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RESUMO

Titulo: Pré-condicionamento com I-alanil glutamina sobre o estresse oxidativo e inflamacéo
em enxertos de pacientes submetidos ao transplante de figado
Tese de Doutorado
Autor: Marcos Aurélio Pessoa Barros
Orientador: José Huygens Parente Garcia
Programa de Pds-Graduacgdo em Cirurgia do Departamento de Cirurgia da
Universidade Federal do Ceara

No transplante hepatico, a lesdo de isquemia / reperfusdo pode ocasionar severo dano
ao enxerto. O objetivo deste estudo é avaliar os efeitos do pré-condicionamento com L-alanil-
glutamina na protecdo do enxerto nos pacientes submetidos ao transplante de figado. Foram
avaliados 33 pacientes submetidos a transplante hepatico no Hospital Universitario Walter
Cantidio (HUWC) da Universidade Federal do Ceard (UFC), no periodo de 22/05/13 a
11/12/2013. Foi realizado um estudo prospectivo, duplo cego, com dois grupos. No grupo
glutamina, foram administrados 50 gramas de L-alanil glutamina, por injecdo direta na veia
porta dos doadores, 40 minutos antes do inicio da isquemia fria e no grupo controle, foi
administrada solucdo salina. Foram avaliados a idade do doador, grau de esteatose do enxerto,
tempo de isquemia quente (T1Q), tempo de isquemia fria (TIF), escore MELD, sobrevida do
enxerto e mortalidade operat6ria do receptor. Biopsias do enxerto foram realizadas no inicio
da cirurgia do doador, no inicio da isquemia quente e no final do transplante. Com essas
amostras, foram dosados as concentracfes hepaticas de MDA (malanodialdeido), HSP70,
NFkB, SOD e glutationa. No doador de mdultiplos 6rgaos, foram dosados no sangue, AST,
ALT, INR e bilirrubinas. No receptor, foram dosados no sangue, AST, ALT, INR e
bilirrubinas, na admissao no hospital, no inicio da isquemia quente, no final do transplante, no
1° dia p6s-operatorio (PO), no 3° PO, no 5° PO, no 7° PO e no 30° PO. Nao houve diferenca
entre os dois grupos com relacdo a idade do doador, idade do receptor, TIQ, TIF, MELD e
grau de esteatose. Os resultados dos exames sericos foram semelhantes nos dois grupos. No
grupo glutamina, MDA no enxerto, ndo apresentou diferenca no inicio da isquemia quente,
entretanto, ocorreu diminuicéo no final do transplante. Esse fendmeno ndo ocorreu no grupo
controle. A glutationa, SOD, HSP70, NFKkB foram semelhantes nos dois grupos. Este estudo
sugere que o pré-condicionamento com L-Alanil glutamina miniminiza os efeitos do estresse
oxidativo causados pela isquemia e reperfusdo, com a reducdo da peroxidacédo lipidica no
enxerto dos pacientes submetidos ao transplante hepatico.

Palavras- chave: enxerto hepatico, glutamina, isquemia/reperfusdo, estresse oxidativo.



ABSTRACT
Title: L-alanyl glutamine preconditioning on oxidative stress and inflammation in graft
patients who underwent liver transplantation
Author: Marcos Aurélio Pessoa Barros
Advisor: José Huygens Parente Garcia
Graduate Program in Surgery, Department of Surgery

Federal University of Ceara

In liver transplantation, ischemia/reperfusion may cause serious injury to the graft.
The aim of this study was to evaluate the effects of preconditioning with L-alanyl-glutamine
in graft protection in patients undergoing liver transplantation. 33 patients undergoing liver
transplantation at the Walter Cantidio University Hospital (HUWC) of the Federal University
of Ceard (UFC), from 05/22/13 to 12/11/2013 were evaluated. A prospective, double-blind,
divided into two groups was performed. In glutamine group was administered 50 g of L-
alanyl glutamine, 40 minutes before the start of cold ischemia, the control group, saline
solution was administered. Donor age, degree of graft steatosis, warm ischemia time (WIT),
cold ischemia time (CIT), MELD score, graft survival, and receptor mortality were evaluated.
Graft biopsies were performed at the beginning of donor surgery at the beginning of warm
ischemia and at the end of transplantation. With these samples, MDA (malondialdehyde),
HSP70, NFkB, SOD and glutathione were measured. In multiple organ donor, were
measured AST, ALT, bilirubin and INR. The same parametheas in the receiver, were
measured on admission in the hospital at the beginning of warm ischemia, at the end of
transplantation in the 1st postoperative day (POD), in the 3 rd, the 5th, on the 7th and 30th
POD. There was no difference between the two groups with respect to donor age, receiver
age, CIT, WIT, MELD and degree of steatosis. The results of serum tests were similar in both
groups. In the Glutamine group, MDA in the grafting did not increase at the beginning of
warm ischemia and impairment occurred at the end of transplantation. This phenomenon did
not occur in the control group. Glutathione, SOD, HSP70, NFKB were similar in both groups.
This study suggests that preconditioning with glutamine minimizes the effects of oxidative
stress caused by ischemia and reperfusion, with decreased lipid peroxidation in the graft of
patients undergoing liver transplantation.

Keywords: liver graft, glutamine, ischemia/reperfusion, oxidative stress
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1 INTRODUCAO

A lesdo de isquemia/reperfusdo pode ser responsavel diretamente pela disfuncédo
priméaria do enxerto hepatico (DPE). E associada com o dano por espécies reativas de
oxigénio (ROS) e o dano celular endotelial sinusoidal é o ponto central da fisiopatologia da
lesdo do enxerto (DESCHENES, 2013; CLAVIEN et al., 1998).

A liberacdo das ROS é um dos primeiros e mais importantes componentes da lesao
tecidual depois da reperfusdo de 6rgaos isquémicos e € o principal contribuinte para a morte
do hepatdcito. Existem evidéncias que as ROS sdo mediadores criticos da lesdo hepaética,
durante a isquemia/reperfusdo, associados com o transplante hepatico ou do microambiente
resultado de inflamacdo hepatica ou infeccdo. Além do mais, a producdo enddgena de ROS
pela mitocdndria leva a apoptose e necrose do hepatdcito durante a hipdxia e a reperfusao
(BROGAL et al., 2010).

A gravidade das consequéncias do periodo de isquemia na fungdo do enxerto hepatico
¢ também enaltecida em estudo recente da Universidade de Los Angeles, que visando o
aumento do numero de doadores, avaliou as complicacbes utilizando doador pos-parada
cardiaca. Neste grupo, foi observado maior repercussao da sindrome de isquemia/reperfuséo
e hipercalemia (PAN et al., 2014).

A acdo reciproca entre fatores do hospedeiro e do doador afetando a isquemia fria e
isquemia quente, entretanto, € pouco entendida. Fatores de risco do receptor incluem idade
avancada, elevacdo dos valores de bilirrubina, INR (international normalized ratio) e
creatinina, acidose, transplante em carater de urgéncia e internacdo em unidade de terapia
intensiva (UTI). O escore MELD (Model End-Stage Liver Disease) tenta contemplar, direta
ou indiretamente, a maioria destes fatores. Fatores de risco no doador incluem idade, tempo
de isquemia fria, esteatose hepatica e tempo de internamento em UTI (DESCHENES, 2013).

A disfuncdo precoce do enxerto tem grande impacto no progndstico e na sobrevida dos
pacientes pos-transplante hepatico (MOR et al.,1992; PLOEG et al.,1993; POKORNY et al.,
2000). A incidéncia de disfuncdo do enxerto é de até 27 % depois do transplante hepatico de
doador falecido (LOCK et al., 2010). A funcdo hepatica é influenciada por varios fatores,
incluindo qualidade do enxerto, tempo de isquemia, reperfusdo do enxerto e aspectos
imunologicos. Entdo, a faléncia do enxerto € uma condicdo multifatorial. A ndo funcgéo
priméaria do enxerto é definida como uma forma grave da lesdo de reperfuséo, resultando em

uma faléncia irreversivel sem deteccdo de nenhuma causa técnica ou imunologica (CLAVIEN
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etal., 1992; BURTON; ROSEN, 2006). Essa € a causa mais comum de retransplante precoce
(CLAVIEN et al., 1992), com uma incidéncia de 4% a 8% na literatura (LOCK et al., 2010).

Atualmente, a disfuncdo do enxerto € usualmente diagnosticada pela combinacdo de
varios métodos, tais como bioquimicos (AST, ALT, bilirrubina, aménia), producéo biliar e
necessidade de reposicdo de fatores de coagulacdo, e encefalopatia (PLOEG et al., 1993;
POKORNY et al., 2000; BERNUAU et al., 1986; BALZAN et al., 2005; MARING et al.,
1997; DESCHENES et al., 1998; GONZALEZ et al., 1994; NANASHIMA et al., 2002;
ROSEN et al., 1998). Entretanto, estes parametros sdo limitados em demonstrar e prever a
disfungéo do enxerto (MARING et al., 1997).

Outros autores, recentemente, relacionaram as solucbes de perfusdo utilizadas
atualmente para diminuir o efeito da isquemia fria e avaliaram particularidades e vantagens de
cada uma destas solucdes para preservacao de Orgaos em relacdo a sobrevida do enxerto
(PARSONS; GUARRERA, 2014).

Como existe uma desproporcdo entre o numero de doadores e receptores, ha
necessidade de expansdo dos critérios de doacdo, com a finalidade de diminuir o tempo em
lista de espera (DESCHENES, 2013). Um problema é a viabilidade do funcionamento do
enxerto. Embora um aumento razoavel das transaminases seja um evento benigno, disfuncéo
grave do enxerto requer retransplante de emergéncia (DESCHENES, 2013). Vérios indices de
dano hepatocelular sdo usados para demonstrar a funcdo inicial do enxerto hepético
(DESCHENES et al., 1998; OLTHOFF et al., 2010). Os critérios de definicdo de funcéo
hepatica foram definidos com os marcadores hepaticos durante a primeira semana poés
operatdria do transplante hepatico, e sdo a bilirrubina, o tempo de protombina, e a presenca
de encefalopatia hepatica (DESCHENES et al., 1998). Olthoff et al. (2010), validou uma
versdo sobre disfuncdo precoce do enxerto na era MELD de alocacdo de 6rgéos: bilirrubina
acima de 10 mg/dl no 7° PO , INR >1,6 no 7° PO, AST ou ALT >2000 IU/I dentro dos
primeiros sete dias apds o transplante (LOCK et al., 2010; OLTHOFF et al., 2010).

Deschernes (2013), do Royal Victoria Hospital de Quebec, em artigo de reviséo,
evidenciou uma incidéncia de 23,2% dos receptores com disfuncdo priméaria do enxerto
(DPE). Desse grupo, 18,8% faleceram, enquanto somente 1,8% dos receptores sem DPE
evoluiram para obito. A taxa de perda do enxerto foi de 26,1% com pacientes com DPE e de
3,5% para pacientes sem DPE .

A reducdo dos efeitos da lesdo da isquemia/reperfusdo tem sido um dos alvos dos

trabalhos cientificos e foram propostos para este fim, o pré-condicionamento isquémico, a
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modificagdo das solugOes de preservacdo e o0 uso de antioxidantes (JAESCHKE;
WOLLBRIGHT, 2012; PATEL et al.,2014).

O foco da neutralizacdo da geracdo de ROS pelos hepatocitos com a utilizacdo de
substancias antioxidantes pode oferecer um tratamento adjuvante importante na lesdo de
isquemia/reperfusdo e doencas inflamatdrias (ROSENFELDT et al., 2013). A glutamina, um
aminoacido precursor da glutationa, que é um potente antioxidante natural, tem mostrado ser

promissora em combater estes efeitos nocivos do estresse oxidativo (ZHANG et al, 2013).

1.1 Hip6xia

Os mamiferos tém mecanismos oxigénio sensiveis que ajudam rapidamente a se
adaptar a hipdxia por aumento da respiracdo, do fluxo sanguineo e de respostas de
sobrevivéncia. Persistindo um inadequado suprimento de oxigénio, outros mecanismos
adicionais tentam restaurar o fluxo de oxigénio ou ajudar o organismo a se adaptar & hipdxia
(ELTZSCHIF; CARMELIET, 2011; SEMENZA et al., 2007).

O conceito de que a hipdxia pode induzir a inflamacgédo tem ganhado aceitacdo geral de
estudos sobre diferentes vias de sinalizacdo. Em estados patoldgicos, 0s pacientes, por
exemplo, aumentam niveis circulantes de citocinas pro-inflamatérias e ocorre o
extravasamento de fluidos do espago vascular, causando edema pulmonar e cerebral
(SEMENZA et al., 2007; HACKETT; ROACH, 2001; GROCOTT et al., 2000). Um aumento
dos niveis de interleucina-6, da proteina C reativa e de todos marcadores da inflamacéo,
foram evidenciados em voluntérios saudaveis que estiveram em altas altitudes (HARTMANN
et al., 2000).

O desenvolvimento de inflamacdo em resposta a hipoxia é clinicamente relevante. A
isquemia em enxertos para transplante aumenta o risco de inflamacéo e faléncia do enxerto ou
rejeicdo do 6rgdo (KRUGER et al., 2009). Em pacientes submetidos a transplante renal, a
expressdo do “toll like receptor” (TLR-4) se correlaciona com o grau de leséo isquémica
(ELTZCHIF; CARMELIET, 2011). Contribuem para a hipoxia tecidual durante a inflamacao,
um aumento das demandas metabolicas das células e redugdo dos substratos, além do mais, a
multiplicacdo de patdgenos extracelulares podem privar de oxigénio as células infectadas
(KEMPF et al., 2005).

A adaptacdo celular a hipoxia depende do fator de transcricdo HIF (Fator Indutor de
Hipoxia), que esta inativado quando o oxigénio é abundante, mas esta ativo em condicdes de
hipoxia (KAELIN; RATCCLIFFE, 2008). A resposta celular a hipoxia é mediada em nivel
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molecular pelo HIF (BAGNALL et al., 2014). O HIF pode ser ativado em condi¢Ges normais,
0 que permite iniciar uma resposta inflamatdria antes do tecido tornar-se hipoxico. A prolyl
hidroxilase (PHD) hidroxila o HIF (CASH et al., 2007; KNOWLES et al., 2006).

Membros da familia dos fatores de transcricdo do fator nuclear Kappa beta (NFkB),
regulam a inflamacdo e orquestram a resposta imunologica e a homeostase tecidual
(NAUGLER; KARIN, 2008; PASPARAKIS, 2008). Membros desta familia interagem com
membros da via PHD-HIF 1 alfa e fazem a conexdo da inflamacao a hipoxia (TAYLOR,
2008). A hipoxia da isquemia/reperfusdo intestinal ativa o NFKB no epitélio e aumenta a
producdo do fator de necrose tumoral (TNF-alfa), as citocinas pro- inflamatérias, mas
simultaneamente atenua a apoptose intestinal epitelial (CHEN, 2003). A hipdxia amplifica a
via NFKB por aumento da expressdo e sinalizacdo dos TLRs, estimulam a fagocitose, o
recrutamento dos leucdécitos e a imunidade adaptativa (KUHLICKE et al., 2007).

Hipoxia e inflamagdo sdo entrelagadas a nivel molecular, celular e clinico.
Mecanismos oxigénio dependente e sinalizacdo de hipdxia sdo potenciais terapia alvo para as
doencas inflamatorias. O valor desta abordagem pode ser testado em pacientes com lesdo
aguda pulmonar, isquemia miocéardica, doenca inflamatoria intestinal, ou cancer. Atingir as
vias de sinalizacdo hipoxia dependente pode também ajudar a atenuar a faléncia dos 6rgaos
por isquemia em pacientes submetidos a grandes cirurgias ou aliviar a inflamagé&o dirigida por
hipoxia em enxertos apos transplante de érgéos solidos (ELTZCHIF; CARMELIET, 2011).

