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Resumo  
 

A transplantação hepática é a única opção terapêutica com caráter definitivo, para 

situações de doença hepática crónica terminal ou falência hepática aguda. A 

insuficiência de órgãos é um dos principais obstáculos à transplantação, pelo que, todo 

o esforço realizado no sentido de aumentar a quantidade/qualidade dos órgãos 

disponíveis terá impacto na sobrevida dos doentes.  

Na transplantação hepática ocorre um processo específico de isquemia/reperfusão, 

onde o fígado é completamente revascularizado após um período de hipoxia, induzida 

inicialmente pelo frio e posteriormente pela reperfusão de sangue venoso.  

Em consequência deste processo de isquemia/reperfusão podem resultar lesões 

celulares. Dos mecanismos celulares e moleculares envolvidos, sabe-se que uma das 

principais alterações ocorre ao nível do metabolismo energético envolvendo a função 

mitocondrial. 

O objetivo desta dissertação foi identificar o papel da disfunção mitocondrial no contexto 

da transplantação hepática, realizando para tal, um estudo clínico em fígados humanos 

utilizados na transplantação hepática e transpor esses eventos para o modelo animal 

de modo a identificar estratégias de proteção da função mitocondrial. 

O estudo clínico consistiu em isolar mitocôndrias de fígados a partir de duas biópsias 

hepáticas de tecido vivo, tendo uma sido colhida no final do período de isquemia fria e 

a outra após reperfusão arterial. Esta análise permitiu identificar nos fígados dos 

doentes submetidos a transplante hepático, que a disfunção mitocondrial está 

intimamente relacionada com a lesão induzida pela isquemia/reperfusão e que a 

disponibilidade bioenergética se encontra diminuída após a reperfusão. Identificou-se 

que variações nos tempos de isquemia fria não interferem nas alterações dos 

parâmetros de função mitocondrial nem da disponibilidade bioenergética. Definiram-se 

biomarcadores clínicos (transaminase glutâmico-oxalacética, bilirrubina direta, lactato 

arterial) como novos fatores de prognóstico precoce da evolução clínica no pós-

operatório do transplante hepático.  

No estudo experimental realizado no rato, como modelo animal, verificou-se que tal 

como no estudo clínico, a disfunção mitocondrial está intimamente relacionada com a 

lesão induzida pela isquemia/reperfusão. Verificou-se que a variação nos tempos de 

isquemia fria não agrava as alterações dos parâmetros de função mitocondrial nem da 
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disponibilidade bioenergética. Os estudos sobre reperfusão hipotérmica demonstraram 

um efeito protetor sobre a função mitocondrial com repercussão na disponibilidade 

bioenergética tecidular.  

Foi estudado o efeito da adição de Berberina à solução de preservação identificando-se 

o seu papel protetor na atividade mitocondrial e na preservação bioenergética. Inferiu-

se que este papel se deve à expressão 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 prognósticos clínicos e 

contribuiu para o desenvolvimento de novas estratégias de proteção mitocondrial, que 

poderão levar a uma melhoria dos resultados clínicos na transplantação hepática. 

 

 

 

 

 

 

 

Palavras-chave: Transplantação hepática, Isquemia/Reperfusão, Mitocôndria, 

Bioenergética, Soluções de preservação hepática  
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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 transplantação hepática e da atividade 
mitocondrial 
 

 

Transplantação hepática  
 

A transplantação hepática é a única opção terapêutica, com caráter definitivo, no 

tratamento de doentes em falência hepática aguda ou com doença hepática terminal. 

Estima-se que na atualidade, o número de transplantes hepáticos realizados na Europa 

e nos Estados Unidos da América seja de 6000 transplantes/ano, com taxas de 

sobrevivência 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 não ter havido necessidade de realizar terapêutica 

imunossupressora.  

Antes de 1960 foram iniciados os primeiros trabalhos de investigação na área da 

transplantação hepática. Em 1963, Thomas Starzl, que até a essa data tinha liderado a 

maioria das investigações utilizando cães como modelo animal, foi o primeiro a efetuar 

um transplante hepático ortotópico no ser humano, que não teve êxito por complicações 

relacionadas com o procedimento cirúrgico. Apesar deste feito, só em 1967, é que foi 

realizado com sucesso o primeiro transplante hepático [3, 4].  

Fortner, em 1970, descreveu pela primeira vez a utilização de fígado heterotópico. Este 

facto contribuiu, para que mais tarde, fossem desenvolvidas diferentes técnicas 

cirúrgicas, sendo de salientar o transplante hepático auxiliar (procedimento no qual o 

órgão nativo pode ser preservado quando se espera uma recuperação do órgão) e a 

divisão hepática (Split-liver) que possibilitou a utilização de fígados de dadores vivos na 

transplantação hepática [5-7]. 

Na década de 80, um dos principais problemas da transplantação hepática estava 

relacionado com a baixa taxa de sobrevivência que se aproximava dos 20 % aos 5 anos. 

Esta realidade foi alterada devido ao desenvolvimento de fármacos imunossupressores, 

sendo de realçar a descoberta da ciclosporina, que ao reduzir a taxa de rejeição, 

permitiu que o transplante hepático se tornasse uma realidade clínica [8, 9].  

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

transplante hepático fosse uma opção terapêutica com caráter definitivo nas situações 
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de doença hepática terminal, assistindo-se desde aí, a uma enorme proliferação de 

centros especializados de transplantação [10].   

A transplantação hepática reveste-se de primordial importância no tratamento de 

doentes com insuficiência hepática, e que graças aos avanços nos conhecimentos e 

aos resultados obtidos, permitiu um alargamento progressivo das suas indicações [11]. 

No início da transplantação hepática, o tratamento de tumores hepáticos malignos era 

pouco expressivo, dada a elevada percentagem de recorrência e a baixa taxa de 

sobrevivência aos 5 anos (15,2 %). Esta realidade tem sido progressivamente alterada, 

como consequência da melhoria dos aspetos técnicos associados à aquisição de novos 

conceitos no domínio da oncologia e da imunologia [12, 13]. Estes factos, permitiram a 

fusão da cirurgia de transplantação à oncologia cirúrgica, condicionando o início de uma 

mudança de paradigma no tratamento multidisciplinar dos tumores hepáticos [14-17].  

Na atualidade a transplantação hepática é uma opção terapêutica que possibilita a 

obtenção de taxas de sobrevivência superiores a 90 %, derivados da melhoria no 

seguimento do doente com insuficiência hepática, associados à seleção e preservação 

dos órgãos e a alocação destes de acordo com o grau de gravidade dos doentes [18].  

 

Indicações e contraindicações 
 

A transplantação hepática é uma opção terapêutica válida quer na idade pediátrica quer 

em adultos, e pode estar indicada num amplo espetro de doenças hepáticas, onde se 

incluem a falência hepática aguda/crónica, as alterações metabólicas/congénitas e 

algumas neoplasias hepáticas. Independentemente das condições etiológicas que estão 

na génese destas indicações, todas apresentam um denominador comum que se 

caracteriza pelo início de um quadro de descompensação hepática (Tabela 1) [19-21].  
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Indicações para Transplantação Hepática 

Insuficiência hepática aguda 

Hepatite vírica 

Lesões induzidas por tóxicos (paracetamol, cogumelos, outros)  

Doença de Wilson fulminante  

      Tirosinemia fulminante  

Insuficiência hepática crónica 

       Doença colestática (cirrose biliar primária, colangite esclerosante primária, atresia biliar, síndromes 

de colestase familiar) 

       Doença hepatocelular (hepatite vírica, cirrose alcoólica, hepatite autoimune) 

       Doença Vascular (Budd-Chiari, doença veno-oclusiva) 

       Esteatose severa  

Neoplasias/Lesões ocupando espaço 

       Carcinoma hepatocelular 

       Hepatoblastoma 

       Hemangioendotelioma 

       Tumor neuroendócrino metastático 

       Doença hepática poliquística 

       Adenomatose múltipla 

Doenças Metabólicas 

       Défice de α1- antitripsina 

       Polineuropatia amiloidótica familiar (PAF) 

       Doença de Wilson 

       Tirosinemia 

       Hemocromatose 

       Doença de armazenamento do glicogénio tipo I e IV 

       Fibrose quística 

       Protoporfíria eritropoiética (EPP) 

       Síndrome de Crigler-Najjar 

       Oxalose 

       Défice enzimático do ciclo da ureia 

       Deficiência de proteína C 

       Hemofilia A 

Falência do enxerto 

       Rejeição (aguda ou crónica) 

       Falência primária do enxerto 

       Problemas técnicos 

 
TABELA 1- INDICAÇÕES PARA TRANSPLANTAÇÃO HEPÁTICA 

 



Conceitos gerais de transplantação hepática e da atividade mitocondrial 

6 

Nos EUA, as principais indicações clínicas para transplantação hepática são a cirrose 

não colestática (73 %), seguida da doença hepática colestática (10 %) (Figura 1) [22].  

 

 

FIGURA 1- DISTRIBUIÇÃO POR DIAGNÓSTICO CLÍNICO DOS DOENTES EM LISTA DE ESPERA 

PARA TRANSPLANTAÇÃO HEPÁTICA NOS EUA  

 

As indicações variam de acordo com a idade dos doentes. Na idade pediátrica, a 

indicação mais frequente é a atresia biliar (58 %), enquanto nos adultos a indicação 

mais comum é a doença hepatocelular crónica não colestática como consequência da 

elevada frequência de cirrose derivada da infeção provocada pelo vírus da hepatite C. 

Como consequência da recente introdução na prática clínica de fármacos para o 

tratamento da hepatite C (sofosbuvir e ribavirina), poderemos vir a assistir nos próximos 

anos a uma diminuição do número de transplantes por esta causa (Figura 2) [22].  
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FIGURA 2- CARACTERÍSTICAS EVOLUTIVAS DAS INDICAÇÕES CLÍNICAS PARA TRANSPLANTE 

HEPÁTICO NOS EUA  

 

Em termos gerais, as contraindicações estão diretamente relacionadas com as 

comorbilidades dos doentes, que podem impossibilitar a realização de um procedimento 

desta magnitude. O potencial candidato deve ser alvo de um estudo exaustivo, onde se 

incluem uma avaliação da função cardíaca, pulmonar, renal, a análise do estado mental 

e a caracterização socioeconómica, aspetos fundamentais que permitem determinar o 

risco/benefício individual.  

As contraindicações para a realização de um transplante hepático, podem ser divididas 

em dois grupos: absolutas e relativas (Tabela 2) [23]. 
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Contraindicações 

Absolutas 

Défices cognitivos ou incapacidade em cumprir tratamento de imunossupressão 

Infeção sistémica não controlada 

Doença cardiopulmonar avançada 

Etilismo ativo ou consumo de drogas 

Síndrome da imunodeficiência adquirido (AIDS) 

Carcinoma hepatocelular metastático 

História pessoal de doença oncológica recente 

Alterações anatómicas que impeçam a transplantação 

Relativas 

Idade superior a 75 anos 

Sepsis de origem hepatobiliar 

Colangiocarcinoma 

Infeção por HIV 

Falência multiorgânica necessitando de suporte cardiopulmonar 

Malnutrição severa 

 

TABELA 2- CONTRAINDICAÇÕES ABSOLUTAS E RELATIVAS PARA TRANSPLANTAÇÃO 

HEPÁTICA 

 

Insuficiência de órgãos e sistema de alocação de órgãos  
 

A principal limitação da transplantação está relacionada com a falta de órgãos. Esta 

insuficiência de órgãos levou ao desenvolvimento de sistemas de classificação, 

baseados em dados objetivos, com a finalidade de permitir alocar de uma forma mais 

eficaz os órgãos disponíveis. Na atualidade, a maioria dos países adotou um sistema 

de classificação numérico denominado por MELD (model for end-stage liver disease), 

baseado nas condições clínicas do doente, permite determinar qual a probabilidade de 

mortalidade por doença hepática crónica em 3 meses (Tabela 3) [24, 25].  
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Escala de MELD 

(probabilidade de mortalidade em 3 meses) 

≥40 — 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 classificações anteriores à escala de MELD caíram em desuso, pois baseavam-se 

em dados subjetivos. Por exemplo, a classificação de Child-Turcotte-Pugh, não é 

facilmente mensurável visto ser baseada na quantificação do grau de ascite ou do grau 

de encefalopatia, podendo originar assimetrias na caracterização do risco clínico dos 

doentes.  

Para o cálculo destes modelos são 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 após 

transplante [26, 27].   

Os doentes com quadros clínicos mais graves, têm preferência na atribuição dos órgãos, 

possibilitando deste modo, uma priorização da lista de espera de acordo com a 

gravidade das situações clínicas. No caso, de dois ou mais doentes terem os mesmos 

valores de MELD, a prioridade será atribuída ao doente que se encontra há mais tempo 

em lista de espera.  

Na idade pediátrica, até aos 12 anos de idade, utiliza-se a escala PELD (pediatric end-

stage liver disease) cujo cálculo 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- CORRELAÇÃO DE SOBREVIVÊNCIA ENTRE OS MODELOS MELD E PELD  

 

Quando os doentes têm os mesmos valores de MELD e PELD, por princípio, o órgão 

deverá ser alocado ao doente com idade pediátrica.  

Existem algumas exceções à escala de MELD, sendo de salientar os hepatocarcinomas, 

seguido de outras patologias menos frequentes como a amiloidose, a hipertensão 

portopulmonar e a síndrome hepatopulmonar [31-33].  

Durante a década de 1990, foram introduzidos na prática clínica os critérios de Milão, 

com o objetivo de selecionar dentro dos doentes cirróticos com hepatocarcinoma, 

aqueles com indicação para transplante hepático. Com base nestes critérios (tumor 

único até 5 cm ou três tumores com dimensões até 3 cm cada e ausência de trombose 

na veia porta) houve uma melhoria da sobrevivência aos 5 anos de 70 % e redução da 

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

Tendo por objetivo a avaliação prognóstica e a estratificação das diversas opções 

terapêuticas, surgiram outros sistemas de estadiamento clínico dos doentes com 

hepatocarcinoma. O sistema mais utilizado é a classificação de Barcelona Clinic Liver 

Cancer (BCLC), baseada em estudos randomizados controlados, e que inclui a 

classificação de Child-Pugh, escalas de performance clínica (ECOG) e dados relativos 

à caracterização do tumor (nódulo solitário ou multinodular, invasão vascular ou 

disseminação extra-hepática) [36].  
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Aspetos técnicos da transplantação hepática 
 

Na transplantação hepática o órgão é implantado na sua localização nativa (transplante 

ortotópico), contrariamente ao que acontece na transplantação renal, na qual o órgão é 

colocado numa posição distinta da sua localização habitual (transplante heterotópico).  

Os transplantes ortotópicos são procedimentos mais complexos, pois no caso do fígado, 

obriga à realização de uma hepatectomia total do fígado nativo e posterior implante total 

ou parcial do enxerto.  

A hepatectomia total para remoção do fígado nativo, é um procedimento que pode ser 

extremamente complicado, tendo em conta a patologia de base dos doentes (ex. 

hipertensão portal, coagulopatia) e, como tal, condicionar uma maior variabilidade no 

tempo necessário para a sua realização.    

Durante a fase anepática, que compreende o período de tempo entre a remoção física 

do fígado nativo e que termina com o início da recirculação sanguínea no enxerto 

hepático, pode ser acompanhada de graves alterações hemodinâmicas, hematológicas 

e metabólicas [37]. Nesta fase, o fluxo sanguíneo pela veia porta e eventualmente pela 

veia cava encontra-se obstruído, condicionando hipertensão quer esplâncnica quer do 

sistema venoso sistémico. Como tal, para manter a estabilidade hemodinâmica, é 

prática comum a realização de um shunt entre a veia porta e a veia cava infra-hepática 

do hospedeiro, promovendo o restabelecimento do retorno venoso central. Caso não se 

efetue, por opção do cirurgião ou por envolvimento da veia cava, haverá necessidade 

de manter um suporte anestésico cuidado, com eventual administração de fármacos 

vasopressores e expansores do volume, de modo a minorar o impacto destas 

alterações. 

As anastomoses vasculares só começam a ser realizadas quando o campo cirúrgico se 

encontra preparado para receber o órgão, pelo que só nessa fase é que o implante é 

retirado da solução de preservação a 4 °C. Classicamente inicia-se com a anastomose 

da veia cava supra-hepática e posteriormente seguem-se por ordem sequencial a 

anastomose da veia cava infra-hepática, da veia porta, da artéria hepática e finalmente 

da via biliar principal, embora esta ordem possa variar tendo em conta a preferência do 

cirurgião ou a anatomia e as circunstâncias fisiológicas de cada doente.  

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

hepática do dador à confluência das veias hepáticas do recetor. Nesta técnica a veia 
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cava infra-hepática do enxerto é suturada, limitando a extensão da dissecção 

retroperitoneal e eliminando a necessidade de realizar um bypass veno-venoso, 

contribuindo deste modo para a diminuição da fase anepática, preservando a 

estabilidade cardiovascular por manutenção do fluxo venocava. A técnica de piggyback 

é necessária quando não dispomos da veia cava do dador, como acontece no 

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

A técnica de Split baseia-se no facto do fígado ser composto por vários segmentos 

anatómicos (I-VIII), pois cada uma dessas unidades tem irrigação sanguínea, drenagem 

venosa e biliar tornando possível a partição hepática. Por norma, o Split é utilizado em 

pacientes com idade pediátrica (incluindo os segmentos II e III ou os segmentos II, III e 

IV) ou em adultos (incluindo os segmentos I, V, VI, VII e VIII ou os segmentos I, IV, V, 

VI, VII e VIII). A partição hepática permitiu a realização de transplantes hepáticos a partir 

de fígados provenientes de dadores vivos, sendo mais comum o transplante de adulto 

para criança. A transplantação de fígado de dador vivo entre adultos é mais limitada, 

pois o lobo esquerdo pode ser insuficiente, podendo levar à falência hepática pós-

transplante [41, 42].  

 

Complicações da transplantação hepática 
 

Complicações precoces 
 

Imediatamente após a realização de um transplante hepático é possível aferir se o órgão 

está funcionante através da monitorização dos parâmetros de coagulação, da produção 

de bílis e da clearance de lactato [43, 44]. A monitorização da função hepática é fulcral 

para o sucesso do transplante, pois de acordo com a literatura, 2 % dos transplantes 

hepáticos não são funcionantes (disfunção hepática primária), processo que pode ser 

fatal a menos que se realize um retransplante. 

A monitorização de possíveis complicações vasculares relacionadas com a trombose 

venosa e/ou arterial, é realizada com controlo seriado por ecografia com Doppler, para 

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

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

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

anastomose [47, 48].  

Outras complicações precoces estão relacionadas com a hemorragia e com a produção 

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

 

Complicações tardias 
 

As complicações tardias da transplantação hepática estão relacionadas com a rejeição 

do enxerto, com a terapêutica imunossupressora e com a possibilidade de recidiva da 

doença hepática [52].  

Tipicamente os episódios de rejeição são assintomáticos, cuja suspeita tem por base 

alterações das provas hepáticas, o que obriga à realização de biópsias hepáticas para 

confirmação do diagnóstico. Nestes casos, ao confirmar-se a rejeição do órgão, pode 

aumentar-se a terapêutica imunossupressora ou nos casos mais severos haver 

necessidade de administrar corticosteroides [53, 54].  

As principais complicações da terapêutica imunossupressora estão relacionadas com o 

aumento da suscetibilidade às infeções, com alterações no sistema cardiovascular e 

com o eventual aumento da incidência de outros tumores primários (ex. cólon, mama...), 

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

A taxa de recidiva após transplante por hepatite C é sobejamente conhecida. Apesar de 

raro, qualquer outra condição que leve à realização de transplante hepático pode 

recidivar e obrigar à realização de novo transplante [56-58].  

 

Alargamento dos critérios dos dadores 
 

Em Portugal, após um período de decréscimo do número de dadores e de transplantes 

hepáticos efetuados, assiste-se desde 2012 a um aumento progressivo destes dados. 

Apesar dessa melhoria, continua a registar-se uma discrepância entre o número de 

doentes a aguardar por um órgão e a sua disponibilidade, facto que representa na 

atualidade um dos maiores obstáculos à transplantação. Por forma a diminuir este hiato 

entre as necessidades e a disponibilidade de orgãos, passaram a utilizar-se órgãos 

previamente considerados inadequados para transplantação. Como tal, houve 

necessidade de estender os critérios de inclusão dos órgãos disponíveis para 
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transplantação, incluindo órgãos de dadores com idade mais avançada, com isquemia 

fria prolongada, dadores após paragem cardíaca e relativamente ao órgão, a utilização 

de fígados com graus variáveis de esteatose. Este alargamento dos critérios de inclusão 

foi de tal maneira expressivo, que atualmente representa nalguns centros, 2/3 da 

totalidade dos fígados disponíveis para transplante [54, 59].  

De salientar que a esteatose hepática, especialmente a macrovesicular, é um fator de 

risco major na cirurgia hepática. Encontra-se associada a um aumento do risco de 

falência do fígado transplantado, condicionando o sucesso da transplantação. Níveis de 

esteatose macrovesicular superiores a 30 %, condicionam uma redução da sobrevida 

do enxerto durante o primeiro ano, estimando-se que seja responsável pela rejeição de 

25 % dos fígados [60-62].  

 

Soluções de preservação 
 

Desde os anos 80, a colheita multiorgânica de um único dador tornou-se prática habitual, 

permitindo a padronização das técnicas de colheita. Neste período, o desenvolvimento 

de soluções de preservação foi fundamental para o sucesso da transplantação hepática, 

permitindo o armazenamento do órgão por períodos que podiam variar entre as 12 e as 

18 h, tornando possível a partilha de órgãos entre diferentes regiões [63].  

Existem diversas soluções de preservação hepática, sendo de salientar: a solução da 

Universidade de Wisconsin, a solução de histidina-triptofano-cetoglutarato (HTK) e a 

solução de Celsior (Tabela 4) [64, 65]. 
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Componentes  

(mMol/L)  
UW HTK Celsior 

Sódio 135 15 100 

Potássio 35 9 15 

Magnésio 5 4 13 

Cálcio 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 1 - - 

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- COMPOSIÇÃO DAS SOLUÇÕES DE PRESERVAÇÃO UW, HTK E CELSIOR 

 

A solução UW foi desenvolvida na década de 1980 tendo sido utilizada para preservação 

do fígado, rim e pâncreas. A base desta solução é complexa, pois é constituída por 

múltiplos compostos, à qual se associaram três moléculas (lactobionato, rafinose e 

hidroxietilamida) com o intuito de prevenir o edema dos tecidos e modelar o fluxo 

vascular [66, 67].  

A solução de HTK é eficaz na preservação do fígado e do rim. Apresenta baixas 

concentrações de sódio, de potássio e de magnésio e não contêm colóides [68-70]. A 

solução de Celsior é semelhante à solução de HTK, tendo sido originalmente 

desenvolvida para a preservação do coração. Apesar de ter especificidades 

semelhantes à solução UW, a composição eletrolítica do Celsior mimetiza o meio 

extracelular contrariamente à solução de UW que reproduz o meio intracelular [71]. A 

solução de Celsior contém lactobionato e manitol que, por serem macromoléculas, 
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permitem a manutenção do balanço osmótico e prevenção do edema celular, 

fenómenos que ocorrem durante o armazenamento do órgão no gelo. Esta solução, 

incorpora histidina e glutamato que funcionam como substrato energético fundamental 

para o metabolismo celular. A baixa viscosidade associada ao Celsior quando 

comparada com a solução UW, confere uma vantagem pelo menos teórica, dado que 

para além de permitir uma melhor perfusão da solução no órgão, no final da preservação 

é facilmente eliminada [72].  

