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ESTUDO CLINICO PROSPECTIVO EM HUMANOS - COMPARANDO O PAPEL DA
LESAO DE ISQUEMIA-REPERFUSAO EM ENXERTOS ESTEATOTICOS VS NAO
ESTEATOTICOS NO TRANSPLANTE HEPATICO

Prospective study comparing steatotics vs non steatotics grafts in liver transplant - The role of ischemia
/ reperfusion injury
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RESUMO

Introducdo: Varios fatores estdo associados a lesdo de isquemia fria e reperfusdo quente no transplante hepatico, tais como infiltrado de
neutrofilos e linfo-plasmocitario, liberagdo de citoquinas inflamatérias e apoptose. Porém, pouco se conhece sobre o papel da isquemia/
reperfusdo em enxertos esteatéticos. Objetivo: avaliar o papel da lesdo de isquemia/reperfusdo no transplante hepatico em humanos
comparando enxertos esteatoticos e ndo esteatoticos. Pacientes e métodos: Entre maio/02 e margo/07 foram realizadas 84 bidpsias
pos-reperfusdo (2hs apos reperfusdo) e 18 pré-reperfusdes, totalizando 84 transplantes hepaticos em 82 pacientes. As biopsias foram
agrupadas em cinco grupos, de acordo com o grau de macro ¢ microesteatose: GEL—leve (<30%), GEM— moderada (30-59%), GEG-
grave (>60%), GEA- sem esteatose, GPR-pré-reperfusao. Nas 102 biopsias foram analisadas: porcentagens de macro e microesteatose,
graus de exsudato de neutrofilos (0-3) e infiltrado linfo-plasmocitario portal (0-3), indices de apoptose (métodos de Tunel e caspase-3)
e ICAM-1. As esteatoses macro (n-49) e microvesicular (n-74) foram individualmente analisadas e classificadas em graus leve (Gl),
moderado (G2), grave (G3) e ausente (G4). Resultados: O indice de apoptose (TUNEL) foi: GEL=0.262+0.111, GEM=0.278+0.113, GEG=
0.244+0.117, GEA=0,275+£0.094 ¢ GPR=0.181£0.123, p-0.07. No grupo macroesteatose o indice de apoptose (TUNEL) foi: G1=0.284=+
0.106, G2+3=0.160£0.109, G4=0,275+0.094, p-0.05; e no grupo microesteatose, G1=0.222+0.123, G2+3=0.293+0.108, G4=0.275+0.094,
p-0.049. Nao existiu diferenca estatistica entre grupos ao analisarmos os indices de apoptose (caspase-3) e ICAM-1. Conclus&o: Os grupos
de esteatose grave e macroesteatose (grau moderado e grave) apresentaram significante redugao no indice de apoptose, enquanto o grupo
microesteatose (moderado e grave) teve significante aumento.

Descritores: Isquemia, Reperfusdo, Transplante, Figado, Apoptose, ICAM-1

INTRODUCAO
O transplante hepatico (TxH) ¢ a terapia de escolha para paci-
entes portadores de doengas hepaticas terminais e insuficiéncia
hepética aguda.l®

Instituicdes:
" Departamento de transplantes de orgdos da HEPATO — Hospital Beneficéncia Portuguesa de A cada ano, a necessidade de TxH tem aumentado de forma
Séo Paulo exponencial, enquanto a disponibilidade de enxertos atinge um plat6.*
? Departamento de Técnica Operatdria da EPM/ UNIFESF A fim de se expandir o pool de doadores falecidos, tém sido
3 Centro Integrado de Patologia do Hospital Beneficéncia Portuguesa de S3o Paulo utilizados portadores de 50r0|ogias positivas para virus da hepatite
4 Laboratorio de Imuno-histoquimica da FMUSP B (anti HBc+) ou C, Chagas, sifilis ou enxertos com esteatose.

A prevaléncia de obesidade e diabetes aumenta na populagéo geral,
Correspondéncia: sendo esses fatores fortemente relacionados ao desenvolvimento
Huda Maria Noujaim de esteatose.58 Estima-se que 20% a 40% dos figados de doadores
Rua Rodrigo Claudio 58, apto 8, CEP 01532-020, S&o Paulo /SP falecidos s&o esteatéticos ° e 1/3 deles sdo descartados.t® 23% a 35%
Fones: (11) 33416212, (11) 85579800 - Fax: (11) 3266-8072 dos doadores vivos apresentavam mais de 10% de esteatose.!**?
Email - hudanoujaim@hotmail.com A presenga de esteatose nos enxertos hepaticos esta associada

ao aumento do nao-funcionamento primario do enxerto (PNF),
Recebido em: 10.10.2007 Aceito em: 01.12.2009 a necessidade de re-transplante e diminuicdo na sobrevivéncia
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dos receptores no primeiro ano pds-transplante (67-69% vs.
86-87%).4114 Enquanto a microesteatose apresenta resultados
similares aos dos enxertos sem esteatose,’®® a esteatose
macrovesicular aumenta a incidéncia de PNF em 5,1%, comparado
a 1,8% dos enxertos sem esteatose, diminuindo a sobrevivéncia
dos pacientes (77% versus 91%) daqueles sem esteatose e enxertos
(70% versus 82%)."

Os enxertos hepaticos com 30 a 60% de esteatose sdo classificados
como sub-4timos, por aumentarem o risco de PNF,®3%° porém, séo
transplantados em pacientes sem fatores de riscos adicionais ou em
situagdes criticas, no qual se justifica enfrentar tais riscos.?’ Com o
aumento da demanda de enxertos para transplante, muitos centros
tém utilizado figados com esteatose moderada e grave.?