1.2 Estresse Oxidativo

As espécies reativas de oxigénio (ROS) desempenham um importante papel na fungédo
celular normal. Quando ROS séo produzidos em excesso, podem ter efeitos deletérios, um
estado chamado estresse oxidativo. O estresse oxidativo representa um balanceamento
desregulado da producéo de ROS e a habilidade do mecanismo de defesa para neutralizar sua
reacdo. Um excesso de ROS pode danificar todos componentes celulares, incluindo proteinas,
lipidios e &cidos nucleares. Oxidacdo moderada pode ativar apoptose, e uma oxidacao intensa
pode causar necrose (ROSENFELDT et al., 2013). Dentro da célula, ROS sdo gerados de uma
diferente forma de alcance, incluindo ativagdo do citocromo C, NADPH (nicotina adenina
dinucleotideo), oxidases, xantina oxidase, alteracdo na regulagdo da eNOS (6xido nitrico
sintetase endotelial) e extravasamento mitocondrial. Durante este processo metabdlico
normal, a mitocondria desempenha um papel fisioldgico essencial no metabolismo por suprir
energia para fungdo celular adequada (FERNANDEZ-CHECA et al.,1998; VALKO et
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al.,2007). Este metabolismo envolve vérias reacbes de 6xido-reducdo (redox), onde a remogéo
(oxidacao) ou adicdo (reducdo) de elétrons ocorrem em ordem para manter hemostasia
celular. Entretanto, o desequilibrio do metabolismo ROS, particularmente dentro da
mitocondria, pode ter graves consequéncias para funcdo mitocondrial e integridade celular.
De fato, uma conexdo tem sido estabelecida entre a fungdo mitocondrial, elevacdo da
producdo de ROS mitocondrial e graves patologias como a disfuncdo endotelial
(WIDLSANSKY; GUTTERMAN, 2011), neurodegeneracdo (ORSUCCI et al.,2011),
envelhecimento celular (TERZIOGLU; LARSSON,2007), dano associado com isquemia/
reperfuséo cerebral (CHEN et al., 2003) , diabetes (NAUDI et al.,2012) e suas complicagdes
(FORBES et al.,2008). Muitos dos efeitos danosos da produgdo mitocondrial de ROS podem
surgir de suas interacbes com proteinas mitocondriais (GU et al., 2010), assim como o0 DNA
mitocondrial (mt-DNA) ( COSTA et al., 2011).

Moléculas com elétrons ndo pareados sdo referidas como oxidantes ou radicais livres e
as espécies reativas de oxigénio, como o peroxido de hidrogénio, podem desempenhar
importante papel fisiol6gico, ndo somente no sinal celular, mas quando presentes em mais
altas concentracdes, podem levar a lesdo celular (MAK; NEWTON, 2001). Durante reacdes
metabdlicas regulares, o oxigénio molecular é usado para gerar adenosina trifosfato (ATP) de
adenosina difosfato (ADP), um processo conhecido como fosforilacdo oxidativa. No entanto,
esse processo resulta na geracdo do radical superoxido (O2 -) (OBAYAN, 2004) (Figura 1 e
Figura 2).

FIGURA 1 - Glicolise
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Em baixas concentracfes, essas ROS desempenham importante papel na funcao
celular normal. Por exemplo, ROS como o0s anions superdxidos, radicais hidroxilas e H202
sdo envolvidos na resposta as condi¢cdes nocivas como hipdxia e destruicdo de células
infectadas com virus. Espécies reativas de nitrogénio (RNS), como Oxido nitrico (NO),
produzido via 6xido nitrico sintetase, influenciam o ténus vascular e inflamacdo (COOKE et
al., 2003; VALKO et al., 2007). Dados recentes sugerem um importante papel das ROS nos
processos de autofagia e de sobrevida, onde células removem as mitocondrias danificadas,
proteinas ndo desenroladas e metabdlitos tdxicos. Nesse processo, ROS disparam resposta
precoce no processo de autofagia por eliminacdo de fontes de estimulos pro-apoptose
(MARCHI et al., 2012). Entretanto, a produgdo excedente destes ROS/RNS resulta em
destruicdo de proteinas, DNA e lipidios que podem levar ao dano celular. Além do mais, ROS
sdo conhecidas por afetar as rotas pro-apoptoéticas (MARCHI et al.,2012).

Para prevenir o dano celular, o organismo tem desenvolvido mecanismos de defesa
enddgena para combater os efeitos destrutivos do estresse oxidativo (SIES et al., 1997;
VALKO et al., 2007). Para adquirir um nivel de homeostase celular ou “equilibrio redox”,

varios sistemas de defesas intrinsecas envolvendo vias enzimaticas ou ndo enzimaticas com
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mecanismos de defesa e reparo séo envolvidos (SIES et al., 1997; VALKO et al., 2007). Os
antioxidantes celulares mais estudados talvez sejam as enzimas superoxido dismutase (SOD),
catalase e glutationa peroxidade (GPx). Essas enzimas localizadas nas células e fluidos
corporais trabalham juntas para prevenir dano por limitar os niveis de ROS. A partir da rota
antioxidante, SOD acelera a conversao de superdxido para H202 no primeiro passo, enquanto
a catalase e GPx converte H202 em &gua no segundo passo da via (FINKEL; HOLBROOK,
2000). (Figura 3).
FIGURA 3 - Rota Antioxidante
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Figura 3. GPx (glutationa peroxidase) GR (glutationa redutase) GSH (glutationa
reduzida) GSSG (glutationa oxidada).

O sistema tiorredoxina peroxiredoxina de enzimas antioxidantes € outro sistema de
particular relevancia para neutralizacdo de ROS e manutencdo da homeostasia celular (KANG
et al.,1998) (Figura 4). Além do mais, antioxidantes ndo enzimaticos, como 0s componentes
fendlicos, vitamina C (&cido ascérbico), vitamina E (alfa-tocoferol) e glutationa conferem
protecdo por converter oxidantes para produtos finais ndo radicais ou transferindo radicais
para areas onde o defeito € menos danoso (exemplo: de um hidrofébico para fase aquosa)
(SIES et al., 1997). O ciclo glutationa redox, por exemplo, quebra as cadeias de reagdes que
formam espécies por diminuirem os niveis de H202 e consequentemente, diminuir a
formacéo do radical hidroxila (FERNANDEZ-CHECA et al.,1998).

FIGURA 4 - Sistema Tiorredoxina Peroxiredoxina
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Figura 4. Efeito do sistema glutationa/tiorredaxing peroxidase na manutengao do
estado redox (-5H-) de proteinas intracelulares suscetiveis a oxidagao por Espécies
reativas de oxigénio (espécies reativas de oxigénic) e ERNs (espécies reativas de nitro-
génia). MOS, dxido nitrico sintase; GSH, glutationa reduzida; G555, glutationa oxidada;
NADPH? nicotinamida adenina dinucleatidio fosfato reduzida; MADPT, nicotinamida
adenina dinucleatidio fosfato oxidada.

Durante metabolismo normal, envelhecimento celular, estados patoldgicos ou cirurgia,
ROS, como também o anion superdxido altamente reativo, sdo produzidos via ativacao de
produtores especificos de ROS, assim como NADPH oxidases, xantina oxidases e/ou por

extravasamento mitocondrial (FIGURA 5).



26

FIGURA 5- Produgdo das ROS e Sistema Antioxidante
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Figura 5: GPx (glutationa peroxidase) GR (glutationa redutase) GSH (glutationa
reduzida) GSSG (glutationa oxidada) NADP ( Nicotinamida adenina dinucleotideo). NADPH

( Nicotina adenina dinucleotideo fosfatase).

As duas vias antioxidantes envolvem a conversdo de O2-, para H202 por SOD no
primeiro passo, e por GPx e/ou catalase para &gua no segundo passo. A interacdo de O2- ou
H202 com metais de transicdo conduz a formacdo de radical hidroxila (OH) via reac6es tipo
Fenton. Este radical altamente tdxico interage com a membrana lipidica causando dano aos
lipidios. O aumento nas defesas antioxidantes, em particular GPx e/ou catalase, pode superar
os efeitos danosos por diminuir a quantidade de H202 disponiveis para formar radicais OH
(ROSENFELDT et al.,2013).

A atividade de ROS ¢é geralmente mensurada indiretamente por medidas de
metabdlitos de ROS ou por aferir os varios produtos finais derivados da interacdo destes
radicais com componentes celulares como lipidios, aminoacidos e DNA. Por exemplo, a
concentracdo do radical superoxido € dependente da concentragdo de 6xido nitrico. Mudangas
no nivel de oxido nitrico durante reperfusdo de tecidos isquémicos durante procedimento
cirurgico sdo, portanto, mensurados como evidéncia de aumento de estresse oxidativo
(MARCZIN,2005).



27

A peroxidacéo lipidica tem sido amplamente estudada e os &cidos graxos peroxidados
podem ser detectados no plasma por vérias técnicas. Malondialdeido (MDA) é um produto
estavel da peroxidacéo lipidica, derivado da decomposicdo de peroxidos instaveis de acidos
graxos poli-insaturados. A concentracdo de MDA livre pode ser determinada por
cromatografia. MDA pode ser quantificada colorimetricamente seguindo sua reacgao
controlada com &cido tiobarbiturico (T BARS). Por isto, a TBARS é o método padrdo de
deteccdo de lesdo oxidativa dos tecidos envolvendo a peroxidacédo lipidica (ZHANG et al.,
2013).

Quando a oferta de oxigénio é limitada nos tecidos de érgdos vitais por hipoperfuséo,
as celulas mudam do metabolismo aerébio para o anaerdbio, portanto baixam a carga
energética celular. Como resultado, ocorre hidrélise aumentada de ATP, um subsequente
aumento dos niveis de AMP (adenosina monofosfato ciclico) e, finalmente, um acimulo de
metabdlitos de purina sdo encontrados nos tecidos isquémicos. Ao mesmo tempo, a xantina
dehidrogenase € convertida para xantina oxidase, tanto por oxidacao reversa ou degradacao
proteolitica irreversivel.

Durante a reperfusdo, com o oxigénio sendo reintroduzido, ocorre producao de urato,
derivado das purinas e pode ocorrer também a formacdo de radicais superoxido. Este
superoxido pode entdo, secundariamente, gerar o altamente toxico radical hidroxila, facilitado
pela via de reacéo catalisada por ferro. Reperfusdo dos tecidos isquémicos pode gerar espécies
reativas de oxigénio (ROS), principalmente por atividade da xantina oxidase. Portanto,
durante a ativacdo dos neutréfilos, macrofagos e outras células imunocompetentes, as ROS
podem ativar a membrana plasmatica associada ao sistema NADPH oxidase capacitado para
oxidar NADPH para NAD +, levando a uma maior geracdo de radicais superoxido.
Dismutacdo espontanea de radicais superoxido produzem H202 e O2 no pH fisioldgico
(HEYLAND et al., 2006).

As ROS levam ndo somente a dano celular importante, mas também ativam a
liberagdo de citocinas que ativam a cascata inflamatdria. Radicais livres ativam macréfagos
residentes ou células de kupfler que liberam citocinas inflamatérias (TNF, Interleucina 1,
interleucina 6). Estes mediadores pré-inflamatdrios induzem a ativacéo e o influxo de células
inflamatdrias (monocitos e leucocitos) nos tecidos e orgaos, e podem diretamente causar
disfuncdo mitocondrial levando a isquemia e lesdo tecidual. Além do mais, a ativacdo dessas
células pode produzir grandes quantidades de radicais livres de oxigénio, gerando um ciclo de
inflamacéo, ativacéo celular e geracdo de ROS (HEYLAND et al., 2006).
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1.3 Isquemia e reperfusdo do figado

A lesdo de isquemia/reperfusdo (I/R) resulta de um prolongado dano isquémico
seguido por restauracdo de perfusdo sanguinea. Isto afeta todas as células dependentes de
oxigénio como consequéncia de um fluxo sanguineo interrompido. Estas células requerem
fosforilagdo oxidativa mitocondrial para seu suprimento energético. Consequentemente, todos
tecidos de metabolismo aerobico sdo potenciais alvos da lesdo de isquemia/reperfusdo
(TOLEDO-PEREYRA et al., 1975; BROGAL et al., 2010). A Lesao de isquemia/reperfusao
hepética significativa € comumente consequéncia da oclusdo portal prolongada seguida por
reperfuséo, realizada por procedimento eletivo ou como uma manobra de emergéncia (ABU-
AMARA et al., 2010; KIM et al., 2008). O transplante de figado é associado a lesdo de
isquemia/reperfusdo. Aqui, a lesdo é agravada durante a preservacdo hipotérmica e a
subsequente reperfusdo quente no implante do enxerto no receptor (ABU-AMARA et al.,
2010; KUPIEC-WEGLINSKI; BUSUTTIL,2005) .

O grau de lesdo isquémica sustentada é dependente do tempo e da condigdo prévia do
enxerto. Pacientes que se submeteram a curtos periodos intermitentes de isquemia tiveram
menos disfuncdo hepética do que aqueles que tiveram periodos de isquemia continua
(GURUSAMY et al., 2009). Na forma moderada da lesdo de isquemia/reperfusdo, durante
resseccOes hepaticas, transaminases estdo elevadas na circulacdo. Lesdes mais severas levam
a disfuncéo clinica do enxerto hepatico e sua faléncia progressiva. Direta lesdo I/R no figado
pode resultar em disfuncéo de diferentes 6rgdos, pulmdes (TAKEUCHI et al., 2010), coracédo
(WEINBROUM, 2005), rins (BEHRENDS et al., 2008) e vasos sanguineos (WEINBROUM,
2005) tém sido afetados secundariamente ou diretamente pela lesdo hepética de I/R. Lesdo
continuada durante o transplante hepatico, aumenta a incidéncia de ndo funcdo primaria do
enxerto, disfuncdo primaria do enxerto e estenoses biliares (PINE et al., 2009). A nédo funcéo
primaria do enxerto, disfuncdo priméaria do enxerto, estenoses biliares e faléncia do figado
remanescente pos-ressec¢do aumentam a necessidade de um maior numero de doadores
(ROSENFELDT et al., 2013).

A lesdo de I/R é um processo complexo envolvendo numerosos tipos celulares e
mediadores em diferentes vias. O dano celular ocorre durante fases de isquemia e reperfuséo.
O resultado final é a morte celular via uma combinacdo de apoptose e necrose. O dano da
isquemia/reperfusdo surge quando o suprimento arterial é interrompido na temperatura normal
do organismo, como acontece durante ressec¢es hepaticas. O dano da isquemia fria surge

durante a perfusdo gelada e armazenamento do enxerto hepatico (ABU-AMARA et al., 2013).
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Durante a fase de isquemia, como resultado de consumo de glicogénio e auséncia de
suprimento de oxigénio, células de Kupffer, células sinusoidais endoteliais (SECs) e
hepatocitos sofrem com a auséncia de producdo da adenosina trifosfato (ATP) (SELZNER et
al., 2007). A auséncia de ATP ocasiona faléncia da bomba de sédio/potéassio ATP dependente
(Na/K adenosina trifosfatase — ATPase-) e subsequente acimulo de Na+ intracelular, edema e
tumefagdo. As células de Kupffer e SECs tumefeitas combinadas com o aumento de
vasoconstritores, endotelina e tromboxano A2 e uma diminui¢cdo do vasodilatador Oxido
nitrico (PHILLIPS et al., 2009), levam ao estreitamento sinusoidal. Adicionalmente, na
reperfusdo, existe um aumento da adesdo e agregacdo dos neutrdfilos e plaquetas nos
sinusoides. O resultado final é uma reducédo significativa do fluxo da microcirculagdo na
reperfusdo, incluindo algumas areas com auséncia completa de fluxo sanguineo, que é
conhecido como “no reflow".

As células de Kupffer sdo os macréfagos residentes no figado. Eles desempenham um
papel importante na iniciacdo e propagacdo do dano e morte celular na lesdo de isquemia e
reperfusdo (CABAN et al., 2002). As células de Kupffer sdo ativadas durante a fase isquémica
e, principalmente, na reperfusdo. Na ativacdo, elas produzem radicais livres reativos,
especificamente, espécies reativas de oxigénio (ROS) e citocinas pré inflamatorias incluindo
fator de necrose tumoral alfa (TNF alfa) e interleucina 1B (IL-1B) (LLACUNA et al., 2009).
Essas ROS e citocinas tém amplos efeitos na iniciacdo e propagacdo da lesdo de
isquemia/reperfusdo. Em adicdo as ROS recrutam e ativam linfocitos T CD4 (HANSCHEN et
al., 2008), ativam SECs levando a expressdo de moléculas de adesdo superficial das células,
estimulam hepatdcitos a produzir ROS, contribuindo para o seu dano (TANIAI, 2004), e
estimulam a adesdo plaquetaria pelas SECs. As células de Kupffer sdo ativadas pelo sistema
complemento (BILZER et al., 2002; BROCK et al., 2001). Ativacdo adicional das células de
kupffer € causada por interferon Y (ITF-Y) produzido por células T CD4 e células T killer
(CALDWELL et al., 2007).