Os diferentes componentes das soluções de preservação visam proteger ou minimizar 

o impacto induzido pelo processo de isquemia/reperfusão no enxerto hepático (Tabela 

5). 

 

 

TABELA 5- ESTRATÉGIAS DE PROTEÇÃO E FUNÇÃO BIOQUÍMICA DOS COMPONENTES DAS 

SOLUÇÕES DE PRESERVAÇÃO 

 

Habitualmente a preservação do fígado é estática, onde o órgão é mantido em soluções 

de preservação, a baixas temperaturas (2 – 4 °C) devidamente condicionado no gelo. A 

Estratégias de proteção Função 
Agentes químicos 

(Sol. Preservação) 

Prevenção do edema 

intracelular 

Macromoléculas permeantes Lactobionato (UW, Celsior), 

rafinose (UW), Manitol 

(Celsior, HTK) 

Prevenção do edema 

intracelular 

Coloides permeantes de 

membrana 

HES (UW) 

Manutenção do pH 

fisiológico 

Tampões  Fosfato (UW), Histidina 

(HTL, Celsior) 

Redução das lesões 

oxidativas induzida pelos 

radicais livres 

Antioxidantes  

 

Glutationa (UW, Celsior); 

Alopurinol (UW);  

Preservação do metabolismo 

energético celular 

Substratos precursores do 

metabolismo energético 

Adenosina (UW), Histidina 

(HTK, Celsior), Glutamato 

(Celsior) 

Manutenção da integridade 

celular  

Preservação da membrana 

celular 

Dexametasona (UW), 

Histidina (HTK, Celsior), 

Triptofano (HTK) 
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instilação das soluções de preservação ocorre após um período de dissecção e 

colocação de cânulas na veia porta/veia mesentérica inferior e na aorta. Por norma, a 

instilação de quatro litros de solução de preservação pela aorta e de dois litros pelo 

sistema porta através da veia mesentérica inferior, são suficientes para permitir uma 

adequada refrigeração do órgão. A hepatectomia do enxerto termina quando o fígado 

fica gelado adquirindo uma tonalidade mais esbranquiçada, como resultado da completa 

perfusão das soluções de preservação [73].  

Na atualidade a preservação hepática dinâmica encontra-se em investigação clínica, 

embora dados recentes do primeiro estudo randomizado demonstrem que se trata de 

um processo seguro e que poderá contribuir para um incremento do tempo de 

preservação do fígado [74]. Este processo de preservação consiste na aplicação de uma 

máquina que permite preservar e manter a perfusão do órgão ex vivo, utilizando diversas 

soluções de preservação, sob condições térmicas definidas (hipotermia ou 

normotermia). Os desenvolvimentos da preservação dinâmica poderão conduzir a 

alterações na forma como os órgãos são perfundidos, preservados e transportados [75, 

76].  

 

 

Histologia funcional do fígado 
 

O fígado é composto por inúmeras unidades básicas denominadas por lóbulos 

hepáticos, com uma estrutura semelhante a um hexágono. Em cada vértice, encontra-

se uma estrutura denominada por espaço porta, envolvida por tecido conjuntivo e 

constituída por uma arteríola (ramo terminal da artéria hepática), por uma vénula (ramo 

da veia porta) e por um ramo do ducto biliar. O sangue ao chegar aos espaços porta vai 

convergir para uma vénula hepática terminal (centrolobular) que posteriormente drena 

para a veia hepática (Figura 4). Neste trajeto, o sangue converge através dos sinusóides 

hepáticos, contactando através do espaço de Disse, com a superfície dos hepatócitos 

(Figura 5).  
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FIGURA 4- HISTOLOGIA DO LÓBULO HEPÁTICO NORMAL  
Presença do espaço porta, sinusóides hepáticos e veia hepática central (H&E).  

(Adaptado de Pathology Education Informational Resource (PEIR) Digital Library) 

 

 

FIGURA 5- REPRESENTAÇÃO ESQUEMÁTICA DO ESPAÇO PORTA TÍPICO 
Passagem do fluxo sanguíneo pelos sinusóides hepáticos em direção à vénula hepática 

terminal. Presença dos ductos coletores biliares. 

 

 

Entre o espaço porta e a vénula hepática terminal encontram-se as células hepáticas 

propriamente ditas. Estas podem ser classificadas em 3 categorias: as células do 

parênquima hepático onde se incluem os hepatócitos e as células epiteliais dos ductos 
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biliares; as células sinusoidais que compreendem as células endoteliais sinusoidais 

hepáticas e as células de Kupffer; e finalmente as células peri-sinusoidais constituídas 

pelas células estreladas hepáticas (células de Ito) e pelas células de pit (Figura 6) [77, 

78].   

 

 

FIGURA 6- ESQUEMA REPRESENTATIVO DA RELAÇÃO ESPACIAL ENTRE AS DIFERENTES 

CÉLULAS DO FÍGADO.  
Os sinusóides hepáticos são capilares sanguíneos fenestrados, localizados entre as placas de 

hepatócitos, que recebem sangue oxigenado da artéria hepática e sangue rico em nutrientes da 

veia porta. As células endoteliais sinusoidais são fenestradas sem membrana basal. O plasma 

sinusoidal entra em contacto com os hepatócitos no espaço de Disse. As células estreladas (Ito) 

encontram-se entre as células endoteliais e os hepatócitos. As células de Kupffer localizam-se 

no lúmen sinusoidal estão em contacto direto com as células endoteliais. Os canalículos biliares 

são minúsculos canais intercelulares, formados pelo contacto da membrana plasmática entre 

dois hepatócitos adjacentes, e que transportam bílis em direção aos ductos biliares. As células 

de pit não estão representadas.  

 

No adulto, os hepatócitos representam cerca de 60 % das células hepáticas, o que 

corresponde a 78 % do volume hepático. Os hepatócitos são células poliédricas grandes 

que medem aproximadamente 20 a 30 µm de diâmetro. São constituídos por grandes 

núcleos arredondados com cromatina dispersa na periferia e nucléolos proeminentes. 

O citoplasma é fortemente eosinófilo devido à elevada quantidade de mitocôndrias, 

apresentando uma fina granulação basófila como resultado da enorme quantidade de 

ribossomas livres e retículo endoplasmático [79]. 

Célula estrelada 
hepática  

(Célula de Ito) 

Hepatócito Canalículo biliar 

Espaço de 

Disse 
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Kupffer 

Membrana 

basolateral 

Células endoteliais 

sinusoidais 
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 O citoplasma é amplo, cuja aparência varia com o estado nutricional do indivíduo, pois 

quando este se encontra bem nutrido, o citoplasma tem a capacidade de armazenar 

quantidades significativas de lípidos e de glicogénio [80].  

A vascularização hepática é efetuada pela veia porta e pela artéria hepática. A veia porta 

é responsável por 70 a 80 % do aporte sanguíneo, que resulta da drenagem venosa do 

estômago, intestino, baço e pâncreas, sendo rico em nutrientes, mas pobre em oxigénio. 

Contrariamente, o sangue proveniente da artéria hepática é rico em oxigénio.  

O fígado representa 2,5 % do peso corporal total e recebe aproximadamente 25 % do 

débito cardíaco. Estima-se que o volume sanguíneo do fígado seja de 25-30 mL por 100 

gr de tecido hepático, que representa 10 a 15 % do total do volume sanguíneo corporal. 

A maioria do volume sanguíneo (60 %) encontra-se nos sinusóides hepáticos, enquanto 

os restantes 40 % distribuem-se pelos grandes vasos (artéria hepática, veia porta e 

veias hepáticas) [81]. 

 

 

Mitocôndria: considerações gerais e estrutura mitocondrial 
 

As mitocôndrias (mitos, filamento e condria, partícula) são organelos celulares, 

presentes no citoplasma das células eucarióticas e que habitualmente tem uma forma 

alongada. A principal função das mitocôndrias é a produção gradual de energia a partir 

das moléculas de ácidos gordos e de glicose provenientes dos alimentos, resultando a 

produção de ATP e de calor [82, 83].   

A energia utilizada pelas células resulta da progressiva quebra de ligações covalentes 

de moléculas de compostos orgânicos. As células não utilizam diretamente a energia 

proveniente dos hidratos de carbono e das gorduras, usam um composto intermediário, 

que resulta da energia contida nas moléculas de glicose e de ácidos gordos, 

denominado por adenosina trifosfato (ATP). O ATP tem duas ligações ricas em energia 

(~) e quando uma delas se quebra liberta aproximadamente 10 quilocalorias por mol 

(Figura 7).  

 

 

 



Parte I - INTRODUÇÃO 

21 

 

 

 

 

FIGURA 7- FÓRMULA DA ADENOSINA TRIFOSFATO (ATP) 

 

O ATP é um composto instável, embora facilmente utilizado pela célula, como 

consequência da elevada abundância da enzima responsável pela quebra da molécula 

de ATP (ATPase). Normalmente, apenas uma dessas ligações é quebrada, segundo a 

equação:  

 

      ATP                          ADP + Pi + energia 

 

O processo de oxidação lenta dos nutrientes, que conduz ao consumo de O2, à 

libertação de energia e à produção de água e CO2 denomina-se por respiração celular. 

A glicólise é o processo básico da respiração celular, que pode expressar-se pela 

seguinte equação química: 

 

                C6H12O6 + 6O2                                6CO2 + 6H2O + calor (energia) 

 

As mitocôndrias têm um diâmetro aproximado de 0,5 até 10 µm, e são constituídas por 

duas unidades de membrana, que envolvem um espaço interno denominado por matriz 

mitocondrial. As membranas mitocondriais são formadas por uma dupla camada de 

fosfolípidos contendo pequenas quantidades de outros lípidos, estando separadas pelo 

espaço intermembranoso. A membrana mitocondrial externa é lisa, tem elevado 

conteúdo de colesterol e é constituída por proteínas intercaladas ao longo da membrana 

(porinas) que formam canais com menos de 1 nm, tornando esta membrana muito 

permeável à passagem de moléculas com baixo peso molecular (< 5 kDa).  

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

contrário da membrana mitocondrial externa. Este fosfolípido contribui para dificultar a 
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passagem de partículas com carga elétrica através da membrana mitocondrial interna, 

facto funcionalmente relevante, pois uma elevada concentração de iões na matriz 

mitocondrial, iria alterar o gradiente que gera o fluxo de protões, resultando uma menor 

produção de ATP.   

Os fosfolípidos das membranas mitocondriais não são sintetizados nas mitocôndrias, 

mas no retículo endoplasmático liso, sendo transferidas para as mitocôndrias por 

proteínas transportadoras especiais.  

A membrana interna apresenta invaginações, denominadas por cristas, que permitem 

aumentar bastante a sua superfície. Na face interna da membrana mitocondrial interna, 

existem pequenas partículas denominadas por corpúsculos elementares, que medem 

10 nm de diâmetro onde se gera ATP e calor. No interior das mitocôndrias encontra-se 

uma substância finamente granular denominada por matriz mitocondrial. Esta matriz 

contém filamentos de DNA e ribossomas com diâmetro inferior aos observados no 

citoplasma (Figura 8) [84].   

As mitocôndrias, apesar da sua distribuição por todo o citoplasma, mudam 

frequentemente de posição aproximando-se dos locais citoplasmáticos 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.  

 

 

 

 

 

FIGURA 8- REPRESENTAÇÃO DOS PRINCIPAIS ELEMENTOS DA ESTRUTURA MITOCONDRIAL 
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A matriz mitocondrial é formada por um complexo concentrado enzimático, onde se 

incluem as enzimas do ciclo do ácido cítrico (ciclo de Krebs), da β-oxidação dos ácidos 

gordos e da replicação, transcrição e tradução do DNA mitocondrial [85].  

A membrana mitocondrial interna é constituída por um elevado conteúdo proteico, sendo 

de destacar os corpúsculos elementares com atividade de ATP-sintetase, as enzimas e 

proteínas que constituem a cadeia de transporte de eletrões e inúmeras proteínas que 

fazem parte de múltiplos sistemas de transporte ativo.  

Em 1966, foi descoberto o DNA mitocondrial (mtDNA), embora só em 1981 tenha sido 

completamente sequenciado. A mitocôndria apesar de ter o seu próprio genoma, é um 

organelo semiautónomo, na medida em que apesar de ter capacidade para se 

multiplicar de modo independente da divisão celular, depende para o seu funcionamento 

de proteínas codificadas nos genes do núcleo. A maior parte das proteínas mitocondriais 

são sintetizadas em polirribossomas livres no citoplasma, sendo posteriormente 

transferidas para o interior das mitocôndrias, num processo que é regulado por proteínas 

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 mãe, é 

constituído por 16.539 pares de bases nitrogenadas, não contém intrões e apresenta 37 

genes que codificam 13 proteínas essenciais para a cadeia respiratória, 22 tRNAs (RNA 

transferência), 2 rRNAs (RNA ribossómico) e 13 mRNAs (RNA mensageiro) [86, 87].   

As duas cadeias do mtDNA têm características diferentes e são divididas em cadeia 

pesada e cadeia leve. Os mamíferos apresentam um elevado número de cópias de DNA 

mitocondrial, e comparativamente com o DNA nuclear tem maior suscetibilidade em 

acumular mutações, devido à maior proximidade com a cadeia respiratória, local onde 

são produzidos radicais livres. A avaliação das mutações do genoma mitocondrial é 

extremamente difícil, dado que estas podem afetar a totalidade ou apenas parte das 

cópias, o que leva a que o fenótipo (expressão clínica) da mutação mitocondrial dependa 

da quantidade de DNA mitocondrial mutante [88]. 

 

 

Cadeia respiratória, fosforilação oxidativa e produção de energia 
 

Nas células eucarióticas, a degradação da glicose (glicólise) ocorre no citoplasma. A 

glicólise, também conhecida como via de Ebden-Meyerhof, é um processo comum a 

todos os seres vivos, é a primeira via metabólica da molécula de glicose e de outras 

http://knoow.net/ciencterravida/biologia/celula/
http://knoow.net/ciencterravida/biologia/cadeia-respiratoria/
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hexoses. De acordo com a utilização ou não de oxigénio, a glicólise pode ocorrer em 

condições de aerobiose ou de anaerobiose.  

A glicólise anaeróbia promove transformações 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 são aproveitadas [89].  

Em condições de aerobiose, o metabolismo da glicose continua com as restantes vias 

metabólicas produtoras de energia (ciclo do ácido cítrico e cadeia respiratória), que 

ocorrem no interior das mitocôndrias, pelo que é essencial que as mitocôndrias sejam 

funcionais.  

Na glicólise aeróbia, para além de 2 moles de ATP por cada mol de glicose obtidos pela 

via anaeróbia, são produzidas mais 36 moles de ATP como resultado da fosforilação 

oxidativa (Figura 9).   

 
 

FIGURA 9- ILUSTRAÇÃO DOS PRINCIPAIS PROCESSOS QUE OCORREM NA RESPIRAÇÃO 

CELULAR AERÓBIA.  
Inicialmente ocorre a entrada de acetil-CoA na matrix mitocondrial resultando a produção de 

eletrões, protões, CO2 e 2 moles de ATP. Os eletrões percorrem a cadeia respiratória 

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, 9ª 

edição) 

 

A fosforilação oxidativa é um processo metabólico no qual proteínas localizadas na 

membrana interna da mitocôndria, funcionam como enzimas ou transportadores, que 

catalisam a formação de energia por um processo quimiosmótico. De um modo mais 
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detalhado, o piruvato (derivado da glicólise) e os ácidos gordos atravessam a membrana 

mitocondrial até à matrix, onde geram acetato que ao ligar-se à coenzima A leva à 

formação de acetil-CoA. O acetil-CoA entra no ciclo do ácido cítrico, que após uma 

sequência cíclica de reações enzimáticas mediadas por desidrogenases leva a 

produção de ATP, eletrões e protões. Este processo tem um rendimento energético 

baixo pois apenas promove a síntese de duas moles de ATP por cada mole de glicose 

consumida. 

A cadeia transportadora de eletrões é constituída por enzimas e compostos não 

enzimáticos, cuja principal função é o transporte de eletrões, que libertam 

progressivamente essa energia para três lugares específicos na cadeia em que ocorre 

a síntese de ATP.  

Os eletrões produzidos no ciclo do ácido cítrico são captados por moléculas complexas 

como o NAD (nicotinamida-adenina-dinucleótido), o FAD (flavina adenina dinucleótido) 

e os citocromos que funcionam como transportadores de eletrões num processo de 

oxidação/redução. Por sua vez o hidrogénio produzido como resultado das reações será 

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

A componente exergónica do processo advêm da oxidação do NADH pelo oxigénio, 

devida à diferença de potencial de oxidação/redução do par redox O2 /H2O (Eº’= +0,815 

volt) em relação ao par NADH/NAD+ (Eº’= -0,315 volt), conduzindo a que os eletrões se 

desloquem do NADH para o O2 [91].   

Este conjunto de enzimas localizam-se na membrana mitocondrial interna, e são 

designados por complexos I, II, III, IV e V, constituindo a cadeia de transporte de eletrões 

(Figura 10) [92].  
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FIGURA 10- REPRESENTAÇÃO ESQUEMÁTICA DOS 5 COMPLEXOS DA CADEIA RESPIRATÓRIA 

MITOCONDRIAL.  
Complexo I (NADH desidrogenase); Complexo II (Succinato desidrogenase); Complexo III 

(Citoctomo c redutase); Complexo IV (Citocromo c oxidase); Complexo V (ATP sintase) 

(Adaptado de Perier and Vila, 2012) 

 

No início da cadeia respiratória, ocorre a transferência de eletrões para a ubiquinona 

(coenzima Q10) que é catalisada pelo dador NADH no complexo I e pelo succinato no 

complexo II. 

O complexo I, também conhecido como NADH desidrogenase, é uma enzima de 

grandes dimensões, possui 43 subunidades e uma massa molecular de 850 kDa, 

formada por proteínas codificadas quer nos genes do DNA nuclear quer no genoma 

mitocondrial.  

A reação catalisada por esta enzima consiste na redução da coenzima Q10 por dois 

eletrões provenientes do NADH. Assim, à medida que os eletrões passam através deste 

complexo, quatro protões são bombeados da matriz mitocondrial para o espaço 

intermembranar [93].  

O complexo II, constituído por quatro subunidades proteicas e um cofator dinucleótido 

de flavina-adenina (FAD), é onde ocorre a oxidação do succinato a fumarato. No 

complexo II não existe transporte de protões através da membrana, nem interferência 

na variação do fluxo de protões, provavelmente relacionado com o facto de esta reação 

ser menos exergónica comparativamente com a oxidação do NADH [94].  

O complexo III, habitualmente conhecido como citocromo c redutase, é uma enzima 

onde cada subunidade é constituída por um complexo de 11 proteínas, um centro [2Fe-

2S] e três citocromos (um citocromo c1 e dois citocromos b). O complexo III recebe 

eletrões de 2 moléculas de ubiquinol (ubiquinona reduzida), o que equivale a 4 eletrões, 

https://pt.wikipedia.org/wiki/Coenzima_Q10
https://pt.wikipedia.org/wiki/Massa_molecular
https://pt.wikipedia.org/wiki/DNA
https://pt.wikipedia.org/wiki/Genoma
https://pt.wikipedia.org/wiki/Cat%C3%A1lise_enzim%C3%A1tica
https://pt.wikipedia.org/wiki/Redu%C3%A7%C3%A3o
https://pt.wikipedia.org/wiki/Coenzima_Q10
https://pt.wikipedia.org/wiki/Dinucle%C3%B3tido_de_flavina-adenina
https://pt.wikipedia.org/wiki/Dinucle%C3%B3tido_de_flavina-adenina
https://pt.wikipedia.org/wiki/Succinato
https://pt.wikipedia.org/wiki/Fumarato
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embora uma dessas moléculas de ubiquinona, agora oxidada, vá captar 2 eletrões. Este 

complexo tem uma característica particular, pois só aceita 1 eletrão, o que significa que 

para realizar a sua função necessita que ocorra a oxidação de uma molécula de 

ubiquinol e a redução de duas moléculas de citocromo c, ou seja, necessita de transferir 

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

O complexo IV, denominado por citocromo c oxidase, é constituído por 13 subunidades, 

dois grupos heme e diversos outros cofatores metálicos (ex. iões de cobre, magnésio e 

zinco). Nesta enzima, ocorre a oxidação do citocromo c, ocorrendo a transferência de 

eletrões para o oxigénio, ao mesmo tempo que os protões são bombeados através da 

membrana. Como consequência da combinação do oxigénio com carga elétrica 

negativa com os protões da matrix mitocondrial, ocorre a formação de água (Figura 11) 

[95, 96].  

 

FIGURA 11- REPRESENTAÇÃO DA TEORIA QUIMIOSMÓTICA MOSTRANDO O FLUXO DE 

ELETRÕES AO LONGO DA CADEIA RESPIRATÓRIA.  
Neste processo ocorre a transferência de protões e é gerado um gradiente elétrico entre a matrix 

mitocondrial e o espaço intermembranoso. A membrana mitocondrial interna é impermeável aos 

protões, que reentram na matrix mitocondrial apenas por canais específicos (Fo) (Adaptado de 

Lehninger Principles of Biochemistry, cap.19). 

 

O complexo V, também designado por ATP sintase é a enzima final da cadeia 

transportadora de eletrões. A ATP sintase é um complexo proteico de grandes 

dimensões, 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 c e um canal de protões. A síntese de ATP, ocorre numa estrutura 

https://pt.wikipedia.org/wiki/Unidade_de_massa_at%C3%B4mica
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denominada por F1, cujo eixo e extremidade tem uma forma esférica. O F1 é formado 

por seis proteínas de dois tipos distintos (três subunidades α e três subunidades β) e 

uma proteína no eixo (subunidade γ) que contacta com as subunidades α e β [97]. 

A atividade de fosforilação da F1FO ATP sintase é reversível, pois baseia-se num 

equilíbrio químico dependente da força gerada pelo gradiente de protões. A força motriz 

gerada pelos protões ao longo da membrana mitocondrial interna, leva à passagem de 

protões pela região FO da ATP sintase, desencadeando a rotação das subunidades c.  

O anel formado pelas subunidades c encontra-se ligado ao eixo que roda no meio das 

subunidades alfa3beta3 da F1, condicionando que os três centros catalíticos de ligação 

de nucleótidos, passem por uma série de mudanças de conformação, que conduzem à 

síntese do ATP [98].  

Se a força motriz for insuficiente, o ATP vai ser hidrolisado conduzindo à eliminação de 

protões para fora da matrix mitocondrial. À medida que se eleva a força gerada pelos 

protões, aumenta o fluxo de protões a favor do gradiente de concentração, favorecendo 

a produção de ATP a partir do ADP [99].  

As subunidades α e β conseguem ligar nucleótidos, mas apenas a subunidade β catalisa 

a reação de síntese do ATP. Devido à existência de um braço lateral que se estende ao 

longo de F1 e que penetra na membrana promovendo a ligação entre as subunidades 

α e β à base da enzima, a região F1 não sofre qualquer movimento rotacional. O 

movimento da subunidade γ fornece a energia necessária para que ocorra a modificação 

cíclica dos centros ativos das subunidades β, que ao sofrerem alterações permitem a 

produção e libertação de ATP [100].  

Neste processo resulta um fluxo constante de ADP que é transferido do citoplasma para 

o interior da mitocôndria, sendo posteriormente transformado em ATP. No sentido 

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

O fluxo retrógrado que resulta da passagem de iões de H+ através dos corpúsculos 

elementares, gera energia que é parcialmente acumulada (50 %) como energia química 

(ATP) e a restante é dissipada na forma de calor. A proteína termogenina (uncoupling 

protein), localizada na membrana mitocondrial interna, pode funcionar como mecanismo 

regulador da quantidade de energia proveniente dos nutrientes que será utilizada na 

produção de calor. Neste processo o fluxo retrógrado de protões dissipa 100 % da sua 

energia como calor, não havendo lugar à síntese de ATP [101].  

