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RESUMO: Objetivo: Estudar o efeito da N-acetilcisteina (NAC) na isquemia hepatica. M étodo: Trinta e oito ratos machos EPM-
1 Wistar foram distribuidos em quatro grupos. Nos Grupos 1 e 2 foi realizado 30 min de clampeamento do hilo hepatico, e nos Grupos
3 e 4 os animais foram submetidos a 30 minutos de isquemia sem clampleamento do ducto biliar. Os animais dos Grupos 2 e 4
receberam 150mg.Kg-1 de NAC, endovenoso, 15 minutos antes do procedimento. Colheu-se sangue antes do procedimento e apds
0 clampeamento do pediculo para a dosagem enzimatica. Amostras de figado foram coletadas para dosagem de glutationa, microscopia
Optica e eletrénica. No estudo estatistico aplicaram-se testes ndo paramétricos, p< 0,05. Resultados: O aumento das enzimas foi
menor quando se administrou NAC, sendo semelhante na auséncia do clampeamento da via biliar. A microscopia 6ptica houve
diferenca significante dos grupos SINAC X C/NAC, mostrando que o grupo C/NAC manteve a arquitetura do parénquima durante a
isquemia, independente do clampeamento do ducto biliar. Na microscopia eletrénica os grupos C/NAC e 0s sem clampeamento do
ducto biliar apresentaram arquitetura celular preservada. A NAC ndo alterou a relagdo de glutationa reduzida/ glutationa oxidada
(GSH/GSSG). Conclusdes: A NAC é capaz de proteger o paréngquima hepatico durante a isquemia normotérmica e propde-se que o

mecanismo seja por reacdo direta da NAC com o 6xido nitrico (NO) (Rev. Col. Bras. Cir. 2005; 32(4): 168-172).

Descritores: Acetilcisteina; Isgquemia; Figado; Ratos Wistar.

INTRODUCAO

Durante ainterrupgdo do aporte sangliineo paraum
tecido promove-se hipoxia das células, iniciando-se uma se-
guéncia de eventos bioquimicos, quais sgjam a parada do
funcionamento da cadeiarespiratoriat. A manobrade Pringle
tem sido empregada pelos cirurgifes nas ressecgoes e trau-
mas hepéti cos, promovendo umaisguemiadurante o ato ope-
ratorio. Dependendo do tempo de oclusdo do pediculo hepa-
tico ocorrelesdo tecidua que evolui ainsuficiénciahepatica?.
A isquemia hepética total produzida por esta manobra tem
sido utilizada nos estudos em animai s de experimentacéo as-
sociada com a derivagdo vascular, no intuito de prevenir os
eventos patolégicos em outras areas, que advém dessa
isquemia, tais como a congestdo esplancnica e a isguemia
intestinal, com conseqiiente endotoxemia, que evolui com o
chogue e amorte do animal 2,

Nalesdo hepéticaisquémica é importante salien-
tar o componente da estase biliar, além da ocluséo vascular,
no emprego da manobra de Pringle 3, uma vez que os sais
biliares alteram a permeabilidade damembranacelular cau-
sando dano ao parénquima hepético * 5. Desta forma, es-

clarecendo-se 0os mecanismos de ocorrénciadalesdo, pode-
se alterar sua evolucdo empregando estratégias de prote-
¢do ao Orgdo. Destaca-se 0 emprego de substancias que,
por diferentes mecanismos de agéo, promovem uma redu-
¢do do dano celular, seja atuando como antioxidante ou
minimizando a a¢cdo dos produtos decorrentes da fase
i sgquémical. Estas substancias agem diminuindo a concen-
tracdo ou neutralizando as espécies reativas de oxigénio e
nitrogénio, ou por inibirem asuaformagéo ou por facilita-
rem o seu desaparecimento’.

Entre os antioxidantes, aglutationa, queéumtiol de
baixo peso molecular, esté descrita como efetiva na fase de
isquemia. Outro tiol debaixo peso molecular, aN-acetilcisteina
(NAC) tem seu uso terapéutico consagrado nahepatite toxica
pel o acetaminofen. Nesta condicdo, a NAC protege o figado
por induzir um aumento da glutationa hepética, que serve
como substrato paraainativagéo e conjugacdo de substanci-
asestranhas ao organismo®. Ademais, aNAC tem sido empre-
gada na prética clinica em situaces de instabilidade
hemodindmica, afim de proteger ostecidos, quais sejam, pul-
monar, cardiaco, rena e hepético, que sdo comprometidos
pelo fendbmeno de isquemia seguida de reperfusao®. A NAC
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age como um antioxidante e também esta descrito que € capaz
de melhorar o fluxo sangiiineo namicrocirculagdo™.