Os mecanismos pelos quais a presenga de esteatose nos enxertos
hepaticos para transplante causa PNF ou disfun¢do primaria
ndo sdo completamente entendidos.?*?? Alguns mecanismos tém
sido propostos em figados esteatéticos, tais como: 1.diminuicdo
do fluxo sanguineo portal — com a balonizacao dos hepaticos
ocorre uma distorgdo da luz dos sinuséides, aumentando a
resisténcia e diminuindo o fluxo sangiiineo e, conseqiientemente,
causando isquemia secundaria nos enxertos;??* 2. deficiéncia no
metabolismo anaerdbico — 0s hepatdcitos esteatoticos aumentam
0 ndo-acoplamento de proteinas e diminuem a producéo de ATP
mitocondria;?®>%" 3. efeitos fisicos dos lipideos — alteracdes na
membrana plasmatica dos sinuséides em figados esteatoticos
proporcionam aumento da ativacdo e adeso das células de Kupffer
nareperfusdo. Enquanto durante a isquemia fria os lipideos podem
solidificar causando ruptura dos hepatdcitos 22 e 4. aumento dos
efeitos do estresse oxidativo na reperfusio — figados esteatdticos
sdo de base predispostos ao estresse oxidativo, sendo este o
componente chave da lesdo de reperfusdo do novo enxerto.*0-%

Atualmente, medidas terapéuticas tém sido investigadas a fim de
superar os desafios da esteatose no transplante hepatico e, assim,
expandir os critérios para utilizagdo desses enxertos.??33

A lesdo de isquemia fria/ reperfusdo quente (IF/RQ) é responsavel
pelo ndo funcionamento de aproximadamente 10% dos enxertos
hepaticos.* Esse processo € desencadeado ja durante a preservagéo
fria do enxerto, na qual os tecidos encontram-se em anoxia e sao
observados distlrbios do metabolismo de energia intracelular e
redugdo dos niveis celulares de adenosina tri-fosfato (ATP).*® Com
a reperfusdo, o fluxo sangiiineo e a oxigenacdo do enxerto sdo
restabelecidos, porém agravam a lesdo isquémica existente devido
a formacdo de espécies reativas de oxigénio.*

Como conseqiiéncias da lesdo de IF/RQ no parénquima hepatico
sd0 observadas: infiltragdo de neutrdfilos, ativagao dos macrofagos/
células de kupffer e formacdo de citoquinas,® resultando em leséo
microvascular, hipoperfusao, extensa lesdo celular e insuficiéncia
do enxerto com consequéncias fatais aos pacientes. Tempo de
isquemia fria acima de 12 horas,* doadores maiores de 50 anos e
presenca de esteatose favorecem a lesdo de IF/RQ.*

Os achados histoldgicos atribuidos a lesdo de IF/RQ incluem
a presenca de esteatose microvesicular, infiltrados focais de
neutrofilos no parénquima hepatico, colestase, balonizagdo dos
hepatdcitos, necrose e apoptose “° e sdo fatores preditores da fungédo
dos enxertos.-4

Evidéncias sugerem ser a apoptose 0 mecanismo decisivo durante
a fase inicial da lesdo de IF/RQ hepatica em animais “4*° e
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humanos,**4” mediada através da ativagdo das caspases.’6#®5t As
caspases s20 as principais executoras da apoptose nos neutrofilos
humanos.®*% Qutras proteases como a calpains e catepsina B estdo
envolvidas no processo de IF/RQ hepatica.5*%

A lesdo de IF/RQ hepatica induzida pela apoptose resulta no
desenvolvimento e exacerbacdo da disfunc¢do primaria e PNF dos
enxertos, representando risco eminente de vida ao receptor.*>%57 A
insuficiéncia hepatica ¢ a manifestagdo dessa complicagao, expressa
através de insuficiéncia cardiovascular, sindrome hepatorrenal e
encefalopatia grau IV. Nessas situagdes, o retransplante precoce é o
Unico tratamento para evitar o desenvolvimento de edema cerebral
irreversivel ou insuficiéncia de multiplos drgéos.

OBJETIVOS

Os objetivos deste estudo sdo avaliar os marcadores e os fatores
envolvidos na lesdo de isquemia fria e reperfusdo quente,
comparando enxertos com e sem esteatose e 0 impacto da esteatose
na sobrevivéncia de pacientes e enxertos pds TxH.

PACIENTES E METODOS

Este é um estudo prospectivo, realizado no periodo de 01/maio
de 2002 e Ol/margo de 2007 na Real e Benemérita Associagdo
Portuguesa de Beneficéncia de Sao Paulo pela equipe de transplante
de 6rgdos HEPATO, no qual foram avaliados pacientes submetidos
a transplante hepético. O estudo foi aprovado pelo Comité de Etica
do Hospital Beneficéncia Portuguesa e a analise dos marcadores da
lesdo de isquemia e reperfusdo pelo Comité de Etica em Pesquisa
da EPM/ UNIFESP (protocolo n°1100/07).

Os critérios de inclusdo dos pacientes foram: portadores de
doenga hepatica aguda (insuficiéncia hepatica aguda) e cronica
hemodinamicamente estaveis, re-transplante (somente para pacientes
jé incluidos no estudo) e os que receberam enxertos de doadores
falecidos. Foram excluidos do estudo os pacientes que evoluiram a
6bito nos primeiros sete dias de pds-operatorio, 0s que receberam
enxertos reduzidos (doadores vivos, figados bipartidos ou reduzidos),
os menores de 15 anos e os receptores hemodinamicamente instaveis
(altas doses de drogas vasoativas) pré TxH.

Nossa amostra foi composta de 84 transplantes hepaticos realizados
em 82 pacientes, sendo dois retransplantes.

Os 84 TxH foram divididos em quatro grupos, de acordo com o grau
de esteatose dos enxertos em: ausente, leve (<30%), moderado (30
—59%) e grave (>60%), assim distribuidos: GEA -esteatose ausente
(n-21), GEL -esteatose leve (n-29), GEM -esteatose moderada (n-
22), GEG - esteatose grave (n-12). Em 18 casos realizou-se biopsia
pré—reperfusdo (no tempo do back table) constituindo o GPR
-grupo pré-reperfusdo (n-18). Também analisamos isoladamente
a esteatose macrovesicular e microvesicular e as classificamos em
graus leve, moderado e grave.

Os parametros estudados nos 84 doadores cadaveres foram
obtidos a partir da ficha da Secretaria do Estado da Saude,
Sistema Estadual de Transplantes, Informacdes sobre doador de
mualtiplos érgaos que incluem: idade, sexo, peso, altura, indice de
massa corporea, grupo sangiineo, causas de o6bito, dias em UTI,
presenca de parada cardiorrespiratoria e de infecgdes, utilizagao de
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drogas vasoativas, sorologias (Chagas, HIV, HTLV I/ Il, HbsAg,
anti-HBs, anti-HBc, anti-HCV, CMV, toxoplasmose) e avaliagdo
dos niveis séricos de AST, ALT, fosfatase alcalina, Gama GT,
bilirubinas e s6dio. A média e o desvio padrao da idade (anos),
peso (Kg) e indice de massa corporea dos doadores foram: idade:
GEL=42,69+16,65; GEM=42,59+12,79; GEG=39,67+16,20;
GEA=42,90+12,27,(p=0,9); peso:GEL=71,93+10,07,GEM=72,14+15
,1,GEG=7,00+16,06; GEA=72,05+9,72 (p=0,6); ¢ indice de massa
corpdrea: GEL=25,52+3,24, GEM=25,35+3,36; GEG=23,78+4,23;
GEA=2491£2 .45 (p=0,4). A causa mais freqiiente de obito foi
acidente vascular cerebral em GEL=15 (51,7%), GEM=15 (68,2%),
GEG=6 (50%), GEA=15 (71,4%), (p=0,45).

