de oxigénio por respirador
a pressdo positiva. Procedeu-se @ monitorizagdo da pressao
arterial média pela cateterizagdo da artéria femoral direita com
sonda uretral 8 Fr e da temperatura corporal por termdmetro
retal. Amostras de sangue foram colhidas para dosagens de
transaminases, bilirrubinas, fosfatase alcalina e desidrogenase
latica (DHL) no inicio e ao término da operagdo. Durante
o periodo operatdrio os animais receberam soro fisioldgico
endovenoso por veia periférica (20 mL por kg de peso corporal
por hora) e anestésicos para manter a pressao arterial estavel e
o cdo em plano anestésico.

Os animais foram submetidos a laparotomia mediana e
colocagao de pinga vascular no pediculo hepatico. Apds o
periodo desejado de isquemia, a pinga vascular foi retirada sob
visdo direta e no grupo I, /R e grupo I, /R, os animais foram
submetidos ao periodo de reperfusao desejado.
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Os animais do grupo I, foram submetidos apenas ao periodo de
isquemia, sem periodo de reperfusdo. Os animais do grupo controle
foram submetidos a0 mesmo procedimento anestésico que os demais
animais e a laparotomia sem clampagem do pediculo hepatico por
165 minutos. Apds o término do procedimento, os animais foram
rapidamente exsangiiinados pelo cateter da artéria femoral e amostras
do figado foram retiradas para avaliagdo do malondialdeido (MDA)
e avaliagdo da fungdo mitocondrial. Amostras de sangue foram
colhidas para dosagem de transaminases ¢ DHL.

Avaliacao da taxa de lipoperoxidacdo hepatica

As substancias que reagem ao acido tiobarbiturico sdo,
em sua maioria, produtos da peroxidagdo lipidica, sendo a
dosagem dessas substancias usada para monitoramento da taxa
de lipoperoxidagdo. A dosagem foi realizada de acordo com
o método descrito por BUEGE e AUSSI®. A determinagio da
peroxidagao lipidica usou como reagente a solugdo TCA-TBA-
HCL, ou seja, 15% w/v de acido tricloacético, 0,375% w/v
de 4cido tiobarbitarico em 0,25 N de acido hidroclérico. A
dosagem de proteinas no figado foi feita por meio do método
de LOWROY at al.!¥.

Avaliagio da fun¢do mitocondrial®

A amostra de figado foi lavada com soro fisiolégico e
colocada em becker com meio de homogenizagao (sacarose
250 mM, EGTA 1 mM e Hepes-KOH 10 mM, pH 7,2) para
secgdo do figado em pequenos fragmentos com tesoura. Os
fragmentos foram homogenizados em homogenizador do
tipo Potter Elvhjem por 3 segundos, com intervalos de 1
minuto entre cada sessdo de homogenizagao, para o total de
trés sessoes. A amostra foi, a seguir, centrifugada a 750 g
por 5 minutos; centrifugacdo do sobrenadante do processo
anterior por 10 minutos a 12.000 g. O sedimento obtido pelo
processo anterior foi suspenso em 10 mL de meio contendo
sacarose 250 mM, EGTA 0,3 mM e Hepes-KOH 10 mM, pH
7,2 e centrifugado por 15 min a 4320 g. O sedimento obtido
foi suspenso em 1 mL do meio contendo sacarose 250 mM e
Hepes-KOH 10 mM, pH 7,2.

Uma amostra do preparado obtido foi usada para dosagem de
proteinas. Os estudos com as mitocondrias energizadas foram feitos
dentro de periodo maximo de 2 horas apds o isolamento. Todas as
etapas foram realizadas a temperatura constante de 4°C.

Determinacio da proteina da fra¢ao mitocondrial

A concentragdo de proteina mitocondrial foi determinada
espectrofotometricamente pelo método do Biureto'?, modificado
pela adi¢ao de colato 1%, utilizando BSA 1% como padrio.