O proposito deste estudo foi avaliar a leséo de
isquemia hepética normotérmica, verificando a participacdo
daestase biliar eamodul agdo dessalesdo pelaN-acetilcisteina.

METODO

Foram utilizados 38 ratos, dalinhagem EPM-1 Widtar,
machos, com peso médio de 280 g, com idade entre trés e
guatro meses. Os animais foram fornecidos pelo Centro de
Desenvolvimento de M odel os ExperimentaisparaMedicinae
BiologiadaUNIFESP-EPM . A amostrafoi distribuida, em qua-
tro grupos experimentais da seguinte forma: grupo 1 (oito ani-
mais, veiculo- SG 5%, com 30 min deisguemia); grupo 2 (10
animais, comNAC, com 30 min deisguemia); grupo 3 (10 ani-
mais, com NAC, com 30 min de clampeamento das estruturas
vasculares, sem a oclusdo do ducto biliar) e grupo 4 (10 ani-
mais, veiculo- SG 5%, com 30 min de clampeamento das estru-
turas vasculares, sem a oclus&o do ducto biliar).

Paraestudar o efeito do clampeamento do ducto biliar
foram comparados os grupos 1 e 2 com os grupos 3 e 4, res-
pectivamente.

Apbs pesagem, o0s animais foram anestesiados com
umaassociagao defarmacos: xilazina(25 mg/ Kg?) ecetaming®
(50 mg/ Kg?) por viaintramuscular, naregido lateral da pata
traseira direita. Considerou-se anestesiado o animal quando
ocorreu perdado reflexo corneo-pal pebral eausénciado refle-
X0 de retirada ao estimulo doloroso por preensdo da patatra-
seiracontra-lateral.

Foi realizada laparotomia mediana e para as dissec-
¢Bes utilizou-se o microscépio cirdrgico no aumento de 10
vezeseinstrumental microcirdrgico. Identificou-seavelacava
caudal e isolou-se este vaso abaixo das veias renais. Neste
momento, realizou-se aprimeiracoletade sangue (1mL).

A seguir, aNAC foi administradanadose de 150 mg/
kg aos animais dos grupos 2 e 4, 15 minutos antes do
clampeamento hilar. Procedeu-se aidentificagéo e disseccéo
do pedicul o hepético, com isolamento do ducto biliar. Em se-
guida posi cionou-se um clampe englobando todos os el emen-
tos do pediculo hepético, nos animais dos grupos 1 e 2 e
excluindo o ducto biliar, nosanimaisdosgrupos 3 e4. O tem-
po deisgquemiafoi de 30 minutos paratodos os animais.

Aofinal dotempo deisquemiafoi realizadaa22cole-
tade sangue e enviado para o laboratorio de andlises clinicas
daTécnicaOperatériae Cirurgia Experimental daUNIFESP-
EPM. Foram determinados os valores da atividade das se-
guintes enzimas: aspartato aminotrasferase, alanina
aminotransferase, desidrogenase l&tica, e a concentracdo da
bilirrubina total, direta e indireta, por método automatizado
(COBAS-MIRA).

A morte dos animais foi produzida por
exsanguinacdo, quando se retirava o figado do animal ainda
anestesiado. O figado removido era submetido a cortes de
aproximadamente 1cm x 1cm queforam conservadosem solu-
¢do deformal deido &10%, paraavaliaco amicroscopiadptica.
O tecido foi submetido as técnicas histol dgicas e corado pela
técnica de hematoxilina-eosina e analisada a presenca ou au-
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séncia de congestéo da veia centro-lobular, espaco porta e
sinusdides hepéticos, bem como a presencade vasodil atag&o.
Os achados foram graduados, de acordo com a suaintensida-
de, em discreta, moderada e acentuada.

Outrosfragmentosdefigado (0,5 cmx 0,5 cm) foram
conservados em glutaraldeido a 4°C e encaminhados para a
microscopia eletronica. As alteracBes do citoplasma, do nu-
cleo edasorganelasintra-citoplasméticas, quais sejam reticulo
endoplasmético, mitocdndrias e lisossomos no periodo de
isquemia foram analisados, sob o ponto de vista descritivo.

Foram obtidos fragmentos do parénquima hepético
e congelados a—80°C, paraadosagem de glutationa. Aproxi-
madamente 0,2 g do tecido hepatico foi homogenizado e sub-
metido acromatografialiquidadeataresolucéo (HPLC). Para
comparagdo foram utilizados padrdes de glutationa reduzida
(GSH) eglutationaoxidada (GSSG) naconcentracdo de0,1mM.