Nos grupos GEL, GEM, GEG e GEA, respectivamente, a
média dos dias em UTI foi de 5,2+4,4; 3,6+3,0; 4,7£3,5 ¢
6,9+4,3 (p=0,06) e dos niveis séricos de AST=130,0+173U/L;
94,2+72,0U/L; 99,7+111,4U/L; 247,5£803,6U/L; (p=0,6);
ALT=90,9+113,4U/L; 64,9+49,6U/L; 79,8+61,4U/L; 154,1+230,4U/L
(p=0,2); bilirrubina total=0,99+1,31mg/dL; 0,85+0,60mg/dL;
0,77+0,44mg/dL; 0,9+0,79mg/dL; p=0,9 e s6dio=154,3+17.9mMol/L;
154,7+11,2mMol/L; 154,6416,1mMol/L; 154,9+16,8mMol/L (p=1,0).
O nimero de enxertos repassados por outras equipes e por nés
transplantados foi em GEL, GEM, GEG e GEA, respectivamente:
11 (37,9%); 7 (31,8%); 5 (41,7%) e 3 (14,3%) (p=0,6).

Os parametros analisados dos 82 receptores em GEL (n=29), GEM
(n=20), GEG (n=12) ¢ GEA (n=21) foram, respectivamente, média
de idade (anos) + desvio padrao= 51,6+10,6; 46,7x12,5; 54+7,8,;
52,3£10,6 (p=0,2) e peso (Kg) 70,7+11,7; 77,3£14,9; 69,2+ 9,1,
75,9+13,8 (p=0,2). A maioria dos pacientes era do sexo (masculino)
em GEL= 25 (86,2%), GEM=18 (90%), GEG=8 (66,7%), GEA=19
(90,5%) (p=0,2).

Também foram avaliadas indica¢Ges de TxH, tempo de espera em
lista pré-TxH e tempo de internagdo apds o TxH. As condigdes
clinicas dos receptores portadores de doenga hepatica cronica foram
avaliadas através do escore MELD calculado no dia do transplante.

As solucdes de preservacdo utilizadas em GEL, GEM, GEG,
GEA foram respectivamente: UW exclusivo (Slitros)= 8 (27,6%), 6
(27,3%), 3(25%), 5 (23,8%); UW (3litros) + EC (2litros)= 18 (62,1%),
14 (63,6%), 6 (50%), 14 (66,7%) e outras= 3 (10,3%), 2 (9,1%), 3
(25%), 2 (9,5%) (p=0,9).

A maioria dos transplantes foi realizada utilizando a técnica de
Piggy back em GEL, GEM, GEG e GEA, respectivamente: 27
(93,1%), 19 (86,4%), 11 (91,7%) e 18 (85,7%), p=0,8; no restante,
utilizou-se técnica convencional.

Os esquemas de imunossupresséo aplicados em GEL, GEM, GEG,
GEA foram respectivamente: ciclosporina+ micofenolato mofetil +
prednisona= 19 (65,5%), 10 (45,5%), 7 (58,3%), 12 (57,1%); FK 506 +
prednisona= 10 (34,5%), 8 (36,4%), 1 (8,3%), 7 (33,3%) e nos demais
casos associou-se micofenolato ao FK 506 e prednisona, (p=0,6).
Também foram avaliados: tempo de isquemia fria, tempo de
cirurgia, transfusdo de concentrado de hemaceas e presenca de
rejei¢do celular aguda (confirmada através de biopsia hepatica).

A fungdo dos enxertos hepaticos foi avaliada nos sete dias iniciais
de pds-operatorio, através dos niveis séricos de AST, ALT, fosfatase
alcalina, Gama GT, bilirubinas, tempo de protrombia e a funcéo renal,
através dos niveis de uréia e creatinina e comparado entre 0s grupos.
As causas de perda do enxerto transplantado e de 6bitos foram divididas
em precoces (<30dias pos TxH) e tardias (30 dias pds-operatorio).

As sobrevivéncias de pacientes e enxertos serdo comparadas entre
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0s quatro grupos de estudo excluindo o grupo referéncia.

As amostras teciduais do enxerto transplantado foram obtidas duas
horas ap6s a reperfusdo arterial. Esse material foi resultante de
bidpsia hepatica realizada no lobo esquerdo em cunha de 1,5cm de
profundidade, que foi imediatamente conservado em formol a 10%
e enviado ao Centro Integrado de Patologia da Real e Benemérita
Associacao Portuguesa de Beneficéncia de Sao Paulo.

Avaliacao histologica das amostras de figado

As bidpsias hepaticas foram fixadas em formol a 10% e submetidas
a processamento de rotina para inclusdo em parafina.

Protocolo para preparo das laminas de hematoxilina-eosina (HE)

Cada bloco de parafina contendo a bidpsia hepatica foi cortado
em micrétomo a espessura de 3 micra por corte e transferido
para laminas de vidro. Essas laminas foram desparafinizadas em
estufa a 75°C, coradas pelo método de H.E por cinco minutos, a
seguir lavadas e coradas em solugdo de Eosina por um minuto.
Posteriormente, as laminas foram lavadas quatro vezes em alcool
absoluto e mais quatro vezes em xilol, fixadas com laminulas e
prontas para serem analisadas.

Protocolo para preparo das laminas silanizadas

As laminas silanizadas (3-Aminopropil-trietoxi-silano- Sigma)
foram preparadas de acordo com o seguinte protocolo: os blocos
de parafina contendo as bidpsias hepaticas foram armazenados
em freezer a -10°C, posteriormente cortados em fatias de 3 micra,
transferido ao banho histologico a 60°C, colocados em laminas
silanizadas, que permaneceram por 24 horas em estufa a 70°C e
apos prontas para realizacao das provas de imuno-histoquimica.

