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RESUMO: Objetivos: A isquemia tem sido utilizada na cirurgia hepatica desde o inicio do século. Embora
possibilite a diminuicdo da perda sangiiinea durante as resseccfes e a manutencdo do 6rgéo a espera de um
transplante, aauséncia de perfusdo traz como consequiénciaum dano ao 6rgéo, que se amplificapor ocasido dasua
reoxigenacdo. A N-Acetilcisteinaéumadrogacapaz de repor os estoques celulares de glutationa, um antioxidante
fundamental no controle das lesdes resultantes do restabel ecimento da perfusdo sangiiinea, esperando-se dessa
forma que diminuaalesdo acima descrita. Com o proposito de avaliar a capacidade daN-Acetilcisteinareduzir o
dano hepético, utilizou-se um modelo murino deisguemia e reperfusdo normotérmica. M éodo: Foram utilizados
vinte ratos Wistar fémeas, divididos em dois grupos. No grupo tratado, 400mg/kg de N-Acetilcisteina foram
administrados pela via intravenosa, 15 minutos antes do clampeamento do pediculo do lobo esquerdo por 90
minutos. No grupo controle foi administrado o volume equivalente de solugdo fisiolégica. Foi estabelecido um
periodo de quatro horas de reperfusdo, apds o qua os animais foram sacrificados para a realizacéo de andlise
histopatol 6gicado |obo esquerdo com coloragdo de Hematoxilina-Eosina. A lesdo tecidual foi quantificadaquanto
apresencade congestéo, esteatose e necrose. Resultados. O estudo evidenciou acapacidade deaN-Acetilcisteina
diminuir significativamente acongestdo. N&o houve diferencas quanto a presenca de esteatose e necrose. Conclu-
sdo: Osresultados obtidos permitem-nos concluir que o uso prévio daN-Acetil cisteinanos processos deisquemia
e reperfusdo, em normotermia, € capaz de diminuir a congestdo hepética. A N-Acetilcisteina ndo diminui a pre-
senca de esteatose e necrose.

Descritores. Isquemia e Reperfusdo; |squemia Hepética; N-Acetilcisteina

INTRODU(;AO substrato para a suasintese (cedendo acisteina), explicao
mecanismo de agdo daN-Acetilcisteina(NAC) como subs-

A capacidade de agir de forma and oga & glutationa, tancia antioxidante'. Essa propriedade tem originado di-
reagindo com os radicais livres através dos grupos sulfi- ~ Versos estudos que buscam elucidar a sua eficacia na pre-
drila (doa elétron e transforma-se em cistina) ou como ~ Vencao e tratamento das |esdes associadas a formagao de
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radicais livres em vérios 6rgdos, especia mente nos fend-
menos envolvendo isquemia e reperfusdo’8. Esses fend-
menos encontram-se presentes na maioria dos procedi-
mentos cirdrgicos de grande porte atualmente realizados
sobre o figado, tais como manobra de Pringle para o con-
trole de hemorragia no trauma hepético, oclusdo vascular
parcial ou total nas ressecces do parénguima e nos casos
de substituicdo completa do 6rgdo (transplante hepético
ortotépico).

Em funcao das evidéncias de que aNAC pode exer-
cer efeito protetor em Grgéos submetidos a agressoes (es-
pecialmente as de origem isquémica), decidimos estudar
0s seus efeitos em um model o experimental deisquemiae
reperfusdo hepética sem hipotermia.

METODO

Foram utilizados 20 ratos fémeas da linhagem Wis-
tar com idade entre dez e 12 semanas. O peso dos animais
variou de 235 a 325 gramas.

Os animais foram mantidos em grupos de até cinco
auma temperatura ambiente de 22 graus centigrados. Uti-
lizou-se ragéo padronizada para roedores, a &gua foi for-
necidaad libitum e os animais submetidos a ciclos de cla-
ro/escuro de 12 horas.

Os ratos foram divididos em dois subgrupos de dez
(grupo tratamento e grupo controle), escolhidos por sor-
teio. Apds o sorteio (uso ou hdo do farmaco), cada animal
retirado aleatoriamente da gaiola foi colocado em recipi-
ente transparente contendo éter sulfurico. Depois de seda-
do, o animal foi pesado em balanga com precisdo de 1g e
recebeu atropina na dose de 0,044mg/kg por administra-
¢&0 subcuténea no dorso.

