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RESUMO 

Introdução e objetivos: O dano de isquemia-reperfusão (I/R) é uma das principais causas 

de má-função do enxerto precocemente após um transplante hepático e influencia de 

forma adversa a sobrevida dos pacientes após o transplante. Uma série de mediadores tem 

sido implicada na sua patogênese, incluindo o óxido nítrico (NO). Devido aos benefícios 

do NO durante a pré-condição isquêmica e reperfusão, estratégias para prevenir ou 

melhorar o I/R através do estímulo da produção hepática de NO é uma área de 

significativo interesse clínico. Neste estudo, foi avaliado o papel da S-nitroso-N-

acetilcisteína (SNAC) como uma doadora de NO na prevenção do I/R em um modelo 

animal.  

Materiais e métodos: Fígados obtidos de 15 ratos Wistar machos foram divididos em 3 

grupos experimentais, conforme a solução de preservação utilizada: solução da 

Universidade de Wisconsin (UW); solução de SNAC; e solução de UW + SNAC 

(SNAC+UW). Os níveis de AST, ALT e LDH foram determinados em amostras do 

líquido de preservação em 2, 4 e 6 horas de isquemia a frio.  Após 6 h, os fígados foram 

submetidos a um modelo de reperfusão hepática ex-situ por 15 minutos.  AST, ALT, 

LDH e substâncias reativas ao ácido tiobarbitúrico (TBARS) foram determinadas no 

sangue após a reperfusão, e foram seccionados fragmentos hepáticos para histologia, 

determinação de TBARS, catalase e glutationa, além da análise da expressão imuno-

histoquímica de ICAM-1 e TNF-R2.  

Resultados: Durante a preservação a frio, a liberação de AST e LDH no grupo SNAC foi 

significativamente menor que nos grupos UW e SNAC+UW (p= 0.004 and p=0.03, 

respectivamente), não tendo havido diferença significativa na dosagem de ALT (p=0.3). 

Após a reperfusão, os níveis séricos de AST, ALT e LDH, bem como de TBARS e 

catalase foram semelhantes entre grupos. Comparado ao grupo UW, a concentração 

hepática de glutationa foi menor nos grupos SNAC e SNAC + UW (p<0.001). Não houve 

sinais histológicos de dano de preservação em nenhuma amostra, assim como não houve 

expressão hepática de ICAM-1 e TNF-R2.  

Conclusão: A solução de SNAC demonstrou um efeito protetor superior na preservação 

de fígados de ratos durante a isquemia a frio, tendo sido equivalente à UW após a 

reperfusão.  
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ABSTRACT 

Background/aims: Ischemia-reperfusion injury (I/R) is one of the major causes of poor 

graft function early after liver transplantation which adversely influences patients’ 

survival. A variety of mediators have been implicated in the pathogenesis of ischemia-

reperfusion vascular injury, including nitric oxide (NO). Due to the beneficial effects of 

NO during preconditioning and reperfusion, strategies to prevent or ameliorate I/R 

through the stimulation of hepatic NO production are an area of significant clinical 

interest. We evaluated the role of S-nitroso-N-acetylcysteine (SNAC) as an NO donor, in 

the prevention of liver I/R in an animal model. 

Methods: Adult male Wistar rats were randomly assigned into three experimental groups 

of 5 animals, accordingly to the preservation solution: 1. University of Wiscosin (UW) 

solution; 2. SNAC solution; and 3. SNAC-containing UW solution (SNAC+UW). AST, 

ALT and LDH were determined on samples of the cold storage solution at 2, 4 and 6 h of 

preservation.  After 6 h of cold storage, a 15 min reperfusion model was applied. After 

this period, the reperfusion system was interrupted and blood samples were taken for 

measurements of AST, ALT, LDH and thiobarbituric acid reactive substances (TBARS). 

Hepatic fragments were processed for histological studies, determination of TBARS, 

catalase and glutathione, and also expression ICAM-1 and TNF-R2. 

Results: During the cold preservation, AST and LDH in the SNAC group were 

significantly lower than in UW group and the SNAC+UW group (p= 0.004 and p=0.03, 

respectively). ALT was comparable among the groups (p=0.3). After reperfusion, serum 

levels of AST, ALT and LDH, as well as hepatic TBARS and catalase showed no 

significant differences among the groups. Compared to the UW group glutathione 

concentration was lower in the SNAC and SNAC+UW (p<0.001). No histological signs 

of preservation injury were found. In immunohistochemistry, the expression of ICAM-1 

and TNF-R2 were not detected in any of the organs. 

Conclusion: SNAC solution showed a higher protective effect for the preservation of rat 

livers during cold storage, but was comparable to UW solution post-reperfusion.  
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INTRODUÇÃO  

Atualmente, o transplante hepático (TxH) é o tratamento de escolha 

para uma série de doenças crônicas e agudas graves do fígado (1-6). Seus bons 

resultados permitiram que fosse ofertado mais precocemente no curso da 

doença hepática avançada. No entanto, é notável que nos últimos anos, a 

despeito do crescente número de TxH realizados, houve em todo o mundo um 

acréscimo na mortalidade em lista 
(7,8) . Este fato é consequência da maior 

demanda por transplante, sem que haja órgãos disponíveis para todos (2,4,9-15). 

Com a pouca oferta, é natural que sejam aceitos órgãos provindos dos 

chamados “doadores subótimos ou com critérios expandidos”, indivíduos com 

condições hemodinâmicas limítrofes, idade avançada ou presença de infiltração 

gordurosa significativa, entre outros. Sabe-se que quanto pior o doador, pior o 

enxerto, elevando-se as chances do mesmo ser danificado durante os 

procedimentos de retirada e implante 
(16). No entanto, face à demanda crescente 

e à oferta limitada, o uso de fígados provenientes destes doadores parece 

justificado (1, 4,17-18). Esta conduta expande as fronteiras dos doadores aceitos e 

tende a aumentar o número de transplantes efetivamente realizados, mas 

potencialmente expõe os receptores a riscos ainda não conhecidos ou 

adequadamente documentados por estudos clínicos (11-12, 14, 16,19). 

Assim, parece lógico que seja necessário o aprimoramento na técnica 

de preservação com o intuito de reduzir ao máximo o dano de 

isquemia/reperfusão (I/R) (20). Se nos aspectos cirúrgicos, anestésicos e de uso 

de imunossupressores há pouco espaço para a evolução, parece que se 

encontra na preservação de órgãos a oportunidade de serem incrementados os 

resultados do TxH.  

1. Dano de isquemia-reperfusão 

 A realização de um TxH envolve obrigatoriamente o surgimento de 

isquemia tecidual (21-23), denominando-se de I/R os fenômenos nocivos 

decorrentes desse processo. Sabe-se que a intensidade do I/R é dependente de 

diversas fases: das condições pré-mórbidas do doador, da adequação da 

preservação do enxerto, da isquemia a quente do órgão, da sua 

revascularização e ainda do ambiente pessoal do receptor (21, 24-25).  
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Quando há isquemia, por definição, há ausência de fluxo sanguíneo, 

caracterizando hipóxia tecidual. A hipóxia determina a diminuição do aporte de 

oxigênio à célula, com redução dos fosfatos ricos em energia, redução da 

atividade da bomba Na+/K+atpase e alteração na troca de água e íons. Isto 

promove a ativação de enzimas hidrolíticas, ocasionando edema das células 

endoteliais sinusoidais (CES) e das células de Kupffer (CK) durante o período 

de isquemia (24, 26-31). 

A lesão do enxerto teoricamente cessaria no momento em que o órgão 

fosse reperfundido pelo sangue portal, mas este cenário é apenas teórico. A 

reperfusão com o sangue portal, ao invés de interromper esta cascata de dano, 

a ela acrescenta maior risco, por vezes mais notável que as fases prévias (32-34). 

As lesões ocorridas durante a isquemia, associado ao desequilíbrio entre a 

produção de endotelina e óxido nítrico (NO) após a reperfusão, contribui para o 

estreitamento da luz sinusoidal, culminando com disfunção microcirculatória. 

Somando-se a isto, o estreitamento dos capilares favorece o acúmulo de 

polimorfonucleares (PMN) (35-36), que, junto com as CK ativadas, induzem a 

liberação de espécies reativas de oxigênio (ROS) e citocinas pró-inflamatórias, 

incluindo o fator de necrose tumoral (TNF), interleucina 1 (IL-1) e interleucina 6 

(IL-6) (37-38). Tais citocinas disparam a expressão das moléculas de adesão – 

moléculas de adesão intercelular (ICAM) e moléculas de adesão de célula 

vascular (VCAM)- e promovem a ativação e acúmulo de mais PMN, contribuindo 

para a progressão do dano ao parênquima (37,39). Em paralelo, a IL-1 e o TNF 

recrutam e ativam linfócitos T- CD4, que produzem fator estimulador de colônias 

de granulócitos-macrófagos (GM-CSF), interferon γ (INF γ), e TNF ß, de forma a 

magnificar a ativação das CK e a secreção de citocinas (40-42). Tal processo pode 

ser amplificado pelo fator ativador de plaquetas (PAF) e pelo leucotrieno B4 

(LTB4) (43) (Figura 1). 

O resultado final desta resposta inflamatória aguda é determinado pelo 

equilíbrio entre mediadores pró e anti-inflamatórios. Embora tenha se avançado 

na compreensão dos mecanismos envolvidos no início e na perpetuação da 

resposta inflamatória hepática induzida pelo processo de isquemia e reperfusão, 

ainda pouco se conhece sobre os eventos reguladores, que servem para 

controlar e resolver este dano inflamatório. Os mediadores regulatórios mais 
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importantes parecem ser a IL6, a IL10 e os inibidores da secreção das proteases 

leucocitárias (SLPI), todos induzidos precocemente (nas primeiras 2 horas) após 

a reperfusão (37). 

 

 

Figura 1: Mecanismos envolvidos na fisiopatogênese do I/R. (Adaptado de Massip-
Salsedo et al, 2007) (43). 

CES= células endoteliais sinusoidais; ET= endotelina; GM-CSF = fator estimulador de colônias 
de granulócitos-macrófagos; ICAM= moléculas de adesão intercelular; LTB4= leucotrieno B4; 
PAF=fator ativador de plaquetas; VCAM= moléculas de adesão de célula vascular 

 

São os hepatócitos e as CES os maiores alvos do I/R, sendo que os 

hepatócitos são mais sensíveis à isquemia a quente e as CES, à isquemia a frio 

(43-45). Apesar da maioria dos hepatócitos permanecerem viáveis após 48 h de 

preservação a frio seguido de reperfusão, as CES sofrem grave dano após a 
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reperfusão (40% não viáveis) 
(46). O resultado desta lesão sinusoidal é a 

subsequente anormalidade microcirculatória, que culmina em disfunção e 

destruição hepatocitária (44, 47), contribuindo para a não função primária do 

enxerto após o TxH. 

 

 2. O estresse oxidativo 

O fenômeno da toxicidade do oxigênio é conhecido desde o final do 

século XIX. No entanto, a presença de ROS em materiais biológicos foi 

identificada há apenas 50 anos (48). 