Determinacio do consumo de oxigénio
pelas mitocondrias energizadas

O consumo de oxigénio pelas mitocondrias energizadas foi
determinado polarograficamente a 30°C por meio de oxigrafo
de Gylson (Medical Eletronics EUA), acoplado a eletrodo
tipo Clarck. O meio de respiracao (1,3 mL) ¢ composto por
sacarose 1,25 mM, cloreto de potassio 65 mM, fosfato de
potassio 2 mM, cloreto de magnésio | mM, EGTA 0,1 mM
e Hepes-KOH 10 mM, e adicionado succinato 5 mM, pH 7,4.
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Utilizaram-se 2 mg de proteina mitocondrial. O estado 3 da
respiracdo mitocondrial (estado ativado) foi obtido pela adigao
de 200 nmoles de ADP as mitocondrias energizadas. A relagao
entre a velocidade de respiragdo ap6s a adigdo de ADP (estado 3)
e a velocidade do estado basal (estado 4), obtida apds consumo
de ADP, forneceu a razdo de controle respiratorio (RCR). Os
resultados obtidos dos estados 3 e 4 foram expressos em nimero
atomos de oxigénio/mg de proteina mitocondrial/minuto.

Determinacido do potencial elétrico
da membrana mitocondrial interna

O potencial elétrico de membrana das mitocondrias (PM)
foi determinado espectrofluorimetricamente utilizando 5 uM de
safranina O como indicador, em fluorimetro tipo SLM-AMINCO
em comprimentos de onda de 495 nm para excitagdo e 586 nm para
emissdo®. As mitocondrias foram preparadas em meio contendo
sacarose 200 mM, fosfato de potassio 2 mM, EGTA 0,03 mM,
cloreto de magnésio 1 mM e Hepes-KOH 10 mM, em pH 7,2,
sendo o potencial de membrana gerado pela adigao de succinato
5 mM/Rotenona 4 pM. Apos a estabilizagdo do potencial de
membrana, adicionou-se 1 uM do desacoplador FCCP (carbonil
cianeto ptrifluoro-metoxi fenilhidrazona®). Os resultados obtidos
(unidade relativa de fluorescéncia) foram convertidos em mV, a partir
de curva de calibragdo. Todos os reagentes usados nessa fase dos
experimentos foram adquiridos das empresas Sigma ou Merck.

Determinacdo dos valores das trasaminases

Para a determinagao da atividade da alanina aminotransferase
(ALT) e aspartato aminotransferase (AST) foi utilizado kit
comercial fornecido pela empresa CELM Cia. Equipadora de
Laboratoérios Modernos, Barueri, SP

Para determinagao dos valores de DHL foi utilizado método
cinético — UV (International Federation of Clinical Chemistry,
1980). O teste no soro sangiliineo determina a quantidade de
enzima encontrada no coragdo, figado, rins, cérebro, musculo
esquelético e globulos vermelhos. O kit utilizado foi obtido da
empresa Labormed (Guarulhos, SP).

Andlise estatistica

Os valores correspondentes aos resultados das provas bioquimicas,
dosagem do MDA e valores referentes aos parametros de respiragao
mitocondrial s3o0 expressos como média aritmética e erro-padrao da
média. Em todos os experimentos, n significa o numero de animais
dos quais amostras de figado para dosagem de MDA e avaliagao da
respiragdo mitocondrial, ou as amostras de sangue foram obtidos.
Para a analise estatistica, foi utilizado teste de analise de variancia
(ANOVA one-way), complementado pelo teste de Bonferroni para
observagdes nao-pareadas. Os célculos foram feitos por meio do
programa para computador GraphPAd Prism 3.0. Os valores foram
considerados significantes quando P < 0,05.

RESULTADOS

Respiracdo mitocondrial
A andlise dos resultados referentes ao estado de respiragao
ativada (estado 3), respiracdo mitocondrial basal (estado 4),
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RCR, relagdo ADP:O e potencial de membrana mitocondrial
ndo mostrou diferengas com significincia estatistica entre os
grupos estudados (Tabela 1).