 

https://pt.wikipedia.org/wiki/Equil%C3%ADbrio_qu%C3%ADmico
https://pt.wikipedia.org/wiki/Gradiente
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Permeabilidade de transição mitocondrial  
 

A membrana mitocondrial interna é virtualmente impermeável a quase todos os iões e 

moléculas polares. Na membrana mitocondrial interna existem canais específicos, cuja 

abertura se encontra estritamente regulada de modo a prevenir a dissipação do 

potencial de membrana e do gradiente de protões. Existem certas circunstâncias, como 

por exemplo a acumulação de cálcio, especialmente quando acompanhada de stress 

oxidativo, de concentrações elevadas de fosfato e da depleção de nucleótidos de 

adenina, que podem induzir um aumento repentino da permeabilidade da membrana 

mitocondrial interna, denominada por permeabilidade de transição 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 está 

relacionada com a abertura de um canal proteico inespecífico de elevada dimensão, 

dependente do cálcio, induzido por voltagem e sensível à ciclosporina A (CsA) 

denominado por poro de transição da permeabilidade mitocondrial (mPTP). A abertura 

do poro promove a entrada de água na tentativa de compensar o potencial osmótico, 

levando a um aumento do volume da matriz mitocondrial [102]. Este intumescimento 

mitocondrial leva à quebra da membrana interna, condicionando a despolarização 

mitocondrial com a consequente libertação de cálcio [103]. O mPTP está envolvido em 

processos onde a disponibilidade de oxigénio é baixa, como por exemplo nos processos 

de isquemia/reperfusão, tendo sido comprovado que a inibição de poro por via 

farmacológica ou genética confere efeito de prevenção da disfunção mitocondrial [104]. 

No poro de MPT podemos encontrar dois estados de condutância: alta e baixa 

condutância. O estado de alta condutância, é irreversível, e surge como consequência 

da acumulação de cálcio na matrix mitocondrial e subsequente aumento do pH que 

contribui para a libertação de fatores pró-apoptóticos (citocromo c e pró-caspases). Por 

sua vez, o estado de baixa condutância, é reversível, e encontra-se envolvido na 

libertação de cálcio para o exterior da mitocôndria. Deste modo, concentrações elevadas 

de cálcio, depleção de ATP, aumento dos níveis da proteína Bax, despolarização 

mitocondrial e o stress oxidativo são condições patofisiológicas indutoras de MPT. A 

maior consequência da indução da permeabilidade de membrana mitocondrial é a 

inibição da fosforilação oxidativa que poderá conduzir à morte celular por necrose e à 

libertação de fatores pró-apoptóticos relacionado com mecanismos de apoptose.  
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Homeostase do cálcio 
 

Na maioria das células, a concentração plasmática de cálcio livre é regulada, sendo um 

processo vital para a fisiologia celular. Funciona como agente de sinalização intracelular 

nos processos biológicos de aprendizagem, memorização, fertilidade, proliferação, 

desenvolvimento, entre outros.   

A dinâmica intracelular do Ca2+, só é possível graças à existência de várias proteínas 

localizadas em diferentes regiões celulares, que trabalham de forma coordenada. Daí o 

papel da membrana mitocondrial interna, da membrana plasmática e do retículo 

endoplasmático na regulação da concentração citoplasmática de cálcio pois têm um 

sistema transportador específico.  

Quando a concentração de cálcio é mais elevada, a mitocôndria capta esse ião devido 

a uma interação com canais iónicos entre a membrana citoplasmática e o retículo 

endoplasmático [105]. O aumento da concentração de Ca2+ mitocondrial funciona como 

sinal na regulação da atividade mitocondrial pois as enzimas intramitocondriais 

envolvidas no metabolismo energético são ativadas pela sinalização do cálcio, 

estimulando a ativação do ciclo do ácido cítrico, a fosforilação oxidativa e a síntese de 

ATP [106, 107].  

A entrada do cálcio para a matrix mitocondrial é promovido pelo gradiente eletroquímico 

estabelecido e mantido pela cadeia respiratória. Este influxo é mediado por sistema 

uniporte (MCU, mitochondrial Ca2+ uniporter) que é ativado apenas pela concentração 

de cálcio externo, não envolvendo a hidrólise de ATP ou o co-transporte de outros iões 

ou moléculas. De acordo com Sparagna et al. a entrada de cálcio é mais eficaz quando 

existem picos de concentração de cálcio do que quando as concentrações cálcio são 

constantes [108].    

Foi proposto outro mecanismo que permite a captação de Ca2+ pela mitocôndria, 

denominado por RaM (rapid calcium uptake mode), no qual a condutividade do cálcio é 

muito mais rápida que no sistema uniporte. Quando a concentração citoplasmática de 

cálcio é elevada, a entrada na mitocôndria é mediada quer pelo RaM quer pelo sistema 

uniporte, embora este último não transporte Ca2+ quando concentração deste ião se 

encontra abaixo do limiar. Recentemente foram descritas outras proteínas que 

funcionam como transportadores de Ca2+, como por exemplo os recetores de rianodina 

(mRyR), as proteínas desacopladoras (UCP2 e UCP3) e os canais de cálcio mitocondrial 

altamente seletivos (mCa1 e mCa2)   
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O fluxo de cálcio da mitocôndria ocorre por via de dois transportadores: Na+- Ca2+ e Na+- 

H+. Estas duas vias apesar de possuírem cinéticas distintas necessitam de energia pois 

o fluxo de cálcio ocorre contra o gradiente eletroquímico.  

A atividade destes transportadores tende a saturar quando as concentrações de Ca2+ 

mitocondriais aumentam, contrariamente ao sistema uniporte que não satura, visto ser 

um canal. Como consequência direta deste sistema de transporte, quando a 

concentração de Ca2+ mitocondrial aumenta acima de determinado limiar, a mitocôndria 

necessita adaptar-se a essa sobrecarga, requerendo que a célula despenda mais 

energia para manter a homeostase.  

São conhecidos alguns moduladores da MCU que regulam a entrada de cálcio na 

mitocôndria, sendo de referir os catiões bivalentes (magnésio e bário) que competem 

com o Ca2+ pelo transporte via uniporte. De salientar a existência de inibidores 

específicos do uniporte de cálcio como é o caso do vermelho de ruténio [112]. 

 

Mitocôndria e produção de ROS 
 

A formação de espécies reativas de oxigénio (ROS) ocorre naturalmente na sequência 

de várias reações metabólicas ou como resposta a estímulos.  

As principais espécies reativas de oxigénio (ROS) são o anião superóxido (O2•
-), o 

peróxido de hidrogénio (H2O2) e o radical hidroxilo (•OH), que induzem toxicidade devido 

à interferência com a sinalização das vias de transdução e à interação quer com as 

estruturas envolventes, quer com as macromoléculas. As espécies reativas de oxigénio 

(ROS) têm a capacidade de induzir reações de oxidação e modificar lípidos, proteínas, 

hidratos de carbono e ácidos nucleicos e ativar/inativar vias de sinalização celulares 

[113].  

A principal fonte de produção de ROS é a mitocôndria, sendo um processo fisiológico e 

contínuo, resultando do metabolismo aeróbio. A mitocôndria é o organelo celular mais 

suscetível de ser lesado como consequência do dano induzido pelo processo oxidativo.  

A produção de ROS ocorre preferencialmente nos complexos I e III da cadeia 

respiratória mitocondrial, ainda que foi recentemente descrito que o Complexo II também 

pode estar implicado. Em situações de défice de oxigénio ou de utilização de inibidores 

(ex. cianeto [complexo IV] ou a antimicina A [complexo III]), ocorre um aumento da 

produção de ROS [114].  
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As células desenvolveram mecanismos de defesa onde se incluem processos de 

reparação e remoção de moléculas danificadas e sistemas de proteção antioxidantes 

não enzimáticos (ex. glutationa reduzido GSH) e antioxidantes enzimáticos (ex. 

superóxido dismutase) [115]. Quando a produção de ROS ultrapassa os mecanismos 

de defesa, ocorre um desequilíbrio com a consequente ocorrência de dano mitocondrial 

e subsequente disfunção celular, que pode levar à perda irreversível da função 

mitocondrial e conduzir à morte celular.  

 

Mitocôndria e processos de apoptose/necrose celular 
 

A mitocôndria desempenha um papel chave no processo de morte celular. Na 

generalidade assume-se que a morte celular por necrose está relacionada com o défice 

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

A necrose celular resulta de alterações que modificam a atividade metabólica 

condicionando depleção de ATP. Esta diminuição da disponibilidade de ATP 

desencadeia alterações ao nível do citoesqueleto da célula, condicionando 

intumescência celular, que é um sinal eminente de necrose celular. Na primeira fase de 

necrose celular, ocorre despolarização mitocondrial, desregulação iónica e subsequente 

perda de integridade da membrana plasmática. Como consequência da 

permeabilização da membrana plasmática e da lise celular, os componentes 

intracelulares são libertados, desenvolvendo-se um processo inflamatório, que lesa a 

população celular adjacente [116, 117].  

A apoptose ou morte celular programada, é frequentemente iniciada por estímulos 

específicos. Neste processo as células morrem de forma individualizada, adquirindo 

alterações morfológicas e bioquímicas características da apoptose como sejam a 

diminuição do volume celular, condensação da cromatina e a fragmentação nuclear 

[118]. A apoptose envolve compostos específicos como por exemplo: caspases 

(proteases), ativadores de caspases, proteínas da família Bcl-2 e os inibidores das 

proteínas de apoptose (IAP) [119, 120].  

A apoptose resulta de uma variedade de estímulos que podem ter origem extracelular 

ou intracelular, que condicionam a libertação de citocromo c a partir da mitocôndria o 

que leva à ativação de caspases. Subsequentemente no interior da célula ocorre 

degradação proteolítica, levando à formação de corpos apoptóticos que são uma 
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característica da apoptose. Estes fragmentos celulares são posteriormente degradados 

e reciclados por fagocitose.  

A necroptose é um tipo de morte celular que se assemelha em morfologia à necrose 

clássica. Este processo deve-se a uma alteração súbita da permeabilidade da 

membrana, que conduz a uma depleção de ATP, ao consequente bloqueio da ativação 

de caspases e à rotura da membrana plasmática, desencadeando um desvio da morte 

celular de apoptose para necrose. Este processo foi implicado em diversas condições 

patofisiológicas, nomeadamente nas lesões induzidas pela isquemia/reperfusão (I/R) 

[121, 122].  

 

 

Isquemia/reperfusão (I/R) 
 

As lesões resultantes do processo de isquemia/reperfusão (I/R) induzem dano celular 

como consequência do retorno de oxigénio após um período de hipoxia. Estas lesões 

podem ser observadas em diversas situações clínicas, sendo de destacar a 

transplantação, as lesões térmicas e algumas intervenções cirúrgicas hepáticas. 

No processo de isquemia/reperfusão, existe uma especificidade exclusiva da 

transplantação, pois nesta, ocorre um período de isquemia fria utilizado de forma a 

diminuir a atividade metabólica do enxerto. Posteriormente a este período de isquemia 

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

Este período específico de isquemia fria, tem início na colheita, quando o órgão é 

perfundido por uma solução de perfusão em condições de hipotermia (usualmente a 4 

°C) e termina com o início do implante do órgão, quando este atinge a temperatura 

fisiológica. À isquemia fria segue-se um período de isquemia quente que termina com a 

realização das anastomoses vasculares após a qual é restabelecido o fluxo sanguíneo 

[123].  

Este processo de isquemia/reperfusão (I/R) é responsável pela maior parte das lesões 

celulares no transplante hepático, estando também relacionado com a falência do 

enxerto, pelo que se considera que este fenómeno interfere com a morbilidade e 

mortalidade dos doentes [124].  
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FIGURA 12- CRONOGRAMA DAS DIFERENTES FASES DE I/R DURANTE A TRANSPLANTAÇÃO 

HEPÁTICA 

 

Os mecanismos celulares e moleculares induzidos pela isquemia/reperfusão (I/R) são 

pouco conhecidos, embora se reconheça que os hepatócitos e as células epiteliais 

biliares sejam afetados. A isquemia fria e a isquemia quente podem produzir lesões 

comuns e específicas, sabendo-se que as células sinusoidais endoteliais são as mais 

suscetíveis ao efeito da preservação fria, enquanto que os hepatócitos são 

preferencialmente afetados na fase de reperfusão.  

As lesões induzidas pela reperfusão arterial podem ter duas fases distintas: lesões 

precoces que compreende as primeiras 2h após a reperfusão e lesões tardias, que se 

podem prolongar até 48h após a reperfusão.  

A fase precoce é caracterizada pela ativação de células do sistema imunitário e pela 

indução de stress oxidativo. Nesta fase, assiste-se à ativação das células de Kupffer 

que levam à produção de ROS e desencadeiam dano hepatocelular. Estas lesões 

induzidas pelo processo oxidativo aumentam como consequência da produção e 

libertação de citocinas e quimiocinas pró-inflamatórias (ex. TNF-α - factor de necrose 

tumoral, interleucinas IL-12 e IL-1b), contribuindo desta forma para a amplificação do 

processo inflamatório [125].   

A fase tardia é mediada por neutrófilos, cujo envolvimento depende de quimiocinas 

libertadas durante a fase precoce. Estes produzem proteases e outras enzimas 

citotóxicas (ex. colagenases, elastase), que atuam promovendo a degradação celular 

[126, 127].  
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Alterações mitocondriais associadas à isquemia/reperfusão 
 

A atividade mitocondrial é afetada pelo processo de isquemia/reperfusão (I/R), pois pode 

induzir alterações críticas para o seu funcionamento. A principal alteração está 

relacionada com eventuais alterações ao nível do metabolismo energético.  

Na isquemia fria, o défice de oxigénio e a redução da atividade metabólica levam à 

diminuição da síntese de ATP, por redução da normal atividade da cadeia respiratória 

mitocondrial. Como consequência, as enzimas dependentes de ATP vão ser afetadas 

desencadeando um aumento concomitante das concentrações de ADP, AMP e Pi, que 

se acompanham de perturbações na translocação de iões ao nível da membrana e de 

alterações 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 glicolítica é insuficiente [128].  

Durante a isquemia, verifica-se um aumento da concentração intracelular dos iões de 

H+, Na+ e Ca2+ que condicionam o agravamento da disfunção mitocondrial. O aumento 

da concentração intracelular de Na+ leva à inibição da bomba de Na+/ K+ ATPase por 

depleção de ATP, e promove um influxo de Ca2+ através do transportador de membrana 

Na+- Ca2+, responsável pela ocorrência de lesões celulares irreversíveis.  

O aumento da concentração intracelular de Ca2+, associado à insuficiência do 

transportador de membrana Ca2+- ATPase, afeta sobretudo as células sinusoidais 

endoteliais [129].   

As espécies reativas de oxigénio (ROS) promovem a peroxidação dos componentes dos 

fosfolípidos da membrana mitocondrial interna, levando a uma perturbação do fluxo de 

eletrões ao longo da cadeia transportadora de eletrões.  

Durante a fase de reperfusão, o aumento da produção de espécies reativas de oxigénio 

(ROS), é responsável pelo dano mitocondrial, sobretudo por afetar lípidos e proteínas 

mitocondriais. Se a lesão induzida no tecido for de curta duração, a mitocôndria tem 

mecanismos de autorreparação que mantém a capacidade de produzir ATP, mas se 

essa agressão for contínua e se prolongar no tempo os mecanismos que permitem 

preservação da homeostase mitocondrial são ultrapassados, tornando o dano 

mitocondrial irreversível [130].  

As lesões na mitocôndria iniciam-se com a alteração da permeabilidade de transição 

mitocondrial (MPT), condicionando um colapso da membrana mitocondrial interna como 
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consequência do aumento de permeabilidade da membrana, permitindo a passagem de 

solutos de massa molecular até 1500 Da. Este facto, leva à passagem de certos fatores 

apoptóticos do espaço intermembranoso para o citoplasma, de realçar o citocromo c, 

através de canais formados por Bax, que são membros da família pró-apoptótica Bcl-2.  

Após a isquemia/reperfusão o padrão predominante de morte celular é a necrose, 

embora o envolvimento de eventos de alteração da permeabilidade de membrana (MPT) 

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

A eliminação de mitocôndrias danificadas ocorre por um processo seletivo de autofagia, 

denominada por mitofagia, uma via catabólica que favorece a sobrevivência celular por 

preservação dos níveis energéticos e prevenção da acumulação de mitocôndrias 

danificadas assim como de subprodutos citotóxicos mitocondriais. A autofagia 

mitocondrial pode ser mediada por fatores dependentes e independentes da 

fosfatidilinositol-3-quinase (PI3K) [133, 134].  

Em condições de normoxia ou em curtos períodos de isquemia, o estímulo indutor de 

mitofagia é negligenciável porque poucas mitocôndrias são danificadas. Por contraste, 

em condições de isquemia/reperfusão prolongadas, o aumento da concentração de 

Ca2+ e dos níveis de ROS conduzem à lesão de grande número de mitocôndrias, 

desencadeando um estímulo promotor da mitofagia, que deverá ser breve, de modo a 

prevenir a falência generalizada da autofagia como consequência do elevado número 

de mitocôndrias danificadas [135]. 

 

Objetivos da tese 
 

Na cirurgia hepática e particularmente na transplantação hepática, a disfunção 

mitocondrial está implicada nas lesões induzidas pela isquemia/reperfusão. A 

identificação precoce destas alterações celulares e moleculares pode contribuir para um 

redução da falência dos fígados transplantados e promover uma melhoria dos 

resultados obtidos. A adoção de novas estratégias protetoras visa reduzir o impacto das 

lesões induzidas pela isquemia/reperfusão sobre a função mitocondrial e metabolismo 

bioenergético, permitindo a optimização e eventual incremento dos fígados disponiveis 

para transplante.  



Parte I - INTRODUÇÃO 

37 

O objetivo desta tese consiste em determinar alterações, nos tecidos hepáticos vivos, 

envolvendo a atividade mitocondrial hepática com o intuito de identificar, nos enxertos 

hepáticos, novos fatores prognósticos envolvidos no processo de isquemia/reperfusão. 

Para tal, realizou-se um estudo de investigação translacional, utilizando biópsias de 

fígados humanos de transplantes hepáticos e biópsias de fígados de ratos Wistar. 

Pretendeu-se responder às seguintes questões: 1) avaliar a função mitocondrial e o 

metabolismo energético associado aos diferentes padrões de lesão hepática induzidos 

pela isquemia/reperfusão nos fígados humanos e nos fígados do modelo animal; 2) 

comparar os efeitos da isquemia/reperfusão no status metabólico hepático e na função 

mitocondrial; 3) avaliar os efeitos da duração do tempo de isquemia na regulação da 

função mitocondrial e no metabolismo energético; 4) identificar possíveis estratégias 

protetoras das lesões hepáticas induzidas pela isquemia/reperfusão, tendo em vista a 

preservação da função mitocondrial e do balanço bioenergético hepático.  
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CAPÍTULO I 

Estudo clínico dos efeitos da I/R na função mitocondrial e 
metabolismo energético hepático em biópsias humanas de 
transplante hepático 
 

 

No estudo clínico foram incluídos doentes submetidos a transplante hepático, no período 

compreendido entre março de 2015 até outubro de 2016. O estudo mereceu aprovação 

da Comissão de Ética 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 período compreendido 

entre o início da colheita, onde o órgão é perfundido por uma solução de perfusão 

hipotérmica (4 °C) e o início do implante do órgão; isquemia quente como o período que 

se inicia imediatamente após o período de isquemia fria e que termina com a realização 

das anastomoses vasculares; o tempo total de cirurgia corresponde ao período de 

tempo que decorre entre a realização da hepatectomia total do recetor, envolve a 

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

Os reagentes e produtos químicos foram adquiridos à Sigma-Aldrich (St. Louis, MO), 

exceto quando indicados. De referir que os compostos tinham o maior grau de pureza 

comercialmente disponível.  

 

Estudo da população e procedimentos cirúrgicos 
 

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 variação entre 1 e os 73 anos.   

As principais indicações para a realização de transplante hepático foram: carcinoma 

hepatocelular em fígado cirrótico (11, ou 39,3 %), doença colestática (6, ou 21,4 %), 

cirrose alcoólica (4, ou 14,3 %), polineuropatia amiloidótica familiar (4, ou 14,3 %), 

intoxicação (Amanita phalloides e paracetamol) (2, ou 7,1 %) e metástase de carcinoma 

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

A duração média dos transplantes hepáticos foi de 9h10min e os tempos médios de 

isquemia fria e isquemia quente foram 5h31min e 1h54min respetivamente.  
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Os dados clínicos e operatórios estão detalhados na Tabela 6.  

Recetores N = 28 100 % 

Masculino / Feminino 22/6  

Idade (média / variação) 56 anos 
[1-73] 

 

IMC adultos (média ± desvio padrão, 
variação) 

25,9 ± 3,4 Kg.m-2 

[21,4 – 35,1] 
 

Indicações   

Carcinoma hepatocelular em fígado 
cirrótico 

11 39,3 % 

Doença colestática 6 21,4 % 

Cirrose alcoólica 4 14,3 % 

PAF 4 14,3 % 

Intoxicação 2 7,1 % 

Metástase de carcinoma colo-rectal 1 3,6 % 

MELD (mediana / variação) 18 
[10-38] 

 

Peso do fígado nativo (média / 
variação) 

1193 gr 
[636 – 2991 gr] 

 

Tempo total da cirurgia (média ± desvio 
padrão, variação) 

9h10min ± 1h38min 
[6h - 13h10 min] 

 

Tempo de isquemia fria (média ± 
desvio padrão, variação) 

5h31min ± 1h10min 
[2h - 8h13min] 

 

Tempo de isquemia quente (média ± 
desvio padrão, variação) 

1h54min ± 24min 

[1h18min - 3h10min] 
 

Tempo de internamento (médio, 
variação) 

28 dias 

[8 – 127 dias] 
 

Transfusões intraoperatórias   

Sim 18 64 % 

Não 10 36 % 

Morbilidade (≤30 dias)   

Sim  6 21 % 

Não 22 79 % 

Morbilidade (>30 dias)   

Sim 2 7 % 

Não 26 93 % 

Mortalidade    

Sim 2 7 % 

Não 26 93 % 

 

TABELA 6- DADOS CLÍNICOS DOS DOENTES TRANSPLANTADOS 
Dados clínicos dos doentes submetidos a transplante hepático. MELD (Modelo para 

doença hepática terminal); IMC (Índice de massa corporal); PAF (Polineuropatia 

amiloidótica familiar). 
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Relativamente aos dadores, 11 eram do sexo masculino e 17 do sexo feminino, com 

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

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

tipo hemorrágico, que representou 90 % destas causas de morte. Seguiram-se os 

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

com outras causas de morte (7 %).  

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

período médio de 3 dias, tendo a grande maioria (96 %) necessitado de ventilação 

mecânica.  

De realçar que 61 % dos dadores tinham antecedentes pessoais patológicos, sendo que 

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

Os dados clínicos dos dadores estão detalhados na Tabela 7. 