Protocolo Imuno-histoquimico para o Anticorpo ICAM-1(CD54)

A imuno-histoquimica utilizada para a pesquisa do anticorpo em
tecido foi realizada pelo método Peroxidase. Os cortes histolégicos
a 3 um de espessura foram realizados em laminas silanizadas
(3-Aminopropil-trietoxi-silano- Sigma) e seguiu-se o protocolo:
as laminas foram desparafinadas em xilol e hidratadas em alcool
absoluto, 95%, 70% e agua corrente; seguiu-se um bloqueio da
peroxidade endogena com dgua oxigenada (H,0,)10V 3% por sete
vezes de cinco minutos, seguida de lavagem com agua ¢ PBS e,
apos, mais um bloqueio com kit DakoCytomation — Biotin Blocking
System, cod.X0590, marca DakoCytomation. Depois de todos
os bloqueios, as laminas foram mergulhadas em acido férmico
por trés minutos, lavadas em agua corrente e PBS. Seguiu-se a
recuperacgdo antigénica obtida através de alta temperatura em
panela de pressdo Pascal, por 30”’/125°C com Tris-Citrato pH- 7.2.
Apds esse periodo, as laminas foram lavadas em PBS por trés
banhos de trés minutos cada e colocadas em solugdo de leite em
p6 desnatado a 3% (Molico). O anticorpo primario ICAM-1(CD54)
(Novocastra Laboratories Lt, Newcastle, UK) titulo 1:80, diluido
em BSA e aplicado sobre os cortes e controle positivo de tecido, e
as laminas incubadas “overnight”. As laminas entdo foram lavadas
em PBS e incubadas pelo NovoLink Min Polymer Detection System
(Novocastra Laboratories, Newcastle, UK). Apds essa etapa,
as laminas foram lavadas em PBS e seguiu-se a revelagao pelo
cromogeno 3,3 Diaminobenzidine (DAB) (Sigma Chemical Co,
St Louis, MO, EUA). As laminas foram lavadas abundantemente
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em agua corrente e contra-coradas com Hematoxilina de Harris
(Merck, Darmstadt, Alemanha). Em seguida, foram lavadas em
agua corrente, desidratadas, diafanizadas e montadas com resina
para microscopia Entellan (Merck, Darmstadt, Alemanha).

Protocolo imuno-histoquimico parareacao de TUNEL “Kit”
Boehringer

Os cortes histolégicos a 3 um de espessura foram realizados
em laminas silanizadas (3-Aminopropil-trietoxi-silano- Sigma)
e seguiu-se o protocolo - Desparafinizar em trés banhos de
xilol de cinco minutos cada, sendo o 1° a 60° C e os outros
dois a temperatura ambiente, rehidratar em gradiente de etanol
(100%,95%,90%,80%,70%), Incubar em Proteinase K (Proteinas
K 20mg/ml em Tampao Tris —HCI 10mM pH 7,4) por 15-30 min &
temperatura ambiente, lavar duas vezes em PBS (50 mM Fosfato +
200 mM NaCl), Incubar em H,0,0,3% em Metanol por 30 minutos
a temperatura ambiente, lavar duas vezes em PBS, secar a area em
torno da amostra, pipetar 50ul da mistura de reagdo TUNEL (5ul
da Solucdo de Enzima (tubo 1) + 45 pul da Solugdo de Marcador
(tubo2) por amostra, incubar as amostras sob laminula plastica em
camara umida a 37°C por 60 minutos, lavar 3vezes em PBS, secar a
area em torno da amostra, pipetar S0pl do Conversor de Peroxidase
(POD) por amostra, incubar as amostras sob laminula plastica em
camara imida a 37°C por 30 minutos, lavar 3vezes em PBS, pipetar
50ul de DAB (0,2%+H,0, 0,05% cm PBS), incubar a temperatura
ambiente por dez minutos e lavar trés vezes em PBS.

Protocolo Imuno-histoquimico para reacao de Caspase - 3

A imuno-histoquimica utilizada para a pesquisa do anticorpo em
tecido hepatico foi realizada pelo método Fosfatase Alcalina. Os
cortes histologicos a 3 um de espessura foram realizados em laminas
silanizadas (3-Aminopropil-trietoxi-silano- Sigma) e seguiu-se o
protocolo - as Iaminas foram desparafinadas e hidratas e seguiu-se
o bloqueio da peroxidade endogena com dgua oxigenada (H,0,)10V
3% quatro vezes de cinco minutos cada, seguiu-se a lavagem
com agua e PBS (50 mM Fosfato + 200 mM NaCl); a recuperagao
antigénica obtida através de alta temperatura com solugédo de
recuperagdo antigénica, pronta para uso, Borg Decloakercom com
range de pH entre 9,0 a 10,0, 125° por 1 min na Panela Pascal, e
lavadas em agua deionizada e PBS; apos os bloqueios, a Caspase 3
clivada, marca Biocare Medical , LLC. , titulo 1/100, e diluido em
BSA foi aplicado sobre os cortes e controles, positivo de tecido, e
as laminas incubadas “overnight”. As [aminas entdo foram lavadas
em PBS e incubadas pelo Kit MACH 2, Polimero-ALP Conjugado
de cabra anti-coelho (Biocare Medical) por 30 min a temperatura
ambiente. Apds esta etapa, as ldminas foram lavadas em PBS e
seguiu-se a revelagdo pelo cromogeno Vulcan Fast Red (Biocare
Medical, EUA), por 20 a 30 min a temperatura ambiente. As laminas
foram lavadas abundantemente em dgua corrente e contra-coradas
com Hematoxilina de Harris (Merck, Darmstadt, Alemanha). Em
seguida, as mesmas foram lavadas em agua corrente, desidratadas,
diafanizadas e montadas com resina para microscopia Entellan
(Merck, Darmstadt, Alemanha).

Critérios de avaliacao do HE e imuno-histoquimica

As laminas coradas pelo HE foram analisadas duas vezes por um
Unico patologista e os parametros estudados foram:

1. Classificagdo da esteatose hepatica em macro e microvesicular
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e subseqiiente analise semi-quantitativa, de acordo com a
porcentagem de esteatose em graus leve (<30%), moderado
(30 — 59%) e grave (=60%)

2. Classificagdo do grau de exudato de neutrofilos (0 — ausente,
| — raros ao redor da zona 3, Il — moderado na zona 3, 11l —
acentuado nas zonas 2 e 3)

3. Classificagdo do infiltrado portal linfomonoplasmocitéario (
0- ausente, I — leve, IT — moderado, III- acentuado)

4. Analise dos graus da lesdo de preservagdo
5. Presenca ou auséncia de células apoptéticas
6. Presenca ou auséncia de fibrose portal

As laminas com marcagdo imuno-histoquimica para apoptose
(métodos de TUNEL e caspase-3 clivada) e ICAM-1 (molécula
de adesdo intercelular) foram analisados por dois patologistas.
Realizou-se avaliagdo por meio dos métodos quantitativo, de
contagem de pontos (100 pontos/ campo em 10 campos), e semi-
quantitativo. Classificou-se em graus de acordo com a positividade
da reagdo no parénquima hepatico segundo as zonas de Rapapport
em: grau I (zona III), grau II (zona II e III) e grau III (marcagdes
desde a regido centro-lobular até regido peri-portal, ou seja,
acometendo todo o 16bulo).