Células endoteliais ativadas, hepatécitos e neutréfilos expressam moléculas de adesdo
da superficie celular. Nos neutrdéfilos, L-selectina e B2 integrinas (CD11b/CD18) aderem as
moléculas 1 de adesao intercelular (ICAM 1) e molécula 1 de adesdo vascular (VCAM-1) na
superficie das SECs e hepatocitos (VADARNIAN et al.,2008). Na isquemia e reperfusdo no
figado, entretanto, ocorre precoce acumulo de neutrofilos nos sinusdides. Em respostas as
citocinas de hepatocitos ativados e lesionados, os neutrdfilos acumulados nos sinusoides
usam as moléculas de adesdo expressadas na superficie para ligar suas SECs e migrar atraves

do endotélio para o parénquima. A ligacdo do CD11b/CE18 nos neutréfilos pelo ICAM-1 e
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VCAM-1 nos hepatdcitos disparam um aumento na producéo de ROS através do sistema da
nicotinamida adenina dinucleotideo fosfatase (NADPH) oxidase com rompimento de
vesiculas citoplasmaticas que assistem a degradacdo da matriz extracelular e hepatocitos
mortos, e hepatdcitos viaveis lesionados (VADARNIAN et al., 2008).

Dois importantes fatores humorais participam da lesdo de isquemia/reperfuséo no
figado: o sistema complemento e as citocinas. Trés vias contribuem para ativagéo do sistema
complemento (ARUMUGAM et al., 2004). Uma vez ativado, o sistema complemento leva ao
dano hepatico direto por lise dos hepatdcitos atraves da formacéo de complexo de agressao a
membrana plasmatica (FONDEVILA et al., 2008), ou por recrutamento de neutréfilos e
células de Kupffer (MONTALVO et al., 2008).

Citocinas podem desempenhar um papel pro-inflamatério ou anti-inflamatério na
lesdo de reperfusdo hepéatica. O TNF-alfa € um componente central da cascata de citocinas
pro-inflamatorias, € produzido pelos hepatocitos e tem um efeito crucial na lesdo de
isquemia/reperfusdo (PERALTA et al., 2001). Um desequilibrio na auto-regulacdo do TNF na
isquemia /reperfusdo leva ao dano hepatico e ativacao da proteina 78 (ENA-78) e ROS, assim
como ativacdo do fator nuclear Beta (NFKB), ¢ Jun N-terminal quinase (JNK) e proteina
quinase (MAPK) (SCHWABE et al., 2006). Em adicdo, o desequilibrio na regulacdo do TNF
leva a ativacdo das moléculas de adesdo ICAM-1, VCAM-1, P-selectinas (PERALTA et al.,
2001; RAJESH et al., 2007). Através de diferentes mecanismos, todas estas moléculas séo
capazes de recrutar e ativar neutrofilos na lesdo pos-isquémica hepatica. Além do mais, JINK e
ROS sdo capazes de danificar a célula intra-hepatica (SCHWABE et al., 2006).

As citocinas influenciam a expressdo de varias moléculas que protegem ou exacerbam
a lesdo de isquemia/reperfusdo. Cada uma dessas moléculas pertence a grupos que
compartilham funcdes semelhantes. Dentre essas, existem os fatores de transcricao (proteina 1
ativadora —AP-1-), proteina do choque térmico (heat shock fator -HSP) , NFkB, transdutor
sinalizador e ativacdo de transcricdo -3 ( STAT-3 e STAT-6), antioxidantes , superdxido
dismutase (SOD), glutationa , moléculas de adesdo (I-CAM-1, E-selectina), enzimas
induzidas para estimular a inflamagdo (COX-2, NO sintase induzida (iNOS) e HO-1), como
também moléculas sinalizadoras intracelulares (Akt), proteinas anti apoptéticas (Bcl-2,/Bcl-
X), exercendo seus efeitos na permeabilidade da mitocdndria e quimiocinas (CINC, ENA-78,
IP-10, MCP-1, MIG, MIP-2). Estas ultimas sdo citocinas quimiotaticas que regulam a
acumulacdo de neutrofilos, mondcitos, macrofagos e linfocitos T no figado pds-isquémico
(ABU-ARAMA et al., 2010).
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As moléculas padrbes associadas ao perigo (DAMPS) agem como constituintes de
celulas ou do ambiente extracelular. DAMPs sdo também liberados passivamente por células
necroticas ou por dano a matriz extracelular, ou sdo ativamente secretadas por células em
estresse ou células danificadas. As DAMPS incluem a proteina alta mobilidade grupo caixa 1
(HMGBL), écido hialurénico, proteina S100 , proteinas do choque térmico 60 (HSP60) e
HSP70 (HOWELL et al., 2014; LOTZE et al., 2007). Essas proteinas tém a habilidade de
iniciar e propagar uma resposta inflamatéria de uma maneira analoga as moléculas de padrdes
associadas a patdégenos (PAMPs). PAMPs sdao moléculas conservadas em varios patdgenos
procariotipos, mas ndo em mamiferos, e sdo, portanto, reconhecidas como estranhas para as
celulas no sistema imune natural do hospedeiro, levando-o a iniciar uma resposta imune
(KLUNE et al., 2008).

DAMPs e PAMPs exercem seus efeitos por se ligarem a grupos de receptores
denominados receptores de reconhecimento padrdo (PRRs), tanto na superficie ou no
citoplasma das células dos mamiferos. PRRs sdo expressos nas células do sistema imune
natural e iniciam uma resposta inflamatdria ligando-se as moléculas PAMP e DAMP. Duas
classes de receptores de PRRs iniciam e propagam as respostas inflamatorias na lesdo de
isquemia/reperfusao: “toll like receptors” (TLRs), especialmente TLR-4, e 0 receptor para
glicacdo avancada de produtos finais (receptor advanced glycation end products) (RAGE). As
DAMPs e PAMPs sdo agonistas dos receptores e a sinalizagdo mediada por DAMPs
enddgenas ocorrem principalmente através do TLR 4 (SEKI; BRENNER, 2008; PARK et al.,
2004).

O sistema imune inato prové uma primeira linha de defesa contra inflamacéo e
infeccdo, estimula a maturacdo de células dendriticas e regula as citocinas (BARTON;
MEDZHITOV, 2002). Os TLRs sdo considerados a pedra angular do sistema de imunidade
natural (MEDZHITOV et al., 1997).

Na lesdo de isquemia/reperfusdo, a mitocondria participa em VAarios processos
fisiopatolégicos. Existe uma faléncia da producéo de ATP como consequéncia do rompimento
da fosforilacdo causada por geracdo e dano das espécies reativas de oxigénio (ROS) e
espécies reativas de nitrogénio (RNS). Disturbios citosélicos ibénicos (calcio, sodio,
hidrogénio) causam a disturbios i6nicos mitocondriais e vice-versa, com consequente dano na
membrana plasmatica e na membrana mitocondrial, incluindo a formacdo dos poros de
transicdo na membrana mitocondrial (MPT) (ABU-AMARA et al., 2010).

ROS e RNS contribuem para lesdo de varios tipos celulares encontradas no figado,

levando a apoptose e depuracdo de celulas necréticas. ROS causam dano oxidativo na



32

membrana lipidica (peroxidacgdo lipidica), especialmente &cidos graxos poli-insaturados, que
resulta em distdrbios na homeostase de ferro, tumefacdo celular e morte (JAESCHKE et al.,
2003).

O dano continuo ndo € limitado apenas a membrana plasmatica, mas estendido para
compartimento intracelular, envolvendo todas as organelas, incluindo mitocondrias e o
nacleo. Em adicdo, dentro da mitoc6ndria, ROS podem causar dano oxidativo para as
complexas enzimas da cadeia respiratoria, levando a faléncia da producdo de ATP e liberacdo
do citocromo para o cortisol, ativando a apoptose (MADESH et al., 2003; ZHAO et al.,
2004).

Dentro do nucleo, 0 DNA pode ser danificado por oxidacédo, resultando em faléncia
da transcricdo e traducdo proteica. Antiproteases podem também sustar o dano causado por
ROS, levando a sua inativacdo, que permite ativacdo inapropriada de proteases que impde o
dano celular. ROS podem também ativar os fatores de transcrigdo redox sensitivos, chamados
NFkB e AP-1 (SCHWABE et al., 2006; MATSUI et al., 2000). Entre suas funcdes, NFkB
regula as citocinas pro-inflamatorias como o TNF-alfa (SANLIOGLU, 2001), e AP-1
promovendo apoptose do hepatdcito através da liberagdo do citocromo C e ativacdo da
caspase 3 (PERALTA et al.,2001). Uma diminuicdo na ativacdo do NFKB e uma subsequente
reducdo do TNF-alfa mRNA tem sido envolvido no mecanismo de protecdo a lesdo de
isquemia e reperfusdo (DOGAN; ASLAN, 2011). A geragdo de ROS durante a
isquemia/reperfusdo pode também estimular producdo adicional de ROS por mitocondrias

vizinhas.

1.4 HSP ( heat shock fator — proteina do choque térmico)

As células de Kupffer sdo importantes fontes de heme-oxigenase (HO), uma enzima
limitante da conversdo da heme para a biliverdina que leva a liberacdo de mondxido de
carbono e ferro. Trés isoformas de HO tém sido identificadas: HO-1, também conhecidas
como proteinas do choque térmico (HSPs-32); HO-2 encontrado no cérebro e testiculos e HO-
3 (DOGAN; ASLAN, 2011). Heme oxigenase (HSP32) é um gene de resposta ao estresse que
pode ser induzido por mdltiplas agressdes celulares, incluindo a lesdo por isquemia
(TAKETA et al., 1994, YAMAGUCHI et al., 1996) . HO-1 protege contra a lesdo de
isquemia/reperfusdo em figados esteatoticos de ratos (AMERSI et al.,1999). A funcdo das
HSPs é o dobramento correto das proteinas de estresse e prevencdo de sua agregagdo
(DOGAN; ASLAN, 2011). HSP 70, conhecida como proteinas do estresse, pode ser
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importante marcador da viabilidade do figado submetido a les&o da isquemia/reperfusdo em
roedores (SAKAI et al., 2003).

A inducdo de outras HSPs, por exemplo HSP 70, induzida por Nrf-2 (fator nuclear
eritroide), aumenta a sobrevida e protege contra a lesdo de isquemia/reperfusdo no figado
(KUME et al., 1996;SAKAI et al.,2003;DOGAN; ASLAN,2011) e também previne a
apoptose (SAKAI et al., 2003). Em lesdo de isquemia renal, foi demonstrado que HSP72 é
um marcador eficiente para deteccdo precoce e estratificacdo da lesdo isquémica renal em
ratos (BARRERA-CHIMAL et al., 2011).

A indugdo de HSPs, conhecido como resposta ao estresse, € caracterizada por uma
priorizacdo e quase exclusiva producdo de HSPs. Esse efeito pode proteger contra os insultos
letais. Essa tolerancia é pouco conhecida, mas envolve um mecanismo préprio dobravel,
sendo conhecido como moléculas chaperonas, a qual a HSP ¢ um membro. HSP parecem
reparar proteinas desnaturadas ou danificadas ou promover sua degradacdo apds leséo
irreparavel (MELIS et al., 2004; HOUDIJK et al., 1998). Elas sdo identificadas por seus pesos
moleculares (ex. HSP72, HSP27, HSP70, HSP90). As isoformas induziveis (ex. HSP 70, HSP
27) sdo as que oferecem protecdo celular. Existem evidencias claras que a glutamina pode
aumentar HSP em estudos tanto “in vitro” como “in vivo” em laboratorio utilizando infusdes

de glutamina na dose de 0,15 a 0,75g/kg (WISCHMEYER et al., 2003).

1.5  MELD ( Model End-Stage Disease )

O MELD é um escore matematico que utiliza os valores de creatinina, INR
(International Normalized Ratio) e bilirrubina para avaliar a gravidade do paciente com
doenca hepatica terminal. O MELD tem sido também utilizado para alocar na fila os pacientes
candidatos ao transplante hepatico, beneficiando os pacientes com maior gravidade, que tem o
maior valor deste escore. O escore MELD também € um dos parametros que reflete fatores de
risco do receptor para o transplante hepatico (DESCHERNES, 2013).

O escore Meld é calculado pela seguinte formula matematica: 9,57 x creatinina mg/dl
+ 3,78 x log. bilirrubina + 11,20 x log.INR + 6,42 , arredondando-se o resultado para o
proximo numero inteiro. O valor maximo da creatinina vai até 4.

Desde maio de 2006, este é o critério utilizado no Brasil para alocacdo dos pacientes
na fila dos transplantes, conforme Portaria n°® 1.160 de 29 de maio de 2006 do Ministério

da Saude.
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1.6 Estratégias para minimizar a lesdo de isquemia/reperfusdo hepatica

Uma revisdo da literatura de 144 estudos sobre este tema incluem estratégias
cirargicas, como condicionamento isquémico, incluindo varios marcadores como adenosina,
Oxido nitrico, HSPs e TNF alfa tem sido propostos na prevencdo da isquemia e reperfusdo.
Estratégicas farmacologicas utilizando enzimas antioxidantes SOD, catalase e substancias
antioxidantes como vitamina E, vitamina C, glutationa, N-acetilcisteina e acido lipdico;
inibicdo da xantina oxidase com allopurinol; eliminacdo da células de kupfler com gadolineo
também foram estudadas, mas apesar destas vérias estratégias, poucas delas tem sido
incorporadas na pratica clinica (BAHGE; SPIEGEL, 2010).

Investigacdes focam na fonte de formacdo de ROS, especialmente através de xantina
oxidase (JAESCHKE; WOOLBRIGHT, 2012; NORDSTROM et al., 1985). Sobre condicdes
de estresse, a disfuncdo mitocondrial pode ocorrer e prejudicar o fluxo de elétrons e o
aumento da formacdo de superoxido. Entretanto, para ativacdo mitocondrial no estresse no
figado, isto requer tempo de isquemia prolongado (JAESCHKE; MITCHELL,1989). A
mitocdndria contém Mn-superoxido dismutase (MnSOD), glutationa e glutationa peroxidase,
tiorredoxina-2, e glutaredoxina, e todos participam ativamente na desintoxicacdo de ROS na
mitocondria e ajudam a minimizar os danos (JAESCHKE, 2010). A mitocondria pode ser um
alvo principal durante a fase inicial da lesdo de isquemia/reperfusdo e também na resposta
inflamatdria tardia (JAESCHKE; WOOLBRIGHT, 2012).

A glutationa ¢ um importante antioxidante intracelular encontrado em altas
concentragfes dentro dos hepatdcitos. O principal efeito protetor da glutationa e sua
importancia na desintoxicacao celular sdo enfatizados pelo modelo da oxidacdo da glutationa
e deplecdo descoberta na superdosagem de acetaminofem. Glutationa pode reagir diretamente
com oxidantes como peroxinitritos e peroxido de hidrogénio, mas também prover reducédo
equivalente para manter o sistema antioxidante. (PATEL et al., 2014).

As concentracdes de glutationa podem ser reabastecidas pela administracdo de N-
acetilcisteina (NAC). A glutationa e NAC reduzem a producdo de ROS do estresse oxidativo
depois da isquemia e reperfusdo (SCHAUER et al., 2004). Adicionalmente, ensaios clinicos
de glutationa e NAC tem mostrado reducdo nos marcadores bioquimicos de lesdo hepatica
(PATEL et al., 2014).

A formacédo de glutationa no plasma correlaciona-se com a ativagdo das células de

Kupffer, sugerindo que esses macrdfagos sdo importante fonte de estresse oxidante vascular
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durante a fase precoce de reperfusdo depois da isquemia quente (JAESCHKE et al., 1991,
JAESCHKE et al., 1991) e isquemia fria (SHIBUYA et al., 1997). A ativacdo da célula de
Kupffer ocorre pela DAMPs que sdo liberadas durante a reperfusdo (TSUNG et al., 2005).
Um ponto critico € a inibicao da capacidade das células de Kupffer de efetivamente atenuar a
lesdo de reperfusdo (TSUNG et al., 2005). Apesar disto, as células de Kupffer ndo sdo um
relevante alvo para intervencOes terapéuticas por conta da fungdo vital de defesa do
hospedeiro na vascularizagdo hepatica (JAESCHKE; WOOLBRIGHT et al., 2012). Outro tipo
celular capaz de gerar ROS sdo os neutréfilos. NADPH oxidase, especificamente NOX2, é a
principal fonte de formacdo de superoxido pelos neutrofilos. O recrutamento dos neutrofilos
no figado comeca durante as primeiras horas depois do inicio da reperfusdo (JAESCHKE et
al., 1991; JAESCHKE et al., 1991).