 

Dadores N = 28 100 % 

Masculino / Feminino 11/17  

Idade (média / variação) 54 anos 
[22 – 82] 

 

IMC (média ± desvio padrão, variação) 24,5 ± 2,9 Kg.m-2 
[17 -29] 

 

Grupo sanguíneo   

Grupo A+ 13 46 % 

Grupo A- 3 11 % 

Grupo O+ 9 32 % 

Grupo O- 3 11 % 

Causa de morte   

AVC 22 79 % 

TCE 4 14 % 

Outras 2 7 % 

Patologias associadas   

Sim 17 61 % 

Não 11 39 % 

HTA   

Sim 14 50 % 

Não 14 50 % 

Diabetes   

Sim 3 10,7 % 

Não 25 89,3 % 
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Dislipidemia   

Sim 2 7,1 % 

Não 26 92,9 % 

Internamento em UCI   

Sim 25 89 % 

Não 3 11 % 

Nº de dias de internamento na UCI 
(média / variação) 

3 dias 
[1-9 dias] 

 

Ventilação mecânica   

Sim 27 96 % 

Não 1 4 % 

Necessidade de aminas   

Sim 19 68 % 

Não 9 32 % 

Peso do fígado (média / variação) 1503 gr 
[1032 – 1925 gr] 

 

Graus de esteatose   

0 (< 5 %) 27 96,4 % 

1 (5-33 %) 1 3,6 % 

Inflamação lobular   

Ligeira 22 78,6 % 

Moderada 6 21,4 % 

 
TABELA 7- DADOS CLÍNICOS DOS DADORES HEPÁTICOS 
Dados clínicos dos dadores hepáticos. IMC (índice de massa corporal); HTA 

(hipertensão arterial); AVC (acidente vascular cerebral); TCE (traumatismo 

cranioencefálico); UCI (Unidade de cuidados intensivos).  

 

 

Procedimento cirúrgico 
  

O tempo necessário para efetuar a hepatectomia total do fígado nativo foi variável, 

dependendo da patologia de base dos doentes e de eventuais alterações anatómicas.  

A retirada do fígado da solução de preservação a 4 °C só acontece quando o campo 

cirúrgico se encontra preparado para receber o órgão, permitindo que as anastomoses 

vasculares sejam imediatamente realizadas.  

Nos doentes adultos, a técnica utilizada para a realização do transplante hepático foi a 

técnica de piggyback, que compreende a anastomose da veia cava supra-hepática do 

dador à confluência das veias hepáticas do recetor e posterior encerramento do shunt 
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porto-cava, a realização das anastomose da veia porta, da artéria hepática e finalmente 

da via biliar principal.   

Nas crianças, foi realizado o transplante de fígado reduzido tendo-se utilizado os 

segmentos II, III e IV.  

 

Recolha das biópsias 
 

Foram realizadas duas biópsias hepáticas com dimensão de 1 cm por 1 cm, tendo a 

primeira sido realizada antes da retirada do fígado da solução de preservação mantida 

no gelo e a segunda biópsia foi obtida 60 minutos após o término da reperfusão arterial. 

De referir que as biópsias foram colhidas no mesmo segmento hepático.  

Após a colheita, as biópsias foram enviadas de imediato para o laboratório. 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 líquido e armazenado a -80 °C. 

 

Isolamento de mitocôndrias de fígado humano 
 

As mitocôndrias foram isoladas de acordo com o descrito em Rolo et al., 2000. O meio 

de homogeneização 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 composição do meio de 

lavagem é em tudo semelhante ao da homogeneização, excetuando a ausência de 

EGTA e de BSA, ajustado a pH 7,4.  

A amostra de fígado foi rapidamente extraída e colocada em meio de homogeneização 

frio (2 - 4 °C). Todos os passos foram realizados mantendo o equipamento laboratorial 

com o fígado sobre gelo granulado de modo a assegurar a manutenção de uma 

temperatura baixa.  

O fígado foi cortado em pequenos fragmentos e lavado com meio de homogeneização 

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 

pistão de teflon, tendo sido homogeneizado com o pistão rodando a 250 rpm até se 

obter uma suspensão homogénea.  
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O homogeneizado foi centrifugado a 2 500 xg durante 10 min, num rotor SS-34 e numa 

centrífuga refrigerada Sorvall RC-6 à temperatura de 4 °C. Esta primeira centrifugação 

tem como intuito remover os componentes mais densos das células (núcleos, eritrócitos, 

células não fragmentadas). O sobrenadante foi decantado para novos tubos de 

centrífuga, tendo o cuidado de não haver contaminação com partículas sedimentadas e 

diluído com meio de homogeneização. Este sobrenadante foi centrifugado a 10 000 xg 

durante 10 min, a 4 °C, para se obter a fração mitocondrial. Esta fração sedimentada foi 

ressuspensa num pequeno volume de meio de lavagem, e posteriormente diluída em 

cerca de 40 mL de meio de lavagem, colocada em novos tubos de centrífuga e 

novamente centrifugada a 10 000 xg durante 10 min. Esta operação foi repetida e a 

fração mitocondrial purificada obtida foi ressuspensa em meio de lavagem, colocada em 

eppendorfs de 1,5 mL que foram mantidos em gelo granulado durante a duração dos 

ensaios com material fresco. Todos os ensaios utilizando material fresco decorreram 

durante as primeiras 6 h após o isolamento. 

 

Lavagem e purificação 
 

A concentração proteica foi determinada pelo método colorimétrico do Biureto. A 

amostra de suspensão mitocondrial (50 μL) foi solubilizada pela adição de 50 μL de 

deoxicolato a 10 %. Adicionou-se água desionizada até perfazer 0,5 mL, adicionando-

se em seguida 2 mL de reagente de biureto. Prepararam-se padrões de BSA (0, 0,25 e 

0,50 mL) em que a água 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 

padrões foram adicionados 50 μL de meio de lavagem, 50 μL de SDS/DOC e, 

finalmente, 2 mL de reagente de biureto. Os tubos foram sujeitos a agitação por meio 

de um vortex e repousaram durante 10 min. Após este período, a absorvência das 

amostras e padrões foi medida a 540 nm, num espectrofotómetro Thermo, série Heλios.  

 

Avaliação do potencial transmembranar nas mitocôndrias  
  

O potencial transmembranar (Δψ) foi avaliado com base na distribuição transmembranar 

do ião tetrafenilfosfónio (TPP+) como descrito por Palmeira et al. 1994. Utilizou-se um 

elétrodo seletivo para TPP+, preparado no nosso laboratório e um elétrodo de referência 

de calomelano. A entrada do TPP+ nas mitocôndrias foi determinada pelo decréscimo 
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da concentração de TPP+ no meio, por registo do potencial do elétrodo. A diferença de 

potencial gerada entre o elétrodo seletivo e o de referência foi medida com um 

eletrómetro e o sinal foi debitado para um registador, depois de passar por um circuito 

de compensação de voltagem basal. 

Utilizaram-se apenas os elétrodos que apresentaram uma correlação linear com o 

logaritmo da concentração de TPP+, com uma inclinação de 59 ± 1, isto é, com uma boa 

aproximação à inclinação prevista pela equação de Nernst.  

As reações decorreram a 25 °C, numa câmara de reação aberta, termoestável, sob 

agitação magnética contínua. As mitocôndrias (1 mg) foram suspensas em 1 mL de 

meio normal de respiração (130 mM de Sacarose, 5 mM de MgCl2, 50 mM de KCl, 5 mM 

de KH2PO4, 50 μM de EDTA e 5 mM de HEPES a pH 7,4, suplementado com 2 μM de 

Rotenona e 3 μM de TPP+). As mitocôndrias foram energizadas adicionando succinato 

(5 mM).  

A concentração de TPP+ utilizada permitiu uma alta sensibilidade nas medições sem 

induzir efeitos tóxicos nas mitocôndrias  

O Δψ foi calculado de acordo com a equação (a 25 °C):  

 

ΔΨ (mV) =  59 log (v/V) –  59 log (10ΔE/59 –  1) 

 

de acordo com Kamo et al. [136]. v, V e ΔE representam o volume mitocondrial, volume 

do meio de incubação e a deflexão do potencial do elétrodo desde a linha basal, 

respetivamente. Assumiu-se um volume matricial das mitocôndrias de 1,1 μL/mg de 

proteína. Não foram efetuadas correções devidas à contribuição da ligação passiva de 

TPP+ à membrana mitocondrial visto que, nas experiências realizadas, estávamos 

interessados na determinação das alterações relativas dos potenciais e não nos seus 

valores absolutos. Como consequência, é de prever que os valores de Δψ apresentados 

estejam avaliados por excesso. No entanto, este problema surge para valores próximos 

de 90 mV, longe dos valores aqui apresentados. O valor da Lag phase foi calculado pela 

simples medição do tempo decorrido desde o início do ciclo fosforilativo (coincidente 

com a adição do ADP) até ao seu fim (restabelecimento de um potencial de repouso). 
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Determinação da atividade respiratória das mitocôndrias  
  

Os ensaios foram realizados a 25 °C numa câmara de reação fechada, termostatizada 

e com capacidade de 1,3 mL. O consumo de O2 foi determinado polarograficamente 

com um elétrodo do tipo Clark, ligado a um registador através de uma caixa de voltagem 

fabricada no laboratório, como previamente descrito por Rolo et al. [137]. No decorrer 

das experiências, a suspensão mitocondrial foi sujeita a uma agitação magnética 

contínua, por meio de um pequeno magneto inserido na câmara.   

As reações foram iniciadas por adição da suspensão mitocondrial (1 mg) ao meio normal 

de respiração como anteriormente descrito. As mitocôndrias foram energizadas com a 

adição de 5 mM de Succinato que causou um pequeno consumo de O2, devendo-se 

este a resquícios de ADP ainda presentes na suspensão, bem como a uma perda de 

potencial de membrana normal numa membrana virtualmente impermeável a protões, 

mas não totalmente impermeável. A adição de 200 nmol de ADP estimulou a respiração 

e desencadeou o estado respiratório 3. Após todo o ADP adicionado ter sido fosforilado 

a ATP, a respiração reassume uma velocidade lenta, o denominado estado respiratório 

4. 

A determinação da respiração mitocondrial dissociada da fosforilação oxidativa foi 

efetuada recorrendo-se à adição de 1 μM de FCCP, um protonóforo que dissocia 

energeticamente as mitocôndrias, por destruição do gradiente protónico 

transmembranar. De modo a que somente os efeitos do FCCP fossem registados, e não 

um possível consumo de ADP resquicial, ocorreu a adição prévia de 3 μM de 

Oligomicina, que é um inibidor específico da ATPsintase.   

Os valores da respiração foram calculados pelo traçado de uma tangente ao registo no 

local do estado desejado, fosse ele o Estado 3, 4 ou vFCCP. Com uma simples 

triangulação, o consumo foi determinado. Para os índices, o ICR (Índice de Controlo 

Respiratório) foi determinado simplesmente pelo quociente entre o valor do Estado 3 

pelo do Estado 4; já o índice ADP/O foi calculado pelo quociente entre o ADP fosforilado 

e o oxigénio consumido durante o período fosforilativo, ou seja, durante o estado 

respiratório 3. 
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Quantificação de ATP  
 

A amostra foi congelada em azoto líquido e armazenada a -80 °C. No dia da extração, 

a amostra foi pulverizada com almofariz e pistão em azoto líquido e homogeneizada em 

25 μL de tampão 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 daí resultantes foram recolhidos e 

dissolvidos em 100 μL de K2HPO4 1 M. O pH foi ajustado para 7 com HCl e os 

nucleótidos de adenina foram quantificados com um kit (Sigma-Aldrich) de 

bioluminescência de ATP num leitor de placas Victor 3.  

 

Avaliação da função hepática pós-operatória e evolução clínica 
 

O doseamento do lactato arterial foi realizado no final da intervenção cirúrgica e repetido 

a cada 6 h durante as primeiras 24 h. Foram efectuadas determinações bioquímicas 

convencionais de marcadores da função hepática e de necrose hepatocelular: TGO, 

TGP, bilirrubina total, bilirrubina direta, International Normalized Ratio (INR) nos 1 º, 3 º 

5 º e 7 º dias de pós-operatório [138-140].  

O cálculo da clearance de lactato arterial foi baseada no trabalho publicado por Nguyen 

et al. [141]. 

A morbilidade pós-operatória foi definida e classificada de acordo com a classificação 

de Dindo-Clavien. A morbilidade específica hepática precoce (≤ 30 dias) e tardia (> 30 

dias) foi caracterizada de acordo com um evento diretamente relacionado com o 

transplante hepático. A mortalidade operatória foi definida num período de 30 dias após 

a realização do transplante hepático [142, 143].  

 

Análise estatística  
 

Todas as variáveis contínuas foram apresentadas com média ± desvio padrão, salvo 

condição específica. A distribuição de normalidade das variáveis contínuas foi realizada 

com base no teste de Shapiro-Wilk. As variáveis qualitativas foram comparadas com o 

teste de qui-quadrado (χ2). As variáveis quantitativas contínuas com distribuição normal 

foram comparadas com o teste t de Student e os que não seguem uma distribuição 

normal foram analisados com o teste de Mann-Whitney. As correlações foram realizadas 

com os testes de Pearson ou de Spearman de acordo com a distribuição das amostras. 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Nguyen%20HB%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15286537
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A análise estatística foi realizada utilizando o software SPSSTM (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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CAPÍTULO II 

Estudo experimental do efeito da I/R e da reperfusão hipotérmica na 
função mitocondrial e no metabolismo energético no modelo animal 
de transplante hepático 
 

 

Materiais 
 

Os reagentes e produtos químicos foram adquiridos à Sigma-Aldrich (St. Louis, MO), 

exceto quando indicados. De referir que os compostos tinham o maior grau de pureza 

comercialmente disponível.  

Animais e tratamentos  
 

Os animais de laboratório utilizados neste projeto foram ratos Wistar machos (Rattus 

norvegicus) com 12 semanas de idade, com pesos entre 320 e 350 g e foram adquiridos 

à Charles River (Charles River, França). Foram mantidos em condições de temperatura, 

luminosidade e humidade controladas, com acesso ad libitum a alimento e água 

acidada. O estudo foi realizado de acordo com os princípios 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 Ética Animal do Centro de 

Neurociências e Biologia Celular de Coimbra. Aplicados os princípios das diretrizes 

ARRIVE para a análise e interpretação de dados e todos os esforços foram feitos para 

minimizar o número de animais usados e o seu sofrimento.  

Métodos 
 

Foram realizados estudos experimentais no sentido de avaliar eventuais variações da 

função mitocondrial e da atividade bioenergética, de acordo com: as variações dos 

tempos de isquemia fria (I) e com a reperfusão hipotérmica (II).  

Neste estudo foram utilizados 10 animais por cada grupo analisado, tendo-se 

considerado hipotermia como uma temperatura inferior a 35 ºC e normotermia entre os 

35 e os 37 ºC.  

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

mitocondrial foi idêntica para os diferentes ensaios.  
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Procedimento cirúrgico (I) 
 

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 órgão imediatamente 

perfundido com solução Celsior a 4 °C durante 10 minutos. Procedeu-se depois à 

hepatectomia total, mantendo-o em isquemia a 4 °C tendo-se realizado variações dos 

tempos de isquemia fria (3 h, 6 h, 12 h e 18 h) mantendo os tempos de reperfusão 

constantes (Figura 13). 

Após este período, o fígado foi reperfundido a 37 °C durante 1 h com oxigenação 

constante, com uma solução 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 biópsia hepática após este 

procedimento. 

 

Grupo A 

 

 

Grupo B 

 

 

Grupo C 

 

 

Grupo D 

 

 

 
FIGURA 13- REPRESENTAÇÃO ESQUEMÁTICA DAS VARIAÇÕES DOS TEMPOS DE ISQUEMIA 

FRIA MANTENDO CONSTANTES OS TEMPOS DE REPERFUSÃO. 
Variações dos tempos de isquemia fria Δ3 h, Δ6 h, Δ12 h e Δ18 h; A - biópsia no final 

da reperfusão; Grupo controlo não representado. Utilizados grupos de 10 animais.  

Isquemia fria  Reperfusão  

Δ3h 1h 
A 

Isquemia fria  Reperfusão  

Δ6h 1h 

Isquemia fria  Reperfusão  

Δ12h 1h 

Isquemia fria  Reperfusão  

Δ18h 1h 

A 

A 

A 
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Recolha das biópsias (I) 
 

Foram realizados ensaios para as variações 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 biópsias colhidas de acordo com as condições de tempo anteriormente 

exemplificadas. De referir que os ensaios clínicos foram realizados em simultâneo. 

 

Procedimento cirúrgico (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 órgão imediatamente 

perfundido com solução Celsior a 4 °C durante 10 minutos. Procedeu-se depois à 

hepatectomia total, mantendo-o em isquemia a 4 °C durante 12 h. Após este período, o 

fígado foi reperfundido a 32 °C ou a 37 ºC durante 1 h com oxigenação constante, com 

uma solução Krebs mais soro glicosado (50/50), a pH 7,2 (Figura 14). 

 

Grupo A  

 

 

 

Grupo B  

 

 

 

FIGURA 14- REPRESENTAÇÃO ESQUEMÁTICA DA REPERFUSÃO SOB CONDIÇÕES DE 

HIPOTERMIA E NORMOTERMIA 
A - Biópsia no final da reperfusão; Grupo controlo não representado. Foram analisados 

10 animais por grupo.  

 

  

Isquemia fria  Reperfusão a 32 ºC 

12h 1h A

 

Isquemia fria  Reperfusão a 37 ºC 

12h 1h A
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Recolha das biópsias (II) 
 

Nos animais do grupo A (reperfusão a 32 ºC) e do grupo B (reperfusão a 37 ºC) foram 

submetidos a uma laparotomia e hepatectomia total. Nos grupos A e B, foram colhidas 

biópsias no final da reperfusão. Nestes ensaios foi utilizado um grupo controlo, onde os 

animais foram submetidos a uma laparotomia e hepatectomia total, realizando-se uma 

biópsia hepática após este procedimento. De referir que os ensaios clínicos foram 

realizados em simultâneo. 

 

Isolamento de mitocôndrias de fígado de rato 
 

As mitocôndrias foram isoladas de acordo com o descrito em Rolo et al, 2000. O meio 

de homogeneização 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 composição do meio de 

lavagem é em tudo semelhante ao da homogeneização, excetuando a ausência de 

EGTA e de BSA, ajustado a pH 7,4.  

O fígado foi rapidamente extraído e colocado em meio de homogeneização frio (2 – 4 

°C). Todos os passos foram realizados mantendo o equipamento laboratorial com o 

fígado sobre gelo granulado de modo a assegurar a manutenção de uma temperatura 

baixa.  

O fígado foi cortado em pequenos fragmentos e lavado com meio de homogeneização 

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 

pistão de teflon, tendo sido homogeneizado com o pistão rodando a 250 rpm até se 

obter uma suspensão homogénea.  

 O homogeneizado foi centrifugado a 2500 xg durante 10 min, num rotor SS-34 e numa 

centrífuga refrigerada Sorvall RC-6 à temperatura de 4 °C. Esta primeira centrifugação 

tem como intuito remover os componentes mais densos das células (núcleos, eritrócitos, 

células não fragmentadas). O sobrenadante foi decantado para novos tubos de 

centrífuga, tendo o cuidado de não haver contaminação com partículas sedimentadas e 

diluído com meio de homogeneização. Este sobrenadante foi centrifugado a 10 000 xg 

durante 10 min, a 4 °C, para se obter a fração mitocondrial. Esta fração sedimentada foi 

ressuspensa num pequeno volume de meio de lavagem, e posteriormente diluídas em 

cerca de 40 mL de meio de lavagem, colocadas em novos tubos de centrífuga e 
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novamente centrifugadas a 10 000 xg durante 10 min. Esta operação foi repetida e a 

fração mitocondrial purificada obtida foi ressuspensa em meio de lavagem, colocada em 

eppendorfs de 1,5 mL que foram mantidos em gelo granulado durante a duração dos 

ensaios com material fresco. Todos os ensaios utilizando material fresco decorreram 

durante as primeiras 6 h após o isolamento. 

 

Lavagem e Purificação 
 

A concentração proteica foi determinada pelo método colorimétrico do Biureto. A 

amostra de suspensão mitocondrial (50 μL) foi solubilizada pela adição de 50 μL de 

deoxicolato a 10 %. Adicionou-se água desionizada até perfazer 0,5 mL, adicionando-

se em seguida 2 mL de reagente de biureto. Prepararam-se padrões de BSA (0, 0,25 e 

0,50 mL) em que a água 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 

padrões foram adicionados 50 μL de meio de lavagem, 50 μL de SDS/DOC e, 

finalmente, 2 mL de reagente de biureto. Os tubos foram sujeitos a agitação por meio 

de um vortex e repousaram durante 10 min. Após este período, a absorvência das 

amostras e padrões foi medida a 540 nm, num espectrofotómetro Thermo, série Heλios.  

 

Avaliação do potencial transmembranar nas mitocôndrias  
 

O potencial transmembranar (Δψ) foi avaliado com base na distribuição transmembranar 

do ião tetrafenilfosfónio (TPP+) como descrito por Palmeira et al. [144]. Utilizou-se um 

elétrodo seletivo para TPP+, preparado no nosso laboratório e um elétrodo de referência 

de calomelano. A entrada do TPP+ nas mitocôndrias foi determinada pelo decréscimo 

da concentração de TPP+ no meio, por registo do potencial do elétrodo. A diferença de 

potencial gerada entre o elétrodo seletivo e o de referência foi medida com um 

eletrómetro e o sinal foi debitado para um registador, depois de passar por um circuito 

de compensação de voltagem basal. 

Utilizaram-se apenas os elétrodos que apresentaram uma correlação linear com o 

logaritmo da concentração de TPP+, com uma inclinação de 59 ± 1, com uma boa 

aproximação à inclinação prevista pela equação de Nernst.  
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As reações decorreram a 25 °C, numa câmara de reação aberta, termoestável, sob 

agitação magnética contínua. As mitocôndrias (1 mg) foram suspensas em 1 mL de 

meio normal de respiração (130 mM de Sacarose, 5 mM de MgCl2, 50 mM de KCl, 5 mM 

de KH2PO4, 50 μM de EDTA e 5 mM de HEPES a pH 7,4, suplementado com 2 μM de 

Rotenona e 3 μM de TPP+). As mitocôndrias foram energizadas adicionando succinato 

(5 mM).  

 A concentração de TPP+ utilizada permitiu uma alta sensibilidade nas medições sem 

induzir efeitos tóxicos nas mitocôndrias  

O Δψ foi calculado de acordo com Kamo et al. de acordo com a equação anteriormente 

descrita [136]. v, V e ΔE representam o volume mitocondrial, volume do meio de 

incubação e a deflexão do potencial do elétrodo desde a linha basal, respetivamente. 

Assumiu-se um volume matricial das mitocôndrias de 1,1 μL/mg de proteína. Não foram 

efetuadas correções devidas à contribuição da ligação passiva de TPP+ à membrana 

mitocondrial visto que, nas experiências realizadas, estávamos interessados na 

determinação das alterações relativas dos potenciais e não nos seus valores absolutos. 

Como consequência, é de prever que os valores de Δψ apresentados estejam avaliados 

por excesso. No entanto, este problema surge para valores próximos de 90 mV, longe 

dos valores aqui apresentados. O valor da Lag phase foi calculado pela simples medição 

do tempo decorrido desde o início do ciclo fosforilativo (coincidente com a adição do 

ADP) até ao seu fim (restabelecimento de um potencial de repouso). 

 

Determinação da atividade respiratória das mitocôndrias  
 

Os ensaios foram realizados a 25 °C numa câmara de reação fechada, termostatizada 

e com capacidade de 1,3 mL. O consumo de O2 foi determinado polarograficamente 

com um elétrodo do tipo Clark, ligado a um registador através de uma caixa de voltagem 

fabricada no laboratório, como previamente descrito por Rolo et al. [137]. No decorrer 

das experiências, a suspensão mitocondrial foi sujeita a uma agitação magnética 

contínua, por meio de um pequeno magnete inserido na câmara.   