Analise estatistica

Os dados foram avaliados de acordo com a natureza das variaveis.
As variaveis ndo-paramétricas foram avaliadas através do teste
de Kruskal-Wallis e as paramétricas pelo teste de A-NOVA ¢ a
sobrevivéncia pelas curvas de Kaplan- Meier. Os resultados foram
considerados significantes quando p<0,05.

RESULTADOS

Comparando os grupos GEL, GEM, GEG, GEA ha significante
diferenca na sobrevivéncia de pacientes (p=0,05), em particular
entre os grupos GEG vs GEA, p=0,005; e enxertos (p=0,01);
comparando GEL vs GEG obtivemos p=0,01 ¢ GEG vs GEA,
p=0,001. Nas figuras 1A e 1B observam-se as curvas de
sobrevivéncia de Kaplan- Meier.

Figura 1A - Comparacdo da sobrevivéncia de pacientes entre os grupos
com esteatose leve (GEL), moderado (GEM) e grave (GEG) e auséncia de
esteatose (GEA).
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Figura 1B - Comparacdo da sobrevivéncia de enxertos entre 0s grupos
com esteatose leve (GEL), moderado (GEM) e grave (GEG) e auséncia de
esteatose (GEA).
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Trés pacientes necessitaram um segundo TxH no periodo de 30 dias
do transplante inicial, um por PNF e um por disfun¢@o primaria do
enxerto ambos do GEG. O primeiro paciente evoluiu a 6bito trés
anos apos o retransplante devido a linfoma no enxerto e 0 segundo
encontra-se bem 18 m de pos-operatorio. O terceiro paciente (GEM)
evoluiu com rejeigdo aguda cortico-resistente, foi retransplantado,
porém evoluiu a 6bito no pds-operatério, como consequéncia de
choque hemorragico. Apos 60 d pds-TxH, um paciente do GEM foi
retransplantado por trombose de artéria hepatica, evoluindo a 6bito
no pds-operatério consequente a sepsis pulmonar.

As causas de 6bito precoce foram: sepsis - GEL (n=1 secundario
disfuncao primaria do enxerto ¢ n=1 apds tratamento de rejeicao
celular aguda com OKT3), GEM (n-1 secundario disfungdo primaria
do enxerto), GEG (n=1 secundério disfun¢@o primaria do enxerto,
n=I trombose de veia porta, n-1 apds choque hemorragico e multiplas
transfusdes); choque hemorragico - GEM (n=2) e abdome agudo
perfurativo secundario a ulcera duodenal perfurada — GEM (n=1).

Analisando exclusivamente a esteatose macrovesicular a
sobrevivéncia de pacientes (1,3,12m) comparando graus leve
(n=19) vs moderado mais grave (n=9) vs auséncia de esteatose
(n=21) observamos, respectivamente: 79,68, 62% vs. 78,67,53%
vs. 100,89%, p=0,02, comparando grau leve vs auséncia de
esteatose, p=0,03 e graus moderado+grave vs auséncia de esteatose,
p=0,008. A sobrevivéncia de enxertos com macroesteatose
(1,3,12m) comparando graus leve (n=19) vs moderado mais grave
(n-9) vs auséncia de esteatose (n-21) observamos, respectivamente:
79,68,62% vs 67,55,42% vs 100,89% p=0,04, comparando grau
leve vs auséncia de esteatose, p=0,03 e grau moderado mais grave
vs auséncia de esteatose, p=0,006. Posteriormente, analisando
exclusivamente esteatose microvesicular, a sobrevivéncia
de pacientes (1,3,12m) comparando o grau leve (n=30) vs
moderado+tgrave (n=21) vs auséncia de esteatose (n-21) observamos,
respectivamente: 93,87,77% vs. 76,67,67% vs 100,100,89%,
p=0,3. A sobrevivéncia de enxertos com microesteatose (1,3,12m)
comparando o grau leve (n=30) vs moderado+grave (n=23) vs
auséncia de esteatose (n=21) observamos, respectivamente:
93,87,77% vs 78,69,64% vs 100,100,89%, p=0,08.

A principal indica¢ao de TxH foi decorrente de doenga hepatica
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em estagio final em GEL, GEM, GEG ¢ GEA, respectivamente: 18
(62,1%), 15 (68,2%), 10 (83,3%) e 13 (61,9%), seguido por cirrose
mais tumor - 11 (37,9%), 3 (13,6%), 2 (16,7%), 7 (33,3%), p=0,6. Trés
pacientes foram transplantados por insuficiéncia hepatica aguda,
sendo 2 (9.1%) em GEM e 1 (4.8%) do GEA e outros dois pacientes
(GEM) foram submetidos a retransplante precoce. A média de
tempo em lista de espera (dias) em GEL, GEM, GEG e GEA foi
respectivamente de: 533,4+407,5, 552,8+554,8, 754,9+460,3 ¢
503,3+399,9, p=0,45.

A maioria dos pacientes portadores de doenca hepatica cronica
apresentou escore MELD entre 15a 25 em GEL, GEM, GEG e GEA,
respectivamente: 17 (93,3%), 16 (72,8%), 11(91,7%) e 16 (76,2%),
seguido pelo MELD entre 26 a 35 em 2 (6,9%), 1 (4,5%), 1 (8,3%)
e 3 (14,3%) casos e 2 pacientes foram transplantados com MELD
acima de 36 =1 (4,5%) em GEM e 1 (4,8%) em GEA, p=0,09.

As médias do tempo de isquemia fria (minutos), tempo do ato
intra-operatdrio (minutos), transfusao de concentrado de hemaceas
(unidades) e tempo de internacdo (dias) para os grupos GEL,
GEM, GEG, GEA foram respectivamente: 633,1£206,4min,
601,5£167,6min, 612,0+£148,3min, 585,4£181,3min, p=0,8;
461,8+93,5min, 476,7+89,2min, 426,4+83,2min e 477,9+108,5min,
p=0,5; 3,84+3,0U, 4,5+2,7U, 2,24+1,4U, 3,1+2,5U, p=0,15 ¢ 18,7+
11,6d, 18,4+ 12,3d, 32,9+ 38,8d, 44,3+ 69,1d, p=0,09.