Para a andlise dos resultados foram aplicados os se-
guintes testes:

1. Teste de Wilcoxon para comparar, os valores
bioquimicos pré e pos-operatérios.

2. Teste de Mann-Whitney paracomparar as mesmas
dosagens biogquimicas, entre os dois grupos de estudo.

Fixou-seem 0, 05 0u 5% (a< 0, 05) o nivel dergjeicéo
dahipotese de nulidade, assinalando-se com um asterisco (*)
os valores significantes.

RESULTADOS

O aumento das enzimas aspartato aminotransferase,
alaninaaminotransferase edesidrogenaselética, bem comoa
concentracdo de bilirrubinatotal, foi menor quando se admi-
nistrou a NAC, sendo semelhante na auséncia do
clampeamento do ducto biliar.

A microscopia Gptica houve diferenca significante
dosgrupos S'NAC X C/NAC, mostrando que o grupo C/NAC
manteve a arquitetura do parénquima durante aisquemia, in-
dependente do clampeamento do ducto biliar. Namicroscopia
eetronicaosgrupos G2 (C/NAC ecom clampeamento datriade
portal) e o G4 (C/INAC e sem clampeamento do ducto biliar)
apresentaram arquitetura celular preservada sem demonstrar
diferencasignificante.

A NAC ndo alterou arelacdo de glutationareduzida/
glutationaoxidada(GSH/ GSSG).

DISCUSSAO

O modelo de isquemia total sem derivagéo porto-
sistémicano figado, durante 30 minutos, simulaamanobrade
Pringle 3, utilizada nas ressecctes hepéticas e nos transplan-
tes. Entretanto, variagdes do procedimento operatorio como a
oclusdo das estruturas vasculares sem o clampeamento do
ducto biliar, ou autilizacdo de substancias protetorasdalesdo
deisquemia, como aNAC, tem efeitos no sucesso do procedi-
mento e no pos-operatério. Isto ocorre porgque a lesdo de
isquemia evolui a morte celular e perda da fungdo do 6rgéo,
decorrente do colapso na producdo de energia pela cadeia
respiratOria, mobilizagdo dos depdsitos de célcio e perdada
funcdo das membranas® *°.
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Figura 1 - Eletromicrografia do Grupo 1. Hepatécitos com niicleo
rico emheterocromatina, citoplasma comareas el etrotrans ucentes,
mitocondrias mais concentradas e proximas do nucleo, algumas em
cristélise, reticulo endoplasmatico granular e aumento do nimero
de vesiculas eletrodensas. X 6800.

el 0 N i |
Figura 2 - Eletromicrografia do Grupo 2. Hepatécitos
integros de forma poliédrica, ndcleo esférico e central, rico
em eucromatina, citoplasma contendo mitocéndrias,
reticulo endoplasmatico granular e vesiculas eletrodensas.

X 6800.

Figura 3 - Eletromicrografia do Grupo 3. Hepatdcitos com niicleo
rico emheterocromatina, citoplasma comareas el etrotrans ucentes,
sugestivas de necrose, mitocondrias mais concentradas e proximas
do ndcleo, algumasemcristdlise, reticulo endoplasmatico granular
e aumento do nimero de vesicul as eletrodensas. X 6600.

A lesdo de isquemia e reperfusdo ocorre como um
conjunto sequencial de modificacBes patol dgicas para o esta
belecimento do dano tecidual. Entretanto, tanto os mecanis-
mos envolvidos, quanto as possibilidades de intervencéo séo
diferentes em cada fase. Em particular, a condi¢do tecidual
resultante da fase isquémicainterfere na reatividade precoce
do tecido a reperfusdo, seja pela quantidade de espécies
reativas que se formam localmente, seja pela capacidade de
eliminagdo dessas substancias ou de regeneracdo do tecido
vidvel remanescente # 7 11,

Os resultados apresentados na microscopia éptica
mostram que aadministracao de NAC promove umapreserva-
¢80 morfol dgicaefunciona dotecido duranteafaseisquémica
E possivel observar uma manutenggo da arquitetura tecidual
do figado, com aveia centro-lobular sem dilatac&o, capilares
sinusbides sem alteracGes, mostrando uma agdo protetora ao
tecido na fase isquémica, corroborando os achados de Sébe
1, A ultraestrutura, aprotegdo foi evidenciadapor umamenor
deterioragdo do hepatécito, como mostrado nas Figuras 2 e4.
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Figura 4 - Eletromicrografia do Grupo 4. Hepatdcitos integros de
forma poliédrica, nicleo esférico e central, rico em eucromatina,
citoplasma contendo mitocondrias, reticul o endoplasmatico granu-
lar e vesiculas el etrodensas. X 6600.