Uma das hipdteses mais populares de lesdo mediada pelas ROS é a peroxidacéao
lipidica (NEGRE-SALVAYRE WOOLBRIGHT, 2010). Este processo é iniciado por
clivagem do peroxido de hidrogénio pelo ferro (reacdo de Fenton), resultando em formacéo
do radical hidroxila, que inicia uma reacdo em cadeia radical levando a destrui¢do dos acidos
graxos polinsaturados. Como esses tipos de reacdes sdo extremamente deletérios para as
células, um efetivo sistema antioxidante é colocado em contrapartida a este processo,
incluindo prevencdo da formacdo da grande parte de espécies reativas, desintoxicacdo e
reparo ao dano oxidativo (JAESCHKE, 2010). Portanto, algum aumento na peroxidacao
lipidica (LPO) pode sempre ser mensurado sobre a maioria das condi¢Ges de lesdo de
isquemia e reperfusdo (JAESCHKE; WOOBRIGHT, 2012), entretanto LPO ndo é
diretamente o mecanismo de lesdo celular em humanos (GALLEY et al.,1995;SERRANO et
al.,2000;RIVSBY et al.,1994). Em adi¢do, produtos da LPO podem ter fatores quimiotaticos e
participarem da amplificacdo da resposta inflamatéria durante a reperfusdo (JAESCHKE et
al., 2011).

As mitocondrias séo organelas que tem papel central no mecanismo de morte celular,
assim como ativadores de necrose, principalmente depois da abertura dos poros de transi¢cdo
da permeabilidade da membrana (MPT), que causa colapso do potencial de membrana
mitocondrial com a cessagdo da sintese de ATP (LEMASTERS et al., 2002; BAHDE;
SPIEGEL, 2010).

A apoptose é um mecanismo relevante de morte celular durante a lesdo de
isquemia/reperfusdo (RUDIGER et al., 2003). Os mecanismos incluem a prolongada ativacéo
da via c-jun-N-terminal quinase (JNK) (SINGH; CZAJA, 2001).
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Diferentes substancias endogenas foram estabelecidas como protetoras e em alguns
casos, logo depois do inicio da isquemia. Em geral, todos estes componentes envolvidos na
depuracdo de ROS sdo capazes de remover enddgenos ameacadores. Muitos destes genes sdo
controlados pelo sistema fator nuclear eritroide 2 p45-relacionado (Nrf-2_-Kelch —like ECH
proteina 1 associada (Keap 1) . (KLAASSEN et al.,2010 ; KENSLER et al.,2007). Muitos dos
alvos do Nrf2 (exemplo, NADPH quinase oxidoredutase 1, heme oxigenase 1(HO-1),
glutamato cisteina ligase (Gcl), hidrolase microssomal, glutationa S transferases e
sulfiredoxina 1) podem ser potenciais alvos terapéuticos para combater a lesdo de
isquemia/reperfusdo induzida por estresse oxidativo (KLAASSEN et al.,2010).

O tripeptideo glutationa é um antioxidante altamente efetivo presente em altas
concentracdes em hepatdcitos (YUAN; KAPLOWITZ, 2009). As concentracdes de glutationa
sdo regulados por Nrf2 dependente glutamato-cisteina ligase (LU, 2009). A administracdo de
derivados da N-acetil-cisteina (NAC) aumenta as concentracdes de glutationa celular, que
pode ser usado na desintoxicacdo do peroxido de hidrogénio por glutationa peroxidase.
Portanto, a glutationa pode desintoxicar as ROS presentes no espaco intracelular ou
extracelular da peroxidase (JAESCHKE; WOOLBRIBGHY, 2012; PATEL et al., 2014),
consequentemente pode desintoxicar ROS das células de Kupffer. (JAESCHKE et al., 1991;
PATEL et al., 2014). A infusdo intravenosa de glutationa tem sido mostrada eficaz em
proteger contra o estresse oxidante vascular durante a reperfuséo e depois da isquemia quente
e fria (LIU et al., 1994; SCHAUER et al., 2004; BILZER et al., 2002). Consequentemente, a
producdo e manutencdo da glutationa durante a isquemia/reperfusdo, pode ser um objetivo
atrativo (JAESCHKE; WOOLBRIGHT, 2012).

Um dos primeiros antioxidantes investigados foi a catalase exdgena ou superoxido
dismutase (SOD) como um pré-tratamento antes da lesdo de isquemia (ATALLA et al., 1985).
Consequentemente, inducdo ou manutencdo das concentracbes de SOD tem sido uma
explicacdo comum para 0 mecanismo de protecdo de numerosas substancias (PERALTA et
al., 2002). Entretanto, a administracdo de altas doses resulta em apenas protecdo parcial
(ATALLA et al., 1985), devido a baixa disponibilidade da enzima. Entdo, essa potencial
terapia antioxidante usando SODs modificadas ou catalases, podem ser uma maneira de
minimizar a lesdo. A capacidade de SOD1, SOD2, SOD3 em expulsar ROS e prevenir a
formagdo de espécies de radicais podem ser uma opcdo a terapéutica (JAESCHKE;
WOOLBRIGH, 2012; PATEL et al., 2014).

Outro método tradicional de reduzir a isquemia/reperfusdo € o pré-condicionamento

isquémico, expondo o figado a breves periodos de isquemia (SINDRAM et al., 2002; CARINI
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et al., 2001). Estudos mostram que os figados esteatdticos sdo mais sensiveis a isquemia
quando comparados a figados ndo esteatéticos e que a isquemia intermitente minimiza este
efeito em ratos Zucker (STEENKS et al., 2010). O pré-condicionamento isquémico leva a
reducdo da resposta inflamatoria, assim como o estresse oxidativo (SINDRAM et al., 2002;
CARINI et al.,2001; PERALTA et al., 2002). Embora o efeito protetor possa incluir uma
melhoria das defesas antioxidantes, isto é claramente multifatorial (JASSEM et al., 2009).

Estudo prospectivo coreano recente avaliou o efeito da isquemia hepatica intermitente
durante hepatectomia do doador em transplante intervivo (IHIO), utilizando o lobo direito.
Foram avaliados os niveis de transaminases, interleucina-6 (IL-6), IL-8, fator de necrose
tumoral (TNF), fator de crescimento do hepatocito (HGF) e biopsias para medidas de
malandialdeideio (MDA) e caspase. Esse estudo conclui que, apesar dos valores das
transaminases no 5° dia pos-operatdrio ndo terem diferidos entre os grupos , os doadores do
lobo direito hepatico, utilizando a técnica de IHIO, com uma taxa de peso enxerto/receptor
(GRWT) > 0,9% e esteatose < 30% pode ser considerado um procedimento seguro (PARK et
al.,2012).

Estudo da Cleveland Clinic, define lesdo de isquemia/reperfusdo hepéatica em 3
grupos; lesdo leve AST<500, lesdo moderada AST >500 e < 1000, lesdo severa AST > 1000.
Através da mensuracdo do fluxo portal e arterial hepético, concluiu que existe correlacdo
entre esses fluxos e a severidade da leséo . (KELLY et al., 2011).

Os fagdcitos incluindo as células de Kupffer e neutréfilos geram superdxidos através
da NADPH oxidase (NOX-2) (JAESCHKE et al., 2003). Existem claras evidéncias da
formacdo de ROS pelas células durante a isquemia/reperfusdo hepética (JAESCHKE et al.,
2003). Na verdade, inibidores da NOX-2 protegem da lesdo inflamatoria, incluindo a lesao de
isquemia/reperfusdo hepatica (GUJRAL et al., 2003; LEHNERT et al., 2003; DORMAN et
al., 2006; LIU et al.,, 2008). A xantina oxidase tem sido considerada um dos maiores
produtores de ROS durante a isquemia/reperfusdo devido a evidéncia do efeito protetor de seu
inibidor, o alopurinol (NORDSTROM et al., 1985). Entretanto, o tempo requerido para o
alopurinol ser efetivo, limita seu potencial clinico, devido ao tempo gasto para a notificacao
do paciente até o transplante, como consequéncia natural do processo de doagdo de 6rgaos
(PATEL et al., 2014).

O Oxido nitrico (NO) produzido em baixas niveis pelo Oxido nitrico sintetase
endotelial (eNOS) é associado com protecdo contra isquemia/reperfusdo via mdaltiplos
possiveis mecanismos, incluindo a producdo de adeséo de leucdcitos e limitagdo da producédo

de ROS pela mitocondria. Além do mais, deficiéncia em derivados do eNOS tem sido



38

observada em numerosas desordens inflamatérias e na isquemia/reperfusdo. N&o estd
claramente definido, entretanto, como essa atividade da eNOS interfere no transplante
hepatico (LANG et al.,2007). Essa estratégia no transplante hepatico ainda estd sendo
avaliada. Em acréscimo, estudo mostra que a administracdo de 6xido nitrico pode ativar a
sinalizacdo de 6xido nitrico (NO) em éreas de isquemia (LUNDBERG et al., 2009). Uma
revisdo mostra efeitos benéficos da geracdo de NO, via drogas eNOS indutores na solugéo de
preservacdo fria , estratégias de pré-condicionamento, e vias exdgenas alternativas com o
enriquecimento no armazenamento do enxerto com solucdes contendo doadores de NO
(ABDENNEBI et al., 2001).

O armazenamento gelado e a reperfusdo quente sdo passos inevitaveis no transplante e
todos 0s enxertos sdo submetidos a algum grau de lesdo de isquemia/reperfusdo
(ABDENNEBI et al., 2001). O acondicionamento hipotérmico do 6rgdo durante a isquemia
fria é intencionalmente aplicado para reduzir a atividade metabdlica das celulas e,
consequentemente, preservar a funcéo do enxerto antes do transplante.

A recuperacdo do figado de ratos, apds trinta minutos de isquemia, € possivel,
utilizando a insuflacdo de oxigénio sistémico venoso (VSOP) suplementada por gas oxido
nitrico durante o armazenamento gelado em enxertos hepaticos. Com esse tratamento, ocorreu
aumento de NO e reducdo da liberagdo de malonodialdeido (MDA)(SRINIVASAN et al.,
2012).

A isquemia quente que comeca no implante do enxerto tem um efeito adicional
negativo na sua funcdo e na sua sobrevida. Seja qual for o tipo de agressdo, o dano ao enxerto
hepéatico que se inicia durante a fase isquémica, é exacerbado depois da reperfusdo com a
reintroducéo do oxigénio e elementos sanguineos (ABDENNEBI et al., 2001).

No intuito de expandir o numero de doadores, comparou-se 0 simples armazenamento
gelado com a maquina de perfusdo hipotérmica (HMP) usando 17 enxertos humanos
descartados e avaliando-se AST, desidrogenase lactica (LDH), pH, pressdo parcial de
oxigénio e dioxido de carbono. Seis desses enxertos poderiam ser aproveitados para
transplante, sugerindo que HMP preserva a morfologia dos figados armazenados por periodos
prolongados (MONBALIU et al., 2012).

Descoberta recente e inédita de uma solucéo de preservacao super-resfriada, utilizando
maquina de perfusdo com oxigénio e uma combinacdo de substancias quimicas geladas,
incluindo um composto chamado 3-O-methyl-D-glicose, que protege as células contra o
congelamento, permitiu que enxertos de ratos fossem preservados a 6 graus negativos sem

congela-los. Este método garantiu a preservacdo destes enxertos por trés dias em isquemia
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fria, e posterior transplantes desses enxertos com pelo menos trés meses de sobrevida
(BERENDSEN et al., 2014).

Os inibidores de transicdo da permeabilidade da mitocondria (MPT), também atingida
pela acdo dos ROS podem proteger da lesdo isquémica (LEMASTERS et al., 2002,
THERUVATH et al., 2008;ZHONG et al.,2008). Edaravone ¢ um exemplo de inibidor da
MPT, que pode agir através da inibicdo mitocondrial da formac&o de canais MPT, sustentando
niveis de ATP durante lesdo de isquemia/reperfusdo nos hepatdcitos, indicando protecéo
mitocondrial (ABE et al., 2004).

O tratamento oral com alfa-tocoferol, um analogo da vitamina E também atenua a
lesdo de isquemia/reperfusdo (RIGOTTI, 2007; PATEL et al., 2014). Na lesdo de isquemia
reperfusdo hepatica, pré-tratamento com alfa-tocoferol em ratos tem efeito protetor. (PATEL
etal., 2014).

Apesar dos progressos no entendimento do mecanismo de afecgfes em modelos
animais, o conhecimento da fisiopatologia na lesdo de isquemia/reperfusdo fria ou quente
ainda é precario (JAESCHKE; WOOLBRIGHT, 2012). Adicionalmente, a necessidade por
um melhor entendimento da lesdo de isquemia/reperfusdo € justificada pelo aumento
significante da lista de espera por um transplante de 6rgédos. Isto leva a uma estratégia mais
focado no aumento do “pool” de doadores, com 0 aproveitamento de enxertos com critérios
expandidos, como aqueles com esteatose ou provenientes de doadores de idade avangada
(PATEL et al., 2014).

O impacto dos radicais livres é documentado na hepatite viral, estatohepatite alcodlica
e ndo alcoodlica, doencas autoimunes, colestase, carcinoma hepatocelular e lesdes induzidas
por drogas. Consequentemente, antioxidantes sdo propostos como componentes promissores
para a prevencdo e o tratamento do dano hepatico. Terapia antioxidante & geralmente
protetora para células e em modelos animais para a maioria das doencas hepéticas
(BELLANTI et al., 2014).
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1.7 Glutamina

A glutamina, um aminoacido ndo essencial, é considerado um nutriente
condicionalmente essencial em estados de severas agressdes ao organismo e em algumas
enfermidades (ZHANG et al., 2013; WISCHMEYER et al., 2007). A glutamina tem se
mostrado benéfica na prevencdo da morbidade e mortalidade de pacientes criticos (ZHANG et
al., 2013; WISCHMEYER et al., 2007). A glutamina protege contra a lesdo de isquemia/
reperfusdo no intestino, coracdo e musculo esquelético por preservar a glutationa (GSH)
contida nos tecidos em modelos animais (SOZEN et al., 2011; HARWARD et al., 1994;
PREM et al.,1999). A glutamina é um precursor da sintese de acidos nucleicos e glutationa.
Ela € o principal combustivel para a rapida proliferacdo e divisdo celular de enterdcitos e
linfocitos. Ela pode manter o metabolismo das células da mucosa intestinal direta ou
indiretamente, promover a hiperplasia de células epiteliais do ileo e célon, mantendo a
estrutura e funcdo da mucosa intestinal do intestino delgado e reduzir o aumento da
permeabilidade intestinal (SCHEPPACH et al., 1994).

A glutamina € o mais abundante aminoacido livre no organismo e a principal fonte
provém do mdasculo esquelético de onde ele é liberado para a corrente sanguinea e
transportado para varios tecidos. (ESPOSITO et al., 2011). Ela tem sido utilizada em muitas
condicBes clinicas, como trauma ou queimadura, jejum prolongado e quimioterapia, para
prevenir enterocolite (ELIA; LUNN, 1997). Esse aminoacido ndo essencial parece agir ndo
apenas como um principal produto natural, mas também como marcador de ativacdo de
linfocitos no sistema imune como substrato para a producédo de glutationa (ROTH et al.,2002).
Estudos em animais revelam que a glutamina reduz o risco de dano celular por endotoxemia
ou isquemia (WISCHMEYER et al.,1997) e atenua a liberacdo de citocinas anti-inflamatorias,
TNF-alfa e interleucina-6 (IL-6) em animais sépticos e melhora a sobrevida. Glutamina induz
a expressdao de HSP70 em culturas de células animais (SINGLETON; WISCHWEYER,
2006), e em pacientes criticos (ZIEGLER et al., 2005).

Concentracbes de glutamina encontram-se diminuidas durante o estresse catabdlico e
estdo relacionadas a suscetibilidade a infec¢bes. Glutamina tem efeitos na reacdo redox
durante a proliferacdo dos linfocitos (MATES et al., 2002; CHANG et al., 1999). Por outro
lado, a glutamina pode aumentar significativamente o potencial redox NAD e o nivel de
NADH em células sanguineas falciformes (CHANG et al., 1999). Ela também € um inibidor
da excessiva producgdo de radicais livres como 6xido nitrico (NO) e superdxido conferindo

efeito cardioprotetor durante lesdo de isquemia/reperfusdo (KHOGALI et al., 1998). Além
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disto, glutamina ndo é apenas uma fonte de energia da mitocondria, mas é também um
precursor do neurotransmissor glutamato, que é utilizado na biossintese do antioxidante
celular glutationa. Desde que a glutamina é um precursor da glutationa, sua suplementacéo
pode ser usado para manter niveis altos de glutationa, evitando o dano do estresse oxidativo
(AMORES-SANCHEZ; MEDINA, 1999). Espécies reativas de oxigénio, como anions
superoxidos e peréxido de hidrogénio, funcionam como mensageiros intracelular ativando
entre outros, a apoptose, enquanto a glutamina é um supressor da apoptose (MATES et al.,
2002).

Os mecanismos da lesdo envolvem a ativacdo do estresse oxidativo, consequente a
hipoxia. Portanto, o enxerto hepético sofre os efeitos deletérios da liberacdo das espécies
reativas de oxigénio, que ndo sdo adequadamente neutralizados.