As ROS podem ser definidas como espécies químicas capazes de 

existirem independentemente e que apresentem um ou mais elétrons 

desemparelhados. As ROS são altamente reativas, apresentando grande 

instabilidade e meia-vida curta. Este é o motivo pelo qual as ROS não se 

deslocam para longe de seu sítio de formação, interagindo com qualquer 

biomolécula adjacente a fim de se estabilizarem (49). 

Os mecanismos pelos quais as células são atacadas pelas ROS são 

muito complexos e ainda não perfeitamente claros. A vida em aerobiose se 

caracteriza pela contínua produção de ROS que é contrabalançada pelo 

consumo de defesas antioxidantes. Assim, em condições fisiológicas, o balanço 

entre agentes pró-oxidantes e as defesas antioxidantes se mantém equilibrado. 

Quando esse balanço é rompido em favor dos agentes oxidantes, diz-se que a 

célula ou organismo se encontra sob “estresse oxidativo” (EO), com potenciais 

danos (48,50). 

McCord em 1985 lançou a teoria de que as ROS seriam as promotoras 

do dano de reperfusão (51). A isquemia ativa as CK, que, por sua vez, são a 

principal fonte de ROS durante o período de reperfusão (52,53), sendo as 

mitocôndrias as principais geradoras intracelulares de ROS (54-55). 

A geração mitocondrial de ROS aumenta significativamente durante a 

reperfusão, pois os elétrons liberados pela cadeia respiratória podem ser 

doados diretamente ao oxigênio provindo do fluxo sanguíneo restaurado. Isto 

acarreta dano molecular, incluindo peroxidação lipídica, e leva a alterações 

morfológicas e funcionais das biomembranas e consequente desequilíbrio na 
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fisiologia das células e suas organelas. Dentro deste contexto, as estruturas 

mitocondriais também consistem na principal organela suscetível ao ataque 

pelas ROS, com dano estrutural e funcional, e eventual disfunção de 

importantes processos celulares, incluindo aqueles responsáveis pela síntese 

de trifosfato de adenosina (ATP) 
(56-58) (Figura 2). 

 

 

Figura 2: Representação esquemática da mitocôndria num cenário de EO. É 

considerada a principal organela envolvida na produção das ROS.  

EO= estresse oxidativo; ROS= espécies reativas de oxigênio 

 

3. O óxido nítrico 

O NO tem atraído o interesse de muitos cientistas desde a sua 

identificação (59), e atualmente dispõe-se de um amplo conhecimento sobre sua 

bioquímica e fisiologia.  Ele é uma molécula gasosa produzida pela família de 

enzimas P-450- like denominadas de sintases do NO (NOS), que convertem L-

arginina e oxigênio em L-citrulina e NO. Existem três isoformas de NOS já 

isoladas e caracterizadas: NOS endotelial (eNOS), NOS induzível (iNOS), e 

NOS neuronal (nNOS). Todas elas estão expressas no fígado em proporções 

variadas (Tabela 1) (60). Tanto a nNOS quanto a eNOS mantêm especificidade 

celular, sendo a primeira detectada apenas nos tecidos nervosos e a última, 

exclusivamente nas células endoteliais que revestem os canais vasculares 

hepáticos (61-63). Em contrapartida, iNOS não está presente no fígado em 
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condições basais, mas pode ser expressa em todos os tipos celulares hepáticos 

mediante estímulo 
(64-67). 

 

Tabela 1. Isoformas da NOS no fígado 

Isoforma da NOS Distribuição no fígado 

eNOS Células endoteliais 

iNOS Qualquer célula hepática, se induzida 

nNOS Nervos do trato portal 

  Adaptado de Shah & Kamath, 2003
 (60 ) 

NOS= sintases do óxido nítrico; eNOS= sintase do óxido nítrico endotelial; 
iNOS= sintase do óxido nítrico induzida; nNOS= sintase do óxido nítrico neural 

 

O NO consiste em uma molécula radical neutra que, por ser cerca de 70 

vezes mais solúvel em solventes hidrofóbicos que em água 
(68), é facilmente 

difusível nos compartimentos celulares. Nos sistemas biológicos, ele pode reagir 

com várias outras substâncias, como moléculas de oxigênio e ânion superóxido 

(O2
-), produzindo as chamadas espécies reativas de nitrogênio (RNOS).  A meia-

vida do NO in vivo é de poucos milissegundos, sugerindo que esta molécula 

pode exercer seu papel a apenas uma distância de poucos microns do seu sítio 

de geração. Entretanto, sua conversão em RNOS pode preservar o NO, 

permitindo que seu efeito possa ser transferido a alvos distantes (69). Exemplos 

disto são representados pelos experimentos de Rassaf et al, que demonstrou 

que a maioria dos efeitos sistêmicos do NO administrado via intravenosa são 

mediados pela sua conversão em S-nitrosotióis (RSNO) (70). Dessa forma, os 

efeitos biológicos do NO podem ser caracterizados como diretos (resultante da 

reação do NO com as moléculas alvo) (71) e indiretos (devido à ação das RNOS e 

dos RSNOs) (72). 
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 O NO pode ser administrado através de drogas doadoras de NO, o que 

inclui os RSNO (69).  Alguns destes compostos ocorrem naturalmente in vivo, 

como a S-nitrosoalbumina, a S-nitroso-L-cisteína (CysNO), e a S-

nitrosoglutationa (GSNO), e outros são sintetizados, como a S-nitroso-N-

acetilcisteína (SNAC) (73-75) .  

 

3.1. O óxido nítrico e o dano de isquemia/reperfusão hepática 

 O I/R vem sendo estudado numa variedade de modelos animais 

desenvolvidos especificamente para investigar cada etapa do processo de 

transplante. Baseado nestes estudos, alguns dos principais processos 

fisiopatológicos no desenvolvimento do I/R se relaciona à piora da 

microcirculação hepática, incluindo adesão leucocitária, EO, e congestão 

sinusoidal, uma vez que o desarranjo da microcirculação hepática exerce um 

papel fundamental na falência celular (76). 

Uma variedade de mediadores tem sido implicada na patogênese do I/R 

vascular, incluindo o NO, que modula o fluxo e a adesão celular dentro da 

vasculatura. Manipulação da bioatividade do NO através da inibição ou do 

aumento de sua concentração em modelos experimentais de I/R suporta o papel 

do NO neste cenário (77-83). A administração de inibidores da NOS exacerba o 

dano em modelos experimentais de I/R, como evidenciado por diminuição da 

perfusão microcirculatória e elevação de enzimas hepáticas (78,80,82-83). Estes 

estudos suportam o conceito de que deficiência hepática de NO é uma das 

causas precoces do I/R, contribuindo para a estase e constrição sinusoidal, 

ocasionando falência da perfusão (84). Entretanto, os mecanismos específicos de 

deficiência de NO permanecem desconhecidos e áreas de pesquisa incluem o 

estudo de uma provável redução na viabilidade de algum cofator ou um excesso 

de inibidores da rota da NOS, como a arginase ou argininas dimetil assimétricas 

(85). 

O NO também parece contribuir com efeitos protetores na pré-condição 

isquêmica, um paradoxo pelos quais breves períodos de oclusão vascular 

protegem o fígado de danos subsequentes de isquemia/reperfusão (82,86-88). Os 

efeitos protetores da pré-condição isquêmica são mediados em parte pela 
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liberação celular de adenosina (um nucleotídeo que promove vasodilatação e 

inibição da adesão leucocitária, por estimular a produção de NO) e pela redução 

da sinalização das células hepáticas endoteliais 
(86). Este conceito é embasado 

em observações que tanto os inibidores da NOS quanto a adenosina deaminase 

(um agente que reduz os níveis de adenosina endógena) podem atenuar a 

resposta benéfica da pré-condição isquêmica em modelos animais (87). Por outro 

lado, os inibidores da NOS com especificidade para a isoforma iNOS 

demonstram efeito oposto. Desta forma, alguns estudos sugerem que o NO 

derivado da eNOS é protetor no I/R, enquanto que o NO derivado da iNOS pode 

exacerbar o dano isquêmico (89-90). Este aparente paradoxo pode ser reflexo da 

cinética de geração do NO no processo de isquemia-reperfusão: em condições 

basais, há baixo nível de geração de NO pela eNOS, o que protege as células 

do dano isquêmico; em contraste, após várias horas do estímulo isquêmico, 

inicia a produção de NO pela iNOS, tornando o NO um agente destrutivo (91). 

Estes eventos podem culminar em lipoperoxidação lipídica, morte celular e dano 

hepático.  

4. Métodos de estimativa do dano de isquemia/reperfusão 

 O I/R pode ser estimado através de diversos parâmetros, que refletem 

diferentes momentos deste processo. 

4.1 Dosagem de enzimas hepáticas 

A determinação da atividade das enzimas hepáticas no líquido de 

preservação pode evidenciar a lesão celular sofrida no período de isquemia a 

frio e, com isto, determinar fator prognóstico para funcionamento do órgão e 

viabilidade do mesmo para transplante. A liberação das enzimas aspartato 

aminotransferase (AST), alanina aminotransferase (ALT) e lactato 

desidrogenase (LDH) na solução de preservação pode ser considerada um 

importante índice para avaliar a qualidade da preservação do órgão  (92), sendo 

um marcador dos danos pré-existentes ou adquiridos durante o período de 

isquemia (93).   

Além disso, as lesões decorrentes do dano de preservação podem ser 

aferidas pela magnitude da elevação das enzimas hepáticas no soro do 

receptor, especialmente a AST. Rosen et al estudando 210 indivíduos 
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submetidos a TxH, demonstraram que os pacientes com AST acima de 5000 

UI/L nas primeiras 72 horas pós-transplante têm significativamente menor 

sobrevida em 1 ano que os restantes 
(17).  Álvares-da-Silva em sua tese de 

doutorado, analisando a influência do dano de preservação na evolução pós-

operatória na primeira semana, encontrou resultados semelhantes. Igualmente, 

a sobrevida em 1 ano foi significativamente menor no grupo de pacientes com 

dano de preservação acentuado (94). 

4.2 Avaliação do estresse oxidativo 

O EO, com a formação de ROS, gerado na reperfusão durante o TxH, 

vem sendo implicado em um aumento significativo de lesão do órgão (50,95).  

Consequentemente, a quantificação do EO torna-se importante para inferir o 

grau de disfunção hepática no período pós-operatório.  

Devido ao amplo espectro de alterações induzidas pelo EO no fígado, 

diversas são as formas de se estimar este fenômeno, incluindo a análise da 

peroxidação lipídica através da dosagem das substâncias reativas ao ácido 

tiobarbitúrico (TBARS), a mensuração das defesas antioxidantes (catalase e 

glutationa) e a avaliação da estrutura e função mitocondrial. 

Entretanto, a análise do EO no contexto de TxH ainda se restringe ao 

campo de pesquisa experimental, mas com a perspectiva de se tornar um 

importante marcador clínico de I/R e rejeição no futuro. 