Os niveis séricos de AST, ALT, gama GT, bilirrubina total, tempo
de protrombina e creatinina coletados nos sete dias iniciais de pos-
operatorio estdo representados nos graficos de 1A a 1F. Existiu
diferencga significante nos niveis séricos de AST (p=0.02), tempo
de protrombina (p=0,02) e creatinina (p=0,04) no 2°dia de pds-
operatorio. A diferenca estatistica se mantém para creatinina do
2° ao 7° dia pds-transplante.

Graficos 1A a 1F - Comparacdo entre os grupos com esteatose leve,
moderada, grave e ausente, dos niveis séricos de AST, ALT, bilirrubina
total, Gama GT, tempo de protrombina e creatinina nos 7 dias iniciais pos-
transplante hepatico.
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Analise semi-quantitativa das biépsias hepaticas (HE)

As bidpsias pré e pos-reperfuséo arterial coradas por Hematoxilina-
Eosina (HE) foram avaliadas, ¢ foi realizada analise semi-
quantitativa do grau de esteatose macro e microvesicular. Assim
macroesteatose grau leve foi observada em GEL- 8 (27.6%),
GEM- 7 (31.8%), GEG — 4 (33.3%) e GPR- 3 (16.6%) e os graus
moderado mais grave em GEM — 5 (22.7%), GEG — 4(33.3%) e
GPR -2 (11.1%). Identificou-se esteatose microvesicular grau leve
em 24 (83%) — GEL, 4 (18%) — GEM, 2 (17%)- GEG e 2 (11.1%)-
GPR e os graus moderado mais severo em 15 (68%) — GEL, 8
(67%) —GEG e 4 (22.2%)- GPR. Ha significante diferenga entre
os grupos, comparando os graus de exudato de neutrdfilos e a
presenca de les@o de preservacao. Os demais parametros analisados
através de HE estdo na tabela 01. Todos os parametros da tabela
01 foram analisados para 0s grupos de esteatose macrovesicular e
microvesicular, nao tendo sido observada diferenga significante.

Tabela 01 - Anadlise semi-quantitativa dos graus de exudato de neutrdfilos,
lesdo de preservacdo e infiltrado portal linfomonoplasmocitario, presenca de
células apoptdticas e fibrose portal, comparando os grupos com esteatose
leve, moderada, grave, ausente e pré- reperfuséo.
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Analise semi-quantitativa da apoptose e ICAM-1

Na analise semi-quantitativa da apoptose (método de TUNEL) e do
ICAM-1 nao existiu diferenga significante, comparando os locais
de comprometimento das células em apoptose ou expressando o
ICAM-1. Nas figuras 2 e 3 podemos observar o comprometimento
das células ao redor da veia centro-lobular.

Na tabela 02 estdo os resultados dessa analise. Também ndo existiu

diferenca estatistica analisando isoladamente os grupos com
esteatose micro e macrovesicular.

Figura 2 - Comparacgdo entre os grupos GEL,GEM, GES,GEA observando
na regido da veia centro-lobular marcagcédo pelo ICAM-1
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esteatose grave, GEA - grupo de esteatose ausente, GPR grupo pré- reperfusdo.
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Tabela 02 - Comparacédo entre os grupos de esteatose leve, moderada, severa
e ausente e o grupo pré-reperfusdo referente ao local de comprometimento
das células intra-hepdticas por apoptose e por ICAM-1 e a extensdo desse
processo no parénquima.

Grupos GEL GEM GEG GEA GPR b
(n-23) (n-22) (n-12) (n-19) (n-17)
Local de
apoptose
ausente 1 (4.3%) 1 (4.5%) 1(8.3%) 0 4(23.5%)
Jona 3 3(10.3%) | 2(9.1%) | 2(16.7%) | 3(15.8%) | 1(5.9%) | 0.6
Zona3a2 2 (8.7%) 2(9.1%) 2(16.7%) | 3(15.8%) 2(11.8%)
17(73.9%) | 17(77.3%) | 7 (58.3%) | 13 68.4%) | 10(58.8%)
Zona3al

Acometimento
apoptose
Ausente | 1 (4.3%) 1 (4.5%) 1(8.3%) 0

Difuso | 14(60.9%) | 12(54.5%) | 5 (41.7%) | 10(52.6%)

Focal | 8(34.8%) | 9(40.9%) 6 (50%) 9(47.4%)

4(23.5%) | 0.8
6(35.3%)
7(41.2%)

Local de ICAM-1

ausente | 5(21.7%) 6(27.3%) 0 3(15.8%) 1(5.9%)

Zona3 | 6(26.1%) | 4(18.2%) | 2(16.7%) | 5(26.3%) | 2(11.8%) | 0.06
Zona3a2 | 1(4.3%) 2(9.1%) 0 1(5.3%) 1(5.9%)

Zona3al | 11(47.8%) | 10(45.5%) | 10(83.3%) | 10(52.6%) | 13(76.5%)

Acometimento

ICAM-1
Ausente | 5(21.7%) | 6(27.3%) 0 3(15.8%) | 1(5.9%) | 0.6

Difuso | 4(17.4%) | 7(31.8%) | 7(58.3%) | 4(21.1%) | 7(41.2%)

Focal | 14(60.9%) | 9(40.9%) | 5(41.7%) | 12(63.2%) | 9(52.9%)

GEL- grupo de esteatose leve, GEM — grupo de esteatose moderada, GEG — grupo de
esteatose grave, GEA - grupo de esteatose ausente, GPR grupo pré- reperfusdo.

Analise quantitativa de apoptose (método de TUNEL)

A média do indice de apoptose para os grupos 1- GEL (n-23),
2-GEM(n-22), 3- GEG(n-12), 4- GEA(n-19) e 5-GPR(n-17), foi
respectivamente: de 0.262+0.111, 0.278+0.113, 0.244+0.117,
0,275+£0.094 ¢ 0.181+0.123, p-0.07, conforme observado no
grafico 2A. Entretanto, ao analisarmos isoladamente o grupo
macroesteatose, observamos diferenca estatistica referente a média
do indice de apoptose entre graus de esteatose leve- Gl (n-21),
moderada mais severa — G243 (n-11) e grupo sem esteatose- G4
(n-19). A média do indice de apoptose nos grupos 1, 2+3, 4 foi
respectivamente de: 0.284=+0.106, 0.160+0.109, 0,27540.094, p-0.05,
comparando G1 vs G243, p-0.02 e G243 vs G4, p-0.03, grafico 2
B. Analisando isoladamente o grupo microesteatose, a média do
indice de apoptose entre os graus de esteatose leve- G1 (n-27),
moderada mais severa— G2+3 (n-26) ¢ grupo sem esteatose- G4 (n-
19) foi respectivamente de: 0.222+0.123, 0.293+0.108, 0.275+0.094,
p-0.049, comparando G1 vs G2+3, p-0.04, grafico 2 C.