As reações foram iniciadas por adição da suspensão mitocondrial (1mg) ao meio normal 

de respiração como anteriormente descrito. As mitocôndrias foram energizadas com a 

adição de 5 mM de Succinato que causou um pequeno consumo de O2, devendo-se 

este a resquícios de ADP ainda presentes na suspensão, bem como a uma perda de 
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potencial de membrana normal numa membrana virtualmente impermeável a protões, 

mas não totalmente impermeável. A adição de 200 nmol de ADP estimulou a respiração 

e desencadeou o estado respiratório 3. Após todo o ADP adicionado ter sido fosforilado 

a ATP, a respiração reassume uma velocidade lenta, o denominado estado respiratório 

4. 

A determinação da respiração mitocondrial dissociada da fosforilação oxidativa foi 

efetuada recorrendo-se à adição de 1 μM de FCCP, um protonóforo que dissocia 

energeticamente as mitocôndrias, por destruição do gradiente protónico 

transmembranar. De modo a que somente os efeitos do FCCP fossem registados, e não 

um possível consumo de ADP resquicial, ocorreu a adição prévia de 3 μM de 

Oligomicina, que é um inibidor específico da ATPsintase.   

Os valores da respiração foram calculados pelo traçado de uma tangente ao registo no 

local do estado desejado, fosse ele o Estado 3, 4 ou vFCCP. Com uma simples 

triangulação, o consumo foi determinado. Para os índices, o ICR (Índice de Controlo 

Respiratório) foi determinado simplesmente pelo quociente entre o valor do Estado 3 

pelo do Estado 4; já o índice ADP/O foi calculado pelo quociente entre o ADP fosforilado 

e o oxigénio consumido durante o período fosforilativo, ou seja, durante o estado 

respiratório 3. 

 

Quantificação de ATP  
 

A amostra foi congelada em azoto líquido e armazenada a -80 °C. No dia da extração, 

a amostra foi pulverizada com almofariz e pistão em azoto líquido e homogeneizada em 

25 μL de tampão 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 daí resultantes foram recolhidos e 

dissolvidos em 100 μL de K2HPO4 1 M. O pH foi ajustado para 7 com HCl e os 

nucleótidos de adenina forma quantificados com um kit (Sigma-Aldrich) de 

bioluminescência de ATP num leitor de placas Victor 3.  
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Avaliação histológica 
 

Microscopia ótica 

Foram analisadas amostras de tecido hepático 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 formaldeído, e incluídas em parafina. As amostras foram 

posteriormente seccionadas em cortes de 4 µm e coradas com Hematoxilina e Eosina 

(H&E, Polysciences, Sakura Autostainer – Prisma 81D). A observação foi efetuada por 

um patologista experiente, de forma duplamente cega, com recurso a microscópio de 

luz (Nikon Eclipse 50i) e as imagens foram obtidas utilizando a câmara Nikon- Digital 

Sight DS-Fi1. 

 

Análise estatística  
 

Todas as variáveis contínuas foram apresentadas com média ± desvio padrão, salvo 

condição específica. A distribuição de normalidade das variáveis contínuas foi realizada 

com base no teste de Shapiro-Wilk. As variáveis quantitativas contínuas com 

distribuição normal foram comparadas com o teste t de Student e os que não seguem 

uma distribuição normal foram analisados com o teste de Mann-Whitney. A comparação 

entre ≥ 3 grupos foi realizada pelo teste de ANOVA post-hoc para comparações 

múltiplas. A análise estatística foi realizada utilizando o software SPSSTM (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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Capítulo III 

Estudo experimental do efeito da adição de Berberina à 
solução de preservação na função mitocondrial e 
metabolismo energético no modelo animal de transplante 
hepático 
 

 

Os reagentes e produtos químicos foram adquiridos à Sigma-Aldrich (St. Louis, MO), 

exceto quando indicados. De referir que os compostos tinham o maior grau de pureza 

comercialmente disponível.  

Animais e tratamentos  
 

Os animais de laboratório utilizados neste projeto foram ratos Wistar machos (Rattus 

norvegicus) com 12 semanas de idade, com pesos entre 320 e 350 g e foram adquiridos 

à Charles River (Charles River, França). Foram mantidos em condições de temperatura, 

luminosidade e humidade controladas, com acesso ad libitum a alimento e água 

acidada. O estudo foi realizado de acordo com os princípios 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 Ética Animal do Centro de 

Neurociências e Biologia Celular de Coimbra. Aplicados os princípios das diretrizes 

ARRIVE para a análise e interpretação de dados e todos os esforços foram feitos para 

minimizar o número de animais usados e o seu sofrimento.  

Procedimento cirúrgico 
 

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 fígado foi imediatamente perfundido 

com solução Celsior a 4 °C durante 10 minutos. Procedeu-se depois à hepatectomia 

total, mantendo-o em isquemia a 4 °C durante 12 h com adição de berberina (18,6 mM) 

(Grupo A) e sem berberina (Grupo B). Após este período manteve-se a perfusão de 

berberina nas mesmas concentrações e o fígado foi reperfundido a 37 °C durante 1 h 

com oxigenação constante, com uma solução Krebs mais soro glicosado (50/50), a pH 

7,2 (Figura 15). 
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Grupo A  

 

 

 

Grupo B  

 

 

 
FIGURA 15- REPRESENTAÇÃO ESQUEMÁTICA DA METODOLOGIA UTILIZADA PARA O ESTUDO 

DA ADIÇÃO DE BERBERINA (BBR) À SOLUÇÃO DE PRESERVAÇÃO HEPÁTICA 
A - Biópsia no final da reperfusão; Grupo controlo não representado. Foram analisados 

10 animais por grupo. 

 

Recolha das biópsias 
 

Nos animais do grupo A (com adição da berberina) e do grupo B (sem adição de 

berberina) foram submetidos a uma laparotomia e hepatectomia total. Nos grupos A e 

B, foram colhidas biópsias no final da reperfusão. Nestes ensaios foi utilizado um grupo 

controlo, onde os animais foram submetidos a uma laparotomia e hepatectomia total, 

realizando-se uma biópsia hepática após este procedimento. De referir que os ensaios 

clínicos foram realizados em simultâneo.  

 

Isolamento de mitocôndrias de fígado de rato 
 

As mitocôndrias foram isoladas de acordo com o descrito em Rolo et al., 2000. O meio 

de homogeneização 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 composição do meio de 

lavagem é em tudo semelhante ao da homogeneização, excetuando a ausência de 

EGTA e de BSA, ajustado a pH 7,4.  

 O fígado foi rapidamente extraído e colocado em meio de homogeneização frio (2 – 4 

°C). Todos os passos foram realizados mantendo o equipamento laboratorial com o 

Isquemia fria + BBR Reperfusão + BBR 

12h 1h 
A

 

Isquemia fria  Reperfusão  

12h 1h A
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fígado sobre gelo granulado de modo a assegurar a manutenção de uma temperatura 

baixa.  

O fígado foi cortado em pequenos fragmentos e lavado com meio de homogeneização 

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 

pistão de teflon, tendo sido homogeneizado com o pistão rodando a 250 rpm até se 

obter uma suspensão homogénea.  

 O homogeneizado foi centrifugado a 2500 xg durante 10 min, num rotor SS-34 e numa 

centrífuga refrigerada Sorvall RC-6 à temperatura de 4 °C. Esta primeira centrifugação 

tem como intuito remover os componentes mais densos das células (núcleos, eritrócitos, 

células não fragmentadas). O sobrenadante foi decantado para novos tubos de 

centrífuga, tendo o cuidado de não haver contaminação com partículas sedimentadas e 

diluído com meio de homogeneização. Este sobrenadante foi centrifugado a 10 000 xg 

durante 10 min, a 4 °C, para se obter a fração mitocondrial. Esta fração sedimentada foi 

ressuspensa num pequeno volume de meio de lavagem, e posteriormente diluída em 

cerca de 40 mL de meio de lavagem, colocada em novos tubos de centrífuga e 

novamente centrifugada a 10 000 xg durante 10 min. Esta operação foi repetida e a 

fração mitocondrial purificada obtida foi ressuspensa em meio de lavagem, colocada em 

eppendorfs de 1,5 mL que foram mantidos em gelo granulado durante a duração dos 

ensaios com material fresco. Todos os ensaios utilizando material fresco decorreram 

durante as primeiras 6 h após o isolamento. 

 

Lavagem e Purificação 
 

A concentração proteica foi determinada pelo método colorimétrico do Biureto. A 

amostra de suspensão mitocondrial (50 μL) foi solubilizada pela adição de 50 μL de 

deoxicolato a 10 %. Adicionou-se água desionizada até perfazer 0,5 mL, adicionando-

se em seguida 2 mL de reagente de biureto. Prepararam-se padrões de BSA (0, 0,25 e 

0,50 mL) em que a água 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 

padrões foram adicionados 50 μL de meio de lavagem, 50 μL de SDS/DOC e, 

finalmente, 2 mL de reagente de biureto. Os tubos foram sujeitos a agitação por meio 

de um vortex e repousaram durante 10 min. Após este período, a absorvência das 

amostras e padrões foi medida a 540 nm, num espectrofotómetro Thermo, série Heλios.  
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Avaliação do potencial transmembranar mitocôndrial  
 

O potencial transmembranar (Δψ) foi avaliado com base na distribuição transmembranar 

do ião tetrafenilfosfónio (TPP+) como descrito por Palmeira et al. 1994. Utilizou-se um 

elétrodo seletivo para TPP+, preparado no nosso laboratório e um elétrodo de referência 

de calomelano. A entrada do TPP+ nas mitocôndrias foi determinada pelo decréscimo 

da concentração de TPP+ no meio, por registo do potencial do elétrodo. A diferença de 

potencial gerada entre o elétrodo seletivo e o de referência foi medida com um 

eletrómetro e o sinal foi debitado para um registador, depois de passar por um circuito 

de compensação de voltagem basal. 

Utilizaram-se apenas os elétrodos que apresentaram uma correlação linear com o 

logaritmo da concentração de TPP+, com uma inclinação de 59 ± 1, com uma boa 

aproximação à inclinação prevista pela equação de Nernst.  

 As reações decorreram a 25 °C, numa câmara de reação aberta, termoestável, sob 

agitação magnética contínua. As mitocôndrias (1 mg) foram suspensas em 1 mL de 

meio normal de respiração (130 mM de Sacarose, 5 mM de MgCl2, 50 mM de KCl, 5 mM 

de KH2PO4, 50 μM de EDTA e 5 mM de HEPES a pH 7,4, suplementado com 2 μM de 

Rotenona e 3 μM de TPP+). As mitocôndrias foram energizadas adicionando succinato 

(5 mM).  

 A concentração de TPP+ utilizada permitiu uma alta sensibilidade nas medições sem 

induzir efeitos tóxicos nas mitocôndrias  

O Δψ foi calculado de acordo com Kamo et al. de acordo com a equação como 

anteriormente descrito [136]. v, V e ΔE representam o volume mitocondrial, volume do 

meio de incubação e a deflexão do potencial do elétrodo desde a linha basal, 

respetivamente. Assumiu-se um volume matricial das mitocôndrias de 1,1 μL/mg de 

proteína. Não foram efetuadas correções devidas à contribuição da ligação passiva de 

TPP+ à membrana mitocondrial visto que, nas experiências realizadas, estávamos 

interessados na determinação das alterações relativas dos potenciais e não nos seus 

valores absolutos. Como consequência, é de prever que os valores de Δψ apresentados 

estejam avaliados por excesso. No entanto, este problema surge para valores próximos 

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

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

Determinação da atividade respiratória das mitocôndrias  
 

Os ensaios foram realizados a 25 °C numa câmara de reação fechada, termostatizada 

e com capacidade de 1,3 mL. O consumo de O2 foi determinado polarograficamente 

com um elétrodo do tipo Clark, ligado a um registador através de uma caixa de voltagem 

fabricada no laboratório, como previamente descrito por Rolo et al., 2000 [137]. No 

decorrer das experiências, a suspensão mitocondrial foi sujeita a uma agitação 

magnética contínua, por meio de um pequeno magnete inserido na câmara.   

As reações foram iniciadas por adição da suspensão mitocondrial (1 mg) ao meio normal 

de respiração como anteriormente descrito. As mitocôndrias foram energizadas com a 

adição de 5 mM de Succinato que causou um pequeno consumo de O2, devendo-se 

este a resquícios de ADP ainda presentes na suspensão, bem como a uma perda de 

potencial de membrana normal numa membrana virtualmente impermeável a protões, 

mas não totalmente impermeável. A adição de 200 nmol de ADP estimulou a respiração 

e desencadeou o estado respiratório 3. Após todo o ADP adicionado ter sido fosforilado 

a ATP, a respiração reassume uma velocidade lenta, o denominado estado respiratório 

4. 

A determinação da respiração mitocondrial dissociada da fosforilação oxidativa foi 

efetuada recorrendo-se à adição de 1 μM de FCCP, um protonóforo que dissocia 

energeticamente as mitocôndrias, por destruição do gradiente protónico 

transmembranar. De modo a que somente os efeitos do FCCP fossem registados, e não 

um possível consumo de ADP resquicial, ocorreu a adição prévia de 3 μM de 

Oligomicina, que é um inibidor específico da ATPsintase.   

Os valores da respiração foram calculados pelo traçado de uma tangente ao registo no 

local do estado desejado, fosse ele o Estado 3, 4 ou vFCCP. Com uma simples 

triangulação, o consumo foi determinado. Para os índices, o ICR (Índice de Controlo 

Respiratório) foi determinado simplesmente pelo quociente entre o valor do Estado 3 

pelo do Estado 4; já o índice ADP/O foi calculado pelo quociente entre o ADP fosforilado 

e o oxigénio consumido durante o período fosforilativo, ou seja, durante o estado 

respiratório 3. 
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Quantificação de ATP  
 

A amostra foi congelada em azoto líquido e armazenada a -80 °C. No dia da extração, 

a amostra foi pulverizada com almofariz e pistão em azoto líquido e homogeneizada em 

25 μL de tampão 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 daí resultantes foram recolhidos e 

dissolvidos em 100 μL de K2HPO4 1 M. O pH foi ajustado para 7 com HCl e os 

nucleótidos de adenina forma quantificados com um kit (Sigma-Aldrich) de 

bioluminescência de ATP num leitor de placas Victor 3.  

 

Deteção da abertura do mPTP por indução de swelling  
 

O swelling mitocondrial foi estimado por mudanças na dispersão da luz, monitorizadas 

espectrofotográficamente a 540 nm de acordo com a descrição de Palmeira e Wallace 

[145]. A reação que ocorreu a uma temperatura constante de 25 °C, iníciou-se após 

adicionar 1 mg de suspensão mitocondrial a 2 mL a meio de incubação (200 mM de 

Sacarose, 10 mM de Tris-Mops, 1 mM de KH2PO4, e 10 μM EGTA a pH 7,4), 

suplementado com 3 μM de Rotenona e 5 mM de Succinato. Após um breve período de 

reação foram adicionadas diferentes concentrações de CaCl2 e a um dos ensaios foi 

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

 

Quantificação de espécies reativas de oxigénio (ROS)  
 

A formação de ROS foi determinada fluorimetricamente com a sonda H2DCFDA e 

usando um comprimento de onda de excitação de 485 nm e um comprimento de onda 

de emissão de 538 nm, num fluorímetro Perkin-Elmer VICTOR. As mitocôndrias isoladas 

(1 mg/ mL) foram suspensas em meio padrão respiratório e carregadas 50 µM H2DCFDA 

(preparado em DMSO) durante 15 min a 25 °C, as mitocôndrias 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 respiração sem sonda. 200 µL da suspensão 

mitocondrial foram colocados numa placa de 96 poços e a fluorescência monitorizada 

durante 30 min para calcular a taxa de formação de ROS. Os resultados foram 

expressos como unidades de fluorescência arbitrária (RFUs). 
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Análise de Western blotting 
 

O tecido homogeneizado foi lisado com tampão de lise RIPA gelado suplementado com 

um cocktail de proteases e inibidores de fosfatase (Sigma-Aldrich; Pierce Thermo 

Scientific, Rockford, IL). Quantidades iguais de proteínas (medidas num kit de BCA1-

1KT, Sigma – Aldrich), foram carregadas e submetidas a eletroforese num gel de SDS-

poliacrilamida e transferidas para uma membrana de diflureto de polivinilideno (PVDF, 

Laboratório Bio-Rad, Hercules, CA). As membranas foram bloqueadas com 5 % de 

solução de bloqueio (Bio-Rad) durante 2 h e incubadas em solução salina tamponada 

com TBS (Tris Buffered Saline) suplementada com 1 % de Tween-20 (TBS-T) e solução 

de bloqueio a 0,5 % durante a noite a 4 ºC, com anti-PGC-1α (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-β-actin 

(SigmaAldrich, 1:5000). No dia seguinte, as membranas foram lavadas à temperatura 

ambiente com TBS-T, 3 vezes durante 30 min e incubadas com um anticorpo secundário 

correspondente (Invitrogen, Carlsbad, CA). As membranas foram então lavadas à 

temperatura ambiente com TBS-T, 3 vezes durante 15 min e a imunodeteção 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 expressão genética avaliados por Real-Time 
PCR (qPCR) 
 

O RNA foi isolado de amostras de tecido congelado com recurso a kits especializados 

(Axygen, Union City, CA). A produção de RNA total foi quantificada com aparelho de 

eletroforese automático Experion (Bio-Rad). O cDNA foi produzido utilizando 1 g de 

RNA com kit de cDNA de síntese Bio-Rad iScript. Foram utilizados os seguintes 

iniciadores, denominados por primers, 5′-3′ (Gene, Forward primer, Reverse primer) e 

as respetivas sequências: 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, GCA TAG TCT TCA CTC TTC 

ACA A, TNF-α, ACT CCC AGA AAA GCA AGC AA, CGA GCA GGA ATG AGA AGA 

GG, PGC-1α,  CTG CTC TTG AGA ATG GAT ATA CTT, CAT ACT TGC TCT TGG TGG 
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AA, MnSOD2, CAC TGT GGC TGA GCT GTT GT, TCC AAG CAA TTC AAG CCT CT 

NDUFS8, AGT GTA TCT ACT GTG GTT, TAG CTT CTC CTT GTT GTA. 

 

Avaliação histológica 
 

Microscopia ótica 

Foram analisadas amostras de tecido hepático 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 formaldeído, e incluídas em parafina. As amostras foram 

posteriormente seccionadas em cortes de 4 µm e coradas com Hematoxilina e Eosina 

(H&E, Polysciences, Sakura Autostainer – Prisma 81D). A observação foi efetuada por 

um patologista experiente, de forma duplamente cega, com recurso a microscópio de 

luz (Nikon Eclipse 50i) e as imagens foram obtidas utilizando a câmara Nikon- Digital 

Sight DS-Fi1. 

 

Microscopia eletrónica de transmissão 

Amostras de tecido hepático obtidas no final do procedimento foram fixadas com 

glutaraldeído 2,5 % em tampão cacodilato de sódio 0,1 M (pH 7,2) durante 2 h. As 

amostras foram depois lavadas no mesmo tampão e pós-fixadas em tetróxido de ósmio 

1 % durante 1 h. Seguiram-se várias lavagens em tampão, tampão e água destilada e 

um passo de enxaguamento final em água destilada. As amostras foram depois 

contrastadas com acetato de uranilo 1 % durante 1 h e lavadas com água destilada. De 

seguida procedeu-se à desidratação usando uma série ascendente de etanol (30-100 

%). Por fim, as amostras foram impregnadas e incluídas em resinas Epoxy (Fluka 

Analytical) e a polimerização decorreu durante 24 h a 60 ºC. Secções ultrafinas (70 nm) 

foram obtidas em grelhas de cobre e contrastadas com citrato de chumbo 0,2 %, durante 

10 min. As observações foram realizadas num microscópio eletrónico de transmissão 

FEI-Tecnai G2 Spirit Bio Twin a 80 kV. 
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Análise estatística  
 

Todas as variáveis contínuas foram apresentadas com média ± desvio padrão, salvo 

condição específica. A distribuição de normalidade das variáveis contínuas foi realizada 

com base no teste de Shapiro-Wilk. As variáveis quantitativas contínuas com 

distribuição normal foram comparadas com o teste t de Student e as que não seguem 

uma distribuição normal foram analisadas com o teste de Mann-Whitney. A comparação 

entre ≥ 3 grupos foi realizada pelo teste de ANOVA post-hoc para comparações 

múltiplas. A análise estatística foi realizada utilizando o software SPSSTM (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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Capítulo IV 

Estudo clínico dos efeitos da I/R na função mitocondrial e 
metabolismo energético hepático em biópsias humanas de 
transplante hepático 
 

 

Das biópsias efetuadas foi possível realizar a avaliação dos parâmetros bioenergéticos 

mais relevantes para o estudo, tendo sido adicionalmente guardado a -80 °C um 

fragmento de tecido para quantificação de ATP.  

 

 

Bioenergética mitocondrial: potencial membranar, respiração mitocondrial e 
quantificação de ATP 
 

Potencial membranar 

O potencial de membrana mitocondrial permite avaliar a capacidade fosforilativa das 

mitocôndrias isoladas nas biópsias recolhidas imediatamente antes do fígado ser 

implantado, que corresponde ao término do período de isquemia fria (A), e após a 

realização das anastomoses da veia porta e da artéria hepática respetivamente, 

referente ao final do período de isquemia quente e início da reperfusão arterial (B). Estas 

biópsias foram testadas recorrendo-se para o efeito à utilização de Succinato. A 

fosforilação foi induzida pela adição de 100 nmol de ADP (Figura 16). 
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FIGURA 16- REPRESENTAÇÃO GRÁFICA DOS PARÂMETROS DA FUNÇÃO MITOCONDRIAL NA 

TRANSPLANTAÇÃO HEPÁTICA.  
Análise de biópsias hepáticas humanas obtidas no final do período de isquemia fria (A) 

e após reperfusão (B) medidos com elétrodo de TPP+. 1- Potencial inicial; 2- 

Despolarização; 3- Lag phase; 4- Repolarização. 

 
Os dados obtidos mostram uma diminuição estatisticamente significativa de todos os 

parâmetros medidos nas mitocôndrias isoladas da biópsia B em relação à biópsia A. A 

Lag phase encontra-se bastante aumentada após I/R.  Na comparação 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 ± 3,1 165,9 ± 2,9 * p <0.001 

Despolarização (-mV) 22,9 ± 0,8 15,8 ± 0,5 * p <0.001 

Lag phase (s) 76,2 ± 2,0 127,9 ± 1,3 * p <0.001 

Repolarização (-mV) 181,2 ± 1,4 161,9 ± 1,2 * p <0.001 

 

TABELA 8- POTENCIAL MEMBRANAR E LAG PHASE DAS MITOCÔNDRIAS HEPÁTICAS DAS 

BIÓPSIAS 
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Respiração mitocondrial  

A respiração mitocondrial foi quantificada avaliando o consumo de oxigénio após a 

utilização de Succinato para energização das mitocôndrias. Os resultados obtidos 

encontram-se resumidos na tabela seguinte: 

  

 

 Succinato 

Amostra A Amostra B Valor de p 

Estado 3 (nátomos O/ min/mg 
proteína) 

66,6 ± 1,5 45,0 ± 2,0 * p <0.001 

Estado 4 (nátomos O/ min/mg 
proteína) 

17,9 ± 0,7 20,9 ± 0,6 * p <0.001 

ICR 3,7 ± 0,2 2,2 ± 0,1 * p <0.001 

ADP/O 1,8 ± 0,2 1,6 ± 0,2 * p <0.001 

vFCCP (nátomos O/ min/mg 
proteína) 

130,5 ± 3,4 123,3 ± 4,7 * p <0.001 

 

TABELA 9- VALORES DA RESPIRAÇÃO MITOCONDRIAL OBTIDOS NAS BIÓPSIAS HEPÁTICAS 

DOS TRANSPLANTES HEPÁTICOS 
A quantificação da respiração mitocondrial hepática nas biópsias A e B, quando 

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

estatisticamente significativo.  