Decorridos dez minutos da administragéo da atropi-
na foi realizada anestesia com injegdo intraperitoneal de
uma solucdo preparada com a mistura de cloridrato de
guetamina na concentracdo de 50mg/ml e solugdo de xi-
lazina na concentragdo de 20mg/ml. A aplicag&o inicial
foi de 1ml do preparado por quilo de peso.

ApGs a obtengéo de plano anestésico, o animal foi
colocado em mesa cirdrgica propriapararoedores e o pro-
cedimento teve inicio por uma laparotomia mediana com
identificagdo da veia cava inferior infra-renal. A veiafoi
puncionada com agulha de insulina e, nos animais do gru-
po experimento, foi injetado NAC a 10% na dose de
400mg/kg lentamente. Nos animais do grupo controle,
apos o cdl culo do volume necessario de solugdo deNAC a
10%, eraadministrado um volume equivalente de solucdo
fisiol6gica a 0,9%.

Foi determinado um periodo de 15 minutos para
ocorrer a distribuicdo do farmaco. Durante esse periodo
foi realizada a exposicdo do figado com sec¢do dos liga-
mentos falciforme e coronario esquerdo. A manobra per-
mitiu atragdo do lobo hepético esgquerdo até a superficie,
identificando-se facilmente o seu pediculo. Ao ser com-
pletado o periodo predeterminado de 15 minutos, o pedi-
culo do lobo esquerdo foi comprimido com clampe metéa-
lico atraumético tipo “Bulldog”, sendo simultaneamente

administrada na cavidade peritoneal dose complementar
de solucdo anestésica (metade da dose inicial). A instala-
¢ao da isguemia foi comprovada poucos minutos apos a
colocagdo do clampe através de mudanga de coloragéo do
parénquima, que adquiriu aspecto escurecido. O abdome
foi fechado provisoriamente com fio mononylon 5-0 para
diminuir a perda de calor.

Ao ser atingido o periodo de 90 minutos de isque-
mia, o abdome foi novamente aberto, o clampe retirado e
o labo reperfundido, percebendo-se aretomada progressi-
va da coloracgdo origina. A parede abdominal foi nova-
mente suturada e o animal retirado da mesa cirargica e
recolocado em sua caixa para se recuperar do procedi-
mento.

O tecido hepatico submetido a isquemiafoi reper-
fundido por quatro horas. Ao completar este prazo, os
animais foram sacrificados através da separacdo da co-
luna cervical da base do crénio, realizado subitamente
com um bast&o. Nesse momento ainda havia algum grau
de sedagdo devido a atividade dos anestésicos. O abdo-
me foi rapidamente aberto e o lobo hepético esquerdo
retirado e colocado em solugé@o de formol a 10% com
tampéo fosfato.

As preparagdes histol 6gicas foram coradas pelo mé-
todo de Hematoxilina-Eosina (H-E). O material foi exa
minado por patologista de reconhecida experiéncia em
patologia hepética e sem o conhecimento do grupo a que
cada animal pertenceu. A avaiacao de cada especime foi
feitacom microscépio Optico, atribuindo-se um valor de 0
a 4 para as dteragdes morfol 6gicas observadas em rela-
¢80 ao graus de congestdo, necrose e vacuolizagéo do ci-
toplasma. Os critérios utilizados em cada alteragdo mor-
folGgica sdo apresentados na Tabela 1.

Paraacomparagéo entre os grupos dos graus de con-
gestdo, necrose e esteatose, foi efetuada andlise estatistica
com uso do testet de Student, confirmado pelo teste U de
Mann-Whitney.

A avaliacdo da diferenca entre as médias de peso foi
feita através do teste t de Student para amostras indepen-
dentes.

Para todos os testes estatisticos foi determinado um
nivel de significancia quando P< 0,05.

RESULTADOS

N&o houve diferenca estatisticamente significativa
entre as médias de pesos dos dois grupos (teste t para
amostras independentes P=0,597).

Os resultados obtidos com a andlise histopatol 6gica
estdo representados na Figura 1. O uso da NAC diminuiu
significativamente o grau de congestdo hepética quando
em comparagcdo com o grupo controle. Sete dos dez ani-
mais que ndo receberam a droga apresentaram escores
acima do valor um, enquanto, no grupo tratado, apenas
trés apresentaram escores acima do valor minimo.