TABELA 1 - Dados referentes a respira¢dio mitocondrial. Estado
3 corresponde ao estado de respiracio mitocondrial
ativada; estado 4 corresponde ao estado de respiragdo
mitocondrial basal

Grupo Estado 3 Estado 4 RCR ADP:O PM

Controle 49,37 = 5,94 19,47 + 3,77 2,70 = 0,20 1,15 + 0,15 148 = 0,2
I 55,50 = 11,43 20,08 = 5,68 3,0 =+ 0,30 0,87 = 0,10 148 = 1,3
IR, 39250953 1662=491 272+048 1,150=0,20 150 =124
I.R 35,87 = 4,73 19,20 + 3,85 2,10 + 0,40 1,120 + 0,18 149 = 0,50

45120

RCR = razéo de controle respiratério; ADP:O = corresponde & razéo entre ADP e oxigénio;
PM = potencial de membrana mitocondrial

ALT, AST e DHL

Houve diferenga com significancia estatistica entre os valores
de transaminases (P <0,01) e DHL (P <0,05) entre o grupo
controle e o grupo [ /R, (Tabela 2).

120

TABELA 2 - Resultados das dosagens de ALT, AST e DHL segundo
os grupos estudados. Houve diferenca com significincia
estatistica entre o grupo controle e o grupo I, /R, * para
as dosagens de ALT e AST (P< 0,01), e para a dosagem de
DHL (P< 0,05); n = 6 para cada grupo

GRUPOS ALT AST DHL
Controle 74,7 + 22,8 119,0 + 31,7 285,7 + 51,6
I 132,8 + 66.0 156,20 + 49,20 272,20 = 205,10
LR, 380,67 + 185,6 2783 = 93,5 570,0 = 300,0
LR, 2.989,0  1056,0%  1.268,0 = 371,0%  2.887,0 + 1213*

Lipoperoxidacio

Os valores referentes as dosagens das substancias reagentes
ao acido tiobarbitirico (SRATB) mostraram diferengas com
significdncia estatistica entre o grupo I /R, € 0s grupos controle
e L, P <0,05 (Figura 1).
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FIGURA 1 - Valores de malondialdeido em nmoL MDA/mg de proteinas
em figado de cdo segundo os grupos estudados. Hé diferenca
com significAncia estatistica entre o grupo I 45/ R € 08 grupos
controleeI_, P <0,05
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DISCUSSAO

A lesdo por isquemia e reperfusdo do figado ¢ fendmeno
pouco compreendido e motivo de grande nimero de importantes
publicagdes cientificas. Ha varios métodos para avaliar e
quantificar a lesdo. As dosagens séricas de transaminases ¢ DHL
sdo parametros classicos de lesdo dos hepatdcitos e sdo usadas
praticamente em todos os trabalhos que tém como objetivo
o estudo da lesdo de isquemia e reperfusdo, pois sdo de facil
reprodugdo e baixo custo.

Em grande niimero de trabalhos, os animais sdo submetidos
desde poucos até 120 minutos de isquemia por periodos de
reperfusdo que variam de minutos até varios dias, com os mais
variados objetivos.

Ratos submetidos a 45 minutos de isquemia passam a apresentar
aumentos significativos das transaminases, ja aos 15 minutos de
reperfusdo e aos 60 chegam a apresentar valores 30 vezes maiores
que os valores basais'?. Apés 60 ou 90 minutos de isquemia
apresentam maior aumento das transaminases, entre 1 e 3 horas
de reperfusdo. No presente trabalho, o grupo I, /R, mostrou
aumento dos seus valores séricos, sem significancia estatistica
com relagdo aos controles. Entretanto, o grupo I, /R, mostrou
claro aumento dos valores de transaminases, semelhantes aos
publicados na literatura, evidenciando que o modelo aqui
utilizado foi suficiente para induzir lesdo celular por isquemia
e reperfusdo do figado.