 

 

Quantificação de ATP  

O seguinte gráfico mostra a quantificação de ATP nas amostras A e B quando 

estimuladas com Succinato (Figura 17).  
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FIGURA 17- GRÁFICO REPRESENTATIVO DOS VALORES DA QUANTIFICAÇÃO DE ATP 

PRESENTE NAS BIÓPSIAS HEPÁTICAS DOS TRANSPLANTES HEPÁTICOS 
Quantificação de ATP presente no tecido hepático nas biópsias A (9,3 ± 0,7) e B (5,7 ± 

0,7). Na comparação das médias um p <0.05 (*) foi considerado estatisticamente 

significativo; ** p <0.001. 

 

 

Tempos de isquemia/reperfusão e função mitocondrial  
 

Foram avaliadas as diferenças nos tempos de isquemia fria, isquemia quente e do 

período pós-reperfusão arterial até à conclusão do transplante hepático. Constatou-se 

que ocorre maior variabilidade na duração dos tempos de isquemia fria (Δ α, 5h31 min 

± 1h10 min), quando comparados com a variação da duração dos tempos de isquemia 

quente (Δ β, 1h54 min ± 24 min), valores estes que são mais uniformes (Figura 18).  

 
 
 

 
 
FIGURA 18- REPRESENTAÇÃO ESQUEMÁTICA DAS VARIAÇÕES DOS TEMPOS DE ISQUEMIA 

FRIA, ISQUEMIA QUENTE E REPERFUSÃO ARTERIAL ATÉ À CONCLUSÃO DO TRANSPLANTE 

HEPÁTICO 
 

 

Isquemia fria Isquemia quente    Reperfusão arterial 

Δ α Δ β 
B A

** 
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A análise comparativa da relação entre os tempos de isquemia fria, isquemia quente e 

tempo total de cirurgia com os diversos parâmetros das variações bioenergéticas 

mitocondriais entre as amostras A e B não mostra relação entre a disfunção 

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

 

 Δ 
Potencial 

Δ 
Despolarização 

Δ Lag 
phase 

Δ 
Repolarização 

Tempo de Isquemia 
Fria 

r =-0,146 r =0,294 r =0,194 r =-0,041 

Tempo de Isquemia 
Quente  

r =-0,235 r =0,288 r =0,060 r =-0,336 

Tempo Total de 
Cirurgia 

r =-0,276 r =0,003 r =0,070 r =-0,059 

 

TABELA 10- CORRELAÇÃO ENTRE OS TEMPOS DE ISQUEMIA FRIA, ISQUEMIA QUENTE E TEMPO 

TOTAL DA INTERVENÇÃO CIRÚRGICA COM AS VARIAÇÕES NOS PARÂMETROS DE POTENCIAL 

DE MEMBRANA MITOCONDRIAL 
Não se verifica correlação entre os diversos parâmetros da função bioenergética 

mitocondrial e os tempos estudados, para p <0.05.  

 

 

 
Δ Estado 3 Δ Estado 4 Δ ICR Δ ADP/O Δ FFCP 

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- CORRELAÇÃO ENTRE OS TEMPOS DE ISQUEMIA FRIA, ISQUEMIA QUENTE E TEMPO 

TOTAL DA INTERVENÇÃO CIRÚRGICA COM AS VARIAÇÕES NOS PARÂMETROS DE RESPIRAÇÃO 

MITOCONDRIAL 
Ausência de correlação entre os diversos parâmetros de respiração mitocondrial e os 

tempos de I/R, para p <0.05.  
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Função mitocondrial e biomarcadores da função hepatocelular e necrose 
 

A atividade bioenergética mitocondrial apresenta várias correlações com significado 

estatístico com os marcadores pós-operatórios de necrose hepatocelular (TGO e TGP 

nos 1 º, 3 º e 5 º dias) e da função hepática (lactato arterial 0 h, INR no 3 º dia e bilirrubina 

direta no 1 º, 5 º e 7 º dias).  

As correlações mais significativas foram observadas com: a variação da Lag phase e os 

valores de TGO 1 º dia (r =0,596, p =0,007) e TGO 3 º dia (r =0,630, p =0,004); variações 

de ICR com lactato arterial 0 h (r =-0,587, p =0,008), bilirrubina direta 1 º dia (r =-0,837, 

p =0,009), bilirrubina 5 º dia (r =-0,682, p =0,03) e bilirrubina 7 º dia (r =-0,855, p =0,002) 

(Tabela 12). 
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0h 

Lactato 
arterial 

Clearance 
Lactato 
arterial 

1º dia     
TGO 

1º dia     
TGP 

1º dia 
Bilirrubina 

3º dia     
TGO 

3º dia     
TGP 

3º dia     
INR 

5º dia     
TGO 

5º dia     
TGP 

5º dia    
Bilirrubina 

7º dia     
Bilirrubina 

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 

VarICR 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- FUNÇÃO MITOCONDRIAL E FUNÇÃO HEPÁTICA PÓS-OPERATÓRIA 
As correlações entre as variações dos parâmetros bioenergéticos e os marcadores de função hepatocelular e de necrose. Consideram-se 

correlações estatisticamente significativas para valores p <0.05 (*); ** p <0.01. 
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Função mitocondrial e resultados pós-operatórios 
 

No estudo clínico verificou-se correlação entre a variação do estado 3 respiratório e a 

morbilidade tardias (> 30 dias) (r=-0,533, p =0,019). Da correlação dos restantes 

parâmetros de função mitocondrial com a morbilidade precoce (≤ 30 dias), morbilidade 

tardia (> 30 dias) e mortalidade, não se identificaram quaisquer alterações 

estatisticamente significativas (Tabela 13 e 14). Associadamente também não foram 

encontradas correlações entre as variáveis bioenergéticas mitocondriais e os dias de 

internamento.  

 Δ 
Potencial 

Δ 
Despolarização 

Δ Lag 
phase 

Δ 
Repolarização 

Complicações 
precoces 

r = 0,047 r = -0,342 r = -0,071 r =-0,047 

Complicações 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- CORRELAÇÕES ENTRE AS VARIAÇÕES DE POTENCIAL DE MEMBRANA 

MITOCONDRIAL E MORBILIDADE PRECOCE, MORBILIDADE TARDIA E MORTALIDADE 
As correlações entre as variações de potencial de membrana mitocondrial e os 

parâmetros de morbilidade precoce, tardia e de mortalidade. Consideram-se 

correlações estatisticamente significativas para valores p <0.05. 

 

 Δ Estado 3 Δ Estado 4 Δ ICR Δ ADP/O Δ FFCP 

Complicações precoces r = -0,377 r = -0,012 r = -0,024 r = 0,036 r = 0,024 

Complicações 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- CORRELAÇÕES ENTRE AS VARIAÇÕES DE RESPIRAÇÃO MITOCONDRIAL E 

MORBILIDADE PRECOCE, MORBILIDADE TARDIA E MORTALIDADE 
As correlações entre as variações de respiração mitocondrial e os parâmetros de 

morbilidade precoce, tardia e de mortalidade. Consideram-se correlações 

estatisticamente significativas para valores p <0.05 (*).  
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Discussão 
 

O fígado é um órgão complexo onde se processam múltiplas funções de síntese e de 

secreção. Constituído maioritariamente por hepatócitos também apresenta outros 

elementos celulares sendo de destacar: as células epiteliais dos ductos biliares, as 

células endoteliais sinusoidais hepáticas e as células de Kupffer. Para o seu normal 

funcionamento, o fígado necessita de níveis elevados de oxigénio, de modo a manter 

os seus processos de síntese e de eliminação de substâncias tóxicas, tornando-o 

extremamente suscetível aos processos de I/R. 

A I/R hepática é um fenómeno inerente à cirurgia hepática, no qual todos os elementos 

celulares que o constituem, vão ser sujeitos a um contacto rápido e prolongado com o 

ambiente externo, que sob várias condições patológicas podem levar a alterações na 

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

Contrariamente à cirurgia hepática (hepatectomias major e minor), na transplantação 

hepática, o processo de isquemia quente/reperfusão é precedido por um período de 

isquemia fria, no qual o órgão é mantido numa solução de preservação a 4 °C, por um 

período variável de tempo [147]. 

Foram conduzidos múltiplos estudos, em modelos animais quer in vivo quer ex vivo, de 

modo a tentar avaliar o eventual impacto do processo de I/R na disfunção mitocondrial 

hepática [148].   

A originalidade do presente estudo clínico assenta em demonstrar pela primeira vez em 

tecido hepático vivo proveniente de fígados humanos utilizados na transplantação 

hepática, o eventual efeito do processo de I/R na atividade mitocondrial, permitindo 

deste modo comparar se os eventos que ocorrem no ser humano são sobreponíveis ao 

documentado nos modelos animais utilizados até à data.   

Neste estudo foram processadas duas biópsias hepáticas, designadas por A (no final 

da isquemia fria) e B (realizada 1 h após a última anastomose que no presente estudo 

correspondeu à anastomose da artéria hepática). De relembrar que os estudos da 

atividade bioenergética mitocondrial implicam a realização de ensaios em tecidos vivos, 

pelo que as biópsias foram imediatamente processadas no laboratório.  

Foram estudados múltiplos parâmetros da função mitocondrial e da atividade 

bioenergética. Do estudo comparativo das amostras, observaram-se diferenças 

estatisticamente significativas entre as médias das variações dos diversos parâmetros 
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de potencial de membrana mitocondrial, de respiração mitocondrial e de ATP, 

confirmando o compromisso da função mitocondrial no contexto específico da 

transplantação hepática, permitindo concluir que no ser humano a disfunção 

mitocondrial hepática está intimamente implicada com o fenómeno de I/R.  

Nos estudos realizados, maioritariamente envolvendo modelos animais, identificaram-

se diferenças nos mecanismos celulares e moleculares subjacentes aos processos de 

isquemia fria e de isquemia quente [149]. Pretendeu-se avaliar se as diferenças da 

função mitocondrial e da atividade bioenergética estavam relacionadas com variações 

quer dos tempos de isquemia fria quer de isquemia quente. Da análise estatística dos 

dados não foi observada qualquer correlação entre as variações dos tempos de 

isquemia fria, quente e tempo total da intervenção cirúrgica com as variações dos 

diferentes parâmetros de atividade mitocondrial. De acordo com o que ocorre nos 

modelos animais, sabe-se que no período de isquemia quente/reperfusão a lesão 

induzida pela isquemia é amplificada afetando preferencialmente os hepatócitos, 

enquanto que as células endoteliais sinusoidais hepáticas são mais suscetíveis aos 

efeitos induzidos pela preservação numa solução fria, que ocorre durante o período de 

isquemia fria [150].  

No contexto da transplantação hepática existe uma maior variabilidade no tempo de 

isquemia fria, dado que o órgão é mantido na solução de preservação e só é retirado da 

solução de preservação mantida no gelo após a realização da hepatectomia total do 

recetor e quando estão criadas as condições consideradas ideias para se iniciar a 

realização das anastomoses vasculares. Consequentemente no humano o tempo de 

isquemia quente é mais curto e ao mesmo tempo menos variável entre os doentes 

(tempo médio de 2 h no estudo clínico). 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 o máximo para a utilização do fígado para transplante. Tendo em 

consideração estes aspetos, é expectável a ausência de correlação entre as variáveis 

tempo de I/R e as variações dos dados referentes à função mitocondrial, que podem ser 

explicados por um lado pela pequena variação dos tempos de isquemia fria e por outro 

porque a biópsia foi realizada 1 h após a reperfusão (fase precoce, menos de 2 h), o 

que provavelmente não é suficiente para permitir correlacionar o tempo de I/R com as 

alterações identificadas nos parâmetros de função mitocondrial [151].  

Dado tratar-se de um estudo clínico no âmbito da transplantação hepática humana, 

existem limitações inerentes a este tipo de estudo de modo a não condicionar os 



Parte III - RESULTADOS 

81 

resultados dos doentes submetidos a transplante hepático. Como curiosidade 

meramente científica e de modo a esclarecer a eventual correlação entre o efeito da 

isquemia quente/reperfusão sobre a atividade mitocondrial, seria interessante prolongar 

o tempo de isquemia quente/reperfusão ou realizar nova biópsia hepática (1 cm por 1 

cm) numa fase tardia, após a realização do transplante hepático (fase tardia, 6 a 48h 

pós-transplante).  

Os resultados clínicos demonstram uma relação estatisticamente significativa entre a 

bioenergética mitocondrial e os marcadores clínicos pós-operatórios de necrose celular. 

Existe uma correlação moderada entre a variação da Lag phase e os valores de TGO 

registados no 1 º e no 3 º dia de pós-operatório. Esta correlação reflete um aumento da 

necrose hepatocelular desencadeada pelo défice bioenergético condicionado por 

alterações no processo de fosforilação oxidativa.  

Verifica-se também uma relação estatisticamente significativa entre a disfunção 

mitocondrial e o valor de bilirrubina direta no 1 º, 5 º e 7 º dias de pós-operatório, que é 

um marcador da função hepatocelular [152, 153].  

Identifica-se simultaneamente uma correlação moderada entre as variações do índice 

de controlo respiratório e os valores de lactato arterial no final da intervenção cirúrgica 

e de clearance de lactato arterial. De referir que o lactato arterial é um importante 

marcador da função hepática e que o aumento do lactato arterial reflete uma disfunção 

ao nível do ciclo de Cori, que é mais um indicador de disfunção mitocondrial hepática 

[43, 154, 155].  

Avaliando a relação existente entre os dados de bioenergia mitocondrial identificou-se 

correlação entre a variação do estado 3 respiratório com as complicações tardias. Nos 

restantes resultados não se verificou correlação entre as variáveis da bioenergia 

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

Este estudo clínico possibilitou a identificação, pela primeira vez, do envolvimento da 

disfunção mitocondrial hepática no processo de I/R no contexto da transplantação 

hepática, permitindo determinar alguns marcadores de função hepática e de necrose 

hepatocelular implicados, que podem vir a ser utilizados como fatores de prognóstico da 

disfunção mitocondrial hepática e das alterações do equilíbrio bioenergético dos fígados 

transplantados. A identificação destes mecanismos faculta por um lado a validação dos 

modelos animais existentes e por outro a promoção do desenvolvimento de novas 

estratégias farmacológicas de modo a mitigar o efeito da I/R na atividade mitocondrial.  
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Serão necessários mais estudos, para confirmar a futura aplicabilidade destes 

marcadores clínicos como fatores de prognóstico da atividade mitocondrial, dado que 

podem permitir a identificação precoce de falência hepática pós-transplante e antecipar 

medidas terapêuticas que possam minorar o risco de morbimortalidade pós-transplante 

ou antecipar a necessidade de realizar um novo transplante.  
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Capítulo V   

Estudo experimental do efeito da I/R (I) e da reperfusão 
hipotérmica (II) na função mitocondrial e no metabolismo 
energético no modelo animal de transplante hepático 
 

 

Efeito da I/R na função mitocondrial e no metabolismo energético no 
modelo animal de transplante hepático (I) 
 

No início do projeto foram realizados vários protocolos de I/R, tendo em vista a 

otimização do modelo a utilizar nos estudos posteriores. Foram realizados múltiplos 

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, respiração mitocondrial e 
quantificação de ATP 
 

Potencial membranar 

Os dados obtidos com Succinato revelam uma diminuição estatisticamente significativa 

de todos os parâmetros medidos entre as biópsias realizadas. A Lag phase encontra-se 

aumentada nos animais após o período de reperfusão independentemente das 

variações dos tempos de isquemia fria, o que reforça os dados de medição dos 

potenciais (Figura 19 e 20).   
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FIGURA 19- GRÁFICO DA MEDICAÇÃO DO POTENCIAL DE MEMBRANA INICIAL (ΔΨ) NAS 

BIÓPSIAS HEPÁTICAS NOS DIFERENTES GRUPOS DE ANIMAIS  
O Δψ foi determinado na presença de Succinato como substrato respiratório. A 
fosforilação foi induzida pela adição de 100 nmol de ADP. Na comparação das médias 
determinaram-se diferenças com significado estatístico entre o grupo de controlo e os 
vários grupos, mas ausência de diferenças com significado estatístico entre os grupos 
(A a D). Na comparação das médias um p <0.05 (*) foi considerado estatisticamente 
significativo; ** p <0,01. 
 

  

FIGURA 20- GRÁFICO DA MEDICAÇÃO DA LAG PHASE NAS BIÓPSIAS HEPÁTICAS NOS 

DIFERENTES GRUPOS DE ANIMAIS  
A Lag phase foi determinado na presença de Succinato como substrato respiratório. A 
fosforilação foi induzida pela adição de 100 nmol de ADP. Na comparação das médias 
determinaram-se diferenças com significado estatístico entre o grupo de controlo e os 
vários grupos, mas ausência de diferenças com significado estatístico entre os grupos 
(A a D). Na comparação das médias um p <0.05 (*) foi considerado estatisticamente 
significativo; ** p <0,01. 

** ** ** ** 

** ** ** ** 
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Respiração mitocondrial 
 

A respiração mitocondrial foi medida avaliando o consumo de oxigénio após 

energização das mitocôndrias com Succinato. Apesar das diferenças nos tempos de 

isquemia fria entre os grupos de animais, observou-se que após a reperfusão, os valores 

do Estado 3 e ICR encontram-se diminuídos, indicador de um decréscimo da eficiência 

fosforilativa das mitocôndrias. Os resultados obtidos encontram-se resumidos na tabela 

seguinte (Figura 21 e 22). 

 
 

 

 
FIGURA 21- REPRESENTAÇÃO DO ESTADO 3 RESPIRATÓRIO MITOCONDRIAL NAS BIÓPSIAS 

HEPÁTICAS NOS DIFERENTES GRUPOS DE ANIMAIS 
Determinação do estado 3 respiratório mitocondrial na presença de Succinato como 

substrato respiratório. Na comparação das médias determinaram-se diferenças com 

significado estatístico entre o grupo de controlo e os vários grupos, mas ausência de 

diferenças com significado estatístico entre os grupos (A a D). Na comparação das 

médias um p <0.05 (*) foi considerado estatisticamente significativo; ** p <0,01. 

 

 

 

 

** ** ** ** 
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FIGURA 22- REPRESENTAÇÃO DO ÍNDICE DE CONTROLO RESPIRATÓRIO NAS BIÓPSIAS 

HEPÁTICAS NOS DIFERENTES GRUPOS DE ANIMAIS 
Determinação do índice de controlo respiratório na presença de Succinato como 

substrato respiratório. Na comparação das médias determinaram-se diferenças com 

significado estatístico entre o grupo de controlo e os vários grupos, mas ausência de 

diferenças com significado estatístico entre os grupos (A a D). Na comparação das 

médias um p <0.05 (*) foi considerado estatisticamente significativo; ** p <0,01. 

 

  

  

** ** ** ** 



Parte III - RESULTADOS 

87 

Efeito da reperfusão hipotérmica na função mitocondrial e  
no metabolismo energético no modelo animal de transplante  
hepático (II) 
 

Foram avaliados os eventuais efeitos na função mitocondrial e na atividade 

bioenergética realizando uma reperfusão em condições de hipotermia. Procedeu-se à 

realização de múltiplos ensaios, nos quais foram mantidos os tempos de isquemia fria 

(12 h) e de reperfusão (1 h). Nestes ensaios a reperfusão do grupo A foi realizada a 32 

ºC, enquanto que no grupo B a reperfusão foi a 37 ºC.  

 

 

Bioenergética mitocondrial: potencial membranar, respiração mitocondrial e 
quantificação de ATP 
 

Potencial membranar 

Para a obtenção dos dados de potencial membranar foi utilizado o Succinato. De acordo 

com os resultados, identificou-se uma melhoria dos parâmetros de função mitocondrial 

após a realização de reperfusão hipotérmica comparativamente com o grupo submetido 

a reperfusão normotérmica, e que essa diferença é estatisticamente significativa (p 

<0,001). De notar, que a Lag phase encontra-se diminuída no grupo da reperfusão 

hipotérmica comparativamente com o grupo de reperfusão normotérmica, corroborando 

os dados de medição dos potenciais (Tabela 15). 

    Succinato 

Controlo Grupo A Grupo B 

Potencial Inicial (-mV) 207,4 ± 5,0 199,6 ± 1,5 176,4 ± 2,3** 

Despolarização (-mV) 24,0 ± 1,0 21,7 ± 1,1 16,9 ± 0,8** 

Lag phase (s) 54,6 ± 2,8 60,8 ± 1,0 104,4 ± 4,1** 

Repolarização (-mV) 194,7 ± 7,7 189,8 ± 5,1 172,6 ± 2,1** 

 
TABELA 15- COMPARAÇÃO DOS PARÂMETROS DE POTENCIAL MEMBRANAR E LAG PHASE 

ENTRE O GRUPO A (REPERFUSÃO HIPOTÉRMICA) E O GRUPO B (REPERFUSÃO 

NORMOTÉRMICA) 
O Δψ e a lag phase foram determinados na presença de Succinato como substrato 

respiratório. A fosforilação foi induzida pela adição de 100 nmol de ADP. Na comparação 

das médias determinaram-se diferenças com significado estatístico entre o grupo A 

(reperfusão hipotérmica) e o grupo B (reperfusão normotérmica). Na comparação das 

médias um p <0.05 (*) foi considerado estatisticamente significativo; ** p <0,01. 
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FIGURA 23-  GRÁFICO DA MEDICAÇÃO DO POTENCIAL DE MEMBRANA INICIAL (ΔΨ) ENTRE O 

GRUPO CONTROLO, O GRUPO A (REPERFUSÃO HIPOTÉRMICA) E O GRUPO B (REPERFUSÃO 

NORMOTÉRMICA). 
O Δψ foi determinado na presença de Succinato como substrato respiratório. A 

fosforilação foi induzida pela adição de 100 nmol de ADP. Na comparação das médias 

determinaram-se diferenças com significado estatístico entre o grupo A (reperfusão 

hipotérmica) e o grupo B (reperfusão normotérmica). Na comparação das médias um p 

<0.05 (*) foi considerado estatisticamente significativo; ** p <0,01. 

 

 

 

FIGURA 24- GRÁFICO DA MEDICAÇÃO DA LAG PHASE ENTRE O GRUPO CONTROLO, O GRUPO 

A (REPERFUSÃO HIPOTÉRMICA) E O GRUPO B (REPERFUSÃO NORMOTÉRMICA). 
A Lag phase foi determinado na presença de Succinato como substrato respiratório. A 

fosforilação foi induzida pela adição de 100 nmol de ADP. Na comparação das médias 

determinaram-se diferenças com significado estatístico entre o grupo A (reperfusão 

hipotérmica) e o grupo B (reperfusão normotérmica). Na comparação das médias um p 

<0.05 (*) foi considerado estatisticamente significativo; ** p <0,01. 

** 

** 

** 
** 
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Respiração mitocondrial 

A respiração mitocondrial foi medida avaliando o consumo de oxigénio após 

energização das mitocôndrias com Succinato. Os resultados obtidos encontram-se 

resumidos na tabela seguinte (Tabela 16).   

 

 Succinato 

Grupo A Grupo B Valor de p 

Estado 3 (nátomos O/ min/mg 
proteína) 

96,0 ± 4,4 65,4 ± 1,4 p <0.001 

Estado 4 (nátomos O/ min/mg 
proteína) 

17,2 ± 0,6 20,9 ± 0,2 p <0.001 

ICR 5,6 ± 0,1 3,1 ± 0,1 p <0.001 

ADP/O 1,6 ± 0,1 1,5 ± 0,1 p >0.05 

vFCCP (nátomos O/ min/mg 
proteína) 

123,7 ± 2,0 122,0 ± 2,5 p >0.05 

 
TABELA 16- VALORES DA RESPIRAÇÃO MITOCONDRIAL OBTIDOS NAS BIÓPSIAS HEPÁTICAS 

DOS GRUPOS DE ANIMAIS SUBMETIDOS A REPERFUSÃO HIPOTÉRMICA E NORMOTÉRMICA. 
A quantificação da respiração mitocondrial hepática nos grupos A (reperfusão 

hipotérmica) e no grupo B (reperfusão normotérmica), quando estimuladas com 

Succinato. Na comparação das médias um p <0.05 (*) foi considerado estatisticamente 

significativo. 