4.3 Citocinas e moléculas de adesão 

 Observações prévias encontraram uma associação do I/R das CES e 

ativação das CK (96-97). Mueller et al demonstrou que a liberação de várias 

citocinas, moléculas de adesão e parâmetros da matriz extra-celular, incluindo 

sTNF-R2, sIL-2R, IL2, IL6, IL-8, IL-10, sVCAM-1, E-seletina, ácido hialurônico, 

ácido siálico, e laminina se correlaciona significativamente com a extensão do 

I/R (98). 

5. As soluções de preservação 

A preservação de um órgão é a chave inicial para o sucesso do 

transplante. Objetiva-se manter sua viabilidade pelo maior tempo possível e 

assegurar o seu funcionamento imediato após o transplante (21,30). A 
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conservação em gelo é a técnica rotineiramente empregada para a preservação 

(24,30), através da combinação do resfriamento da superfície do órgão e da sua 

perfusão com solução de preservação gelada 
(99). Para cada 10C de redução 

da temperatura ocorre paralelamente uma queda de 50% na atividade 

metabólica. A 1C, o metabolismo situa-se em torno de 5% do normal. Na 

prática, o resfriamento isolado pode preservar o fígado com segurança por até 8 

horas, enquanto, em temperatura ambiente, o órgão tolera apenas 1 hora 
(100). 

Entretanto, a hipotermia também desencadeia efeitos negativos, que incluem o 

edema celular, pela inibição da bomba Na+/K+atpase; a acidose intracelular, por 

metabolismo anaeróbio, com acúmulo de lactato e dano celular; distúrbios na 

homeostase do cálcio citosólico; e, por fim, a geração de ROS 
(41).  

Desta forma, os aspectos importantes para uma solução de preservação 

bem sucedida incluem a baixa temperatura, a prevenção da acidose intracelular, 

a neutralização dos efeitos tóxicos da hipotermia, a sua capacidade de proteção 

contra as lesões provocadas pelos ROS, e, ainda, a manutenção do 

metabolismo energético da célula (30,101). 

A solução de preservação da Universidade de Wisconsin (UW) é a mais 

utilizada pelos grupos de TxH há mais de 10 anos, tendo substituído o uso da 

solução Euro-Collins, até então a mais empregada 
(102). A sua síntese e 

introdução no mercado no final dos anos 80 é considerado um dos marcos da 

história do procedimento 
(103-104), uma vez que veio possibilitar uma isquemia a 

frio mais longa com menor lesão tecidual. Outras soluções têm sido sugeridas, 

como a histidina-triptofano cetoglutarato (HTK), Celsior, a solução da 

Universidade de Medicina da China (CMU-1), frutose-1,6-bisfosfato (FBP), mas 

ainda não demonstraram sua vantagem em relação à UW  (104-107).  O desenho 

da UW visa reduzir os efeitos negativos da hipotermia, combater o edema 

celular intersticial e a acidose, fornecendo antioxidantes e inibindo as ROS, bem 

como prover substratos para a reposição de ATP após a reperfusão (30). Apesar 

deste desenho teórico, a solução protege principalmente o enxerto contra os 

danos decorrentes da fase isquêmica, sendo menos protetora na reoxigenação 

(103). A sua principal ação – e o que lhe faz superior em relação a outras 

soluções - parece ser a capacidade de proteção endotelial (108). De fato, as CES 

são o alvo inicial do dano de preservação (109). Apesar disso, em 15 a 30% dos 

 I 
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pacientes, é detectada uma função primária do enxerto ruim atribuída ao I/R. Na 

Tabela 2, está detalhado o papel dos principais componentes da UW. 

 

Tabela 2. Os componentes da UW e seu papel na proteção contra o 

I/R. 

Componente Atividade  

Lactobionato Impermeabilizante (impede o edema celular) 

Quelante de cálcio (diminui o cálcio no citosol) 

Quelante de ferro (diminui o ferro no citosol) 

Rafinose Impermeabilizante (impede o edema celular) 

Hidroxietilamido Colóide (impede o edema celular) 

Adenosina Precursor da síntese de adenina-nucleotídeos 

Glutationa Remoção de radicais livres 

Alopurinol Inibição da xantina-oxidase (reduz a produção de ânions superóxidos) 

Magnésio Cofator enzimático (transdução de energia) 

Sódio e potássio Agentes osmóticos 

Dexametasona Estabilizador de membrana 

Fosfato Efeito tampão 

Modificada de Southard & Belzer, 1996 (110) 

 

6. S-nitroso-N-acetilcisteína (SNAC) 

SNAC é um RSNO sintetizado, considerado um doador e carreador 

endógeno de NO quando administrado em mamíferos (69). Seu uso terapêutico 

ainda está sob experimentação e muitos estudos indicam que ela pode ser de 

especial interesse no tratamento de algumas patologias.  Um estudo prévio 

demonstrou que o tratamento com SNAC, um potente inibidor da 

lipoperoxidação lipídica, impede o aumento de hidroxiperóxidos no 

homogeinizado hepático (111). Além disso, ao se analisar o perfil da expressão 

gênica hepática em camundongos com esteato-hepatite não-alcóolica, se 
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demonstrou uma expressão reduzida dos genes que participam da cadeia 

respiratória e dos genes responsáveis pela síntese e ação da glutationa nos 

animais tratados com SNAC. Isto sugere uma menor “sobrecarga” mitocondrial e 

uma produção reduzida de ROS, refletindo um efeito antioxidante da SNAC 
(112). 

Neste mesmo contexto, Andraus demonstrou em sua tese de doutorado que 

SNAC reduziu a lesão hepática após um período de isquemia normotérmica em 

fígados esteatóticos (113).  

 

12 



JUSTIFICATIVA 

 

A preservação de um órgão é etapa essencial e indispensável ao TxH. 

Em 2002, Hirokawa et al, já afirmava “a evolução do TxH depende, hoje, mais 

propriamente dos progressos nos métodos de preservação de órgãos do que 

das técnicas de cirurgia e imunossupressão” (20). A compreensão dos sinais 

precoces de dano hepático e o esclarecimento dos fenômenos intra e 

extracelulares envolvidos no I/R pode falicitar o desenvolvimento de mecanismos 

para se reduzir a lesão hepática num contexto de transplante.  

Diversos são os mecanismos envolvidos no I/R hepático, incluindo a ação 

de ROS e distúrbios na microcirculação. O NO tem efeito controverso no I/R, 

mas parece melhorar a microcirculação hepática em baixas concentrações.  

Considerando estes aspectos, o estudo dos efeitos da SNAC, uma 

solução doadora de NO, num cenário de isquemia/reperfusão hepática pode 

contribuir de forma significativa para o avanço nas técnicas de preservação de 

órgãos. De acordo com o nosso conhecimento, SNAC ainda não foi estudada 

em modelo experimental de isquemia a frio e reperfusão em fígado. 
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OBJETIVOS 

Objetivo Geral 

Avaliar os efeitos da SNAC após isquemia a frio e reperfusão, em relação 

ao dano precoce de isquemia/reperfusão em fígados de ratos. 

Objetivos Específicos 

a) Comparar SNAC, UW e SNAC+UW após a isquemia a frio através de 

variáveis bioquímicas. 

b) Comparar SNAC, UW e SNAC+UW após a reperfusão através de 

variáveis bioquímicas e da estimativa do EO, através da mensuração de TBARS 

(substâncias reativas ao ácido tiobarbitúrico), glutationa e catalase no tecido 

hepático. 

c) Comparar a solução de SNAC, UW e SNAC+UW em relação ao dano 

mitocondrial após a reperfusão; 

d) Comparar a solução de SNAC, UW e SNAC+UW em relação à 

expressão imuno-histoquímica de ICAM-1 e receptores de TNFɑ; 

e) Comparar a solução de SNAC, UW e SNAC+UW após a reperfusão 

através da avaliação anatomopatológica. 
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MATERIAIS E MÉTODOS 

 

1. Desenho do estudo e animais de experimentação 

Foi realizado um estudo experimental em ratos da linhagem Wistar, 

machos, adultos, com peso entre 300 e 530 g, procedentes do Centro de 

Reprodução e Experimentação de Animais de Laboratório (CREAL) do Instituto 

de Ciências Básicas da Saúde da Universidade Federal do Rio Grande do Sul 

(UFRGS) e alocados na Unidade de Experimentação Animal (UEA) do Centro de 

Pesquisa do Hospital de Clínicas de Porto Alegre (HCPA). Os animais foram 

mantidos em caixas-moradia individuais, confeccionadas em plexiglass, medindo 

65 x 25 x 15 cm, com assoalho recoberto de serragem, e submetidos a ciclo 

normal claro/escuro de 12 h, sendo alimentados ad libitum com água e ração 

padronizada para roedores.  

 

2. Procedimentos 

A perfusão e a preservação dos fígados foram realizadas com diferentes 

soluções, a saber: a) UW (Viaspan® Bristol-Myers-Squibb, 1000 mL), com 

osmolaridade de 320 mOsm/L; b) SNAC (200 nmol/L); c) SNAC+UW. A SNAC 

foi produzida através da S-nitrosação da N-acetilcisteína (Sigma Chemical, St. 

Louis, MO, USA) em uma solução de nitrito de sódio acidificado (114) (Instituto de 

Química da Universidade Estadual de Campinas –UNICAMP-, Campinas, SP) . 

A solução de SNAC (0,1 mol/L) foi posteriormente diluída em solução salina a 

200 nmol/L antes da administração. No grupo SNAC+UW, a solução de SNAC 

foi diluída com a UW a 200 nmol/L. 

O procedimento experimental foi realizado conforme o modelo de 

reperfusão em fígados de ratos, desenvolvido por estudo anterior do grupo 

(Anexo 1) (115). Brevemente, este modelo é dividido em três etapas sequenciais: 

1) hepatectomia (“explante”); 2) estocagem a frio (2-4º C) em uma das soluções 

de preservação por 6 horas; 3) reperfusão ex-situ do fígado preservado com o 

sangue de outro rato (“rato receptor”) durante 15 minutos (Figura 3). Durante o 

experimento, o anestésico utilizado foi o isoflurano a 1,5% (Isoflurano®, 
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Laboratório Abbott) por via inalatória. Os animais nos quais houve algum 

problema de técnica cirúrgica, não foram incluídos na análise dos resultados e 

foram substituídos. 

 

 

 Figura 3: Esquema simplificado do modelo de reperfusão (Adaptado de Pinto 

Kuel et al, 2007) (115). 

Durante o período de isquemia a frio, foram retiradas alíquotas da solução 

de preservação em 2, 4 e 6 horas para a determinação de AST, ALT e LDH; e, 

após a reperfusão, foi coletada amostra sanguínea do rato receptor através de 

punção cardíaca também para a dosagem destas enzimas (em analisador 

Roche-Hitachi®, com reagentes da Roche Diagnostics®).  

Adicionalmente, foram seccionados fragmentos do fígado reperfundido 

para as seguintes finalidades: 1) dosagem das TBARS, catalase, e glutationa; 2) 

análise histopatológica; 3) determinação da expressão de ICAM-1 e do receptor 

2 de TNFɑ (TNF-R2) por imuno-histoquímica; e 4) avaliação mitocondrial por 

microscopia eletrônica de transmissão. 
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3. Dosagem de TBARS, catalase e glutationa no tecido hepático 

Para a medida das TBARS, o fragmento hepático foi aquecido com ácido 

tiobarbitúrico 0,67% e ácido tricloroacético 10% por 15 minutos em banho-maria, 

sendo a amostra posteriormente refrigerada e centrifugada. O produto corado foi 

quantificado por espectrofotometria em 535nm, através da técnica descrita por 

Halliwell & Gutteridge (116).  