N&o houve diferenca entre os grupos em relacéo a
esteatose e necrose. Em cada grupo, a esteatose ndo foi
detectada em metade dos animais. Os outros 50% apre-
sentaram distribuicdo dos dados idéntica (30% com este-
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Tabela 1
Quantificagdo da lesfo isquémica
Congestéo Esteatose* Necrose
0  Ausente Ausente Ausente
Dilatacdo de veia centrolobular** Menos de 10% Hepatdcitos isolados
2  Dilatagdo de veia centrolobular e dilatagéo de Entre 10 e 25% Necrose confluente limitada
sinusdides em algumas zonas 3*** azona3
3  Dilatagdo de veia centrolobular e dilatagéo Entre 25 e 50% Necrose confluente
de sinustides na maioria das zonas 3 emzona3e?2
4  Dilatagdo de veia centrolobular e dilatagéo Mais de 50% Necrose generalizada

de sinusbides em zonas 2 € 3

*Média de 10 acinos examinados
**Em pelo menos 5 de 10 veias centrolobulares examinadas

***Djlatac8o presente em, no maximo, 4 de 10 4cinos examinados

esao

Escore de L

I NAC
- Controle

I I
Congestéo Esteatose

Figura 1. Representacéo gréfica dos resultados.

atose grau 1 e 20% com grau 2). A distribuicéo de valores
em relagdo anecrose foi semelhante. O Unico animal com
valor maximo (4) pertenceu ao grupo tratado (animal 25).

Os resultados da andlise estatistica estéo represen-
tados na Tabela 2.

DISCUSSAO

O emprego do clampeamento seletivo do lobo es-
guerdo nos modelos experimentais, embora n&o repro-
duza com total fidelidade a manobra de Pringle (oclusdo
total do pediculo), evitaa congestéo das demais visceras
intra-abdominais. A técnica utilizada permite estudar as
alteracdes perfusionais hepaticas secundarias somente a
isquemia e reperfusdo, uma vez que 0s parametros he-
modinamicos mantém-se constantes (ndo ocorre altera-

¢ao em termos de fregiiéncia cardiaca, pressdo arterial
média e gases sangiineos)®. Além disso, modelos expe-
rimentais com isquemia hepética total devem, preferen-
cialmente, ser acompanhados de “bypass mesentérico-
jugular” e heparinizagdo sistémica, 0 que aumenta o
tempo cirargico, o risco de sangramento e a complexi-
dade do procedimento©,

O tempo de isquemia normotérmica do lobo esquer-
do foi fixado em 90 minutos, periodo julgado necessério
para a instalacdo de lesdo isquémica significativa. A au-
séncia de perfusdo por até 30 minutos ndo afeta a viabili-
dade do tecido hepético normal (evidenciada pelarecupe-
racdo da concentracdo celular de ATP logo ap6s o
restabel ecimento do fluxo) e ndo causalesdo significativa
a microscopia 6tica-'213. Da mesma forma, periodos de
isquemia de até 45 minutos ndo causam a expressao das
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Tabela 2
Resultado da andlise estatistica
Variavel Grupo controle Grupo tratamento P
Peso 239,5 + 25,11* 2455 + 24,77 0,597
Congestao 2,5 (1,0-3,0) 1,0 (1,0-2,0) 0,048
Esteatose 0,5 (0,0-1,0) 0,5 (0,0-1,0) 0,999
Necrose 2,0 (1,0-3,0) 2,0 (1,0-3,0) 0,840

Todos os valores expressos em mediana e amplitude interquartil, exceto peso (*) expresso por média + desvio-padrao.

moléculas de adesdo ICAM-1 (Intercellular Adhesion
Molecule 1) e LFA-1 (Lynphocyte-Function-Associate
Antigen-1), ndo gerando lesdo hepatica significatival®.

Em relagéo aandlise histopatol égica, € provavel que
0 grau de congestdo seja mais importante do que o de ne-
crose e esteatose para prever o funcionamento do érgéo
nas primeiras horas de reperfusdo. O dano ao endotélio
sinusoidal, apds areoxigenacdo, resultaem deficiénciada
microcirculacdo com conseqiiente lesdo hepatocelulart®.
A medida da microcirculago hepética feita por termodi-
fusdo, em um programa de transplante hepético clinico,
permitiu correlacionar o status microcirculatério com o
funcionamento pds-operatério. Foi demonstrado que bai-
xos indices de perfusdo tecidua (abaixo de 60ml de san-
gue por 100g de tecido por minuto) estdo diretamente re-
lacionados com lesdes histol égicas severas, menor
atividade de sintese de fatores de coagulago e maiores
taxas de transaminases séricas!®!’. E possivel queaNAC,
através da inativag8o dos radicais livres, possa também
atuar como facilitadora da atuacéo tecidual do éxido nitri-
co, melhorando a perfusio’®1°,