 

Da análise dos resultados observa-se que no grupo onde se realizou a reperfusão 

hipotérmica, os valores do Estado 3 e ICR encontram-se aumentados quando 

comparados com o grupo submetido a reperfusão normotérmica, e que essas diferenças 

têm significado estatístico (p <0.001). Este indicador permite afirmar que a reperfusão 

em condições de hipotermia, ao preservar a eficiência fosforilativa das mitocôndrias, 

confere um efeito protetor sobre as lesões induzidas pela I/R sobre a atividade 

mitocondrial (Figura 25 e 26).  
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FIGURA 25- REPRESENTAÇÃO DOS VALORES DE ESTADO 3 RESPIRATÓRIO OBTIDOS ENTRE O 

GRUPO CONTROLO, O GRUPO A (REPERFUSÃO HIPOTÉRMICA) E O GRUPO B (REPERFUSÃO 

NORMOTÉRMICA). 
Determinação do estado 3 respiratório na presença de Succinato como substrato 

respiratório. Na comparação das médias determinaram-se diferenças com significado 

estatístico entre o grupo A e o B. Na comparação das médias um p <0.05 (*) foi 

considerado estatisticamente significativo; ** p <0,01. 

 

         

FIGURA 26- REPRESENTAÇÃO DOS VALORES DE ÍNDICE DE CONTROLO RESPIRATÓRIO 

OBTIDOS ENTRE O GRUPO CONTROLO, O GRUPO A (REPERFUSÃO HIPOTÉRMICA) E O GRUPO 

B (REPERFUSÃO NORMOTÉRMICA). 
Determinação do índice de controlo respiratório na presença de Succinato como 

substrato respiratório. Na comparação das médias determinaram-se diferenças com 

significado estatístico entre o grupo A e o B. Na comparação das médias um p <0.05 (*) 

foi considerado estatisticamente significativo; ** p <0,01. 

** 

** 

** 
** 
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Quantificação de ATP 

O seguinte gráfico reporta aos valores de ATP determinado no tecido hepático nos 

grupos submetidos a reperfusão hipotérmica e normotérmica. Da análise dos dados, 

constata-se que após o período de reperfusão normotérmica, as mitocôndrias 

apresentam um menor conteúdo em ATP, que conduz a uma diminuição da sua 

eficiência energética (Figura 27).  

 

 

 
FIGURA 27- GRÁFICO REPRESENTATIVO DOS VALORES DA QUANTIFICAÇÃO DE ATP OBTIDOS 

ENTRE O GRUPO CONTROLO, O GRUPO A (REPERFUSÃO HIPOTÉRMICA) E O GRUPO B 

(REPERFUSÃO NORMOTÉRMICA). 
Quantificação dos valores de ATP presentes no tecido hepático no grupo controlo e nos 

grupos A (reperfusão hipotérmica) e B (reperfusão normotérmica). De referir a existência 

de diferenças estatisticamente significativas entre os grupos A e B. Na comparação das 

médias um p <0.05 (*) foi considerado estatisticamente significativo; ** p <0,01. 

 

  

** 

** 
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Avaliação histológica 
 

Microscopia ótica  

Apresentamos o resultado da avaliação histológica após realização de reperfusão 

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

  

FIGURA 28- CONTROLO. MICROSCOPIA ÓTICA DE TECIDO HEPÁTICO COM ARQUITETURA 

PRESERVADA. 
Espaço porta constituído pela veia porta (VP), artéria hepática (A) e ducto biliar (B), sem 

lesão dos seus constituíntes. Veia centrolobular (VC). Sinusóides hepáticos (SH) sem 

dilatação nem lesão endotelial. Hepatócitos (H) com preservação do núcleo e dos 

organelos intracelulares, sem apoptose nem necrose. (A- H&E, ampliação de 40x; B- 

H&E, ampliação de 400x). 

 

  

FIGURA 29- MICROSCOPIA ÓTICA DE TECIDO HEPÁTICO. REPERFUSÃO HIPOTÉRMICA. 
Sinusóides hepáticos sem dilatação nem lesão endotelial. Hepatócitos com preservação 

do núcleo e dos organelos intracelulares, sem sinais de apoptose ou necrose. (A- H&E, 

ampliação de 40x; B- H&E, ampliação de 400x). 

A B 

A B 
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FIGURA 30- MICROSCOPIA ÓTICA DE TECIDO HEPÁTICO. REPERFUSÃO NORMOTÉRMICA. 
Parênquima hepático com arquitetura preservada com espaços porta sem lesões dos 

seus constituintes. Observa-se descoesão moderada a marcada dos hepatócitos, por 

vezes arredondados e com discreta balonização. Preservação do núcleo e dos 

organelos. Não se identificou necrose nem apoptose. (A- H&E, ampliação de 40x; B- 

H&E, ampliação de 400x) 

 

  

A B 
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Discussão  
 

Os modelos animais de transplantação hepática têm sido uma ferramenta fundamental 

para a compreensão dos mecanismos biológicos e imunológicos envolvidos na 

transplantação e assim responder a questões de interesse clínico.   

O animal maioritariamente utilizado é o rato, tendo para tal sido desenvolvidos vários 

modelos. Em 1973, Lee et al, relataram o primeiro transplante hepático ortotópico no 

rato, que consistia na realização de um shunt extracorpóreo entre a veia porta e a jugular 

no recetor e posterior anastomose do implante à veia hepática, à veia porta e à aorta do 

recetor [156]. Esta técnica extremamente complexa foi abandonada e só 18 anos mais 

tarde, com o desenvolvimento de técnicas de microcirurgia de anastomose vascular, 

Qian et al, desenvolveram um complexo modelo animal de transplante hepático 

ortotópico. As investigações baseadas neste modelo são muito restritas, pois obriga a 

elevada perícia microcirúrgica e à dotação de condições técnicas muito específicas. 

Outra das limitações da utilização deste modelo animal está relacionada com a elevada 

taxa de mortalidade observada nos ratos, como resultado da interferência do 

procedimento ao nível da função hepatocelular [157, 158].   

Baseado nos estudos desenvolvidos por Oscar Langendorff, nos quais eram avaliados  

eventos fisiológicos e fisiopatológicos do coração ex vivo, foram desenvolvidos outros 

modelos animais que permitiam a avaliação do fígado ex vivo, sendo de salientar os 

estudos de I/R [61, 159, 160].  

Atualmente na área da transplantação hepática, os estudos do fígado ex vivo têm sido 

extremamente valiosos, pois têm possibilitado a realização de estudos fisiológicos e 

fisiopatológicos, fundamentais para o desenvolvimento de novos processos de 

preservação do fígado, através da utilização de máquinas de preservação dinâmica. O 

desenvolvimento da preservação dinâmica poderá alterar a forma como os órgãos são 

perfundidos, preservados e transportados [161-166].  

No presente estudo, com o objetivo de realizar uma investigação com caráter 

translacional, tentámos perceber, no modelo animal, se o efeito da variação nos tempos 

de isquemia fria seria sobreponível ao que ocorre no humano, quer do ponto de vista da 

função mitocondrial quer da atividade bioenergética.  

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

existem diferenças estatisticamente significativas entre as biópsias realizadas no final 
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do período de isquemia fria e após reperfusão em todos os grupos estudados. Por sua 

vez, da análise comparativa dos diferentes grupos entre si, não foram identificadas 

diferenças com significado estatístico. Estes dados permitem demonstrar que no modelo 

animal a função mitocondrial é afetada pelo processo de I/R, acrescentando ao facto de 

que no modelo animal a disfunção mitocondrial foi independente das variações dos 

tempos de isquemia fria estudados. 

A Lag phase encontra-se aumentada após a reperfusão em todos os grupos de animais, 

o que reforça os dados obtidos da medição dos potenciais de membrana.  

Os estudos da atividade respiratória mitocondrial apresentaram alterações, sendo de 

salientar o decréscimo em todos os grupos, do estado 3 e do índice de controlo 

respiratório.  

Da avaliação da atividade bioenergética foi possível observar uma diminuição da 

quantidade de ATP produzido em todos os tempos de isquemia fria estudados, 

demonstrando-se que durante a reperfusão ocorre lesão mitocondrial. 

As avaliações 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 

função mitocondrial com implicação na atividade bioenergética que se traduz por uma 

menor eficácia na produção de energia. Esse défice de ATP é suficiente para 

desencadear alterações do metabolismo celular, pelo que podemos considerar que a 

I/R associada à transplantação hepática interfere no equilíbrio bioenergético celular.  

Perante os dados obtidos, e de modo a utilizar metodologias passíveis de reprodução 

clínica, nos restantes ensaios optámos por aprofundar os estudos utilizando tempos de 

isquemia de 12 h, período que nos seres humanos é considerado como o tempo máximo 

permitido para a utilização do fígado para transplante. 

O conceito de hipotermia foi introduzido na prática clínica por Bigelow et al. nos inícios 

de 1950, demonstrando o efeito neuroprotector durante a cirurgia cardíaca [167]. Os 

benefícios associados à hipotermia incluem a preservação do metabolismo hepático e 

a redução da resposta inflamatória e da apoptose durante a isquemia [168]. Estudos 

experimentais recentes demonstraram que a hipotermia leve (32 – 34 ºC) exerce um 

efeito protetor sobre as lesões induzidas pela isquemia quente/reperfusão, embora os 

mecanismos que induzem proteção hepática não sejam completamente conhecidos 

[169]. Na prática clínica, Azoulay et al. compararam num grupo de doentes submetidos 

a cirurgia hepática complexa por tumores hepáticos centrais com envolvimento da veia 
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cava inferior ou da confluência das veias hepáticas com a veia cava, e comprovaram o 

efeito protetor da realização de perfusão hepática in situ hipotérmica quando comparado 

com exclusão vascular total superior a 60 minutos. De acordo com esse estudo, os 

doentes submetidos a perfusão hipotérmica apresentavam melhor tolerância à lesão 

induzida pela I/R, que se traduzia numa melhoria das funções hepáticas e renais pós-

operatórias e numa menor morbilidade [170].  

No presente estudo tínhamos como objetivo avaliar em laboratório, o conceito de 

hipotermia aplicado à reperfusão durante a transplantação hepática. Para tal, definimos 

uma temperatura de reperfusão de 32  ºC, que de acordo com os estudos experimentais, 

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

Nos ensaios realizados, todos os parâmetros de potencial de membrana mitocondrial e 

de respiração mitocondrial estavam mais preservados no grupo submetido a reperfusão 

hipotérmica, quando comparados com o grupo da reperfusão normotérmica.   

Para além dessas diferenças estatisticamente significativas nos parâmetros de potencial 

de membrana mitocondrial e de respiração mitocondrial, também a quantidade de ATP 

produzida no tecido hepático no grupo submetido a reperfusão hipotérmica foi superior 

à da registada na reperfusão normotérmica.  

Estes dados permitem afirmar que a eventual aplicação deste conceito de reperfusão 

hipotérmica ao nível da transplantação hepática, poderá ser benéfica sob o ponto de 

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

Para uma eventual aplicabilidade futura na transplantação hepática, será necessário 

realizar mais estudos quer do ponto de vista funcional, quer técnicos, de modo a tornar 

possível a integração do conceito de reperfusão hipotérmica na prática clínica. 
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Capítulo VI   

Estudo experimental do efeito da adição de Berberina à 
solução de preservação na função mitocondrial e 
metabolismo energético no modelo animal de transplante 
hepático 
 

 

Foram avaliados os eventuais efeitos na função mitocondrial e na atividade 

bioenergética adicionando berberina à solução de preservação. Procedeu-se à 

realização de múltiplos ensaios, nos quais foram mantidos os tempos de isquemia fria 

(12 h) e de reperfusão (1 h). Nestes ensaios, ao grupo A foi adicionado berberina durante 

a I/R, enquanto que no grupo B foi realizado o mesmo procedimento à exceção da 

adição deste composto.  

Bioenergética mitocondrial: potencial membranar, respiração mitocondrial e 
quantificação de ATP 
 

Potencial membranar 

Para a obtenção dos dados de potencial membranar foi utilizado o Succinato. De acordo 

com os resultados, identificou-se uma melhoria dos parâmetros de função mitocondrial 

no grupo A, comparativamente com o grupo B, que foi submetido a I/R sem adição desse 

composto. A Lag phase encontra-se diminuída no grupo A, corroborando os dados de 

medição dos potenciais, que confere à 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** 

Despolarização (-mV) 24,0 ± 1,0 23,5 ± 1,3 16,9 ± 0,8** 

Lag phase (s) 54,6 ± 2,8 57,0 ± 1,9 104,4 ± 4,1** 

Repolarização (-mV) 194,7 ± 7,7 197,6 ± 6,5 172,6 ± 2,1** 
 

TABELA 17– COMPARAÇÃO DOS PARÂMETROS DE POTENCIAL MEMBRANA E LAG PHASE 

ENTRE O GRUPO A (BBR) E O GRUPO B (SEM BBR) 
O Δψ e a Lag phase foram determinados na presença de Succinato como substrato 

respiratório. A fosforilação foi induzida pela adição de 100 nmol de ADP. Na comparação 

das médias determinaram-se diferenças com significado estatístico entre o grupo A 

(BBR) e o grupo B (sem BBR). Na comparação das médias um p <0.05 (*) foi 

considerado estatisticamente significativo; ** p <0,01. 
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FIGURA 31- GRÁFICO DA MEDICAÇÃO DO POTENCIAL DE MEMBRANA INICIAL (ΔΨ) ENTRE O 

GRUPO CONTROLO, O GRUPO A (BBR) E O GRUPO B (SEM BBR). 
O Δψ foi determinado na presença de Succinato como substrato respiratório. A 

fosforilação foi induzida pela adição de 100 nmol de ADP. Na comparação das médias 

determinaram-se diferenças com significado estatístico entre o grupo A(BBR) e o grupo 

B (sem BBR). Na comparação das médias um p <0.05 (*) foi considerado 

estatisticamente significativo; ** p <0,01. 

 

 

FIGURA 32- GRÁFICO DA MEDICAÇÃO DA LAG PHASE ENTRE O GRUPO CONTROLO, O GRUPO 

A (BBR) E O GRUPO B (SEM BBR). 
A Lag phase foi determinado na presença de Succinato como substrato respiratório. A 

fosforilação foi induzida pela adição de 100 nmol de ADP. Na comparação das médias 

determinaram-se diferenças com significado estatístico entre o grupo A (BBR) e o grupo 

B (sem BBR). Na comparação das médias um p <0.05 (*) foi considerado 

estatisticamente significativo; ** p <0,01. 

** 

** 
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Respiração mitocondrial 

A respiração mitocondrial foi medida avaliando o consumo de oxigénio após 

energização das mitocôndrias com Succinato. Os resultados obtidos encontram-se 

resumidos na tabela seguinte (Tabela 18).   

 

 Succinato 

Controlo Grupo A Grupo B 

Estado 3 (nátomos O/ min/mg 
proteína) 

108,4 ± 1,8 
 

102,8 ± 2,5 
 

 
65,4 ± 1,4** 

 

Estado 4 (nátomos O/ min/mg 
proteína) 

17,8 ± 0,5 
 

17,4 ± 0,6 
 

 
20,9 ± 0,2** 

 

ICR 6,1 ± 0,2 
 

5,9 ± 0,3 
 

 
3,1 ± 0,1** 

 

ADP/O 1,8 ± 0,1 
 

1,8 ± 0,2 
 

 
1,48 ± 0,1** 

 

vFCCP (nátomos O/ min/mg 
proteína) 

129,4 ± 4,5 
 

129,4 ± 3,4 
 

122,0 ± 2,5** 

TABELA 18- VALORES DA RESPIRAÇÃO MITOCONDRIAL OBTIDOS ENTRE O GRUPO A (BBR) 
E O GRUPO B (SEM BBR) 
A quantificação da respiração mitocondrial hepática nos grupos A (BBR) e no grupo B 

(sem BBR), quando estimuladas com Succinato. Na comparação das médias um p 

<0.05 (*) foi considerado estatisticamente significativo; ** p <0,01. 

 

 

Da análise 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 

o grupo sem adição do composto, e que as diferenças entre os grupos A e B têm 

significado estatístico (p <0.001). A associação da berberina ao meio, permite preservar 

a eficiência fosforilativa das mitocôndrias, conferindo um efeito protetor das lesões 

induzidas pela I/R sobre a atividade mitocondrial (Figura 33 e 34).  
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FIGURA 33- REPRESENTAÇÃO DOS VALORES DE ESTADO 3 RESPIRATÓRIO OBTIDOS ENTRE 

O GRUPO CONTROLO, O GRUPO A (BBR) E O GRUPO B (SEM BBR). 
Determinação do estado 3 respiratório na presença de Succinato como substrato 

respiratório. Na comparação das médias determinaram-se diferenças com significado 

estatístico entre o grupo A e o B. Na comparação das médias um p <0.05 (*) foi 

considerado estatisticamente significativo; ** p <0,01. 

 

 

FIGURA 34- REPRESENTAÇÃO DOS ÍNDICE DE CONTROLO RESPIRATÓRIO OBTIDOS ENTRE O 

GRUPO CONTROLO, O GRUPO A (BBR) E O GRUPO B (SEM BBR). 
Determinação do índice de controlo respiratório na presença de Succinato como 

substrato respiratório. Na comparação das médias determinaram-se diferenças com 

significado estatístico entre o grupo A e o B. Na comparação das médias um p <0.05 (*) 

foi considerado estatisticamente significativo; ** p <0,01. 

 

   

** 
** 

** 
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Quantificação de ATP 

O gráfico seguinte mostra os valores comparativos de ATP determinados no tecido 

hepático dos animais após a adição da berberina. Estes dados demonstram que a 

berberina promove a preservação da atividade mitocondrial, que se traduz por uma 

maior eficiência energética relacionada com a maior conteúdo em ATP (Figura 35). 

  

 

FIGURA 35- GRÁFICO REPRESENTATIVO DOS VALORES DA QUANTIFICAÇÃO DE ATP OBTIDOS 

ENTRE O GRUPO CONTROLO, O GRUPO A (BBR) E O GRUPO B (SEM BBR). 
Quantificação dos valores de ATP presentes no tecido hepático no grupo controlo e nos 

grupos A (BBR) e B (sem BBR). De referir a existência de diferenças estatisticamente 

significativas entre os grupos A e B. Na comparação das médias um p <0.05 (*) foi 

considerado estatisticamente significativo; ** p <0,01. 

 

 

Indução da permeabilidade transitória mitocondrial  
 

A capacidade de retenção de cálcio mitocondrial é um componente importante da 

atividade celular mitocondrial. Após um certo limiar, ocorre um aumento repentino da 

permeabilidade da membrana mitocondrial interna, denominada por permeabilidade de 

transição mitocondrial (MPT), e que permite a passagem de solutos de elevado peso 

molecular. O seguinte gráfico ilustra os dados recolhidos durante os ensaios sobre a 

permeabilidade transitória das mitocôndrias, conforme descrito (Figura 36).  

** 
** * 
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Na presença de uma elevada dose de cálcio e ciclosporina A (um inibidor específico de 

mPTP), não ocorre a intumescência das mitocôndrias, o que é um indicador da 

integridade das mitocôndrias isoladas. Existe uma relação entre a diminuição mais 

rápida da absorvência com a pior capacidade de retenção de cálcio mitocondrial. O 

suplemento de BBR é capaz de prevenir a indução de MPT, indicando uma melhoria da 

capacidade de retenção de cálcio 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

FIGURA 36- INDUÇÃO DA PERMEABILIDADE TRANSITÓRIA MITOCONDRIAL EM MITOCÔNDRIAS 

HEPÁTICAS DE ANIMAIS OBTIDOS ENTRE O GRUPO A (BBR) E O GRUPO B (I/R SEM BBR). 
Representação gráfica da indução de permeabilidade transitória mitocondrial (mPTP) 

ocorre para 10 nmol de Ca2+, avaliado a fluorescência a 540 nm. Os traçados 

representam a média e o desvio padrão de 4 - 6 animais de acordo com os grupos: A 

(BBR) e o B (I/R sem BBR). Na comparação das médias um p <0.05 (*) foi considerado 

estatisticamente significativo; ** p <0,01. 

 

A análise dos dados demonstra que a as mitocôndrias dos animais do grupo B (I/R sem 

BBR) sofrem uma perda de absorvência muito mais rapidamente do que no grupo A 

(BBR), o que indica que estas mitocôndrias se encontram mais suscetíveis à indução 

da abertura do poro de permeabilidade transitória mitocondrial, ou seja, estão mais 

fragilizadas e menos funcionais. A adição da Ciclosporina A (inibidor da abertura do 

mPTP) ao grupo submetido apenas a I/R, confirma esta análise.  

  

Controlo 
I/R + CsA 

I/R + BBR 

I/R 
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Formação de espécies reativas de oxigénio (ROS)  
 

A produção de ROS mitocondrial foi avaliada com recurso a uma sonda sensível a H2O2, 

H2DCFDA. Apesar de uma tendência para maior produção de ROS no grupo de animais 

submetidos a I/R (quando comparados com o grupo controlo), o seguinte gráfico mostra 

o aumento significativo da produção de espécies reativas de oxigénio nas mitocôndrias 

isoladas dos animais no grupo B (I/R sem BBR), em comparação com o nível de ROS 

das mitocôndrias dos animais do grupo A (BBR) (Figura 37).  

 
 

FIGURA 37– REPRESENTAÇÃO GRÁFICA DA PRODUÇÃO DE H2O2 NAS MITOCÔNDRIAS 

HEPÁTICAS DE RATOS SUBMETIDOS A I/R HEPÁTICA ENTRE O GRUPO A (BBR) E O GRUPO B 

(I/R SEM BBR) AVALIADO POR FLUORESCÊNCIA DE H2DCFDA.  
Depois de registar a produção basal de H2O2, foi adicionada em ambos os grupos 

Antamicina A (AA) 1,25 nmol/mg proteína. A elevação da produção de H2O2 foi registada 

como consequência do bloqueio da cadeia respiratória. I/R (grupo B) a produção de 

ROS encontra-se elevada comparativamente com a adição de BBR (grupo A) e com o 

grupo controlo (não representado), efeito que é exacerbado pela adição de AA. A 

suplementação com BBR reduz a produção de ROS para níveis próximos do grupo 

controlo. O gráfico de barras representa a média e o desvio padrão de 4 animais de 

acordo com os grupos: A (I/R com BBR) e o B (I/R). Na comparação das médias um p 

<0.05 (*) foi considerado estatisticamente significativo vs grupo B; na comparação das 

médias um p <0.05 (#) foi considerado estatisticamente significativo vs grupo B + AA.  

 

Western blot 
 

A quantificação de proteínas nas preparações hepáticas obtidas por Western Blot. A 

análise da Figura 38 demonstra que a I/R com BBR (grupo A) ocorre um aumento na 

forma ativa de LC3 (LC3-II), 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 redução severa nos níveis das desacetilases dependentes de NAD+ 

SirT1 e SirT3, indicando um comprometimento metabólico nestas preparações. O 

tratamento com BBR restaura os níveis dessas proteínas aproximando-as dos valores 

identificados no grupo controlo.  