A atividade da catalase foi determinada através da reação entre tampão 

fosfato 50mM, de pH neutro, a peróxido de hidrogênio 0,3M, do homogeneizado 

do tecido hepático, com a leitura realizada em espectrofotômetro de 240nm (117).  

O nível de glutationa reduzida no tecido hepático foi avaliado através de 

uma reação com DTNB (5-5’- dithiobis 2-nitro-benzoic acid) (118). 

 

4. Análise Histológica 

Fragmentos do tecido foram fixados em formalina a 10%, incluídos em parafina, 

seccionados a 3 µm,  e processados em coloração de hematoxilina-eosina (HE) 

para análise histológica. As variáveis foram analisadas por método semi-

quantitativo por 2 patologistas, conforme a especificação a seguir: i) esteatose 

macro e microgoticular:- 0: <5% hepatócitos; 1: 6-33% hepatócitos; 2: 34-66% 

hepatócitos; 3: > 66% hepatócitos; ii) balonamento hepatocitário- 0: ausente;  1: 

leve e focal; 2: leve e generalizado; 3: intenso; iii) neutrofilia- 0: ausente; 1: focal 

(poucas zonas 3); 2: na maioria das zonas 3; 3: presença de agregados 

neutrocitários; iv) congestão sinusoidal- 0: ausente; 1: focal (alguns ácinos); 2: 

generalizada; 3: dilatação da vênula hepática terminal; v) necrose- 0: ausente; 1: 

perivenular mínima; 2: perivenular leve. 

 

5. Imuno-histoquímica 

 

 A expressão de ICAM-1 e  TNF-R2 no tecido hepático após a reperfusão 

foi detectada por imuno-histoquímica (Santa Cruz Biotechnology, INC.). Dois 

patologistas independentes analisaram as reações. Nos casos divergentes, as 

amostras eram reavaliadas, sendo encontrado um consenso. Uma escala semi-
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quantitativa foi utilizada para análise: 0- ausência de expressão; 1- positividade 

focal; 2- positividade difusa. 

6. Microscopia Eletrônica 

A ultraestrutura das mitocôndrias foi avaliada por microscopia eletrônica 

de transmissão. Foram retirados fragmentos aleatórios do lobo direito e 

esquerdo do fígado reperfundido para avaliação mitocondrial por microscopia 

eletrônica de transmissão. As amostras foram desidratadas, embebidas e 

inclusas em resina Epon 812. Os cortes ultrafinos foram contrastados com 

acetato de uranila e nitrato de chumbo. Posteriormente, as amostras foram 

examinadas utilizando-se o Microscópio Eletrônico de Transmissão JEOL-JEM 

2010 (200 KeV). Os procedimentos foram realizados no Centro de Microscopia 

Eletrônica (CME) da Universidade Luterana do Brasil (ULBRA).  

A ultraestrutura das mitocôndrias foi avaliada de acordo com o seguinte 

escore previamente descrito (119-121): 0- normal; 1- cristas proeminentes; 2- 

edema / intumescimento mitocondrial; 3- agrupamento de material amorfo. 

7. Tamanho da amostra 

Os parâmetros estatísticos utilizados para o cálculo do tamanho amostral 

compreenderam um nível de significância (alfa) de 0,05, um poder estatístico de 

80%, e um tamanho de efeito padronizado igual a 1, resultando em 5 fígados em 

cada  grupo.  

8. Análise Estatística 

A análise estatística foi realizado com o programa SPSS 15.0 para 

Windows. As variáveis quantitativas foram inicialmente avaliadas a cerca de sua 

distribuição Gaussiana e analisadas através da ANOVA (paramétrica) ou do 

teste de Kruskal-Wallis (não-paramétrica). Os resultados da análise histológica, 

imuno-histoquímica e microscopia eletrônica foram apenas descritos devido ao 

pequeno tamanho da amostra. 
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ASPECTOS ÉTICOS 

 

Todos os procedimentos foram realizados em conformidade com a 

legislação vigente no Brasil, Lei 6.638 (Diário Oficial da União – 08/05/1979), 

que estabelece normas para práticas didático-científicas da vivissecção de 

animais, assim como regulamenta o registro dos Biotérios e Centros de 

Experimentação. 

Atendendo a decreto que estipula ser o exercício da medicina de animais 

de laboratório atividade profissional privativa do Médico Veterinário - Decreto Lei 

64.704 de 17/06/1969 (Capítulo II, Art. 2º, itens “c” e “d”) - de modo que todo o 

Biotério deve ter Médico Veterinário especializado em animais de laboratório 

para supervisão do mesmo, o local em que o presente projeto foi realizado 

contou com a orientação de Médico Veterinário responsável pela UEA. 

Todos os procedimentos operacionais realizados foram embasados em 

Guide for the Care and Use for Laboratory Animals – ILAR/EUA e Manual para 

Técnicos em Bioterismo (COBEA/Brasil), em acordo com o Ethical Guidelines for 

Investigations of Experimental Pain in Conscious Animals, como indicado pela 

International Association for the Study of Pain (IASP). Estas diretrizes obedecem 

às normas propostas pela Declaração Universal dos Direitos dos Animais 

(UNESCO - 27 de janeiro de 1978) e Princípios Internacionais Orientadores para 

a Pesquisa Biomédica Envolvendo Animais (Council for International 

Organizations of Medical Sciences - CIOMS) 115.  

O projeto foi aprovado pelo Comitê de Ética em Pesquisa do Grupo de 

Pesquisa e Pós-graduação do Hospital de Clínicas de Porto Alegre. 

19 



FINANCIAMENTO 

 

A realização deste trabalho totalizou R$ 11644,00 (Onze mil, seiscentos e 

quarenta e quatro reais). As fontes financiadoras foram o FIPE (Fundo de 

Incentivo à Pesquisa e Eventos) do HCPA; verba do Programa de Pós-

Graduação Ciências em Gastroenterologia, da Universidade Federal do Rio 

Grande do Sul, e a Coordenação de Aperfeiçoamento de Pessoal de Nível 

Superior (CAPES), com uma bolsa de doutorado. 

Este projeto foi desenvolvido em conjunto com o Departamento de 

Química da Universidade Estadual de Campinas (UNICAMP) e com o 

Departamento de Biofísica da Pontifícia Universidade Católica do Rio Grande do 

Sul (PUCRS). A UNICAMP forneceu a SNAC utilizada no estudo, e a PUCRS 

realizou a dosagem de TBARS, catalase e glutationa, sem custos adicionais. 
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RESULTADOS  

 

Foram utilizados para a reperfusão 15 fígados: 5 no grupo UW; 5 no 

grupo SNAC; e 5 no grupo SNAC + UW, perfazendo um total de 30 ratos. 

O peso do doador, o tempo de cirurgia do explante e o tempo de isquemia 

a quente foram semelhantes entre os grupos (tabela 3). 

 

 

Tabela 3: Características do procedimento: peso do doador, tempo de retirada 

do órgão, tempo de isquemia a quente. 

 UW (n=5) SNAC (n=5) SNAC+UW (n=5)  

Peso doador (g) 404 (+83) 441 (+53) 414 (+88) p= 0,74 

Tempo de retirada (min) 51 (+11) 44 (+12) 38 (+09) p= 0,22 

Isquemia a quente (min) 66 (+13) 52 (+13) 53 (+10) p= 0,17 

Os dados estão expressos como média (+ desvio padrão). Análise pelo ANOVA, considerando-se 

significante um p<0,05. 
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1. Preservação a frio 

Durante a preservação a frio, a liberação de AST e LDH no grupo da 

SNAC foi significativamente menor em relação ao grupo da UW e SNAC+UW 

(p= 0,004 e p= 0,03, respectivamente). Os níveis de ALT foram comparáveis 

entre os grupos (p= 0,053) (Tabela 4, Figura 4). 

Tabela 4: Dosagem de AST, ALT e LDH no líquido de preservação nos grupos 

UW, SNAC e SNAC+UW. 

 UW (n=5) SNAC (n=5) SNAC+UW (n=5)  

AST -2h 270 (+131) 54 (+53) 127 (+66)  

           4h 369 (+108) 59 (+52) 208 (+132)  

           6h 297 (+88) 56 (+51) 206 (+77) p= 0,004 

ALT-2h 265 (+161) 48 (+51) 129(+107)  

          4h 322 (+131) 52 (+49) 217 (+211)  

          6h 263 (+90) 51 (+51) 194 (+100) p=0,053 

LDH-2h 1776 (+1086) 309 (+261) 923 (+465)  

          4h 2265 (+1267) 344 (+259) 1220 (+455)  

          6h 1785 (+807) 336 (+264) 1448(+522) p= 0,03 

 
Os valores estão expressos como média (+ desvio padrão). Análise pelo ANOVA para medidas 
repetidas, considerando-se significante um p<0,05*. Onde AST= aspartato aminotransferase, em 

UI/L; ALT= alanina aminotransferase, em UI/L; LDH= lactato desidrogenase, em UI/L. 
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Figura 4. Níveis de AST, ALT e LDH no liquido de preservação (UW, SNAC e 

SNAC+UW). Análise pelo ANOVA para medidas repetidas, considerando-se significante um 

p<0,05*. Onde AST= aspartato aminotransferase, em UI/L; ALT= alanina aminotransferase, em 

UI/L; LDH= lactato desidrogenase, em UI/L. 
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2. Reperfusão 

 

 Após a reperfusão, os níveis séricos das enzimas hepáticas (AST, ALT e 

LDH), das TBARS e da catalase não diferiram entre os grupos. Comparado ao 

grupo UW, as concentrações de glutationa foram menores nos grupos SNAC e 

SNAC+UW (p= 0,006 e p= 0,01, respectivamente) (Tabela 5). 

 

Tabela 5: Medidas de AST, ALT, LDH, TBARS, catalase e glutationa após a 

reperfusão nos 3 grupos experimentais. 

 UW (n=5) SNAC (n=5) SNAC+UW (n=5) p 

ALT (UI/L) 742 (+296) 962(+611) 1003 (+1161) 0.7 

AST (UI/L) 959 (+466) 1153(+694) 823 (+644) 0.8 

LDH (UI/L) 6251 (+2276) 7549 (+2921) 7360 (+6119) 0.9 

TBARS  

(nmol/L/g fígado) 

 

45.2 (+14.3) 52.2(+13.5) 47.6 (+25) 0.8 

Catalase 

(U/min/mg) 

 

80.4 (+14.7) 102.3 (+69.5) 181.8 (+71.4) 0.07 

Glutationa 

(nmol/L/g fígado) 

6841  
(4291-15645) 

680  
(250-1075.5) 

2047  
(806.5-2299.5) 

<0.001* 

 

Os valores de glutationa estão expressos em mediana (intervalo interquartílico)- teste de Kruskal-

Wallis. As outras variáveis estão descritas como média + desvio-padrão (ANOVA para medidas 

repetidas). Foram realizadas comparações múltiplas Considerou-se significante um p<0,05*. 