Vaérias substancias antioxidantes tém sido utilizadas para reduzir os efeitos do estresse
oxidativo no organismo e sendo estendido para diminuir a leséo de isquemia/reperfusdo. Os
antioxidantes tém sido aplicados também, para os 6rgdos que serdo transplantados. A
glutationa € um dos potentes antioxidantes do organismo que antagoniza os efeitos do estresse
oxidativo. A glutamina € precursora da glutationa e tem sido estudada em doses nutraceuticas
para prevenir estes danos no organismo.

Os efeitos benéficos da glutamina estdo sendo demonstrados em animais de
laboratorios, inclusive em érgdos utilizados para o transplante como o pancreas, pulmao, rim
e figado (ZHANG et al., 2013).

Nenhum estudo clinico, entretanto, analisou a glutamina em humanos submetidos ao
transplante hepaético.

Um evento crucial para o melhor aproveitamento dos 6rgdos para transplante é
justamente reduzir as graves lesbes do periodo de isquemia em que estes enxertos Sao
submetidos, seguidos da reperfusdo. A consequente lesdo de isquemia/reperfusdo no figado
ocasiona a disfuncdo deste enxerto, com reflexos na sobrevida deste 6rgdo. A disfungdo do
enxerto, sendo uma das principais causas de retransplante, leva a um aumento da morbi-
mortalidade pds-operatoria.

Segundo o0 Registro Brasileiro de Transplante da Associacdo Brasileira de
Transplantes de Orgdos (ABTO /2014), o Ceara é o terceiro Estado em maior nimero de
doacGes, com uma propor¢do de 23 doadores por milhdo de habitantes. Infelizmente, este
namero ainda estd muito aquém da necessidade dos pacientes que esperam na fila por 6rgaos
para transplante. Estes pacientes padecem de doenca hepatica terminal e sofrem com suas

terriveis repercussdes, como hemorragia digestiva, ascite, desnutrigdo, insuficiéncia renal e



42

encefalopatia. Todas estas complicagcdes impactam na qualidade de vida e na sobrevida desses
pacientes, existindo ainda um elevado e inconcebivel nimero de pacientes que falecem na
fila, sem conseguirem ser transplantados.

Tendo em vista a baixa proporcdo de doadores em relacdo a demanda dos pacientes
que necessitam do transplante hepéatico, sdo necessarios estudos que visem aumentar a
qualidade dos enxertos a serem transplantados. Dessa forma, tende-se a contribuir para um
melhor aproveitamento de 6rgaos e, provavelmente, diminuicdo da morbidade e mortalidade

poOs-operatoria.
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2 OBJETIVOS

Geral:
Avaliar o efeito do pré-condicionamento com L-alanil-glutamina na lesdo de

isquemia/reperfusdo no enxerto de pacientes submetidos ao transplante de figado.

Especificos:
Avaliar a funcdo hepética dos pacientes submetidos ao transplante hepatico apds o preé-

condicionamento com glutamina.
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3 METODO

3.1 Desenho do estudo

Foram avaliados 33 pacientes submetidos ao transplante hepatico no Servico de
Transplante Hepatico do Hospital Universitario Walter Cantideo (HUWC) da Universidade
Federal do Ceara (UFC), no periodo de 22/05/13 a 17/12/13. Todos o0s procedimentos foram
realizados pela mesma equipe de cirurgides e anestesiologistas. Os enxertos utilizados foram
de doadores falecidos.

Trata-se de um estudo prospectivo, randomizado e duplo cego. Os pacientes estudados
foram distribuidos em dois grupos:

Grupo 1 (l-alanil-glutamina) - apds celiotomia foi cateterizada a veia porta e
administrado  80ml de solugdo contendo 50g de L-alanil glutamina. Esse procedimento
ocorreu 40 minutos antes do inicio da isquemia fria.

Grupo 2 (controle) - apds celiotomia foi cateterizado a veia porta e administrado 80ml
de solucdo fisioldgica, 40 minutos antes do inicio da isquemia fria .

Em ambos os grupos, foram utilizados frascos idénticos e de mesma coloragdo para
administracdo da l-alanil-glutamina e para a solucdo de controle, para ndo ser possivel a
identificagdo visual de nenhuma das suas substancias.

O estudo foi aprovado pelo comité de ética e pesquisa da UFC, parecer 216.272, data
da relatoria 11/03/2013 (Anexo B).

Os critérios de exclusdo foram os doadores maiores que 70 anos e menores que 6 anos.
Os doadores oriundos de outras cidades, os casos de retransplante, os casos de hepatite
fulminante e os enxertos hepaticos com esteatose maior que 60% foram também excluidos.

O esquema de preservacdo utilizado foi idéntico em ambos os grupos. A solucdo de
preservacdo utilizada em ambos os grupos foi Custodiol. Durante a cirurgia no doador, era
infundido 2 litros pela aorta e 2 litros através da veia porta. Apds a retirada do enxerto
hepatico, era infundido mais 500ml na veia porta, 400 ml na artéria hepatica e 100 ml no
colédoco.

Foram colhidas amostras de sangue na aorta do doador e dosados AST, ALT, INR,
bilirrubina, para parametro inicial (SO) e foi realizada bidpsia no segmento Il do figado, para
parametro inicial. O fragmento hepatico retirado para bidpsia (BO) foi resfriado em nitrogénio

liquido e posteriormente congelado em freezer a -70 graus.
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Antes do inicio do transplante (S1), no inicio da isquemia quente (S2), no final do
procedimento do transplante (S3) e no 1° (S4), 3° (S5), 7° (S6) e 30° dia p6s-operatério (S7),
foram colhidos no sangue periférico dos pacientes transplantados amostras para dosagem de
AST, ALT, INR e bilirrubina total.

Foi realizada bidpsia de enxerto hepatico no inicio da isquemia quente (B1) e no final
do procedimento (B2). Esse tecido era congelado em nitrogénio liquido, e posteriormente,
mantido em freezer a -70° Celsius.

No tecido hepatico biopsiado, foram dosados o malonodialdeido (MDA), glutationa
(GSH), superoxido dismutase (SOD), proteina do choque térmico (HSP70) e fator nuclear
Kappa Beta (NFKB).

Foram analisados também os parametros: idade do receptor, idade do doador, sexo do
receptor, tempo de isquemia fria (TIF) e tempo de isquemia quente (T1Q) nos dois grupos.

As dosagens dos parametros bioquimicos do sangue do doador e receptor foram
realizadas no laboratério de andlises clinicas do Hospital Universitario Walter Cantideo
(HUWC) da Universidade Federal do Ceara (UFC) e os parametros de bidpsia hepatica foram
analisados no laboratorio de neurociéncia e comportamento da UFC.

O grau de esteatose foi verificado, apds a perfusdo, pela avaliagdo macroscopica do
enxerto hepético realizado pelo cirurgido captador. Este grau foi classificado em esteatose
<30% e em esteatose entre 30% a 60%. Quando na avaliacdo da equipe de cirurgides
captadores, 0 enxerto apresentava esteatose maior que 60%, ndo era utilizado para transplante.

Foi analisado a sobrevida do enxerto hepético e a mortalidade operatoria do paciente.

Peroxidacao lipidica

A peroxidacdo lipidica foi avaliada através do kit QuantiChrom TBARS (BioAssay
Systems). O preparo das amostras foi feito da seguinte forma: o homogenato tecidual (10%
em tampdo fosfato contendo inibidor de protease) foi sonicado por 20 seg. e, em seguida, 110
pL do homogenato e 220 pL de &cido tricloroacético 10% foram introduzidos em tubo de
ensaio e mantidos no gelo por 15 min. Ap6s a incubacdo, o material foi centrifugado a 14000
rpm por 15 minutos, o sobrenadante foi retirado e armazenado a - 80°C. No dia do ensaio
foram adicionados 200 pL amostra e 200 pL de &cido tiobarbitirico num tubo de ensaio
seguido de incubacdo por 60 minutos a uma temperatura variavel de 95 - 100°C. A solugéo
entdo foi retirada e colocada para esfriar, apds isso foi feita a leitura da absorbancia no
comprimento de 532nm. A curva padrdo foi obtida mediante leitura de varias concentraces
de malondialdeido (MDA) padréo e os resultados foram expressos em molaridade por mg de

tecido.
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Determinacéo da concentracéo da glutationa reduzida (GSH)

O método utilizado baseia-se na reacdo do reagente de Ellman (&cido 5,5'-ditiobis
(&cido 2-nitrobenzdico) - DTNB) com o tiol livre originando um dissulfeto misto mais acido
2-nitro-5-tiobenzoico com pico de absorbancia em 412 nm. A quantificacdo foi realizada
através do kit QuantiChrom Glutathione Assay Kit (BioAssay Systems). O preparo das
amostras foi feito da seguinte forma: o homogenato tecidual (10% em tampdo fosfato
contendo EDTA 1mM) foi sonicado por 20 seg., centrifugado a 10000 rpm por 15 minutos e o
sobrenadante foi retirado e armazenado a - 80°C. No dia do ensaio as amostras foram diluidas
(5 vezes em é&gua) e o protocolo seguiu as especificacdes do fabricante. A leitura da
absorbancia foi realizada no comprimento de 412nm, a curva padrdo foi obtida mediante
leitura de varias concentracdes de GSH padrédo e os resultados foram expressos em mol por
mg de tecido.

Dosagem da atividade da Superoxido Dismutase (SOD)

Neste ensaio o anion superdxido (O, fornecido por reacdo catalisada pela enzima
xantina oxidase, reage com WST-1 formando um composto com pico de absorbancia em 440
nm. Na presenca de SOD a reacdo com WST-1 é inibida. A quantificacdo foi realizada atraves
do kit QuantiChrom Superoxide Dismutase Kit (BioAssay Systems). O preparo das amostras
foi feito da seguinte forma: o homogenato tecidual (10% em tampé&o fosfato contendo EDTA
0,1mM e Triton X-100 0,5%) foi sonicado por 20 seg., centrifugado a 12000 rpm por 5
minutos e o sobrenadante foi retirado e armazenado a - 80°C. No dia do ensaio as amostras
foram diluidas (10 vezes no diluente fornecido pelo kit) e o protocolo seguiu as especificacdes
do fabricante. A curva padrdo foi obtida mediante leitura de varias concentracbes de SOD
padréo e os resultados foram expressos em unidades de enzima por mg de tecido.

Quantificacdo de HSP70 e NFkB

As quantificacbes de HSP70 e NFkB hepaticos foram realizadas pelos kits de ELISA
SEA873Hu e SEB824Hu, respectivamente, da Cloud-Clone Corp. O homogenato tecidual
(10% em tampdo fosfato) foi sonicado por 20 seg., centrifugado a 5000 rpm por 5 minutos e o
sobrenadante foi retirado e armazenado a - 80°C. No dia do ensaio as amostras foram diluidas
(10 vezes no diluente fornecido pelo kit) e os protocolos seguiram as especificacdes do

fabricante. Os resultados foram expressos em ng de HSP70 ou NFkB por mg de tecido.
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3.2 Hepatectomia do doador

A retirada do enxerto hepatico foi realizada pela mesma equipe de cirurgides do
Servico de Transplante Hepatico da UFC e seguindo as recomendacdes da ABTO para
captacdo de multiplos 6rgéos.

Primeiramente foi realizada uma incisdo do apéndice xifoide a sinfise pubica no
doador falecido. O enxerto hepatico foi avaliado, quanto a sua textura, coloracdo e grau de
esteatose hepatica. Realizava-se a cateterizacdo da veia porta, com sonda de Levine niumero
12, atraves da dissec¢do da veia mesentérica inferior (VMI) ou da veia mesentérica superior,
no caso de haver dificuldade técnica na cateterizacdo da VMI. Foi administrada através desta
sonda 80 ml da solucdo de glutamina ou de solugédo salina, conforme a ordem aleatoria deste
estudo.

Apos a heparinizagdo do doador com 300 U/Kg de peso, a aorta distal foi cateterizada
com sonda de Levine numero 20, préximo a bifurcacdo das artérias iliacas. Apds a ligadura da
aorta supra celiaca, foi iniciada a perfusdo do 6rgédo do seguinte modo: perfusdo da aorta com
2 litros de solucdo de Custodiol a 4°C e perfusdo de 2 litros de solucdo de Custodiol a 4°C
pela veia porta (“in situ”) e mais 1 litro de solugdo Custodiol a 4°C depois de retirado o
enxerto hepético, sendo 500ml na veia porta, 400 ml na artéria hepatica e 100 ml do colédoco.
A juncdo da veia cava — atrio direito foi seccionada na cavidade pericardica para drenagem
livre e a veia cava infra-renal ligada para evitar que o retorno venoso aguecesse 0s 0rgaos.

O inicio da perfusdo do 6rgdo coincide com o inicio da isquemia fria. O tempo de
isquemia fria (TIF) é definido, entdo, como o tempo decorrido do inicio da perfusdo gelada no
doador até a retirada do 6rgdo do acondicionamento gelado para ser transplantado no receptor.

3.3 Transplante do Receptor pela técnica de Piggyback .

O transplante hepéatico de todos os pacientes foi realizado segundo a técnica de
“piggyback’”, que consiste na retirada do enxerto hepatico com preservacdo da veia cava do
receptor. A técnica de piggyback tem a vantagem de evitar os efeitos danosos do
clampeamento total da veia cava e suas repercussdes. Todos os transplantes foram realizados
pela mesma equipe de cirurgides do Servico de Transplante Hepéatico do Hospital
Universitario Walter Cantidio da UFC (GARCIA et al., 2005).

O procedimento foi iniciado através de uma incisdo subcostal bilateral com extensao

mediana. Em seguida, as estruturas do pediculo hepatico foram dissecadas com ligadura da
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artéria hepética direita e esquerda, ducto colédoco e posteriormente a veia porta. O fluxo
portal é mantido o maior tempo possivel para evitar congestdo esplancnica. Realizou-se a
ligadura das veias hepaticas e a hepatectomia total com preservacao da veia cava.

O enxerto hepatico é retirado do acondicionamento gelado e posicionado sobre o
campo operatério, iniciando-se assim a isquemia quente. Foi realizado a anastomose da veia
cava do enxerto com as trés veias hepaticas do receptor. Em seguida, procedia-se a
anastomose da veia porta do enxerto com a veia porta do receptor. Ap6s o término desta
anastomose, a veia cava infra-hepatica do enxerto era ligada. Em seguida, era liberado o
pincamento da veia cava e veia porta, iniciando-se a reperfusdo do 6rgdo e encerrando a fase
anepaética.

O tempo de isquemia quente (TIQ) é iniciado quando o enxerto é posicionado no
campo operatorio, fora do acondicionamento gelado, e termina quando ocorre a reperfusdo do
figado.

A reconstrucdo da artéria foi realizada com auxilio de lupas. A primeira opcédo era a
anastomose da artéria celiaca do doador com a bifurcacdo das artérias gastroduodenal e
hepética prépria. Outras op¢des foram as anastomoses ao nivel da bifurcacdo das artérias
hepéticas, direita e esquerda. Apos a perfusdo arterial, colecistectomia e anastomose término-
terminal do ducto colédoco, finalizando o transplante hepético.

3.4 Analise Estatistica

Para comparacdo entre os grupos foram utilizados os seguintes testes: qui-quadrado
para avaliar sexo e grau de esteatose; teste t de Student para idade, INR, tempo de isquemia
fria e tempo de isquemia quente; teste de Mann Whitney para AST, ALT, bilirrubina total e
MELD. As analises de medidas repetidas foram realizadas utilizando o teste de Friedman
seguido do teste de Dunn. Em todos os testes o critério de significancia adotado foi de p <
0,05. O programa de computador usado foi Graph Pad Instat® 5.0.
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4 RESULTADOS

4.1 Caracteristicas dos doadores

A idade média do doador no grupo controle foi de 40,8 ( DP £15,6 EP+3,8), variando
de 16 a 69 anos e no grupo com glutamina foi de 33,8 (DP+ 20,5 EP+5.1 ), variando de 7 a 67
anos. Esta diferenca nao foi significante (p=0,28).

Os enxertos hepaticos, tanto do grupo controle quanto do grupo glutamina, tiveram
esteatose menor que 30% em 94% dos casos e em 6% dos casos esteatose entre 30% a 60%.

No grupo glutamina ocorreu um Obito por sepse grave e um paciente foi submetido a
retransplante por ndo funcdo primaria do enxerto, evoluindo para 6bito. Portanto, no grupo
glutamina houve dois 6bitos e uma ndo funcdo do enxerto. No grupo controle, também houve
dois 6bitos, um por ndo funcdo do enxerto e o outro por sepse. Neste grupo controle, ocorreu
um retransplante por ndo funcgdo do enxerto. A sobrevida do enxerto e a mortalidade foram
semelhantes nos dois grupos.