A literatura mostra dados conflitantes com relagdo a
lipoperoxidagdo no figado reperfundido, havendo estudos bem
conduzidos que sugerem ser pouco provavel que a peroxidacao
de lipidios seja o principal fator responsavel pela lesdo do
parénquima hepatico, embora ndo se possa excluir que a
lipoperoxidagdo seja o mecanismo de lesdo em compartimentos
limitados do figado, por exemplo, células de Kupfter, neutrofilos
e célular endoteliais!®.

No presente estudo documentou-se aumento da geragdo
de substincias reativas ao acido tiobarbitarico, diretamente
proporcional ao tempo de isquemia e reperfusdo, com aumento
significativo apenas no grupo I /R , . Sdo resultados concordantes
com os observados por MA!®, que sugerem que a extensdo da
lesdo por isquemia e reperfusdo esta correlacionada ao conteudo
de MDA nos tecidos reperfundidos, e com a proposigdo de
YOSHIKAWA et al.®» de que as espécies reativas de oxigénio
e a peroxidag@o de lipidios tém importante papel na lesao por
isquemia e reperfusdo do figado. A metodologia empregada
nesse estudo ndo permite distinguir se os valores aumentados
de MDA no grupo I, /R, sdo causados pela peroxidagdo de
lipidios de hepatocitos ou de outras células (células de Kupffer
e leucocitos), mais vulneraveis a esse tipo de lesdo por ndo
possuirem as defesas antioxidantes naturais dos hepatocitos. Os
presentes resultados indicam que ha aumento da lipoperoxidagao
no figado reperfundido, utilizando-se o modelo aqui proposto,
mas ndo permitem afirmar que a peroxidagao de lipidios seja o
mecanismo principal da lesdo do parénquima hepatico.

Pode-se medir o consumo de O, em mitocondrias isoladas por
meio de tragos polarograficos. Esses tragos refletem o estimulo
do consumo de O, (estado 3) obtido pela adi¢do de pequena
quantidade de ADP, seguido por diminuigao na taxa respiratoria
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devido ao consumo do ADP (estado 4). Essa seqiiéncia pode ser
repetida por outras adigdes de ADP, até que ocorra o esgotamento
do O, (estado 5). A relagdo entre a taxa de respiragdo ativa (estado
3) e de repouso (estado 4) ¢ referida como RCR e ¢ medida da
certeza do acoplamento entre a transferéncia de elétrons pela
cadeia respiratoria e a fosforilagdo oxidativa, indicando a qualidade
da preparacdo mitocondrial e sua capacidade em acelerar a
respiragao sob condigdes de demanda de energia, conservada a
energia livre das reagdes de 6xido-reducdo na forma de ATP®.
Valores baixos de RCR, comparados aos respectivos controles,
indicam altera¢des em um ou mais componentes da cadeia
respiratoria e, portanto, do estado energético celular.

A regulagdo da taxa respiratoria de um tecido pela oferta de
ADP ¢ situagao fisiologica normal. Quando o tecido é submetido a
isquemia total, as reservas de ATP continuam sendo convertidas a
ADP + Pi e as fosfocreatinas sdo convertidas a creatina, liberando
fosfatos de alta energia. Se ha acimulo de ADP, ha estimulo
a respiragdo, que ndo pode ser ativada, pois ndo ha oferta de
0,. A taxa de fosforilagdo diminuira, ndo se restabelecendo os
estoques celulares de ATP!?, indispensaveis para a manutengao
da integridade e para o exercicio da funcdo celular. O ATP ¢
produzido pela mitocondria e a lesdo mitocondrial pode levar
a morte celular, portanto, a concentragdo de ATP é importante
pardmetro de viabilidade celular®V.