 

3. Histologia 

Nos 3 grupos, não foram encontrados sinais de dano de preservação. 

Balonização hepatocitária leve focal (Figura 5) e congestão sinusoidal focal 

(Figura 6) foram documentadas em todas as amostras. Em 2 fígados do grupo 

UW (n=2) e em 1, no grupo SNAC+UW (n=1), observou-se esteatose em menos 

de 30% dos hepatócitos. Necrose focal foi detectada em 2 fígados preservados 

com SNAC. 
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Figura 5. Balonização hepatocitária focal, documentada em todos os fígados 

analisados. Histologia. HE, 200x. 

 

Figura 6. Congestão hepática leve focal, que ocorreu em todos os fígados 

analisados. Histologia. HE, 50x 
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4. Imuno-histoquímica 

A expressão de ICAM-1 e TNF-R2 não foi detectada em nenhuma 

amostra estudada. Nas Figuras 7 e 8, está representado um exemplo de cada kit 

de imuno-histoquímica (no estudo e um controle positivo).  

 

5. Microscopia eletrônica 

Em todas as amostras estudadas, foi encontrada a mesma imagem, 

representada na Figura 9, onde as mitocôndrias aparecem com sua membrana 

destruída, com extravasamento do conteúdo intra-mitocondrial para dentro do 

citoplasma celular. Tais achados são compatíveis com má preservação / fixação 

dos fragmentos hepáticos. 
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Figura 7. Imuno-histoquímica da expressão de ICAM-1 no estudo (A) e no 

controle positivo (B). Histologia. 400X 

A 

B 
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Figura 8. Imuno-histoquímica da expressão de TNF-R2 no estudo (A) e no 

controle positivo (B). Histologia. 400X 

A 

B 
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Figura 9. Foto representativa da ultraestrutura mitocondrial das amostras 

hepáticas estudadas.  A Micrografia eletrônica demonstrou as mitocôndrias em diversos 

formatos, com membrana danificada e extravasamento de seu conteúdo (
X
4000). 
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DISCUSSÃO 

 

1. Em relação à linha de pesquisa em isquemia/reperfusão hepática 

 O I/R decorrente do TxH contribui para graves complicações nos fígados 

transplantados como não função primária, disfunção primária e estreitamentos 

biliares não-anastomóticos(122). Estas complicações permanecem um importante 

problema na prática clínica, de forma que a redução de seus efeitos pode 

aumentar tanto o número de enxertos como o de pacientes que se recuperam 

adequadamente do transplante. O TxH em adultos iniciou no HCPA em 1996. 

Tendo por base estes anos de experiência clínica, as muitas perguntas deles 

decorrentes, e as dúvidas ainda existentes na literatura, foi montada uma linha 

de pesquisa experimental em isquemia/reperfusão hepática, com o intuito de 

averiguar intervenções que pudessem minimizar o I/R. É nesta linha que este 

estudo se insere. 

 O principal foco foi, desde o início, o estudo de novas soluções de 

preservação, haja vista que é na preservação de órgãos onde se encontra o 

maior espaço para se aprimorar os resultados do TxH . A solução mais utilizada 

para a preservação de fígados para transplante é a UW. Porém, ela ainda não é 

a ideal por apresentar custo elevado, alta viscosidade, e não impedir a disfunção 

primária do enxerto (102). Em 2004, no nosso meio, Moresco et al estudaram 

fígados de ratos submetidos a um período de 24 horas de isquemia a frio  e 

compararam 3 soluções (FBP, UW e UW acrescida de FBP), concluindo que a 

preservação hepática foi melhor no grupo da FBP, um intermediário da rota 

glicolítica (126,129-130). Faltava saber, então, se este benefício se mantinha após a 

reperfusão. Pareceu-nos natural juntar esforços na tentativa de responder a esta 

questão. 

Enquanto eram iniciados os trabalhos na busca de um modelo de 

reperfusão hepática que incluísse as três fases que se sucedem em um TxH: 

isquemia a frio, isquemia a quente e reperfusão, o grupo, composto de alunos de 

pós-graduação e alunos de iniciação científica, passou a estudar o efeito do 
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estado nutricional e da idade do doador na isquemia a frio, comparando UW e 

FBP e os efeitos dos anestésicos inalatórios isoflurano e sevoflurano na 

qualidade do fígado do doador (149), sugerindo que a FBP possuía um papel 

interessante na preservação a frio. O novo modelo de reperfusão foi concluído, 

após muitos experimentos, e seus resultados foram publicados em 2007 (115).  

Com a utilização deste novo modelo pode ser realizado um estudo comparativo 

entre UW e FBP, cujos resultados demonstraram que novamente a FBP foi 

superior a UW na preservação a frio, confirmando os achados de Moresco et al 

(126), mas este efeito não se manteve após a reperfusão, quando a solução 

padrão foi mais efetiva. Quando analisados estudos experimentais publicados 

acerca da comparação da UW a outras soluções (Tabela 6), vemos que, apesar 

das limitações conhecidas da solução padrão, ainda não se identificou uma 

substância que a substitua na preservação de orgãos, de forma que os estudos 

neste campo de pesquisa ainda são bastantes desafiadores. Um achado 

interessante foi que a FBP demonstrou certa proteção mitocondrial após a 

reperfusão (107).  Isto suscitou algumas outras questões: abandonar o estudo da 

FBP como solução de preservação? Testar outro modelo de reperfusão? Avaliar 

o estímulo à fibrogênese e a liberação de citocinas pró-inflamatórias? Procurar 

novos agentes que possam ser utilizados como solução de preservação 

hepática? E por que não focar o desequilíbrio que ocorre entre endotelinas e NO 

após a reperfusão? Por que não estudar o papel de drogas doadoras de NO em 

um cenário de isquemia/reperfusão hepática? 

Assim, dois novos estudos foram iniciados, focando o uso de uma droga 

doadora de NO, a SNAC, na preservação hepática em ratos, visando avaliar 

SNAC na prevenção do I/R; comparar SNAC com UW e FBP; e avaliar a 

associação SNAC + UW. Este é um dos estudos. 
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Tabela 6: Estudos experimentais com diferentes soluções de preservação em 

comparação com UW. 

ESTUDO SOLUÇÃO ANIMAL PROCEDIMENTO RESULTADOS 

Ferrigno et al, 

2008
(123)

  

Celsior Ratos Wistar Isquemia a frio por 18 e 48h Celsior equiparável à UW até 

18h de preservação a frio. UW 

superior a Celsior após 48 h de 

isquemia a frio 

Ben Mosbah et al, 

2006  (124 )
 

IGL-1 Ratos Zücker Preservação a frio- 24 horas, 

seguido de perfusão com 

solução de Krebs-Henseleit 

like (com adição de albumina 

5%) 

IGL-1 melhor que UW 

Ben Abdennebi et al, 

2006  (125)
 

IGL-1 Suínos Transplante hepático IGL-1 melhor que UW 

Cheng et al, 2005 
(106)

 CMU-1 Ratos Wistar Preservação a frio- 24 horas, 

seguido de perfusão com 

solução de Krebs-Henseleit 

CMU-1 semelhante à UW 

Fraga, 2005 
(107)

 FBP Ratos Wistar Preservação a frio- 6h, 

seguido de reperfusão com 

sangue por 15 min 

FBP inferior à UW, mas com 

maior proteção mitocondrial 

que UW 

Moresco et al, 2004  

(126)
 

FBP Ratos Wistar Preservação a frio- 24 horas FBP melhor que UW 

Bessems et al, 2004 

(127)
 

Hipotermosol Ratos Wistar Preservação a frio- 24 horas, 

seguido de perfusão com 

solução de Krebs-Henseleit 

Hipotermosol tão efetivo 

quanto UW 

Straatsburg et al, 

2002  (128)
 

HTK 

Celsior 

Ratos Wistar Preservação a frio- 24 horas, 

seguido de perfusão com 

solução de Krebs-Henseleit 

Celsior e UW igualmente 

efetivas, sendo o efeito da HTK 

inferior 

CMU-1= solução da Universidade de Medicina da China; IGL-1= solução do Instituto Georges Lopez; 

FBP= frutose-1,6-bisfosfato; HTK= histidina-triptofano-cetoglutarato 
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2. Em relação ao desenho do estudo 

O TxH ortotópico em ratos é uma técnica muito utilizada no contexto de 

pesquisa. Os ratos apresentam algumas vantagens sobre outros animais devido 

a sua ampla viabilidade e baixo custo, apesar de ser requerido vasto 

treinamento técnico (131). O modelo de reperfusão utilizado neste trabalho foi 

desenvolvido pelo nosso grupo de pesquisa como substitutivo ao transplante 

completo e com a finalidade de se estudar intervenções para amenizar o I/R (115). 

Este modelo se distancia do TxH e apresenta algumas limitações. A opção por 

utilizá-lo deveu-se ao fato dele incluir isquemia a frio, isquemia a quente e 

reperfusão, ao contrário de muitos estudos que avaliam I/R após isquemia 

normotérmica (132-134). Quando se deseja estudar soluções de preservação, é 

interessante que seja incluído um período de isquemia a frio, pois a hipotermia, 

apesar de essencial para a preservação de órgãos, ocasiona também efeitos 

negativos sobre o enxerto (41).  A principal limitação deste modelo consiste no 

curto período de reperfusão, padronizado em 15 minutos por ser este o tempo 

em que se consegue manter adequada estabilidade hemodinâmica no rato 

receptor 
(115). No entanto, 15 minutos de reperfusão podem ser suficientes, pois 

os mecanismos de rejeição, embora pouco evidentes, já foram desencadeados 

(55,135). 

Muitos estudos experimentais em TxH utilizam animais isogênicos. Neste 

estudo, foram utilizados ratos Wistar pelos motivos expostos a seguir: a) no 

Brasil, as fontes de animais isogênicos são escassas; b) os ratos isogênicos 

apresentam alto custo; c) os ratos Wistar, apesar de não idênticos, são 

geneticamente semelhantes devido a sua consanguinidade; e, por fim, d) o 

tempo de reperfusão de 15 minutos é curto para ocasionar rejeição. Neste último 

quesito, é interessante fazer analogia a estudos experimentais em modelos de 

transplante renal em ratos Wistar, em que, embora a pressão para a rejeição 

seja maior, por características inerentes ao órgão, os imunossupressores podem 

ser dispensados nos primeiros 7 dias após o procedimento (136).  

Neste trabalho, foi estudada a solução de SNAC a 200 nmol/L em 

comparação a UW e SNAC+UW na isquemia a frio e após reperfusão de fígados 

de ratos. SNAC é uma droga doadora de NO (69) e potente inibidora da 
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lipoperoxidação lipídica (111), que tem sido estudada em cenários experimentais 

diversos, tais como hipertensão 
(114), hipercolesterolemia 

(137), e na doença 

hepática gordurosa não alcoólica (111-112,138). Além disso, já foi estudada em 

modelos de isquemia/reperfusão de músculo esquelético (139-141) e em fígados 

esteatóticos, com bons resultados (113). Desta forma, estas características levam 

a suposição de que SNAC poderia ser útil na preservação de órgãos para 

transplante, e embasam seu uso em modelos de isquemia/reperfusão.  