A média da AST (aspartato aminotransferase) no doador do grupo controle foi de
154,3 U/dl (DP+ 218,1 EP 56,3 ) e no doador do grupo glutamina foi de 147,1 (DP+212, 4
EP+54,3 ) . A ALT (alanina aminotransferase) no grupo controle do doador teve média de
136,9 (DP + 182,5 EP+27,1) e no grupo glutamina do doador foi 76,73 ( DP+93,36 EP+27,1).
N&o houve diferenca entre os dois grupos p = 0,6449 e p = 0,4926, respectivamente.

O valor da bilirrubina do doador no grupo controle variou de 0,14 mg/ml a 1,47mg/ml,
com média de 0,56mg/ml (DP * 0,38 EP+0,10) e mediana de 0,45mg/ml. No grupo
glutamina o valor variou de 0,2mg/ml a 3,82mg/ml com média de 0,91mg/ml (DP + 0,94
mg/ml EP+0,25) e mediana de 0,66 mg/ml. Sem diferenca entre os grupos (p = 0,3477).

O valor do INR ( International Normalized Ratio) no doador do grupo controle teve
média de 1,36 (DP + 0,24 EP+0,06) e no grupo glutamina de 1,23 (DP+ 0,08 EP+0,02) com p
=0,1643, mostrando semelhanga estatistica dos dois grupos.

Os dados referentes ao doador encontram-se sistematizados na Tabela 1.
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Controle Glutamina valor de p
N 17 16
Idade média + EPM 40,8+ 3,8 338+£51 p = 0,2807
min - max 16 - 69 7-67
Esteatose 94% <30 94% <30 p = 0,9647
6% 30-60 6% 30-60
AST (U/dL) média + EPM 154,3 + 56,3 147,1 + 54,84 p = 0,6449
mediana (min - max) 84 (13 - 885) 60 (21 - 660)
ALT (U/dL) média + EPM 136,9+47,1 76,73 £27,1 p =0,4926
mediana (min - max) 46 (11 - 591) 36 (15 - 318)
INR média £ EPM 1,36 + 0,06 1,23 + 0,02 p=0,1643
Bilirrubina total média = EPM. 0,56 £ 0,10 0,91+0,25 p=0,3477

(mg/mL)

mediana (min - max)

0,45 (0,14 - 1,47)

0,66 (0,2 - 3,82)

AST: aspartato aminotransferase; ALT: alanina aminotransferase ; INR: international normalised ratio;

min: minimo; max: maximo; EPM: erro padrdo da média.

4.2 Caracteristicas dos receptores

Nos pacientes submetidos ao transplante hepatico (receptores) a média de idade foi
semelhante nos dois grupos ( p =0,2831). No grupo controle a média de idade foi de 56,4 anos
(DP+14,7 EP+3,6) e no grupo glutamina a média foi de 50,6 (DP + 15,7 EP+3,9).

Quanto ao sexo do paciente transplantado também ndo houve diferenca entre 0s
grupos, sendo 41% do sexo feminino no grupo controle e 38% sexo feminino do grupo
glutamina (p=0,8290).

Né&o houve diferenga estatistica no escore MELD nos dois grupos (p=0,96). A média
no grupo controle foi de 21,1 (DP£1,9 EP+0,5) com mediana de 20 e no grupo glutamina a
média foi de 20,4 (DP£2,7 EP+0,7) e mediana de 20.

A AST dos pacientes transplantados do grupo controle foi aferida média de 87,8 U/dI
(DP+ 80,02 EP£20,7) e no grupo glutamina a meédia de 136,4 U/dl (DP+ 209,4 EP+54,1),
mediana de 72 u/dl e 71U/dl, respectivamente e sem predominancia estatistica de nenhum
grupo (p =0,7051).
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A ALT dos receptores do grupo controle a media foi de 53,73 U/dl (DP+ 45,61
EP+11,8) e mediana de 38 U/dl e no grupo glutamina a média foi de 103,6 U/dl (DP + 143,4
EP+35,9) e mediana de 73 U/dl com p = 0,2199, ndo houve diferenca entre 0s grupos.

O valor do INR dos receptores entre os dois grupos foi semelhante (p = 0,4096). No
grupo controle a média foi de 1,71 (DP + 1,21 EP+0,17) e no grupo glutamina a média foi de
1,55 (DP + 1,21 EP+0,09). Semelhanca também foi verificada no nivel de bilirrubina dos
dois grupos (p = 0,9159). A média no grupo controle foi de 4,43 mg/ml(DP + 3,73 EP£0,09) e
no grupo glutamina de 5,66 mg/ml (DP + 7,32 EP+1,8) com mediana 3,61 mg/ml (0,43 -

12,87) e de 2,19mg/ml (1,22 - 27,66) respectivamente.

Os dados dos pacientes transplantados s&éo mostrados na Tabela 2.

Tabela 2 - Caracteristicas dos receptores.

Controle Glutamina valor de p
N 17 16
Sexo (%
feminino) 41 38 p =0,8290
Idade média £ EPM 56,4 £ 3,6 50,6 +3,9 p =0,2831
min - max 21-70 15-70
AST (U/dL) média + EPM 87,8 + 20,7 136,4 £ 54,1 p=0,7051
mediana (min - max) 72 (20 - 342) 71 (30 - 869)
ALT (U/dL) média + EPM 53,7+11,8 103,6 + 35,9 p=0,2199
mediana (min - max) 38 (17 - 167) 73 (13- 618)
Meld média £ EPM 21,1+05 20,4 £0,7 0 = 0,6640
mediana (min - max) 20 (20 - 27) 20 (14 - 24)
INR média + EPM 1,71 £0,17 1,55+ 0,09 p =0,4096
Bilirrubina total média + EPM 44+09 56618 p =0,9159
(mg/mL) mediana (min - max) 3,6(0,4-129) 2,2 (1,2-27,7)

AST: aspartato aminotransferase; ALT: alanina aminotransferase INR: international normalised ratio;

MELD: Model for and-stage liver; min: minimo; max: maximo; EPM: erro padrdo da média.

O tempo de isquemia fria no grupo controle foi em média de 295,3 minutos (DP *
63,16) e em média de 263,5 minutos (DP + 99,23). No grupo glutamina, o tempo de isquemia
quente foi em média de 27,75 minutos (DP+£ 4,61) e de 28,94 minutos (DP+ 4,31). Quando
comparado os dois grupos, ndo houve diferencas tanto na isquemia fria (p = 0,2889) quanto

na isquemia quente (p = 0,2831), mostrado na Tabela 3.
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Tabela 3 - Tempo de isquemia.

Controle Glutamina valor de p
Tempo de isquemia fria (min) 295,3+63,16 263,5+99,23 p=0,2889
Tempo de isquemia quente( min) 27,75+ 4,61 28,94 + 4,31 p =0,2831

Ocorreu um aumento de AST em ambos 0s grupos em S2, S3, S4, em relacdo a S1.
(Tabela 4A).

Tabela 4A. Valores de AST dos grupos controle e glutamina nos diferentes tempos

comparando com S1 (antes do inicio do transplante).

AST (U/dL)
Controle Glutamina

Amostra N=12 valor de p N=12 valor de p
S1 96 + 25 p > 0,05 159 + 66 p > 0,05
S2 1268 £ 271 a *p<0,05 2080+ 493 b *p<0,001
S3 1555+ 263 a *p<0,001 2542 +534 b *p < 0,0001
S4 1875+ 638 a *p<0,05 1729 £ 598 b *p<0,01
S5 909 +436 p > 0,05 779 + 384 p > 0,05
S6 86 +21 p > 0,05 104 + 23 p > 0,05
S7 39+6 p > 0,05 65 + 23 p > 0,05

AST: aspartato aminotransferase; S1: antes do inicio do transplante; S2: inicio da isquemia
quente; S3: final do transplante; S4: primeiro dia pds-operatério (PO); S5: 3° dia PO; S6: 7°
dia PO; S7: 30° dia PO. Os valores representam a média £ EPM. a vs S1 controle, b vs S1
glutamina, testes de Friedman e de Dunn.

Em nenhum dos momentos, o grupo glutamina apresentou diferenca em relacdo a

AST, comparando-se ao grupo controle (Tabela 4 B).



53

Tabela 4B. Valores de AST comparando grupo controle versus grupo glutamina nos
diferentes tempos.

AST (U/dL)
Controle Glutamina
Amostra N=12 N=12 valor de p
S1 96 + 25 159 + 66 p > 0,05
S2 1268 + 271 2080 £ 493 p > 0,05
S3 1555 + 263 2542 £ 534 p > 0,05
S4 1875 + 638 1729 £ 598 p>0,05
S5 909 £436 779 £ 384 p > 0,05
S6 86 + 21 104 £ 23 p> 0,05
S7 39+6 65 + 23 p > 0,05

AST: aspartato aminotransferase. S1: antes do inicio do transplante; S2: inicio da isquemia
quente; S3: final do transplante; S4: primeiro dia pds-operatério (PO); S5: 3° dia PO; S6: 7°
dia PO; S7: 30° dia PO. Os valores representam a média £ EPM. Testes de Kruskal-Wallis e
de Dunn.

Ocorreu um aumento de ALT em ambos 0s grupos em S2, S3, S4, S5 em relagéo a S1.
(Tabela 5A).

Tabela 5A. Valores de ALT dos grupos controle e glutamina nos diferentes tempos
comparando com S1 (antes do inicio do transplante).

ALT (U/dL)
Controle Glutamina

Amostra N=10 valor de p N=14 valor de p
S1 63+ 17 p > 0,05 115 + 40 p>0,05
S2 915+ 158 a *p<0,001 1319+230b *p <0,0001
S3 1034 £ 139 a *p <0,0001 1403+235b *p <0,0001
S4 1369+ 319a *p<0,001 1070 £ 206 b *p<0,001
S5 1024 +179a *p<0,01 872+186 b *p<0,01
S6 280 + 29 p > 0,05 262 + 45 p > 0,05
S7 60,7 +8 p > 0,05 102 + 26 p > 0,05

ALT: alanina aminotransferase. S1: antes do inicio do transplante; S2: inicio da isquemia
quente; S3: final do transplante; S4: primeiro dia pds-operatorio (PO); S5: 3° dia PO; S6: 7°
dia PO; S7: 30° dia PO. Os valores representam a média + EPM. Testes de Kruskal-Wallis e
de Dunn.
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Em nenhum dos momentos o grupo glutamina apresentou diferenca em relagcdo a ALT,

comparando-se ao grupo controle (Tabela 5B).

Tabela 5B. Valores de ALT comparando grupo controle versus grupo glutamina nos

diferentes tempos.

ALT (U/dL)
Controle Glutamina
Amostra N=10 N=14 valor de p
S1 63+ 17 11540 p>0,05
S2 915+ 158 1319 + 230 p>0,05
S3 1034 = 139 1403 = 235 p> 0,05
S4 1369 = 319 1070 = 206 p> 0,05
S5 1024 £ 179 872 £ 186 p>0,05
S6 280 = 29 262 £ 45 p> 0,05
S7 60,7 £ 8 102 + 26 p > 0,05

ALT: alanina aminotransferase; S1: antes do inicio do transplante; S2: inicio da

isquemia quente; S3: final do transplante; S4: primeiro dia pos-operatério (PO); S5: 3° dia
PO; S6: 7° dia PO; S7: 30° dia PO. Os valores representam a média £ EPM. Testes de

Kruskal-Wallis e de Dunn.

Houve aumento do INR no grupo controle em S3 e do INR em S2 e S3, do grupo

glutamina, em relacdo a S1 (Tabela 6A).

Tabela 6A. Valores de INR dos grupos controle e glutamina nos diferentes tempos

comparando com S1 (antes do inicio do transplante).

Controle Glutamina
Amostra N=13 valor de p N=12 valor de p
S1 1,61+0,16 p > 0,05 148+0,11 p > 0,05
S2 2,13+0,15 p > 0,05 4,72+1,13b *p<0,01
S3 2,56 +0,27a *p<0,01 2,77+0,67Db *p<0,01
S4 2,30 £ 0,37 p > 0,05 2,69 + 0,68 p > 0,05
S5 1,40+ 0,09 p > 0,05 1,49 + 0,26 p>0,05
S6 1,20 £ 0,05 p > 0,05 1,17 £ 0,06 p > 0,05

INR: international normalised ratio. S1: antes do inicio do transplante; S2: inicio da

isquemia quente; S3: final do transplante; S4: primeiro dia pos-operatério (PO); S5: 3° dia

PO; S6: 7° dia PO. Os valores representam a média + EPM. a vs S1 controle, b vs S1

glutamina, testes de Friedman e de Dunn.
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Em nenhum destes momentos, o grupo glutamina apresentou diferenca em relacéo a

INR comparando-se ao grupo controle. (Tabela 6B).

Tabela 6B. Valores de INR comparando grupo controle versus grupo glutamina nos diferentes

tempos.

INR
Controle Glutamina
Amostra N=13 N=12 valor de p
S1 161+0,16 1,48 +0,11 p>0,05
S2 2,13+0,15 472+1,13 p> 0,05
S3 2,56 £ 0,27 2,77 £ 0,67 p > 0,05
S4 2,30 £ 0,37 2,69 + 0,68 p> 0,05
S5 1,40+ 0,09 1,49 + 0,26 p> 0,05
S6 1,20 + 0,05 1,17 + 0,06 p > 0,05

INR: international normalised ratio. S1: antes do inicio do transplante; S2: inicio da

isquemia quente; S3: final do transplante; S4: primeiro dia pos-operatério (PO); S5: 3° dia

PO; S6: 7° dia PO. Os valores representam a média = EPM. Testes de Kruskal-Wallis e de

Dunn .

Houve diminuicdo da bilirrubina em S7 em ambos os grupos em relagdo a S1. (tabela

7A).

Tabela 7A. Valores de bilirrubina total dos grupos controle e glutamina nos diferentes tempos

comparando com S1 (antes do inicio do transplante).

Bilirrubina total (mg/mL)

Controle Glutamina
Amostra N= 10 valor de p N=11 valor de p
S1 4,89 +1,02 p > 0,05 3,61 + 0,96 p > 0,05
S2 3,25+ 0,35 p > 0,05 3,19+ 0,54 p > 0,05
S3 3,25+0,43 p > 0,05 3,79 £0,57 p>0,05
S4 6,03+ 2,54 p > 0,05 4,21 £0,90 p>0,05
S5 593+2,16 p>0,05 3,76 £1,05 p > 0,05
S6 6,52 +1,92 p>0,05 453+1,80 p > 0,05
S7 161+041a *p<0,01 1,32+0,35b *p<0,05

S1: antes do inicio do transplante; S2: inicio da isquemia quente; S3: final do transplante; S4:
primeiro dia p6s-operatdrio (PO); S5: 3° dia PO; S6: 7° dia PO; S7: 30° dia PO. Os valores
representam a média £ EPM. a vs S1 controle, b vs S1 glutamina, testes de Friedman e de

Dunn.
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Em nenhum destes momentos, o grupo glutamina apresentou diferenca em relacéo a
bilirrubina comparando-se ao grupo controle. (Tabela 7B).

Tabela 7B. Valores de bilirrubina total comparando grupo controle versus grupo glutamina
nos diferentes tempos.

Bilirrubina total (mg/mL)

Controle Glutamina
Amostra N=10 N=11 valor de p
S1 4,89+ 1,02 3,61 £0,96 p > 0,05
S2 3,25+0,35 3,19+0,54 p > 0,05
S3 3,25+0,43 3,79 £ 0,57 p > 0,05
S4 6,03 + 2,54 4,21 +0,90 p> 0,05
S5 593+2,16 3,76 £ 1,05 p> 0,05
S6 6,52 +1,92 453+1,80 p> 0,05
S7 161+041 1,32 £0,35 p > 0,05

S1: antes do inicio do transplante; S2: inicio da isquemia quente; S3: final do transplante; S4:
primeiro dia pos-operatdrio (PO); S5: 3° dia PO; S6: 7° dia PO; S7: 30° dia PO. Os valores
representam a media + EPM. Testes de Kruskal-Wallis e de Dunn.

A média da concentragdo tissular de glutationa no enxerto hepético em B0, B1 e B2
no grupo controle foi de 37,35 micromol/ml (DP+11,21 EP + 3,11); 20,47 micromol/ml
(DP+6,056 EP+1,68); 20,13 micromol/ml (DP£11,88 EP+ 3,295), respectivamente. No grupo
glutamina foi de 50,41micromol/ml (DP£15,85 EP + 4,395); 21,58 micromol/ml (DP+8,014
EP+2,223); 25,50 micromol/ml (DP£15,17 EP£4,208), respectivamente.
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N&o houve diferenga na concentracao tissular de glutationa no enxerto hepatico em
BO, B1, B2, comparando os dois grupos (Figura 6A).