Os resultados encontrados indicam que nao ha prejuizo para
a respiragdo celular em estado de repouso (estado de auséncia
de ADP) das mitocondrias. O estudo dos valores do estado 3
(respiragdo ativada por ADP) mostra diminuig@o dos valores de
consumo de O, se as mitocondrias sdo estimuladas com ADP.
Embora haja clara tendéncia para a diminui¢do dos valores
referentes ao estado 3, o tratamento estatistico por meio de analise
de variancia ndo mostrou diferencgas entre os valores encontrados.
Como resultado disso, a RCR também nio mostrou diferengas
significantes. GONZALEZ-FLECHA et al.® documentaram
diminuic3o significativa dos valores relativos ao estado 3 somente
apos 120 minutos de isquemia sem reperfusdo, ou 60 minutos
de isquemia seguidos por 30 minutos de reperfusao em figados
de ratos, ¢ nenhuma diminuic¢ao dos valores relativos ao estado
4, mesmo apods 180 minutos de isquemia, ou 180 minutos de
isquemia seguidos por 30 minutos de reperfusdo. Sdo valores
proximos aos observados neste experimento.

Por que nio houve impedimento da atividade respiratoria
mitocondrial, mesmo no grupo em que houve clara lesdo celular? E
possivel que, se os caes tivessem sofrido isquemia por tempo pouco
mais prolongado, as lesdes mitocondriais fossem mais evidentes no
grupol, /R, . Durante o perfodo de isquemia, aimportante diminuigao
na oferta de O, para a cadeia respiratoria limita a fosforilagdo oxidativa
e aperoxidagao lipidica. A capacidade respiratdria dos tecidos nessas
condigdes esta perigosamente diminuida e as reservas de ATP nao
podem ser refeitas. Durante a reperfusdo, a oferta de O, permite que
se restabeleca o metabolismo oxidativo, e também o aparecimento
do estresse oxidativo. Seguramente, a gravidade do estresse oxidativo
depende do tempo de isquemia. Em figados de ratos, 60 minutos
de isquemia sem hipotermia resultam em lesdo celular reversivel e
o consumo de O, retorna aos valores basais quando a oferta de O,
¢ restabelecida. Tempos maiores de isquemia (120-180 minutos)
seguidos por reperfusdo, resultardo em lesdo celular irreversivel©.
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Esses achados sdo compativeis com as observagdes do presente
estudo. Os valores relativos ao estado 3 ndo mostraram diferengas
significativas porque o tempo de isquemia foi relativamente curto,
embora tenha sido possivel observar a tendéncia a diminuigdo do
consumo de O, na presenca de ADP, a medida que se aumentou o
tempo de reperfusdo. A diminuigdo da utilizagao do O, mediante a
oferta de ADP reflete o grau de impedimento funcional da cadeia
respiratoria como resultado da lesdo por isquemia e reperfusdo.

O potencial elétrico da membrana mitocondrial (A'Y) pode ser
aferido utilizando a mesma fragdo mitocondrial usada para determinagao
do consumo de O, (método polarografico). A membrana interna
atua como sistema polarizado internamente com cargas negativas,
que funcionam como sitios de ligagdo para corantes lipofilicos,
por exemplo a safranina®. E possivel avaliar A¥ quantificando o
numero de sitios de ligagdo. A intensidade de fluorescéncia indica,
de maneira inversamente proporcional, o grau de energizagdo da
membrana interna, ou seja, o potencial de membrana. Uma vez
estabilizado o AY, adiciona-se um desacoplador, o protonoforo
FCCP [carbonil cianeto p-(trifluoro-metoxi) fenilhidrazona]®. Esses
acidos lipossoluveis fracos podem transpor a barreira lipidica da
membrana mitocondrial sem transitar pela ATP-sintetase. Depois
de entrar na matriz mitocondrial na forma protonada, por outra via
para o fluxo de H" que ndo a da ATP sintetase, eles se dissociam
do proton. Esse fato elimina o gradiente de protons gerado pela
cadeia transportadora de elétrons e, portanto, elimina o potencial de
membrana. Ha interrupgdo da sintese de ATP sem bloquear a captagdo
de O, pois tanto a oxidagdo de substratos, quanto o transporte de
elétrons e o bombeamento de H' continuam, mesmo na auséncia de
ADPU# 1719 O potencial de membrana ¢é avaliado em fluorimetro
com comprimentos de onda de 495 nm para excitagdo e 586 nm
para emissdo, sendo o indicador usado a safranina O. Os valores
obtidos sdo comparados a valores controles e sdo apresentados
como medida fluorimétrica equivalente ao potencial de membrana
mitocondrial interna.