Em relação à escolha das variáveis, foram dosadas AST, ALT e LDH, 

conhecidos marcadores de dano hepatocelular (142). Durante a isquemia a frio do 

fígado doado para transplante, a liberação destas enzimas no líquido de 

preservação está relacionada ao grau de lesão hepatocelular mesmo quando 

ainda não ocorreram alterações anatomopatológicas (92-93). Da mesma forma, 

elevados níveis de aminotransferases, especialmente de AST, no período 

imediato pós-transplante se correlacionam com a não função primária do enxerto 

(17), sendo um dos importantes parâmetros utilizados em TxH para se estimar a 

intensidade do dano de preservação (17,94). 

O EO vem sendo apontado como um dos principais fatores responsáveis 

pelo dano ao enxerto. Desta forma, a quantificação dos ROS e de substâncias 

antioxidantes torna-se um importante parâmetro para inferir a viabilidade do 

órgão pós-transplante (143-146). Sua aplicação, contudo, ainda se restringe à 

pesquisa, não sendo empregada na prática clínica. Neste estudo, foram 

analisados quatro parâmetros de EO: TBARS, catalase, glutationa e avaliação 

da ultraestrutura mitocondrial.  

Ao término da reperfusão, foram realizadas biópsias hepáticas. O 

principal papel da análise histológica neste estudo consiste em demonstrar a 

homogeneidade das amostras e a efetividade da reperfusão, uma vez que é 

esperado que 15 min não sejam suficientes para desencadear infiltrado 

inflamatório ou outras alterações sugestivas de dano de preservação (21). Por 

fim, a avaliação por imuno-histoquímica da expressão de ICAM-1 e do receptor 

de TNF, dois importantes marcadores de resposta inflamatória (55), teve como 

objetivo detectar alterações precoces secundárias à isquemia/reperfusão, da 

mesma forma como a análise da ultraestrutura mitocondrial em microscopia 
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eletrônica de transmissão. As mitocôndrias são a principal organela envolvida 

em um processo de EO, e alterações em sua morfologia e função consistem em 

um dos indícios iniciais de dano celular em um processo de isquemia/reperfusão 

(55-58). 

 

3. Em relação aos resultados durante isquemia a frio 

Discutir os achados obtidos neste estudo não é uma tarefa fácil, 

especialmente quando se considera que discutir é comparar os resultados de um 

dado experimento com resultados de experimentos semelhantes de outros 

grupos.  Como, em extensa revisão, não foram encontrados estudos de I/R 

envolvendo isquemia a frio e o emprego de solução de SNAC como solução de 

preservação para TxH, a discussão desta tese inevitavelmente sofrerá os efeitos 

do seu ineditismo.   

No presente estudo, a solução de SNAC exerceu uma maior ação 

protetora sobre o órgão durante as 6 horas de preservação a frio em 

comparação a UW e SNAC+UW. Esta afirmativa baseia-se nos menores níveis 

de AST e LDH no líquido de preservação. Em relação à dosagem de ALT, 

apesar de não se ter encontrado diferença estatisticamente significativa entre os 

grupos, houve uma forte tendência da ALT também apresentar menores valores 

com SNAC. Deve-se considerar, por outro lado, que numa fase de dano agudo 

ao fígado, os níveis de AST costumam alterar-se mais precocemente que os de 

ALT. Este comportamento é o que habitualmente ocorre em TxH (17,147).  

Os achados do estudo atual reforçam a capacidade de proteção da SNAC 

sobre os hepatócitos expostos ao I/R, já demonstrado por Andraus em sua tese 

de doutorado (113). Neste último estudo, foram avaliados ratos com e sem 

esteatose submetidos à isquemia hepática normotérmica por 60 minutos, 

tratados ou não com SNAC. Foi analisado o nível das enzimas hepáticas, a 

histologia, a respiração mitocondrial e o EO (malondialdeído). O tratamento com 

SNAC não melhorou o I/R em ratos sem esteatose. Por outro lado, os ratos com 

esteatose tratados com SNAC apresentaram uma melhor histologia (menos 

hemorragia intraparenquimatosa), melhor função mitocondrial e menos EO.  No 

trabalho atual, os fígados preservados com SNAC apresentaram uma menor 
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lesão hepatocelular durante a isquemia a frio, aferida pelos níveis das enzimas 

hepáticas no líquido de preservação, mas foi semelhante à UW após a 

reperfusão por parâmetros bioquímicos, de estresse oxidativo (TBARS, catalase) 

e histológicos. 

O estudo em discussão embora demonstre a utilidade da SNAC na 

preservação a frio, não consegue avançar em aspectos mecanísticos desta 

proteção. De fato, o efeito da SNAC em cenários de isquemia/reperfusão, tais 

como em músculo esquelético e fígados esteatóticos, parece estar mais 

relacionado à modulação do fluxo sanguíneo e da adesão celular dentro dos 

vasos do que à proteção direta das células do parênquima (60,79,81,113,148). 

Portanto, a ação do NO ocorre principalmente após a reperfusão, de forma que 

o mecanismo protetor durante a isquemia a frio ainda é obscuro. O achado de 

superioridade da SNAC e FBP em relação à UW na preservação de fígados de 

ratos no período de isquemia a frio é intrigante, mas o desenho dos estudos não 

permite que sejam feitas considerações acerca dos mecanismos envolvidos. 

Algumas especulações, entretanto, podem ser realizadas. É conhecido que UW 

previne os efeitos clássicos da hipotermia (como edema celular, acidose 

intracelular, piora do metabolismo energético e o acúmulo de ROS), mas 

apresenta certas características que dificultam a preservação, como a alta 

viscosidade (128). Acredita-se, portanto, que a menor viscosidade da SNAC e 

FBP seja uma das propriedades benéficas destas soluções, de forma a 

promover a perfusão mais homogênea do órgão, possibilitando uma maior 

proteção celular e endotelial. Para poder se avançar no conhecimento das 

propriedades e mecanismos de ação destas substâncias na preservação de 

fígados, são necessários estudos que comparem UW, FBP e SNAC no mesmo 

modelo. 

Estudos anteriores do nosso grupo e de outros autores também 

compararam a solução de UW a outras soluções em modelos animais. Moresco 

e colaboradores avaliaram a utilidade de solução de FBP durante isquemia a frio 

em fígados de ratos, concluindo que a preservação hepática com FBP foi similar 

à obtida com UW 
(126).  Fraga, em sua dissertação mestrado, encontrou 

resultados semelhantes 
(107). Mota e colaboradores analisaram a preservação de 
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fígados de ratos Wistar idosos durante isquemia a frio, demonstrando uma 

tendência da FBP ser mais protetora que a UW 
(149).  

 

4. Em relação aos resultados após reperfusão 

Após a reperfusão, as soluções de UW, SNAC e SNAC+UW alcançaram 

resultados equiparáveis em todos os parâmetros (nível sérico de transaminases, 

estresse oxidativo- TBARS- e histologia). Estes achados favorecem a idéia de 

que a SNAC desempenhou uma ação satisfatória na preservação dos fígados. 

Resultados similares à solução padrão devem ser festejados e, ao mesmo 

tempo, discutidos. SNAC já foi estudada em outros cenários de estresse 

oxidativo, como em ratos e camundongos com esteato-hepatite. Nestas 

pesquisas, demonstrou um potente efeito antioxidante através do bloqueio da 

peroxidação lipídica (111-112,138).  Provavelmente, este também seja um dos 

mecanismos de proteção da SNAC durante a preservação de órgãos. Outro 

dado a ser comentado é que a adição de SNAC à solução de UW não melhorou 

os resultados. Parece lógico que a associação das duas substâncias deveria 

multiplicar o efeito protetor, mas isso não ocorreu. Fato semelhante aconteceu 

em um estudo que comparou FBP, UW e UW+FBP durante preservação a frio 

de fígados de ratos. Neste último estudo a associação UW+FBP demonstrou 

resultados inferiores aos de cada solução isolada (126). Talvez, SNAC e FBP 

possam interagir com algum componente da complexa formulação da UW, 

ocasionando sua inativação. Neste sentido, Hirokawa et al adicionaram FBP à 

solução de UW após remoção de alguns componentes (glutationa, adenosina, 

alopurinol e hidroxietilamido), documentando uma menor geração de citocinas 

pelas células de Kupffer (20)
. É possível que se detecte resultados melhores, se 

fizéssemos o mesmo com SNAC. 

Não foi motivo de surpresa o fato de a dosagem de glutationa ter sido 

maior no grupo de fígados preservados com solução de UW, uma vez que este é 

um dos componentes conhecidos desta solução (110). Por outro lado, quando 

analisada a atividade da catalase, os fígados preservados com SNAC ou 

SNAC+UW exibiram tendência a uma maior atividade desta enzima, talvez como 

uma forma de contrabalançar uma menor concentração antioxidante na sua 

fórmula. Da mesma forma, Fraga, ao comparar FBP e UW como soluções de 
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preservação de fígados de ratos, também documentou uma maior ativação dos 

sistemas antioxidantes com FBP, refletida pela maior expressão da enzima 

catalase neste grupo (107). 

Quando avaliado o tecido hepático, não houve indícios de dano de 

preservação nas amostras estudadas, o que era esperado, uma vez que tais 

alterações costumam se tornar evidentes 60-90 minutos após a reperfusão (55). 

Os achados histológicos foram semelhantes nos 3 grupos, com leve congestão 

sinusoidal, o que documenta um bom fluxo sanguíneo intra-hepático durante o 

processo de reperfusão, além da ausência de lesão significativa nas CES.  

A expressão de moléculas de adesão tem sido reconhecida como um dos 

fatores indicativos de dano de preservação. Alguns experimentos estudam a 

expressão de ICAM-1 como a única forma de medir o grau de dano hepático. É o 

caso do estudo de Dalgic et al que avaliou a expressão de ICAM-1 da solução 

padrão com a de 3 tipos de UW modificada (acrescida de verapamil, 

nitroprussiato de sódio ou glutationa) após 16 horas de preservação a frio. 

Demonstrou que nos fígados preservados apenas com UW houve mínima 

expressão de ICAM-1(150). Tal achado pode ser comparado com o do atual 

estudo, onde não foi detectada a expressão de ICAM-1 por imuno-histoquímica 

em nenhuma amostra, o que pode indicar mínimo dano de preservação em 

todos os fígados estudados.  Paralelamente, a resposta pró-inflamatória 

apresenta um papel crucial no I/R e pode ser mensurada através da expressão 

de citocinas. Em relação a isso, neste estudo, não foi detectado a expressão de 

TNF-R2 em nenhuma amostra, reforçando a idéia de que provavelmente ocorreu 

mínimo dano de preservação em todos os grupos. Além disso, a falta de 

expressão de ICAM-1 e TNF-R2 pode ser reflexo do modelo escolhido, que 

limita a reperfusão em apenas 15 minutos. Cabe ressaltar também que não 

havia nenhum problema técnico com os kits utilizados, os quais eram próprios 

para ratos, além de terem sido testados, com sucesso, em amostras- controle.  