Entre as modificagdes estruturais alvo da protegdo
pelaNAC, destaca-se 0 aumento do tamanho dasmitoconcrias,
adestruicao das cristas mitocondriais, 0 aumento do nimero
evolumedelisossomas (Figuras 1 e 3). Este conjunto de alte-
ragcdes é considerado marcador do processo de necrose da
célula, responsavel pelalise do contelido das organelas celu-
lares. A menor destruicado celular implica namenor liberacdo
deenzimascelulares nacirculagéo.

Como verificado por Shibayama et al. 2, encontra-
mos aumento da atividade das enzimas aspartato
aminotransferase, alanina aminotransferase e desidrogenase
|&tica. Segundo Shibayama, este aumento relaciona-secom o
dano celular hepético.

A oclusdo daviabiliar pode ampliar o dano, segundo
Pastor et al. 5. Nossos resultados ndo corroboram esta hipéte-
se, poisndo foi possivel verificar estaprotecdo diferencial da
NAC nos grupos com e sem clampeamento da via biliar na
andlisemorfologica, naultra-estrutura(Figurala4), nosvalo-
resde atividade enzimética ou de concentragdo plasméticade
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bilirrubina . Provavelmente os efeitos da NAC sobre a
peroxidagdo lipidica aumentada na vigéncia de estase hiliar,
sugeridos por Pastor °, s6 sereflitam namorfologiaem situa-
¢Oes de estase cronica. Deve-se considerar também que nos
animais com clampeamento vascul ar, aconcentracao hepética
daNAC pode ser menor, porqueaNAC aumentao fluxo biliar
e é excretada pelabile, como observado por Holdiness™ .

O efeito daNAC pode ser direto, como um anédl ogo
daglutationatecidual, ou indireto, porque ela é considera-
da um precursor da glutationa. As medidas de glutationa
reduzida e glutationa oxidada permitiram verificar que ndo
houve alteracBes nas concentragdes de glutationa total e
reduzida na presencade NAC. Destaforma, confirma-se a
hipétese de que aNAC atua diretamente protegendo o dano
celulart® 4,

Seu efeito protetor é atribuido a um efeito
antioxidante cléssico, pela reacdo de oxirredugdo com as
espécies reativas de oxigénio produzidas na fase de
reperfusdo. No presente estudo foi documentada a prote-

¢80 pela NAC na lesdo por isquemia que ndo pode ser
explicada pela agdo de limpeza (scavenger) de espécies
reativas de nitrogénio ou de produtos de degradacdo de
moléculas enddgenas por estas espécies, ja que nesta fase
ndo se formam quantidades importantes de espécies
reativas de oxigénio, pela auséncia do substrato ¥4, Os
resultados apresentados permitem concluir que aNAC pro-
tege o tecido hepatico da lesdo isquémica normotérmica,
eliminando a congest&o e atenuando o dano celular que
resultaem comprometimento funcional do 6rgéo. O uso da
NAC durante um periodo de 30 min de isquemia
normotérmica é capaz de reduzir a liberag@o das enzimas
aspartato aminotransferase, alanina aminotransferase e
desidrogenase | atica e 0 aumento da concentracdo tecidual
debilirrubinaelevaaumamelhor preservacdo morfol dgica
do tecido a microscopia 6tica e eletrénica. Consideramos,
portanto, que pacientes que necessitam ser submetidos a
isguemia hepética de forma eletiva possam se beneficiar
com 0 uso desta substancia.

ABSTRACT

Background: The aim of this study was to investigate the effect of N-Acetylcysteine (NAC) on the hepatic ischemia injury.
Methods: Thirty eight male EPM-1 Wistar ratsweredivided in four groups: G1 and G2 with ischemia time of 30 min.; groups
3 and 4 were submitted to 30 min of ischemia and bile duct was not clamped. Animals from groups 2 and 4 received NAC,
150mg.Kg*bw, by IV injection, 15 min. before procedure. Blood samples were collected before and after ischemia and liver
function was evaluated by enzymatic measurement. Hepatic samples were processed to GSH/GSSG, light and electronic
microscopy evaluation. Non-parametric tests were applied to the statistical analysis (p < 0.05). Results: Enzymatic increase
wer e higher when NAC was absent. There was no protection by NAC when bile duct was absent nor when bile duct was not
clamped. Under light microscopy there was significant difference in the groups SNAC X C/NAC, showing that group C/NAC
maintained better parenchyma architecture during ischemia time, independent on bile duct clamp. Under electronic microscopy,
the groups C/NAC and those without bile duct clamping showed preserved cellular arquitecture. NAC did not alter the
relationship between reduced glutathione / oxidated gluthatione (GSH/GSSG).Conclusion: NAC is able to protect hepatic
parenquime during normothermic ischemia and we purpose that such mechanismisrelated to a direct reaction of NAC with

nitric oxide (NO).

Keywords: Acetylcysteine; Ischemia; Liver; Rats, Wistar.
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