Os resultados do presente estudo ndo mostraram alteragdes no
potencial de membrana celular das mitocondrias, achado que pode
ser facilmente explicado pelos resultados obtidos nos parametros de
respiragdo celular. Se ndo houve diferencas significativas nos parametros
de respiragao celular, o resultado observado ¢ o esperado.

Esses resultados nao contradizem a teoria mitocondrial, que
explica a lesdo celular causada pela geragdo de radicais livres
pela mitocondria reperfundida. O fato das mitocondrias nao
sofrerem impedimento da fosforilagao oxidativa, significativamente
demonstravel no grupo I, R, ndo significa que ndo tenha havido
geragdo de radicais livres pelas mitocondrias reperfundidas,
capazes de causar a lesdo celular observada, uma vez que o
método utilizado nesse experimento nao avaliou a geragdo de
radicais livres pelas mitocondrias reperfundidas.

A interpretagao dos dados obtidos permite afirmar que, embora
se possa observar lesdo de hepatocitos com extravasamento de
enzimas no grupo I, /R e tendéncia a diminuigdo dos valores
relativos ao estado 3 proporcional ao tempo de isquemia e
reperfusdo, ndo houve lesdo mitocondrial suficiente nesse grupo
para que diferengas significantes entre os grupos estudados fossem
documentadas. As mitocondrias ainda eram capazes de gerar ATP,
mesmo com evidente sofrimento celular. Os resultados sugerem
que embora tenha havido lesdo de hepatécitos no grupo I, /R, ,
ndo houve prejuizo irreversivel para a fosforilagdo oxidativa.

CONCLUSAO

A analise dos dados pelos instrumentos matematicos
escolhidos, dentro das condi¢des em que esse experimento foi
realizado, permite concluir que a lesdo por isquemia e reperfusao
do figado de cées pode ser documentada sem que haja prejuizo
demonstravel para a fungdo mitocondrial.

Dados referentes a respiragdo mitocondrial podem ndo mostrar
diferengas expressivas em relagdo aos controles, mesmo em situagdes
de evidente lesdo tecidual por isquemia e reperfusdo do figado. Essa
observagao sugere que embora a atividade mitocondrial possa ser
marcador de lesdo hepatica grave, ndo pode ser utilizada como marcador
universal da lesdo por isquemia e reperfusao do figado canino.
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ABSTRACT - Background - Mitochondrial respiratory activity is associated with hepatic ischemia/reperfusion injury. Aim - To determine
in vitro whether hepatic ischemia/reperfusion injury may be detected regardless mitochondrial respiratory activity. Material and Methods

— Twenty-four heartworm-free mongrel dogs of either sex were randomized in the following groups: control, sham-operated dogs; I
dogs subjected to 30 min of ischemia e 60 min of reperfusion of liver; I, /R

subjected to 60 min of liver ischemia; I, /R,

«» dogs

1o @nimals subjected

to 45 min of ischemia and 120 min of reperfusion of liver. Blood and liver samples were taken after surgery to be processed. Mitochondrial
respiratory activity was measured with a Clark-type oxygen electrode and mitochondrial membrane potential was calculated. lactic
dehydrogenase, aspartate amino transferase and alanine aminotrasferase activities were determinated using laboratory kits, and malondialdehyde

content in liver samples was estimated. Results - The group I, /R

120

showed increases of serum aminotransferase, lactic dehydrogenase and

malondialdehyde in liver samples. Whereas no changes were registered in mitochondrial respiratory activities and mitochondrial membrane

potential, a tendency of decrease in the rate of active respiration (state 3) could be observed. Conclusion - Under the conditions of this

study, the results suggest the data from mitochondrial respiratory activity could show no significance difference among groups in hepatic

ischemia/reperfusion injury. Hepatic ischemia reperfusion injury can be detected regardless mitochondrial respiratory activity.
HEADINGS — Mitochondria, liver. Reperfusion injury. Oxidative phosphorylation. Liver.
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