Grafico 2 A - Comparacdo das meédias do indice de apoptose entre os
grupos 1-GEL, 2-GEM, 3-GEG, 4-GEA, 5-GPR

Grafico 2 B - Comparando as médias do indice de apoptose no grupo de

macroesteatose em diferentes graus de esteatose- leve (G1), moderada mais
severa (G2+3) e sem esteatose (G4)
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Grafico 2 C - Comparando as médias do indice de apoptose no grupo de
microesteatose em diferentes graus de esteatose- leve (G1), moderada mais
severa (G2+3) e sem esteatose (G4).
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Analise quantitativa de apoptose (método de Caspase-3)

A média do indice de apoptose (método de Caspase-3) para os
grupos 1- GEL (n-23), 2-GEM(n-22), 3- GEG(n-12), 4- GEA(n-19)
e 5-GPR(n-17), foi respectivamente de: GEL=0,126+0,146,
GEM=0,118+0,09, GEG=0,167+0,128, GEA=0,110+0,09 eGPR=
0,204+0,146, p-0.4,conforme observado no grafico 3A. Ao
analisarmos isoladamente o grupo macroesteatose, a média
do indice de apoptose entre graus de esteatose leve- G1 (n-21),
moderada mais severa — G2+3 (n-11) e grupo sem esteatose- G4
(n-19) foi de: G1=0,154+0,125, G2+3=0,152+0,149, G4=0,110+0.09,
p-0,6. A média do indice de apoptose no grupo microesteatose
comparando entre os graus de esteatose leve- G1 (n-27), moderada
mais severa — G243 (n-26) e grupo sem esteatose- G4 (n-19) foi de
G1=0,122+0,138, G2+3=0,146+0,09 , G4=0,110+0,09, p-0.7.

Grafico 3 A - Comparacdo das médias do indice de apoptose entre os
grupos 1-GEL, 2-GEM, 3-GEG, 4-GEA, 5-GPR

Grafico 3 B - Comparacdo das médias do indice de apoptose no grupo de
macroesteatose em diferentes graus de esteatose- leve (G1), moderada mais
severa (G2+3) e sem esteatose (G4)

Grafico 3 C - Comparacdo das médias do indice de apoptose no grupo de

microesteatose em diferentes graus de esteatose- leve (G1), moderada mais
severa (G2+3) e sem esteatose (G4).
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Analise quantitativa do ICAM-1

A média do indice de ICAM-1 foi para os grupos 1- GEL (n-
23), 2-GEM(n-22), 3- GEG(n-12), 4- GEA(n-19) ¢ 5-GPR(n-17),
respectivamente: 0.210+0.152, 0.217+0.183, 0.317+0.139,
0.208+0.146 e 0.234+0.118, p-0.4, conforme observado no grafico
4A. Ao analisarmos isoladamente o grupo macroesteatose, a média
do indice de ICAM-1 entre os graus de esteatose leve-Gl1 (n-21),
moderada mais severa— G2+3 (n-11) e grupo sem esteatose- G4 (n-
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19) foi respectivamente de: 0.236+0.153, 0.229+0.119, 0.208+0.146,
p-0.8, grafico 4B. Para o grupo microesteatose, a média do indice
de ICAM-1 entre os graus de esteatose leve- G1 (n-27), moderada
mais severa — G243 (n-26) e grupo sem esteatose- G4 (n-19) foi
respectivamente: 0.193+0.149, 0.280+0.175, 0.208+0.146, p-0.1,
grafico 4C. Entre os grupos ndo existiu diferenga estatistica.

Grafico 4A - Comparacdo das médias do indice de ICAM-1 entre os grupos
1-GEL, 2-GEM, 3-GEG, 4-GEA, 5-GPR

Grafico 4B - Comparacdo das médias do indice de ICAM-1 no grupo de
macroesteatose em diferentes graus de esteatose- leve (G1), moderada mais
severa (G2+3) e sem esteatose (G4)

Gréfico 4C - Comparagdo das médias do indice de ICAM-1 no grupo de
microesteatose em diferentes graus de esteatose- leve (G1), moderada mais
severa (G2+3) e sem esteatose (G4).
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DISCUSSAO

A presenga de esteatose nos enxertos hepaticos estd associada
ao aumento de ndo funcionamento primario do enxerto (PNF),
necessidade de re-transplante e diminuicdo na sobrevivéncia
dos receptores no primeiro ano pés-transplante (67-69% vs. 86-
87%).41314 Os enxertos hepaticos com 30 a 60% de esteatose sdo
classificados como sub-6timos, por aumentarem o risco de PNF,%181°
porém sdo transplantados em pacientes sem fatores de riscos
adicionais ou em situagdes criticas no qual se justifica enfrentar tais
riscos®. Com o aumento da demanda de enxertos para transplante,
muitos centros tém utilizado figados com esteatose moderada e
grave.r No nosso estudo, a presenca de algum grau de esteatose
nos enxertos transplantados foi de aproximadamente 75%, sendo
26% moderado e 14% de grau grave. A incidéncia de PNF foi de
1.2% (1/84) TxH, no grupo com esteatose macrovesicular grave;
porém, a disfung¢do primaria do enxerto ocorreu em 5% (4/84) dos
pacientes (1- GEL, 1- GEM ¢ 2 — GEG): 2 deles evoluiram a 6bito
secundario a sepsis e 1 consequente a edema cerebral. Um paciente
do GEG foi retransplantado e encontra-se bem 18 meses ap6s 0 TxH.

Enquanto a esteatose macrovesicular aumenta a incidéncia de
PNF em 5,1% comparado a 1,8% dos enxertos sem esteatose e
diminui a sobrevivéncia de pacientes (77% versus 91%) daqueles
sem esteatose e enxertos (70% versus 82%),"” a microesteatose
apresenta resultados similares aos dos enxertos sem esteatose.*>1
Esses achados também foram observados no nosso estudo, onde a
analise exclusiva de macroesteatose diminuiu significantemente a
sobrevivéncia de pacientes e enxertos quando comparados ao grupo
sem esteatose. Ja a presenga exclusiva de esteatose microvesicular
n&do apresentou impacto na sobrevivéncia de pacientes e enxertos,
independentemente do grau de esteatose.
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Atualmente, medidas terapéuticas tém sido investigadas, a fim
de vencermos os desafios da esteatose no transplante hepatico e
assim, expandir os critérios para utilizacdo daqueles enxertos.?2

Os achados histologicos atribuidos a lesdo de IF/RQ incluem
a presenca de esteatose microvesicular, infiltrados focais de
neutrofilos no parénquima hepatico, colestase, balonizagdo dos
hepatdcitos, necrose e apoptose “° e sdo fatores preditivos da
funcdo dos enxertos.**#:4243 No presente estudo, observamos que
83% dos enxertos com esteatose grave apresentaram algum grau
de exsudato de neutrofilos e em 42% identificamos a presenca de
lesdo de preservacéo.