 A análise da estrutura mitocondrial é outro parâmetro importante do grau 

de lesão no I/R. Neste sentido, ao comparar FBP e UW como soluções de 

preservação, Fraga, em sua tese de mestrado, avaliou as mitocôndria por 

espectrofotometria, documentando uma menor modificação da estrutura da 

38 



membrana mitocondrial nos fígados preservados com FBP, sugerindo um menor 

swelling (107). Entretanto, para uma avaliação mais objetiva da integridade 

mitocondrial, é necessário o estudo desta organela por microscopia eletrônica. 

No trabalho atual, a ideia inicial seria realizar a avaliação de mitocôndrias por 

espectrofotometria e microscopia eletrônica, possibilitando uma comparação 

entre estes dois métodos. Por problemas técnicos, o espectrofotômetro não 

estava disponível, impossibilitando a utilização desta técnica. Por fim, na análise 

da ultraestrutura das mitocôndrias por microscopia eletrônica, averigou-se a 

presença de organelas deformadas, com ruptura de membrana e 

extravasamento do conteúdo interno. As amostras foram revisadas por 

patologista experiente, que considerou, como provável causa da inadequação 

das amostras para análise, ter havido fixação inadequada das peças. Este 

resultado adverso poderia ser evitado caso tivessem sido coletadas amostras 

em duplicata e/ou realizada a análise mitocondrial durante o transcorrer da 

pesquisa e não apenas após a coleta de todo material.  
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5. Limitações do estudo 

 Dentro das especificações deste estudo, e a luz dos resultados obtidos, 

devem ser discutidas algumas de suas limitações: 

 1) Este estudo tinha como objetivo avaliar as alterações precoces 

do I/R e o efeito do uso de SNAC em comparação à solução UW. A primeira 

questão que deve ser levantada é o tempo de reperfusão de 15 minutos. Seria 

ele suficiente para desencadear lesões? Talvez seja esta a principal limitação 

deste estudo.  Assim, é possível que só fossem demonstráveis alterações muito 

precoces do I/R, o que poderia influenciar de forma negativa na interpretação 

dos resultados para os propósitos de ao menos dois dos objetivos específicos: a 

comparação das soluções em relação à expressão imuno-histoquímica de ICAM-

1 e TNF-R2 e à análise anatomopatológica.  

  2) A análise da ultraestrutura mitocondrial seria um dado bastante 

significativo para a avaliação do papel da SNAC neste modelo de I/R. 

Entretanto, sendo impossível devido à má-preservação, esta se torna uma outra 

limitação importante do estudo, inviabilizando um dos seus objetivos e limitando 

os dados em relação às mais precoces alterações secundárias ao EO pelo I/R. 
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6. Possíveis aplicações futuras 

 

Considerando o desenho deste estudo, seus achados e limitações, é 

possível que sejam consideradas algumas aplicações futuras, tanto para o 

modelo animal quanto para a SNAC como solução de preservação. 

a) O modelo de isquemia/reperfusão utilizado deveria ser aperfeiçoado para 

que o período de reperfusão fosse ampliado o mais próximo possível dos 

60 minutos. Esta tarefa, no entanto, não parece fácil quando considerado 

o seu uso em ratos Wistar. Estratégias para controle e manutenção do 

estado hemodinâmico do animal seriam bem-vindas, antes que o modelo 

fosse aplicado a animais de maior porte, o que envolve custos mais 

elevados; 

b) O modelo, como está, presta-se mais a detecção de dano precoce de 

isquemia/reperfusão, e a tentativa de demonstração de lesão da 

ultraestrutura mitocondrial talvez deva ser novamente perseguida; 

c) A análise do perfil da expressão gênica em fígados preservados com UW 

e SNAC pode um ser campo interessante de pesquisa, podendo contribuir 

na compreensão dos mecanismos de ação de tais soluções; 

d)  Não se pode desprezar o achado de que a solução de SNAC foi superior 

à UW na preservação a frio. Isto sugere que a droga tenha um papel que 

deve ser testado futuramente em modelos de transplante hepático em 

animais;  

e) SNAC também foi útil na preservação, sendo comparável a UW. Testar 

diferentes concentrações de SNAC adicionada à UW talvez pudesse 

trazer resultados interessantes; 

f) Estudos com acompanhamento pós-operatório dos animais submetidos a 

transplante parecem ser necessários para que se tenha um cenário mais 

próximo à realidade clínica e para que se possa estimar o efeito da SNAC 

nas fases de isquemia e reperfusão, e seu papel no alivio das lesões 

inerentes ao TxH, bem como avaliar o seu uso em modelos de  simulação 

de complicações vasculares que costumam ocorrer no pós-transplante. 
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CONCLUSÕES 

 

De acordo com os métodos utilizados neste estudo e os resultados 

obtidos no mesmo, podem ser enunciadas as seguintes conclusões: 

1) SNAC foi efetiva em reduzir o dano precoce de isquemia/reperfusão 

em fígados de ratos; 

2) A solução de SNAC foi superior à UW e SNAC+UW na preservação a 

frio de fígados de ratos, através da avaliação por variáveis 

bioquímicas; 

3) Após a reperfusão, UW, SNAC e SNAC+UW alcançaram resultados 

semelhantes, através de variáveis bioquímicas, mensuração de 

TBARS e catalase. No entanto, o nível de glutationa foi maior nos 

fígados de ratos preservados com UW; 

4) A comparaçåo entre as três soluções no aspecto referente à 

ultraestrutura mitocondrial não pode ser realizada, por falha na técnica 

escolhida para a preparação do material; 

5) Não houve expressão imuno-histoquímica de ICAM-1 e de TNF-R2 no 

tecido hepático nos fígados preservados com SNAC, UW e 

SNAC+UW; 

6) Não foram encontradas alterações anatomopatológicas sugestivas de 

dano de isquemia/reperfusão após a restauração do fluxo sanguíneo 

em fígados de ratos preservados com qualquer uma das três soluções. 

 

Em resumo, SNAC foi superior à UW na preservação a frio de fígados de 

ratos, e seu emprego alcançou resultados similares àquela na reperfusão 

sanguínea no modelo estudado. 
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ANEXO 2- Dados Brutos 



DESCRIÇÃO DAS VARIÁVEIS UTILIZADAS 
 
pesodoa= peso do rato doador, em gramas 
indução1= tempo de indução anestésica no rato doador, em minutos 
tcirdoa= tempo de cirurgia do doador, em minutos 
aortasol= volume de solução de preservação infundida na aorta, em ml 
portasol= volume de solução de preservação infundida na veia porta, em ml  
retirada= tempo de hepatectomia no rato doador após infusão da solução, em minutos 
isquente= tempo de isquemia a quente do órgão, em minutos 
reperf= tempo de reperfusão, em minutos 
pesorec= peso do rato receptor, em gramas 
pesofig= peso do fígado após reperfusão, em gramas  
isodoa= volume de isoflurano administrado ao rato doador, em ml  
isorec= volume de isoflurano administrado ao rato receptor, em ml  
indução2= tempo de indução anestésica no rato receptor, em minutos  
solução= solução de preservação utilizada, conforme especificado: 

2= UW 
7= SNAC 
11= SNAC+UW 

ast2= nível de AST no líquido de preservação após 2 horas de isquemia a frio, em UI/L 
ast4= nível de AST no líquido de preservação após 4 horas de isquemia a frio, em UI/L 
ast6= nível de AST no líquido de preservação após 6 horas de isquemia a frio, em UI/L 
astsoro= nível de AST no soro após a reperfusão, em UI/L 
alt2= nível de ALT no líquido de preservação após 2 horas de isquemia a frio, em UI/L 
alt4= nível de ALT no líquido de preservação após 4 horas de isquemia a frio, em UI/L 
alt6= nível de ALT no líquido de preservação após 6 horas de isquemia a frio, em UI/L 
altsoro= nível de ALT no soro após a reperfusão, em UI/L 
ldh2= nível de LDH no líquido de preservação após 2 horas de isquemia a frio, em UI/L 
ldh4= nível de LDH no líquido de preservação após 4 horas de isquemia a frio, em UI/L 
ldh6= nível de LDH no líquido de preservação após 6 horas de isquemia a frio, em UI/L 
ldhsoro= nível de LDH no soro após a reperfusão, em UI/L 
catalase= nível da catalase no tecido hepático após a reperfusão, em U/min/mg 
glutationa= nível da glutationa no tecido hepático após a reperfusão, em nmol/L/g de fígado 
TBARS= nível de TBARS no tecido hepático após a reperfusão, em nmol/L/g de fígado 
congestão= congestão sinusoidal, conforme graduação estabelecida (materiais e métodos) 
esteatose= esteatose hepática, conforme graduação estabelecida (materiais e métodos) 
neutrofilia= neutrofilia em tecido hepático, conforme graduação estabelecida (materiais e 

métodos) 
balonização= balonamento hepatocitário, conforme graduação estabelecida (materiais e 

métodos) 
necrose= necrose em hepatócitos, conforme graduação estabelecida (materiais e métodos) 
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ABSTRACT 

Background/aims: Ischemia-reperfusion injury is one of the major causes of poor graft 

function early after liver transplantation which adversely influences patients’ survival. A 

variety of mediators have been implicated in the pathogenesis of ischemia-reperfusion 

vascular injury, including nitric oxide (NO). Due to the beneficial effects of NO during 

preconditioning and reperfusion, strategies to prevent or ameliorate ischemia-reperfusion 

injury through the stimulation of hepatic NO production are an area of significant clinical 

interest. We evaluated the role of SNAC (S-nitroso-N-acetylcysteine) as an NO donor, in 

the prevention of liver ischemia-reperfusion injury in an animal model. 

Methods: Adult male Wistar rats were randomly assigned into three experimental groups 

of 5 animals/group: 1. University of Wiscosin (UW) solution group; 2. SNAC solution 

group; and 3. SNAC-containing UW solution (SNAC+UW) group. AST, ALT and LDH 

were determined on samples of the cold storage solution at 2, 4 and 6 h of preservation.  

After 6 h of cold storage, an 15 min reperfusion model was applied. After this period, the 

reperfusion system was interrupted and blood samples were taken for measurements of 

AST, ALT, LDH and TBARS (thiobarbituric acid reactive substances). Hepatic 

fragments were processed for histological studies, determination of TBARS, catalase and 

glutathione, and also expression ICAM-1 and TNF-R2. 

Results: During the cold preservation, AST and LDH in the SNAC group were 

significantly lower than in UW group and the SNAC+UW group (p= 0.004 and p=0.03, 

respectively). ALT was comparable among the groups (p=0.3). 

After reperfusion, serum levels of AST, ALT and LDH, as well as hepatic TBARS and 

catalase showed no significant differences among the groups different among the groups. 

Compared to the UW group glutathione concentration was lower in the SNAC and 



SNAC+UW (p<0.001). No histological signs of preservation injury were found. In 

immunohistochemistry, the expression of ICAM-1 and TNF-R2 were not detected in any 

of the organs. 