Finalmente, em relação à quantificação de PGC-1α que funciona como co-ativador da 

transcrição e que desempenha um papel regulador da biogênese mitocondrial, estava 

quase ausente nas preparações do grupo B, enquanto no grupo A foi restaurado para 

níveis próximos do grupo controlo. Estes dados demonstram ainda que a I/R foi bastante 

prejudicial para a homeostase metabólica hepática (com especial relevância para a 

função mitocondrial), o que foi impedido pela suplementação BBR (Figura 38). 

 

 

 

FIGURA 38- REPRESENTAÇÃO GRÁFICA DA QUANTIFICAÇÃO PROTEÍCA (LC3 I E II, SIRT1 E 

SIRT3, PGC-1Α E Β-ACTIN) NOS FÍGADOS DOS RATOS DO GRUPO CONTROLO E NOS GRUPOS 

SUBMETIDOS A I/R NA PRESENÇA OU AUSÊNCIA DE BBR. 
Os fígados I/R apresentaram conteúdo reduzido em SirT1, SirT3 e PGC-1α, enquanto a 

forma ativa de LC3 foi reduzida (todos os efeitos foram impedidos pela adição BBR, 

Grupo A). A imagem de Western Blot representativa dessas experiências para as 

respectivas proteínas. Os animais de controlo foram operados simultaneamente. 

LC3 I (19 kDa) 

SirT1(80 kDa) 

β-Actin (44 kDa) 

SirT3 (28 kDa) 

PGC-1α (90 kDa) 

LC3 II (17 kDa) 

Controlo  I/R  I/R + BBR 
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Real time PCR 
 

O estudo de expressão genética foi realizado por real time PCR, tendo sido avaliados 

vários genes envolvidos no metabolismo mitocondrial e celular. De acordo com a Figura 

39, após a adição de BBR identificou-se um aumento da expressão de genes envolvidos 

no metabolismo celular (SirT1) e no metabolismo mitocondrial (PGC-1α, COX IV). 

Curiosamente, não foram encontradas alterações da expressão genética de SirT3, 

MnSOD2 ou NDUFS8 (Figura 39). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

FIGURA 39- REPRESENTAÇÃO GRÁFICA DA EXPRESSÃO GENÉTICA (SIRT1 E SIRT3, PGC-1Α, 
MNSOD2, COX IV E NDUFS8) NOS FÍGADOS DOS RATOS SUBMETIDOS A I/R NA PRESENÇA 

OU AUSÊNCIA DE BBR. 
Nos fígados submetidos a I / R com BBR, houve um aumento da expressão genética de 

SirT1, COX IV e PGC-1α quando comparados com o grupo sem BBR. Não foram 

encontradas diferenças na expressão genética de SirT3, de MnSOD2 e de NDUFS8. 

(*) indica uma diferença estatisticamente significativa (p <0,05) relativamente ao grupo 

controlo; n.d., representa ausência de diferença. 

 

  



Capítulo VI – Estudo experimental do efeito da adição de Berberina à solução de preservação na função 
mitocondrial e metabolismo energético no modelo animal de transplante hepático 

106 

Avaliação histológica 
 

Microscopia ótica e microscopia eletrónica de transmissão  

Apresentamos o resultado da avaliação histológica após realização de I/R se e com a 

adição 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 adição 

de berberina os hepatócitos adquirem uma aparência mais arredonda, associando-se 

uma descoesão moderada a marcada dos hepatócitos. Apesar destas alterações a 

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

 

  
 
FIGURA 40- BIÓPSIA HEPÁTICA. I/R COM ADIÇÃO DE BERBERINA 
Tecido hepático manutenção da arquitetura habitual, sem esteatose, infiltrado 

inflamatório nem fibrose. Ligeira dilatação sinusoidal pericentrolobular. Hepatócitos com 

preservação do núcleo e dos organelos intracelulares, sem necrose nem apoptose (A- 

H&E, ampliação de 40x; B- H&E, ampliação de 400x). 

 

 

A B 
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FIGURA 41- I/R COM ADIÇÃO DE BERBERINA. MICROSCOPIA ELECTRÓNICA DE 

TRANSMISSÃO DE TECIDO HEPÁTICO DE RATO. 
Características ultraestruturais de parênquima hepático de rato após a adição da 

berberina. Presença de hepatócitos normais, que se encontram adjacentes e lineares.  

As mitocôndrias são homogéneas quer na dimensão quer na sua estrutura; N, núcleo; 

Nc, nucléolo; M, mitocôndria; ER, retículo endoplasmático.  

 

  
 
FIGURA 42- BIÓPSIA HEPÁTICA. I/R SEM ADIÇÃO DE BERBERINA.  
Parênquima hepático com arquitectura preservada com espaços porta sem lesões dos 

seus constituintes. Observa-se descoesão moderada a marcada dos hepatócitos, por 

vezes arredondados e com discreta balonização, focalmente com corpos de Mallory-

Denk (seta), com preservação do núcleo e dos organelos. Não se identificou necrose 

nem apoptose. (A- H&E, ampliação de 40x; B- H&E, ampliação de 400x). 

 

A B 
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FIGURA 43- I/R SEM ADIÇÃO DE BERBERINA. MICROSCOPIA ELECTRÓNICA DE TRANSMISSÃO 

DE TECIDO HEPÁTICO DE RATO. 
Características ultraestruturais de parênquima hepático de rato após I/R sem adição da 

berberina. A) presença de descoesão moderada a marcada dos hepatócitos. 

Hepatócitos adotam uma aparência mais arredondada, mas com contornos regulares. 

B) as mitocôndrias são homogéneas e mantêm integridade da sua ultraestrutura. H, 

hepatócitos; N, núcleo; Nc, nucléolo; M, mitocôndria; ER, retículo endoplasmático.  

 

  

A B 
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Discussão 
 

De modo a diminuir o dano celular induzido pela I/R na cirurgia hepática e em particular 

na transplantação hepática, têm sido desenvolvidos múltiplos estudos experimentais, 

nos quais foram utilizadas estratégias de pré-condicionamento isquémico, sendo de 

salientar a utilização de múltiplas estratégias farmacológicas.  

Apesar deste esforço, a translação destas estratégias para a prática clínica tem sido 

muito reduzida, provavelmente porque muitos destes estudos experimentais utilizaram 

metodologias não passíveis de reprodução clínica.  

A berberina é um composto largamente conhecido da medicina Chinesa e é um 

alcalóide de isoquinolina presente em várias espécies (por exemplo, incluindo Coptis 

sp. e Berberis sp., entre outros) [173]. A BBR é geralmente utilizado para o tratamento 

de várias doenças, como complicações intestinais e infeções [173, 174]. Vários estudos 

confirmaram que a BBR aumenta a atividade enzimática antioxidante, a captação de 

glicose e ao mesmo tempo reduz a peroxidação lipídica [175, 176]. 

O efeito da adição da BBR na lesão hepática após transplante hepático não está bem 

definido. Alguns estudos parecem mostrar que a BBR está implicada na melhoria da 

lesão hepática induzida pela I/R na transplantação hepática por redução dos níveis de 

stress oxidativo e da taxa de apoptose que estão envolvidos na inativação do mTOR 

[177].  

Neste capítulo pretendemos demonstrar experimentalmente utilizando uma metodologia 

com potencial translacional, o efeito protetor da BBR na função mitocondrial e na 

atividade bioenergética, contra a lesão hepática provocada pela I/R no contexto da 

transplantação hepática. 

Na avaliação dos ensaios da função mitocondrial observou-se uma preservação dos 

parâmetros de potencial de membrana comparativamente com o grupo controlo. De 

notar que, no grupo de I/R sem adição de BBR, estes parâmetros de potencial de 

membrana estão diminuídos, e verificando-se que esta diferença tem significado 

estatístico (p <0,001).  

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

pelo que a adição deste composto promove uma melhoria da função mitocondrial.  

A análise dos valores da atividade respiratória mitocondrial mostra que 

comparativamente com o grupo controlo, o consumo de O2 nos grupos estudados é 
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inferior, facto que está relacionado com o efeito da I/R sobre a atividade mitocondrial. 

Da comparação entre os grupos, com ou sem BBR, observou-se que no grupo da BBR, 

o consumo de O2 é superior, confirmando por este método, que as mitocôndrias estão 

mais funcionais, inferindo-se deste modo que a BBR confere um efeito proteção contra 

o dano mitocondrial induzido pela I/R.   

Relativamente à quantificação média de ATP, verificou-se que comparativamente com 

o grupo controlo, a variação percentual de produção de energia entre os grupos com ou 

sem BBR é de 50%.  

Os dados da indução da permeabilidade transitória mitocondrial mostram que a BBR 

confere uma menor indução da abertura do poro da membrana mitocondrial, que se 

traduz por uma menor perda de absorvência, 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 mitocôndria.  

Relativamente à produção de ROS, verificou-se neste estudo, uma redução da 

quantidade de ROS produzida, no grupo em que foi adicionada a BBR. Perante estes 

dados podemos depreender que a BBR exerce um efeito antioxidante, conferindo 

proteção contra a lesão I/R.  

Foi reportado que a utilização da BBR está implicada em alterações da expressão 

genética, mais especificamente em genes que codificam enzimas reguladores da 

atividade metabólica. Para completar nossa avaliação dos efeitos da BBR sobre a 

função mitocondrial hepática, foi avaliada a expressão genética e a quantificação do 

conteúdo proteico por meio de qPCR e Western Blot, respectivamente. 

A Sirt1 regula a expressão genética e a atividade proteica de diversos processos 

celulares, sendo de destacar a proliferação celular, o metabolismo celular, a reparação 

do DNA, resposta perante o stress e à sobrevivência celular [178, 179]. A Sirt1 interfere 

na regulação da biogénese mitocondrial e na mitofagia, contribuindo para a manutenção 

da qualidade das mitocôndrias presentes na célula. Esses estímulos podem variar de 

acordo com os défices energéticos relacionados com doenças ou agressões [180].  

Os nossos dados indicam que a expressão de genes e o conteúdo protéico de SirT1, 

após a suplementação com BBR, foram mantidos em níveis sobreponíveis aos do grupo 

controlo. Como tal, parece que a BBR pode atuar através da indução dos níveis e 

atividade da SirT1. 
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Em estudos prévios descrevemos o papel da BBR sobre a SirT3 (o equivalente 

mitocondrial do SirT1 citosólico e nuclear) num ambiente de elevado teor de gordura 

alimentar, pelo que esperávamos encontrar mecanismos semelhantes. Curiosamente, 

não encontramos alterações na expressão genética de SirT3, apesar de um efeito 

robusto sobre os níveis de proteína. 

A SirT3 é uma desacetilase mitocondrial que tem um papel primordial na homeostase 

metabólica e na regulação redox. A ausência de SirT3 conduz à hiperacetilação das 

proteínas mitocondriais, nomeadamente do Complexo I e II, e de enzimas envolvidas na 

β-oxidação lipídica mitocondrial conduzindo à concomitante diminuição da sua 

eficiência, facto que é facilmente comprovado pela diminuição dos níveis de ATP 

produzidos [181-184].  

Até ao momento não existe uma resposta definitiva sobre o papel da BBR na atividade 

das sirtuinas, e, como tal, continua sendo uma fascinante área de investigação para 

futuros trabalhos. 

A expressão genética e os níveis de proteína de PGC-1α foram avaliados. Este 

regulador da função mitocondrial e da biogénese tem sido amplamente relacionado com 

o aumento da atividade mitocondrial, com aumento do número de cópias de mtDNA e 

também com a presença de uma maior massa mitocondrial [185]. Os resultados deste 

estudo mostram que a BBR contribui para a melhoria da função mitocondrial, como 

resultado do incremento do número de unidades mitocondriais resultantes da 

modulação dos níveis de PGC-1α, contribuindo para uma melhoria da capacidade 

respiratória mitocondrial e dos níveis de ATP. Estes dados também são corroborados 

pela elevação da expressão genética de COX IV [186]. 

Embora não tenham sido encontradas alterações nos níveis de expressão genética de 

NDUSF8 quer de outras subunidades dos complexos da cadeia respiratória mitocondrial 

(dados não mostrados), não é possível excluir a interferência na biogénese mitocondrial, 

dado que os processos de transcrição/replicação de mtDNA e biogénese mitocondrial 

são complexos e demorados, pelo que o tempo definido para o estudo experimental (12 

h) pode não ter sido suficiente para permitir identificar essas diferenças. 

Um claro indicador da preservação da função celular e mitocondrial induzida pela BBR 

em condições de I/R, são os níveis de proteína LC3 (LC3-II) ativa que se encontram 

aumentados na relação LC3-II/LC3-I [187]. LC3 é um marcador de autofagia, cuja 



Capítulo VI – Estudo experimental do efeito da adição de Berberina à solução de preservação na função 
mitocondrial e metabolismo energético no modelo animal de transplante hepático 

112 

ativação leva à degradação de vários componentes celulares como uma tentativa final 

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

Para além da realização de ensaios da função mitocondrial e da bioenergia mitocondrial, 

foi avaliado o papel da BBR no parênquima hepático e ao nível do hepatócito. No grupo  

controlo e no grupo I/R com BBR, as alterações no parênquima do hepático e nos 

hepatócitos são mínimas. Nestes grupos a arquitetura do fígado é normal, não se 

observando sinais de esteatose, fibrose ou infiltrado inflamatório. Os hepatócitos 

mantêm as suas características ultraestruturais preservadas. Contrariamente, no grupo 

submetido a I/R sem adição de BBR observamos uma desassociação moderada a grave 

dos hepatócitos, estes adotam uma forma mais arredondada, embora os organelos 

intracelulares mantenham as suas estruturas preservadas. Em toda a avaliação 

histológica, não houve sinais de apoptose ou necrose.  

A avaliação histológica do parênquima hepático mostra que a BBR contribui para a 

manutenção da normal arquitetura do parênquima hepático e preservação da estrutura 

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

Os resultados dos estudos funcionais e estruturais permitem demonstrar que a BBR 

poderá ter um elevado potencial na redução da lesão induzida pela I/R no âmbito da 

transplantação hepática. No entanto, serão necessários mais estudos de modo a 

confirmar a eficácia e o real valor da adição deste composto.   
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A transplantação hepática é a única opção terapêutica, com caráter definitivo, em 

doentes com falência hepática aguda ou crónica, como consequência de patologias do 

foro benigno ou maligno [190]. A principal limitação desta opção terapêutica, está 

relacionada com a falta de disponibilidade de órgãos, o que condicionou o 

desenvolvimento de sistema de alocação de órgãos [191]. De modo a aumentar a 

disponibilidade de órgãos, houve necessidade de incluir órgãos subótimos provenientes 

dadores com idades superiores a 80 anos, dadores após paragem cardíaca, com 

tempos de isquemia fria prolongados ou fígados com esteatose macrovesicular [192-

194].  

O processo de I/R relacionado com a transplantação hepática, é um processo 

multifatorial que pode condicionador o sucesso do órgão implantado [195].  Ao nível do 

hepatócito, um dos organelos mais afetados é a mitocôndria. Esta disfunção 

mitocondrial é responsável pela diminuição da produção energética, pelo incremento da 

produção de ROS, para além de estar implicada nos processos de apoptose e necrose 

celular [196].  

Durante os últimos anos, foram desenvolvidos múltiplos estudos experimentais numa 

tentativa de avaliação do impacto do processo de I/R na disfunção mitocondrial hepática.  

Neste estudo pretendeu-se demonstrar pela primeira vez no ser humano a influência da 

I/R sobre a mitocôndria, estudando a função mitocondrial e a atividade bioenergética, 

em amostras de tecido hepático vivo provenientes de fígados humanos utilizados na 

transplantação hepática. Para tal, foi necessário realizar ensaios laboratoriais 

imediatamente após a colheita das biópsias, facto que implicou a disponibilidade total 

da equipa, dado o caráter de urgência inerente à transplantação hepática.  

Foram analisados vários parâmetros da função mitocondrial e da atividade 

bioenergética. Da comparação entre as amostras identificou-se uma diferença 

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

Neste estudo verificou-se que as variações dos tempos de isquemia fria ou quente, não 

estão correlacionadas com as variações observadas nos parâmetros da atividade 

mitocondrial. Este facto pode ser explicado por se verificar uma pequena variação nos 

tempos de isquemia fria e também pelo facto da segunda biópsia ser colhida uma hora 

após a reperfusão, o que provavelmente não será suficiente para correlacionar os 

tempos de I/R com as alterações identificadas nos parâmetros de função mitocondrial.  
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As condições inerentes ao transplante hepático, impedem a realização de uma biópsia 

em cunha, umas horas ou dias após transplante, facto que seria cientificamente 

relevante pois permitiria identificar quando é que se verifica o restabelecimento da 

função mitocondrial. 

Dos resultados obtidos na correlação entre as variações bioenergéticos e a função 

mitocondrial com os biomarcadores clínicos, podemos inferir fatores preditivos precoces 

no pós-operatórios do transplante hepático. Dos biomarcadores clínicos estudados, 

verificou-se uma correlação entre: a TGO, a bilirrubina direta e o lactato arterial com as 

variações da função mitocondrial e da atividade bioenergética (p <0,01).  

Quando analisados os resultados clínicos, e apesar da baixa taxa de complicações 

registadas, verificou-se uma correlação entre as complicações tardias e as variações do 

estado 3 respiratório.  

Os dados obtidos permitem demonstrar pela primeira vez em tecido hepático vivo 

proveniente de fígados humanos utilizados na transplantação hepática, uma relação 

direta entre a função mitocondrial e a I/R. A utilização futura destes marcadores clínicos 

como fatores de prognósticos da atividade mitocondrial, pode permitir a identificação 

precoce de falência hepática pós-transplante e antecipar a necessidade de realizar um 

novo transplante. 

Da avaliação da função mitocondrial e do metabolismo energético associado aos 

diferentes padrões de lesão hepática induzidos pela isquemia/reperfusão nos fígados 

humanos, podemos afirmar que os eventos identificados sobre a atividade mitocondrial 

são sobreponíveis aos observados nos fígados no modelo animal.  

No modelo animal para além de identificar o efeito da I/R sobre a atividade mitocondrial, 

também foi possível demonstrar que as variações nos tempos de isquemia fria, não foi 

um factor determinante para o agravamento da disfunção mitocondrial. 

No sentido de diminuir o impacto da I/R sobre a função mitocondrial, foram realizados 

múltiplos estudos experimentais, com o intuito de desenvolver estratégias que 

permitissem mitigar esse efeito.  

Na cirurgia hepática, o conceito de perfusão hepática hipotérmica tem vindo a ser 

desenvolvido ao longo dos tempos. A sua aplicação clínica apesar de limitada, tem vindo 

a ser descrita em cirurgias hepáticas complexas onde existe necessidade de realizar 

uma exclusão vascular total associando-se perfusão hipotérmica in situ [197].  
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Com base nestes trabalhos, pretendeu-se aplicar este conceito à transplantação 

hepática e avaliar a influência da reperfusão hipotérmica como estratégia protetora da 

atividade mitocondrial. A reperfusão hipotérmica permitiu diminuir o efeito da I/R sobre 

a atividade mitocondrial, promovendo uma maior disponibilidade bioenergética (42 %) 

quando comparado com a reperfusão normotérmica.  

A reperfusão hipotérmica deverá ser tida em conta no futuro da transplantação hepática, 

dado o caráter protetor hepático conferido pela preservação da função mitocondrial e do 

balanço energético hepático. Apesar destes resultados, será necessário desenvolver 

mais estudos para validar a utilização deste mecanismo de proteção na prática clínica.  

Foram desenvolvidas várias estratégias farmacológicas de modo a preservar a 

viabilidade do órgão e promover a regeneração hepática [198-203]. Infelizmente, poucas 

compostos foram utilizados na prática clínica, facto provavelmente relacionado com a 

impossibilidade de transpor as metodologias utilizadas para a aplicabilidade clínica 

[148]. Dai a importância de se realizar estudos com caráter translacional, aproximando 

os estudos experimentais aos eventos clínicos.  

No presente estudo avaliou-se o papel da BBR como fator protetor da função 

mitocondrial e da bioenergética no âmbito da transplantação hepática. Para tal, utilizou-

se uma metodologia com potencial translacional, pelo que se procedeu à adição deste 

composto à solução de preservação utilizada durante o transplante hepático humano.  

Os resultados mostram uma melhoria dos parâmetros da função mitocondrial (potencial 

de membrana, respiração mitocondrial, indução da permeabilidade mitocondrial), bem 

como um incremento de 50 % na quantidade de ATP produzida comparativamente com 

a I/R sem a adição da BBR. A BBR confere uma melhoria na capacidade de acumulação 

de Ca2+ e uma melhoria da fosforilação oxidativa.  

Os estudos de expressão genética permitem verificar um aumento da atividade de SirT1, 

PGC-1α e COXIV que codificam enzimas reguladoras da atividade metabólica [204-

207]. A regulação da dinâmica mitocondrial, isto é, de processos de biogénese 

mitocondrial e de mitofagia, permitem por um lado aumentar o número de mitocôndrias 

na célula de modo a fazer face a um aumento das necessidades energéticas e por outro 

lado eliminar as mitocôndrias lesadas contribuindo para a manutenção da qualidade das 

mitocôndrias presentes na célula.  
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O efeito protetor da adição da BBR verifica-se ao nível da função mitocondrial, mas 

também ao nível da estrutura celular do parênquima hepático, e em particular dos 

hepatócitos.  

Deste trabalho, novas questões se levantam que poderão ser alvo de futuras 

investigações. Em primeiro lugar, no estudo clínico seria interessante perceber qual o 

mecanismo exato que leva à recuperação da normal atividade mitocondrial numa fase 

tardia após reperfusão. Eventualmente no futuro, com o desenvolvimento tecnológico, 

torne possível, o isolamento de mitocôndrias a partir de pequenos fragmentos de tecido.   

A elevada implicação da disfunção mitocondrial na transplantação hepática leva a 

pensar que a disfunção hepática primária esteja intimamente relacionada com estes 

parâmetros. Embora no estudo clínico, não tenha sido possível estabelecer essa 

correlação, circunstância provavelmente relacionada com o facto de que na série 

estudada só ter ocorrido um caso de falência hepática primária. A realização de estudos 

multicêntricos poderia contribuir para a responder a essa questão.  

Relativamente aos fatores de proteção estudados, os dados obtidos da reperfusão 

hipotérmica são relevantes quer do ponto de vista bioenergético, quer da preservação 

da função mitocondrial. Não obstante os resultados, a futura aplicabilidade clínica é 

discutível pelo que seria necessário realizar mais estudos envolvendo aspetos técnicos 

e metabólicos. O efeito protetor da adição da BBR à solução de preservação mostrou 

um efeito protetor sobre a atividade mitocondrial. Em futuros trabalhos, tendo em vista 

a sua futura aplicabilidade, será necessário estudar o efeito das variações das 

concentrações da BBR, em linhas celulares provenientes de biópsias humanas, de 

modo a determinar os efeitos quer ao nível da função mitocondrial quer ao nível da 

estrutura celular. 

Neste estudo foi utilizado o Celsior como solução de preservação hepática, dado ser a 

solução utilizada na prática clínica em Portugal. Neste sentido, será necessário perceber 

se o efeito de proteção mitocondrial e do equilíbrio bioenergético conferido pela adição 

de BBR ao Celsior, se verifica quando adicionado a outras soluções de preservação. 

Esta tese de doutoramento pretendeu dar um contributo significativo para o 

esclarecimento do papel da disfunção mitocondrial na transplantação hepática humana 

dado ter sido o primeiro estudo a confirmar essa relação em tecidos hepáticos vivos, 

permitindo identificar fatores de prognóstico precoces da disfunção mitocondrial. A 

identificação de eventuais estratégias protetoras que levem à redução do dano 
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mitocondrial resultante da I/R, podem contribuir para uma melhoria da disponibilidade 

bioenergética e das funções desempenhadas pela mitocôndria, que poderá conduzir a 

uma melhoria dos resultados clínicos. 

 

 

Coimbra, Janeiro de 2018  
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