Figura 6A — Concentracdo tissular de glutationa em B0, B1, B2,comparando 0s

grupos controle e glutamina
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Os valores representam a média = EPM. N = 13 (controle) N= 13 (glutamina). Testes
de Kruskal-Wallis e Dunn. , p < 0,05. BO:bidpsia inicio da captacdo de multiplos érgdos, B1:

bidpsia inicio da isquemia quente, B2:biopsia final do transplante.
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No grupo controle ocorreu uma diminui¢do da concentragéo tissular de glutationa no
enxerto hepatico em B1 comparando-se com BO ( p < 0,001), e em B2 comparando-se com
BO ( p<0,01). No grupo glutamina ocorreu também diminuicdo da concentracdo de glutationa
em B1 comparando-se com B0 ( p<0,01), e em B2 comparando-se com BO (p<0,001) (Figura
6B).

Figura 6B — Concentracao tissular de glutationa no enxerto hepatico em B0, B1, B2

nos grupos controle e glutamina versus BO.
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Os valores representam a média + EPM. N=13 (controle) N=13 (glutamina). Controle,
a ,B1 vs BO (p<0,001); a, B2 vs BO (p<0,01). Glutamina, b, B1 vs BO (p<0,01); b, B2 vs BO
(p<0,001) , testes de Friedman e de Dunn. . BO:bidpsia inicio da captacdo de multiplos 6rgéos,

B1: biopsia inicio da isquemia quente, B2:bidpsia final do transplante.

A média da concentracdo tissular de MDA no enxerto hepético, no grupo
controle, foi a seguinte: BO: 104 micromol/ml (DP+95,99 EP+26,92); B1: 342,0 micromol/ml
(DP£229,4 EP+63,63); B2: 158,7 micromol/ml (DP+182,9 EP+50,72). No grupo glutamina, a
média foi a seguinte: BO: 123,8 micromol/ml (DP+101,1 EP+28,03); B1:340,9 micromol/ml
(DP+171,4 EP+47,53); B2:84,62 micromol/ml (DP+36,91 EP+10,24) .
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As concentracbes de MDA no enxerto hepatico sdo semelhantes comparando-se 0s
dois grupos, controle e glutamina, em B0, B1 e B2 (Figura 7A).

Figura 7A — Concentracdo tissular de MDA no enxerto hepatico comparando os dois

grupos, controle e glutamina.

500

S [ controle
8 400 T 1 Gclutamina
" T

) l l

OSOO'

£

o 200F

2 T

IS T I l

~ 100}

< e

o

=

BO B1 B2

Os valores representam a média + EPM. N=13 (controle) N=13 (glutamina). Testes de
Kruskal-Wallis e de Dunn, p <0,05. BO:biopsia inicio da captacdo de maultiplos érgdos, B1:

bidpsia inicio da isquemia quente, B2:bidpsia final do transplante.
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No grupo controle, em B1 ocorre um aumento da concentragdo do MDA no enxerto
hepético versus BO (p<0,01), e em B2 ndo houve diminui¢do versus BO (Figura 7B).

No grupo glutamina, ndo houve aumento da concentracio do MDA no enxerto
hepatico em B1 versus BO e em B2, houve uma diminuicdo de MDA, em relacdo a BO
(p<0,001) (Figura 7B).

Figura 7B — Concentracéo tissular de MDA no enxerto hepatico nos grupos (controle

e glutamina) versus BO
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Os valores representam a média + EPM. N=13 (controle) N=13 (glutamina). Controle,
a, B1 vs BO ( p<0,01). Glutamina, ¢, B2 vs BO ( p<0,001), testes de Friedman e Dunn. n.s.=
ndo significativo (p>0,05). BO0:bidpsia inicio da captacdo de multiplos 6rgaos, B1: bidpsia

inicio da isquemia quente, B2:bidpsia final do transplante.

A média da concentracdo tissular de SOD no enxerto hepatico do grupo controle em
BO, B1, B2 foi 0,24 unidades/miligrama (U/mg) (DP+0,01 EP+0,004) ; 0,2780 U/l (DP+0,057
EP+0,0255) ; 0,3000 (DP+0,412 EP+0,018) , respectivamente. A média da SOD no tecido
hepético do grupo glutamina, em B0, B1, B2 foi de 0,24 U/mg (DP+0,061 EP+0,023); 0,2929
U/mg (DP+0,411 EP + 0,015); 0,2871 U/mg (DP+6,225 EP+0,059); respectivamente.
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A concentracdo tissular de SOD no enxerto hepatico foram semelhantes em B0, Bl e

B2 nos grupos controle e glutamina (Figura 8).

Figura 8 — Concentragdo tissular de SOD no enxerto hepatico nos grupos controle e

glutamina
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Os valores representam a média + EPM. N=5 (controle) N=7 (glutamina), p<0,05.
teste ANOVA. BO:bidpsia inicio da captacdo de multiplos 6rgdos, B1: bidpsia inicio da
isquemia quente, B2:bidpsia final do transplante.

A média da concentracgdo tissular da HSP no enxerto hepatico, no grupo controle em
BO, foi 240,9 nanograma/grama (ng/g) (DP+21,94 EP + 5,865); em B1 foi 238,8 ng/g
(DP+14,87 EP+ 3,975); em B2 foi 226,8 ng/g (DP+51,87 EP+ 13,860). No grupo glutamina,
esta média em BO foi 240.9 ng/g (DP 14,46 EP+ 3,734); em B1 foi 229,7 ng/g (DP+24,37
EP+ 6,292) e em B2 234,3 ng/g (DP£29,08 EP+ 7,509).
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A concentragdo tissular de HSP 70 no enxerto hepatico foi semelhante nos dois grupos

em B0, B1, B2 (Figura 9).

Figura 9 - Nivel de HSP 70 nos grupos Controle e Glutamina
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Os valores representam a média + EPM. N=14 (controle) N=15 (glutamina), p<0,05.

Testes de Friedman e Dunn. BO0:bidpsia inicio da captacdo de maltiplos 6rgdos, B1: bidpsia

inicio da isquemia quente, B2:bidpsia final do transplante.

Quanto a concentracdo tissular de NFKB no enxerto hepético no grupo controle, a

média expressa em nanogramas/grama de tecido foi em BO: 16,52 (DP+2,141 EP+0,595); em
B1: 16,70 (DP+1,488 EP+0,412); em B2: 15,17 (DP+4,317 EP+1,197). No grupo glutamina,
a média em BO: 17,21 (DP+1,462 EP+0,390); em B1: 16,51 (DP+1,909 EP+0,510); em B2:

15,54 (DP+3,387 EP£0,905).
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A concentragdo tissular de NFkB no enxerto hepatico foi semelhante nos trés
momentos, nos dois grupos (Figura 10).

Figura 10 — Concentracdo tissular de NFkB no enxerto hepatico nos grupos Controle
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Os valores representam a média + EPM. N=13 (controle) N=14 (glutamina), p<0,05.
Testes de Friedman e Dunn. BO:biopsia inicio da captacdo de maultiplos érgédos, B1: biopsia

inicio da isquemia quente, B2:bidpsia final do transplante.
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5 DISCUSSAO

O presente estudo é prospectivo, randomizado e duplo cego. Os dois grupos se
mostraram semelhantes nas variaveis analisadas, como a idade do doador, idade do receptor,
tempo de isquemia fria, tempo de isquemia quente, solucdo de preservacao utilizada e até
mesmo variacOes técnicas. Dessa forma, ndo houve interferéncias dos parametros pesquisados
na analise dos dados.

A dose de 50 gramas de L-alanil-glutamina, utilizada no presente estudo, foi baseado
no trabalho de Alves et al. (2010) que descreveu resultados promissores em minimizar a
lesdo de isquemia/reperfusdo dos membros inferiores de pacientes submetidos a
revascularizacdo. Supbe-se que esta dose pode ser aplicAvel no enxerto hepatico,
independente do peso do doador.

As transaminases hepaticas sdo utilizadas para avaliar a gravidade da lesdo hepatica
pos-lesdo de isquemia/reperfusdo (CHU et al., 2013). Ocorre aumento, em maior ou menor
grau, apos a I/R, a depender de uma série de fatores, como por exemplo, a esteatose hepatica,
aumento do tempo de isquemia quente e do tempo de isquemia fria, conforme artigo de
revisdo de 1314 artigos realizado por Chu et al.(2013). Recentes estudos mostram que o
diagnéstico de disfuncdo do enxerto pode ser conferido até o 7° dia pos-operatério.
(MARING, 2005). Nesse presente estudo, foram dosadas as transaminases, bilirrubinas e INR
no transoperatério, no 1° PO, no 5° PO, no 7° PO e no 30° PO, conferindo assim mais
fielmente o diagndstico de disfuncéo do enxerto hepatico.

Conforme j& descrito por Tsai et al. (2014) demonstrando os efeitos da
isquemia/reperfusdo do figado, nesse presente estudo as transaminases no grupo controle e no
grupo da glutamina foram semelhantes, observando-se uma elevagdo no inicio da isquemia
guente (ou seja, logo apods o periodo de isquemia fria) com uma tendéncia a elevacdo nos pos-
operatdrio precoce e a normalizacdo dos valores no pds-operatorio tardio. Isto reflete o efeito
da lesdo de isquemia/reperfusdo inicial, causando uma disfuncdo do enxerto transitéria em
ambos os grupos. A glutamina, entretanto, ndo exerceu efeito minimizador destes efeitos, em
nenhum dos momentos, nesse presente estudo.

Ikegami et al. (2012), propds um novo conceito para disfuncdo de enxerto hepatico
apos transplante intervivos caracterizado por hiperbilurrubinemia prolongada. Valores de
bilirrubina acima de 20 mg/dl por sete dias pos-operatdrio consecutivos correlaciona-se com

disfuncdo priméria do enxerto (DPE) e aumento da mortalidade precoce. Mostrou também
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que nenhum fator isolado como o INR, quantidade de ascite e nivel de amonia influenciou a
mortalidade. Os pacientes com DPE apresentaram INR > 2 e coagulopatia.

Os valores de bilirrubina nesse estudo aumentaram nos dois grupos, na fase inicial e se
normalizaram ao longo do tempo decorrido, como é esperado apds o periodo de isquemia
hepética, conforme também mostrado por Ikegami et al. (2012). A glutamina ndo influenciou
os valores de bilirrubina nos dois grupos.

O valor do INR foi semelhante nos dois grupos. Portanto, a glutamina ndo teve
influencia nos resultados.

Os dados dos parametros bioquimicos de funcdo hepatica que foram semelhantes,
refletem a sobrevida do enxerto e a mortalidade operatoria, que foi a mesma nos dois grupos.

Sozen et al. (2011) avaliando 30 figados de ratos submetidos a isquemia/reperfusao
com um grupo tratado com glutamina (0,75/Kg), e avaliando enzimas hepaticas (AST, ALT),
desidrogenase lactica, capacidade total oxidante (TAC), catalase (CAT), status total oxidativo,
index estresse oxidativo (OSI), oxidativo estresse total (TOS) e mieloperoxidase (MPO)
medidos no tecido hepéatico, demonstraram que as transaminases, TOS, OSI, e MPO foram
menores no grupo tratado com glutamina, ressaltando o efeito protetor desse aminoacido no
figado.

Na literatura pesquisada, esse estudo € o primeiro realizado com transplante hepatico
em humanos. No presente experimento, a glutamina ndo reduziu os niveis séricos das
transaminases hepaticas, os valores de bilirrubina e do INR. A funcdo hepatica no pos-
operatorio inicial e até o 30° PO quando comparados os dois grupos, ndo foi influenciada pela
administracdo de glutamina. As razdes para isto precisam ser melhor estudadas em ensaios
clinicos futuros. O presente estudo evidencia resultados diferentes dos estudos realizados em
animais por Sozen et al. (2011) e por Stangl et al. (2011) que mostraram melhorar as provas
laboratoriais de funcéo hepatica (ALT, AST, bilirrubina e INR) ap6s a infusdo de glutamina.

Ainda ndo existem estudos em transplante hepatico humano relacionado com a
glutamina para que possamos entender mais adequadamente este fenémeno. Maring (2005)
refere que diferentes fatores podem influenciar a disfuncdo do enxerto e que esses
mecanismos sdo pouco entendidos. Sugere-se, entdo, que em pacientes candidatos ao
transplante hepatico, existem fatores dos receptores que desempenham um importante papel
no desenvolvimento da funcdo do enxerto pds-operatoria, como a funcdo renal prévia,
diagndstico e estagio da doenca hepética, condi¢des intra-operatorias, tempo de isquemia fria
e perda sanguinea. No doador, os efeitos da morte cerebral, tempo de UTI e sodio sérico sdo

fatores que exercem influéncias deletérias para o enxerto.



66

Diferente dos experimentos em animais e em laboratorio, um estudo clinico apresenta
diversos fatores ndo controlados, como condi¢Ges sobrepostas ao receptor, até mesmo no
intra-operatorio, como as citados por Maring (2005), que poderia também interferir no efeito
benéfico da glutamina.

Segundo Maring (2005), esta claro que a lesdo de isquemia/reperfusdo desempenha
um papel chave na funcdo pds-operatdria do enxerto, e futuras intervencdes podem ser
necessarias para serem implementadas no transplante hepatico em humanos.

A lesdo de I/R no transplante hepatico € associada ao aumento da morbi-mortalidade
do paciente transplantado. Nesses pacientes, as concentracdes de malondialdeido, TNF-alfa,
IL-1b e IL-6 estdo aumentados consideravelmente. Os valores pré-operatorios elevados de
bilirrubina total, AST, ALT, escore MELD, INR e a perda sanguinea estdo relacioanados
com a gravidade dos receptores. Nessas situacdes, as concentracbes de MDA estdo mais
elevados e os enxertos sofrem ainda mais com a isquemia/reperfuséo (TSAI et al., 2014).

Lin et al. (2014), estudando figados de ratos esteat6ticos, ndo alcoolicos, evidenciou 0s
efeitos da glutamina na histomorfologia do figado , no estresse oxidativo e na expressao do
fator nuclear kappa Beta (NFkB). Foi administrado 1 grama/kg/dia por via oral de glutamina
em grupos de 6 ratos, e aferidos os niveis de glutationa, TNF alfa e a expressdo do NFkB . No
grupo néo tratado com glutamina, as concentracdes de NFkB , TNF e MDA foram mais altas
e as concentracOes de glutationa menores, comprovando um efeito protetor da glutamina
nesses figados. Esse fato é atribuido a reducdo do estresse oxidativo, inibicdo do NFkB e
melhora da esteatose hepética, podendo-se acreditar em um efeito protetor da glutamina no
figado esteatdtico ndo alcodlico.

Nesse presente estudo, apesar das evidéncias contrérias de Lin et al. (2014) e Sozen et
al. (2011) em laboratorio, a administracdo de glutamina antes da perfusdo do enxerto nédo
influenciou no processo de inflamacéo indicado pela semelhanca dos valores do NFKB nos
dois grupos. Talvez a influéncia da glutamina possa ocorrer em outras vias da inflamagéo que
ndo a NFKB ou por outros fatores variaveis proprios de um ensaio clinico. Outra observacdo
também feita por Lin et al. (2014), € que a glutamina parece ter efeito protetor no figado
esteatdtico. No presente estudo, quase todos os enxertos ndo tinham esteatose, podendo-se
especular que talvez seja um dos fatores pelo qual o NFKkB nédo foi influenciado pela
glutamina.

As concentragdes de NFKB no enxerto mantiveram-se estaveis antes da isquemia, apos
a isquemia fria e inicio da isquemia quente e se manteve assim ao final do transplante.

Portanto, a lesdo de I/R nesse estudo ndo alterou as concentragdes de NFkB do enxerto
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hepético. Diferente do relato de Peralta et al. (2001), que mostrou que as ROS decorrente da
lesdo de I/R podem ativar a NFKB. Entretanto, nos dois grupos a concentracdo de NFKkB néo
se modificou. Pode-se sugerir que os fatores que levam a provocar o dano de ROS
consequente a lesdo de isquemia/reperfusdo, ndo foram suficientes para ativar o NFkB no
enxerto hepatico humano.

Patel et al. (2014), recentemente, descreveram que importantes vias desempenham
papel relevante no estresse pos isquémico que € causado pela restauracdo do fluxo sanguineo
e pela formacéo de oxidantes. Esses autores destacam que terapias antioxidantes como o pré-
condicionamento isquémico, glutationa, alfa tocoferol, allopurinol, SOD e 06xido nitrico
exogeno podem minimizar estes efeitos.