Conclusion: SNAC solution showed a higher protective effect for the preservation of rat 

livers during cold storage, but was comparable to UW solution post-reperfusion.  

 

 

Keywords: S-nitroso-N-acetylcysteine, nitric oxide, liver, ischemia-reperfusion injury 

 



INTRODUCTION 

 

Orthotopic liver transplantation (OLT) has been the standard treatment of end-stage liver 

disease 
(1)

.  Its outcomes depend on many factors, including organ donor condition, 

surgical technique, recipient clinical status and organ preservation. While the first three 

factors have been extensively studied and reached a state-of-the art condition 
(2)

, liver 

preservation still have margin for improvement.  

The University of Wiscosin (UW) solution has been widely employed in OLT, mainly 

due to its preventive effect on oxidative stress and preservation of cellular metabolism 

during ischemia 
(3)

. However, such solution can fail in the process of endothelial 

protection 
(4)

. The employment of solutions with optimized profile in the preservation of 

the liver might ameliorate transplant outcomes. 

Ischemia-reperfusion (IR) injury is one of the major causes of poor graft function early 

after OLT and adversely influences patients survival after transplantation (5)
. A variety of  

mediators have been implicated in the pathogenesis of IR vascular injury, including nitric 

oxide (NO), which modulates flow and cell adhesion within the vasculature, as well as 

parenchymal cell redox status. Manipulation of NO bioactivity through inhibition and 

induction in experimental models of IR injury supports a role for NO in IR injury (6-12)
. 

As NO has beneficial effects during preconditioning and reperfusion, strategies to prevent 

or ameliorate IR injury through the stimulation of hepatic NO production are an area of 

significant clinical interest. Intervention seems more warranted early in the process, 

during organ procurement, storage, or reperfusion, before the onset of IR injury, when 

support of microcirculatory function might be most beneficial (6)
.  



S-nitrosothiols (RSNOs) have been recognized as novel NO donor drugs. Some of 

these compounds occur naturally in vivo, such as S-nitroalbumin, S-nitroso-L-cysteine, 

and S- nitroglutathione (GSNO), and others have been synthesized chemically like S-

nitroso-N-acetylcysteine (SNAC) 
(13)

.  

The aim of this study was to evaluate the role of SNAC in the prevention of liver 

IR injury in an animal model in comparasion to the standard UW solution. 

Animals (subjects) 

Adult male Wistar rats (n = 15) weighting 350-400 g were allocated in 3 groups of 5 

animals accordingly to the preservation solution: UW solution, SNAC solution, and 

SNAC-containing UW solution (SNAC+UW). The study was performed in accordance 

with the “Guide for the care and use of laboratory animals” and approved by the Ethical 

Committee of the Hospital de Clínicas de Porto Alegre. 

 

Preservations solutions  

The UW solution used was Viaspan, ® Bristol-Myers-Squibb.  SNAC solution was 

synthesized through the S-nitrosation of N-acetyl-L-cysteine (Sigma Chemical, St Louis, 

MO, USA) in an acidified sodium nitrite solution 
(14)

. SNAC solution (0.1 mol/L) was 

diluted in saline to 200 nmol/L before administration. In the SNAC + UW group, stock 

SNAC solution was diluted in UW solution to 200 nmol/L. 

Experimental Design 

The animals were manipulated according to our previously study (15)
. Briefly, animals 

were anesthetized with inhalatory isofluorane 1.5% and underwent liver removal. The 



organs were kept in preservation solutions for 6 h, followed by warm ischemia, and 

reperfusion during 15min. 

 

Biochemical Measurements 

Aspartate aminotransferase (AST), alanine aminotransferase (ALT), and lactate 

dehydrogenase (LDH) were measured in cold preservation (at 2, 4 and 6 hours) and in 

blood drawn from the heart. Enzyme activity measurements were performed in 

Roche/Hitachi analyzer, using reagents from Roche Diagnostics according to standard 

methods. 

 

Measurements of hepatic TBARS, catalase and glutathione 

To the measurement of TBARS, the hepatic fragment was warmed with 

thiobarbituric acid 0.67% and trichloroacetic acid 10% during 15 min, being the sample 

afterwards refrigerated and centrifugated. The ruddy product was quantified by 

spectrophotometry in 535nm.  

Catalase activity was assayed according to Aebi ( 1983 ) by measuring the 

absorbance decrease at 240 nm in a reaction medium containing 20 mM H2O2, 0,1% 

triton X-100, 10 mM potassium phosphate buffer, pH 7.0 and 10 ul supernatants. The 

activity of enzyme was expressed as micromoles of H2O2 consumed per minute per 

milligram protein (16)
. 

Reduced glutathione in the hepatic tissue was evaluated by the DTNB method 
(17)

. 

Histological analysis  

Liver tissue slices (approximately 7g) were fixed in 10% formalin, embedded in paraffin, 

sectioned, and stained with hematoxylin-eosin. The parameters analyzed were steatosis, 

hepatocyte vacuolization, neutrophilia and sinusoidal congestion. All samples were 

evaluated by 2 blinded pathologists.  

Immunohistochemistry 



The expression of intercellular adhesion molecule-1 (ICAM-1) and tumor necrosis factor 

receptors (TNF-R2) in the liver tissue after reperfusion was determined by 

immunohistochemistry. Two observers independently assessed the immunohistochemical 

reactions; where the findings were divergent, an agreement was reached after discussion. 

A semi-quantitative scale was used to standardize the immunohistochemical evaluation 

for the subsequent statistical analysis. Expression ratio of ICAM-1 and TNF-R2 was 

scored from 0 to 2: 0, no expression; 1, focal expression; 2, diffuse expression. 

Statistics 

Statistics were performed with SPSS 15.0 for Windows. Data were presented as mean ± 

SD, or except otherwise stated. Quantitative variables were first analyzed concerning 

Gaussian distribution and assessed with ANOVA (parametric) or Kruskal-Wallis test 

(non-parametric). Categorical variables were analyzed using Fisher exact test. 

Differences were considered statistically significant when p was less than 0.05. 



RESULTS 

During the cold preservation, AST and LDH release in the SNAC group were 

significantly lower than in the UW group and SNAC+UW group (p= 0.004 and p=0.03, 

respectively). ALT release was comparable between the groups (p=0.053). (Figure 1)  

After reperfusion, serum levels hepatic enzymes (AST, ALT and LDH), TBARS and 

catalase were not significantly different among the groups. Compared to the UW group 

reduced glutathione concentrations were lower in the SNAC and SNAC+UW (p=0.006 

and p=0.01, respectively). (Table 1) 

Mild hepatocyte ballooning and focal sinusoidal congestion were observed in all livers. 

Steatosis in less than 30% of the hepatocytes was found in the UW group (n=2) and in the 

SNAC+UW group (n=1). Focal necrosis was only detected in the livers preserved with 

SNAC solution (n=2). No sign of preservation injury were found in any of the organs.  

In immunohistochemistry, the expression of ICAM-1 and TNF-R2 was not detected in 

any of the organs. 



DISCUSSION 

IR injury of the liver remains one of the major problems in extended hepatic resection 

and OLT. Several mechanisms of the reperfusion injury have been postulated, such as 

oxygen-derived free radicals 
(18)

 and disturbance of microcirculation 
(19-21)

. NO has 

controversial effects on IR injury, although it can improve the hepatic microcirculatory 

status in low concentrations 
(22)

. SNAC is a drug donor of NO 
(23-24)

, which might be 

useful in reducing the hepatic damage in a IR scenario. Previous studies have already 

demonstrated benefits of SNAC in experimental models of skeletal muscle IR 
(25-29)

 and 

in livers with steatohepatitis 
(24)

. We compared the role of SNAC as preservation solution 

of livers in a murine model of IR with the standard solution (UW), using biochemical and 

histological parameters, besides the variables related to oxidative stress. 

The main findings of this study were: (i) during cold preservation, SNAC solution 

presented a higher capacity to keep hepatocyte integrity, as demonstrated by a lower level 

of hepatic enzymes on preservation liquid; (ii) after the reperfusion, there were no 

differences among the solutions when analyzing  hepatocellular injury and the markers of 

IR injury (ROS; ICAM-1 and TNF-R2 expression); (iii) histological findings of injury 

preservation weren’t detected in any of the samples. 

The release of hepatic enzymes in the preservation solution can be considered an 

important index to evaluate the quality of the organ preservation 
(30)

, being a marker for 

preexisting damage or for damage acquired during cold ischemia 
(31)

. In this study, we 

found a lower level of AST and LDH in the samples of the preservation liquid containing 

SNAC, with a tendency for lower ALT levels in this group. This result suggests a better 

preservation by SNAC solution. Considering that SNAC has really preserved better the 

organs during cold ischemia, we can assume some mechanisms that have contributed for 



this fact. SNAC have been recognized as a NO drug donor 
(13-14)

. The effect of NO in the 

IR  scenario seems to be more related to the modulation of blood flow and cell adhesion 

within the vasculature than the direct protection of the parenchyma cells 
(7,10,12,32)

. This 

leads us to think that its action occurs mainly after the reperfusion. However, the results 

of this study do not permit us to elucidate the mechanisms through which the SNAC 

could have carried on hepatocelular protection during the cold preservation. 

The UW solution (standard solution in the hepatic transplant 
(33)

, SNAC and the SNAC + 

UW demonstrated comparable results in the initial moments of the reperfusion in the 

current study.  These findings favor the idea that SNAC performed a role at least in liver 

preservation, but it did not show superiority in relation to the standard UW solution. The 

levels of glutathione were higher in the UW solution group, which is not a surprise, since 

this is one of its components 
(34)

. On the other hand, the other two groups had a tendency 

to induce more the catalase activity. 

There were no histological indications of preservation injuries in the samples studied, 

what was expected, since such alterations are usually evident 60-90 min after the 

reperfusion 
(21)

.  Yet, the anatomopathological analysis is necessary to ascertain the 

homogeneity of the hepatic samples studied and to evaluate the good quality of the organ 

perfusion. In this study, the 3 groups had similar histological findings, with light 

sinusoidal congestion, what documents the good intra hepatic blood flow during the 

reperfusion process. ICAM-1 and TNF-R2 expressions weren’t significant in all samples. 

Certainly, this occurred because we evaluated only the initial 15 min of the reperfusion, 

and the action of cytokines and adhesion molecules seem to initiate 2 h after of the blood 

flow restoration in an ischemic organ 
(21)

. 



In conclusion, SNAC provided an improved cold preservation of rat livers relative to the 

UW solution, and might be an option for improving the quality of hepatic graft for 

transplantation. Further studies over longer reperfusion periods are necessary for 

understanding the possible mechanisms involved in the protective action of SNAC in IR 

injury. 
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Figure 1. AST, ALT and LDH release into the preservation solution obtained from 

experimental groups where the livers were preserved in UW, SNAC or UW+SNAC 

cold storage solutions. ANOVA. The significant difference was admitted with 

p<0.05*. 



Table 1. Measurements post-reperfusion. 

 

Values of glutathione were expressed as median (interquartile range) -Kruskal-Wallis 

test. Other variables were expressed as mean + SD (ANOVA). The significant 

difference was admitted with p<0.05*.  

 

 