Apesar da média do indice de apoptose néo ser estatisticamente
significante entre os grupos GEL vs GEM vs GEG vs GEA, o
grupo GEG apresentou menor indice de apoptose em relagdo aos
demais. Achados similares foram observados quando analisamos
exclusivamente o grupo macroesteatose, no qual os graus moderado
e severo apresentaram significante redu¢ao no indice de apoptose.
Esses achados podem estar relacionados ao fato das células
com esteatose macrovesicular, em graus moderado e grave, ndo
iniciarem o processo de apoptose, mas sim evoluirem diretamente
a necrose. Ja a esteatose microvesicular em graus moderado e
grave apresentaram significante aumento no indice de apoptose,
provavelmente relacionado a lesdo de isquemia e reperfusdo.
Quanto maior o grau de lesdao de [F/RQ, maior sera a presenca de
microesteatose e consequentemente maiores indices de apoptose.

As médias do indice de ICAM-1 nao foram significantes entre
0s grupos GEL vs GEM vs GEG vs GEA, porém, 0 grupo com
esteatose grave apresentou média maior do que os demais. No
grupo microesteatose (graus moderado e grave), também se
observou aumento nos indices de ICAM-1. Esses indices nédo
apresentaram significancia, provavelmente, pelo reduzido nimero
de componentes da amostra. Esses achados sugerem que o ICAM-
1 participa da lesdo de IF/RQ na esteatose grave, principalmente
na microesteatose.

Os niveis séricos de AST, tempo de protrombina e creatinina
elevaram-se mais no 2° dia pds-operatorio no grupo GEG e a
creatinina manteve-se elevada até o 7° p6s-operatério, podendo
ter refletido a disfung@o dos enxertos.

CONCLUSAO

Neste estudo, a presenca de esteatose nos enxertos transplantados
foi observada em 75% dos casos. Apesar de 40% dos enxertos
apresentarem mais do que 30% de esteatose, a incidéncia de
PNF e disfung@o primaria do enxerto foi de 1.2% e 5%. Também
observamos no nosso estudo que a macroesteatose diminuiu
significantemente a sobrevivéncia de pacientes e enxertos quando
comparadas ao grupo sem esteatose. A presenca exclusiva de
esteatose microvesicular ndo apresentou impacto na sobrevivéncia
de pacientes e enxertos, independentemente do grau de esteatose.

O grupo GEG e o grupo macroesteatose (graus moderado e severo)
apresentaram significante redug¢@o no indice de apoptose. Esses
achados podem estar relacionados ao fato de que as células com
esteatose macrovesicular, em graus moderado e grave ndo iniciam
0 processo de apoptose, mas sim o0 de necrose.

Ja a esteatose microvesicular em graus moderado e grave
apresentaram significante aumento no indice de apoptose,

JBT J Bras Transpl. 2010; 13:1221-1280
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provavelmente relacionado a lesdo de isquemia e reperfuséo.
Quanto maior o grau de lesao de IF/RQ, maior sera a presenca de
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de componentes da amostra. Esses achados sugerem que o ICAM-
1 participa da lesdo de IF/RQ na esteatose grave, principalmente

na microesteatose.

Os resultados deste estudo permitem que futuras pesquisas e
estratégias sejam desenvolvidas, com o objetivo de modular a
lesdo de isquemia e reperfusdo nos enxertos com e sem esteatose
e, consequentemente, seja possivel expandir o niamero de
enxertos disponiveis.

microesteatose e, consequentemente, maiores indices de apoptose.
Porém, o grupo com esteatose grave apresentou média maior do
que os demais.

Nos grupos microesteatose (graus moderado e grave) e GEG
observou-se aumento nos indices de ICAM-1. Esses indices néo
apresentaram significancia, provavelmente, pelo reduzido nimero

ABSTRACT

Introduction: Many factors are responsible for the ischemic/reperfusion injury in liver transplants, such as apoptosis. However, the
role of ischemic/reperfusion injury in steatotic grafts is still unclear. Purpose: to analyze the role of ischemic/reperfusion injury in liver
transplant comparing steatotic vs non-steatotic graft. Patients and Methods: Between May/02 and march/07, 84 liver biopsies (2hours)
were performed after arterial reperfusion of grafts. It was performed an amount of 84 liver transplants in 82 patients. Liver biopsies were
divided in 5 groups, according to the degree of macro and microvesicular steatosis in: mild (<30%)-MSG, moderate (30-59%)-MoSG,
severe (>60%) — SSG, and absent stetatosis — ASG before reperfusion — BRG. 102 liver biopsies analyzed: the percentage of macro and
micro steatosis, neutrophils infiltration degree, apoptosis index (TUNEL and Caspase-3) and ICAM-1. Also, it was analyzed the macro
and micro steatosis alone, which were ranked in different degrees: mild (G1), moderate (G2), severe (G3) and absent (G4). Results: The
apoptosis index (TUNEL) was: MSG=0.262+0.111, MoSG=0.278+0.113, SSG=0.244+0.117, ASG=0,275+0.094 ¢ BPR=0.181+0.123, p-0.07.
The macrosteatosis’ apoptosis index (TUNEL) was G1=0.2844+ 0.106, G2+3=0.16040.109, G4=0,275+0.094, p-0.05; and the microsteatosis
group - G1=0.222+0.123, G2+3=0.293+0.108, G4=0.2754+0.094, p-0.049. There was no statistic difference between groups when analyzing
the apoptosis (caspase-3) and ICAM-1 index. Conclusion: The severe steatotic and macrosteatosis groups (degree moderate and severe)
presented a significant decrease in the apoptosis index, probably because those cells died before starting the apoptotic process. However,

the microsteatosis group (degree moderate and severe) increased the apoptotic index associated to the ischemic/reperfusion injury.

Keywords: Ischemia, Reperfusion, Transplantation, Liver, Apoptosis, ICAM-1
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