E dificil definir a partir de que momento a presenca
de necrose deve ser valorizada na avaliagdo das lesdes. O
presente estudo demonstrou néo haver diferenca signifi-
cativa com o uso da NAC em relacdo a necrose. Estudo
experimental semelhante (90 minutos de isquemia e qua-
tro horas de reperfusio)? avaliou o efeito de um inibidor
da P-Selectina. Foram encontrados menores indices de
transaminases séricas e mieloperoxidase tecidual com o
uso dadroga. Ao analisar os dados com a escala proposta
por Suzuki e colaboradores??, obtiveram-sediferencassig-
nificativas quanto & congestdo e vacuolizagdo, sem obter
diferenca quanto a necrose.

Em estudo avaliando biopsias de 280 figados antes
desuaretiradaparatransplante, foi observadanecroseleve

em 6% dos casos®. Apesar disso, 0 mau funcionamento
do enxerto s pode ser associado com esteatose e baixa
concentracdo de glicogénio pré-retirada, ndo sendo signi-
ficativa a presenca da necrose. Em outro estudo néo fo-
ram encontrados achados em biopsia pré-transplante ca-
pazes de prever com segurancaaevolugéo pés-operatoria.
Doze, dentre 27 pacientes com necrose moderada ou se-
vera pré-reperfusdo (44%), apresentaram uma evolugédo
clinica favoravel®,

Em nosso trabalho, o uso da NAC n&o modificou o
padréo histol 6gico em relagdo a esteatose quando compa-
rada.com o grupo controle. A andlise deste pardmetro tor-
na-se dificil, uma vez que o significado da presenca da
esteatose ndo esta totalmente esclarecido. Parece haver
maiores indices de disfun¢do do enxerto quando figados
com esteatose prévia moderada ou severa sdo submetidos
a isquemia fria e reperfusdo®, provavelmente devido a
alteracGes na composicdo da membrana plasmética?>2.
Além disso, foi demonstrada uma correlacdo direta entre
o grau deinfiltragdo gordurosa e a mé perfusdo da micro-
circulagdo hepética?’.

Por sua vez, Burt e colaboradores referem que mes-
mo pacientes com esteatose microvesicular, geramente
associada a quadros agudos com risco de vida, podem ter
recuperacdo sem alteracdes hepaticas residuais?®. Além
disso, vérios trabalhos recentes com modelos de I/R nor-
motérmica ndo levam em conta o0 grau de esteatose por
ocasi&o da andlise histopatol gica dos espécimes, valori-
zando a presenca de congestéo e de necrose!429-31,

Nés concluimos que a utilizagdo préviada NAC di-
minui o grau de congestdo hepética nas |esdes por isque-
mia e reperfusdo quando comparada ao grupo controle de
maneira significativa e que seu uso ndo determinou dife-
renca entre 0s grupos quanto & presenca de esteatose e
necrose.

ABSTRACT

Background: Ischemia has been used in hepatic surgery since the beginning of the century. lts useresultsin less
blood loss during hepatic resections and allow organ preservation while waiting for a transplant. Nevertheless,
the lack of perfusion causes liver injury, worsen by the reoxygenation of the organ. N-Acetylcysteine is a drug
capable of restoring cellular glutatione levels, essential to control reperfusion injury. Therefore, N-Acetylcysteine
could be useful to lessen liver damage. To evaluate N-Acetylcysteine ability to reduce hepatic damage, a murine
model of normothermic ischemia and reperfusion was used. Methods. Twenty female Wistar rats were divided
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in two groups. In the first group, N-Acetyl cysteine 400mg/kg was given intravenoudly fifteen minutes before the
left hepatic lobe clamping. The clamp was kept in place for ninety minutes. In the control group, normal saline
was given in an equivalent volume. After four hours of reperfusion, animals were killed and left lobes were
submitted to histopathol ogical analysis stained with Hematoxilin-Eosin. Specimenswere evaluated for congestion,
steatosis and necrosis. Results: Analysis showed N-Acetylcysteine capability of significantly decrease hepatic
congestion. Therewas no differencein regard of steatosis and necrosis. Conclusion: We concluded that previous
N-Acetylcysteine administration reduces congestion in normothermic ischemia-reperfusion of the liver lobe.

The drug does not reduce steatosis or necrosis.

Key Words: Ischemia-Reperfusion; Hepatic Ischemia; N-Acetylcysteine.
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