Schuster et al. (2009), em experimento com quatro grupos de 8 figados de ratos,
submetidos a 45 minutos de I/R, a administracdo de alanil-glutamina 2mM associado a
vitamina E (tocoferol), em diferentes doses, teve efeito protetor para o tecido hepatico,
demonstrado pela mensuracdo de aminoacidos, ALT, AST e LDH. Foram avaliados o0s
parametros producdo de éxido nitrico (NO), vitamina A, TNF alfa e vitamina E. No tecido
hepatico, foram dosados MDA, SOD, glutationa. Quando a l-alanil glutamina foi
administrada isolada ndo houve elevacdo das concentragdes de glutationa, entretanto quando
administrada com vitamina E houve aumento das concentracdes de glutationa. Houve também
uma diminuicdo da concentracdo de MDA com esta combinagdo. A concentracdo de SOD foi
similar nos grupos (SCHUSTER et al., 2009).

Assim como no trabalho de Schuster et al. (2009), a SOD, nesse presente estudo
também ndo sofreu impacto com a administracdo de glutamina, se mantendo sem alteracdo
nos dois grupos. A glutamina ndo aumentou as concentragbes de SOD nos pacientes
transplantados. Por outro lado, Xu et al. (2014) demonstraram o efeito protetor da glutamina
em intestino de ratos submetidos a lesdo de isquemia/reperfusdo. E razoavel sugerir que a
glutamina possa ter maior efeito se associada a outros antioxidantes (SCHUSTER et al.,
2009).

As concentracdes de glutationa, nesse trabalho, estavam depletados em ambos 0s
grupos, apds o enxerto ser submetido a isquemia e posteriormente a reperfusdo. Esse efeito
ocorre provavelmente pelo préprio mecanismo da lesdo de I/R com consequente danos do
estresse oxidativo descrito em artigo de revisdo de Eltzschig e Carmeliet (2011). Entretanto, o
presente estudo difere dos dados de Xu et al. (2014), pois quando se compara o grupo controle

com o grupo glutamina, ndo houve aumento nas concentragdes de glutationa.
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A glutamina tem sido conhecida como indutora da expressdo HO-1, conferindo entéo
cito-protecdo contra estresse e agressdes, em figados de camundongos (ZHANG et al., 2013).
No estudo de Zhang et al. (2013), foram avaliados 0 T-BARS, a expressao de HO-1 e proteina
quimiotaxica dos monocitos (MCP) e as dosagens das enzimas hepaticas , concluindo que a
glutamina protege o figado de rato da lesdo de I/R. Além disso, a glutamina tem sido utilizada
para melhorar os efeitos da isquemia/reperfusdo em modelos experimentais intestinais e
cardiacos (UMEDA et al., 2009; WISCHMEYER et al., 2003). O mecanismo de inducdo HO-
1 pela glutamina, provavelmente envolve a ativacdo das HSPs (MORRINSON et al., 2006).

Hwang et al. (2013) observou que o pré-condicionamento com uma simples dose de
glutamina em rins de camundongo, aumentou as concentra¢fes de HSP. Essa a¢do também foi
demonstrado por Stang et al.(2011) em figados de ratos submetidos a lesdo de isquemia com a
diminuicdo dos valores de AST e ALT.

Esposito et al. (2011), em experimento em ratos observou que a glutamina na dose de
1,5mg/kg , administrado por via peritoneal, 15 minutos antes da reperfuséo, reduz
significativamente iINOX, NFkB e malonodialdeido, com consequente reducdo da
peroxidacdo lipidica e constatou também a reducdo da infiltracdo de poliformonucleares.
Observou também, uma diminuicdo da ciclooxigenase-2 (COX-2), prevencao do aumento da
expressdo AT-1 e também das evidencias histoldgicas associadas ao dano da isquemia e
reperfuséo.

Efeito protetor da glutamina foi demonstrado por XU et al (2014), em intestino de 30
ratos submetidos a hipdxia hipobarica, administrada por sonda oral na dose de 5,0g/kg. A
suplementacdo de glutamina aumentou as concentragdes de SOD e diminuiu MDA e
interleucina 6 (IL-6) sérica, TLR4, MyD88 e aumentou a concentragdo de occludina, uma
proteina de efeito protetor contra danos celulares . Concluindo, o tratamento com glutamina
protegeu a lesdo intestinal na hipoxia e esses efeitos podem estar relacionados a via de
sinalizagdo TLR4/Myd88/NFkB.

No presente estudo, foi realizado o pré-condicionamento com glutamina, mas
conflitando com os dados recentes de Hwang et al. (2013), ndo houve ativacdo da HSP, que é
considerado fator protetor para o enxerto hepatico. Um possivel mecanismo para este fato é
que a HSP 70 ndo foi ativado no enxerto hepatico humano submetido a essa lesdo de
isquemia/reperfusdo. O HSP também néo sofreu impacto com o tempo de isquemia fria e nem
com a reperfusdo. Por esse trabalho ser um ensaio clinico pioneiro, podem existir outras

variaveis relacionadas com as caracteristicas do doador e receptor, e até mesmo, com
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complicagdes do prdprio procedimento cirdrgico, que, talvez, possam ter interferido nesses
resultados.

O pré-condicionamento com glutamina nesse estudo foi feito 40 minutos antes do
inicio da isquemia fria. Mondello et al. (2010) , em modelo animal, mostrou que glutamina
administrada 15 minutos antes da reperfusdo na dose de 1,5mg/kg endovenoso, pode ser util
na prevencdo da lesdo de I/R no intestino de ratos. A glutamina atenuou a infiltracdo de
neutrofilos no ileo, a formacdo de citocinas pro-inflamatdrias, a expressdo de moléculas de
adesdo, ICAM-1 e P-selectina, a degradacdo IKB-alfa e translocacdo nuclear do NFKB e a
formacdo de nitrotirosina. Além disto, modula a via de ativacdo da apoptose, reduzindo a
morte celular.

Pires et al. (2011), administraram glutamina 30 minutos antes da lesdo de isquemia/
reperfusdo cerebral em 36 esquilos da Mongdlia. Nesse estudo da Universidade Federal do
Ceard, o pré-condicionamento com l-alani-glutamina aumentou as concentragdes de
glutationa cerebral, a degeneracdo nuclear (picnose) e morte celular (neurénios vermelhos).
N&o houve, entretanto, diminuicdo das concentracfes de T-BARS.

Araujo Junior et al. (2011), em outro estudo na UFC , infundiu glutamina (O,75mg/kg)
no peritonio de ratos, duas horas antes da isquemia/reperfusdo. Uma diminuicdo dos valores
de AST e da expressdao da caspase foi observada. Estas evidéncias sugerem que o pré-
condicionamento com L-alanil glutamina, tem efeito protetor no figado.

Poderia ser especulado que a administracdo de glutamina em um periodo maior antes
da isquemia, influenciaria os resultados desse presente estudo. Entretanto, a glutamina foi
injetada em “bolus”, diretamente na veia porta, colaborando para uma absorcdo rapida da
glutamina pelo figado. Esse método difere de Mondello et al. (2010) e Pires et al.(2011) que
administraram a glutamina por via intravenosa periférica e de Xu et al. (2014), que utilizou a
via peritoneal.

Alves et al. (2010), em outro experimento da UFC, administrou 750ml de solucéo a
20% contendo 13.46 g de L-alanil-glutamina/100ml adicionado a 250ml de solucdo salina
(50g do dipeptideo - dose nutracéutica) trés horas antes da revascularizacdo de membros
inferiores isquémicos de 32 pacientes. Houve diminuicdo das concentragdes de TBARS,
LDH, lactato, glicose e aumento das concentracGes de glutationa no grupo tratado com o
dipeptideo.

Jang et al. (2008), em estudo experimental em células das ilhotas pancreaticas de ratos
mostrou que a glutamina induz a expressdo de glutationa, e de HSP70, além de atenuar o dano

isquémico nessas células. Peng et al. (2010), em pulmé&o de ratos submetidos a isquemia/
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reperfusdo, a glutamina (20mM) foi administrada antes e depois da isquemia , ocasionando
uma diminuicdo de TNF-alfa, de malondialdeido, citocinas e da atividade do NFkB alem da
atenuacdo do estresse oxidativo.

Avila et al. (2005), em um estudo com humanos, utilizou a glutamina para reduzir o
estresse oxidativo. Esse estudo avaliou células de ilhotas de Langerhans de péancreas
perfundidos na captacdo de multiplos 6rgdos, mas rejeitados para transplante. Doze doadores
foram usados em dois grupos randomizados de 6 (n=6). As ilhotas foram dissolvidas em
solucdo contendo concentracdo final de 5 mM L-alanil glutamina. Nesse grupo observou-se
concentracdo de glutationa mais elevado, redugdo da peroxidacdo lipidica, mensurado pela
concentracdo de MDA, e menos celulas em apoptose.

Tsai et al. (2014) estudaram prospectivamente 14 pacientes submetidos a transplante
hepéatico e mensurou as concentracGes de MDA, citocinas, TNF alfa, inteleucinas 1Beta (IL-
1B) e IL-6 em diferentes momentos antes da reperfusdo e de trés a trinta minutos depois da
reperfusdo. Esses niveis aumentaram consideravelmente com a lesdo de isquemia/reperfuséo.

O presente estudo mostrou que a glutamina protege o enxerto hepético da peroxidacao
lipidica, pois as concentracdes de MDA permaneceram inalterados ap6s a isquemia fria,
quando segundo Tsai et al. (2014), essas concentragOes deveriam aumentar pelo efeito da
isquemia/reperfusdo, e mais ainda no final do transplante. Nesse estudo, no grupo glutamina,
apos a reperfusdo, ocorreu uma diminuicdo da concentracdo de MDA no final do transplante.
Evidencia-se, assim, um potencial efeito benéfico da administracdo da glutamina como pré-
condicionamento protetor do estresse oxidativo e, consequentemente, da lesdo de
isquemia/reperfuséo. Este fendmeno néo ocorreu no grupo controle.

Houve também diminuicdo das concentraces de MDA nos experimentos em humanos
realizados por Avila et al. (2005) , em ilhotas pancreaticas e também constatado por Alves et
al. (2010) em membros inferiores submetidos a lesdo de isquemia/reperfusdo, concordando
com o0s achados desse estudo. Semelhante também com estudo recente de Zang et al (2013) e
Xu et al. (2014) em modelos animais.

Ressalta-se, entretanto, que esse presente trabalho foi realizado em transplante
hepéatico humano e as amostras foram colhidas em intervalos de tempo diferentes. Destaca-se
ainda a avaliacéo de 33 pacientes, pois devido as dificuldades de estudos clinicos, geralmente
as amostras s@o menores. Tsai et al.(2014) estudaram apenas 14 pacientes transplantados.
Avila et al.(2005), avaliaram 6 pancreas humanos. Até mesmo, em estudos em animais, 0

tamanho das amostras é reduzido. Shuster et al. (2009) avaliaram grupos de 6 ratos e Lin et al
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(2014) avaliou grupo de 6 ratos. Esses dados conferem uma maior robustez aos possiveis
efeitos da l-alanil glutamina, nesse presente estudo.

Esse estudo randomizado em pacientes submetidos ao transplante hepatico é mais uma
tentativa no entendimento da lesdo de isquemia/reperfusdo. A complexidade de fatores
bioquimicos e metabolicos envolvidos neste mecanismo, torna-se um grande desafio as
pesquisas clinicas futuras. As inimeras vias de ativacao ja conhecidas, iniciam uma cascata de
reacOes bioguimicas, envolvendo diversas proteinas e diferentes receptores. Isto torna mais
desafiadora ainda esta tarefa. A aplicacdo destes conhecimentos no transplante de 6rgdos é de
importancia sublime, pois evidéncias apontam que a disfuncdo do enxerto esta diretamente
envolvida neste mecanismo com impacto na sobrevida do enxerto e do paciente.

No transplante hepatico, esta complexidade esta reforcada por fatores dos doadores e
dos graves pacientes hepatopatas, que interferem, provavelmente, nas vias inflamatorias
envolvidas.

A glutamina mostrou ter efeitos benéficos no transplante hepético e abre novos
horizontes para importantes linhas de pesquisa. Devido a inexisténcia de publicacdes
semelhantes em humanos, acredita-se que, talvez, esse presente estudo possa ser utilizado
como modelo para validar outras hipdteses que possam auxiliar na protecdo do enxerto contra
a lesdo de I/R. Novas perspectivas incluem a associacdo de outros agentes antioxidantes no
pré-condicionamento, um reajuste na dose de glutamina e avaliagdo de quais tipos de enxerto
hepatico (esteatdtico ou ndo) seriam mais responsivos. Outra linha de pesquisa seria avaliar 0s
possiveis efeitos benéficos do tratamento com glutamina no pré e pds-operatorio do
transplante de figado.

N&o foi abordada nesse estudo, a ativacdo nuclear das proteinas sinalizadoras, pois foi
aferida apenas medidas de quantificacdo. Talvez, exista uma expressdo nuclear da NFkB e
HSP diferente nos grupos estudados. Outras proteinas importantes neste processo, como 0
HIF, os receptores TLR e os inibidores da permeabilidade da membrana mitocondrial, e a
eNOX, por exemplo, seriam também alvo de futuros estudos. Outra perspectiva, seria avaliar
microscopicamente, no tecido hepatico, a propor¢do de células em apoptose, como também a
aglutinacgdo dos polimorfonucleares.

Esse modelo, possivelmente, pode estimular mais pesquisas clinicas que ajudem a
prevenir e a tratar as complexas lesdes de I/R dos transplantes de 6rgdos, com consequente

beneficio para os pacientes.
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6 CONCLUSAO

O pré-condicionamento com l-alanil glutamina reduz a peroxidacdo lipidica causada
pela lesdo de isquemia/reperfusdo no enxerto dos pacientes submetidos ao transplante
hepatico, utilizando como variavel a concentracdo de MDA.

A l-alanil glutamina ndo altera a funcdo hepéatica no enxerto dos pacientes submetidos

ao transplante hepatico, nos parametros de transaminases, INR e bilirrubina.
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APENDICE A — Dados Brutos

Grupo Controle

Tempo de
Receptor Doador isquemia
ID Idade  Sexo | lIdade Esteatose Meld | Fria | Quente
MGLM 63 Fem 27 NAO 20 315 20
TBSL 70 Fem 48 LEVE 23 260 23
LMP 23 Fem 26 LEVE 20 250 27
FAV 66 Masc 23 NAO 22 275 25
MASS 21 Fem 69 LEVE 21 212 21
TCST 64 Fem 25 NAO 20 271 27
MRGL 44 Fem 49 LEVE 20 285 35
HSPB 62 Masc 46 LEVE 20 325 30
LRL 68 Fem 56 MOD 20 363 27
MDM 52 Masc 48 LEVE 20 251 25
FHGS 51 Masc 56 LEVE 27 295 35
JRFM 58 Masc 16 LEVE 21 396 27
FNA 59 Masc 41 NAO 20
JSS 70 Masc 57 LEVE 24 235 35
MAS 58 Masc 47 LEVE 20 450 30
JCS 65 Masc 17 LEVE 20 300 30
FPS 65 Masc 42 NAO 20 241 27

89



Grupo Glutamina

Tempo de
Receptor Doador isquemia
ID Idade  Sexo | ldade Esteatose Meld | Fria | Quente
RNAA 63 Masc 15 LEVE 17 180 25
APR 60 Masc 46 NAO 18 340 35
ACSL 15 Fem 22 LEVE 20 275 25
CcMC 26 Fem 62 LEVE 21 287 32
MTS 70 Masc 44 NAO 24 205 30
SLM 42 Masc 67 MOD 20 323 32
CF 59 Masc 40 LEVE 24 263 31
ACSF 56 Masc 18 NAO 21 310 25
CNA 54 Masc 19 NAO 20 217 38
MAMP 55 Fem 14 NAO 20 100 28
LCGP 59 Masc 18 LEVE 14 555 25
CARP 66 Masc 48 NAO 24 225 34
MPSLC 59 Fem 7 NAO 20 213 25
MLC 30 Masc 63 LEVE 24 266 28
MIFA 38 Fem 48 LEVE 20 277 25
LAC 58 Fem 10 LEVE 20 180 25
AST - Controle
S0 S1 S2 S3 sS4 S5 S6 S7
MGLM 84 1348 780 330
TBSL 35 31 450 1956 453 29 14
LMP 28 | 106 568 904 48 210 28 17
FAV 103 | 31 355 369 160 81 34
MASS 23 73 1601 1833 683 180 66 38
TCST 135 | 49 1008 1180 2801 242 120 41
MRGL 26 | 342 | 2252 2766 1509 948 122 54
HSPB 49 49 1136 1357 2205 1193 79
LRL 13 82 4576 2377 8156 2188 612
MDM 97 | 154 | 3621 3401 2288 685 107 41
FHGS 1614 1508 1817 1269 56 14
JRFM 173 | 72 1544 1053 818 547 60 56
FNA 39 38 668 913 331 252 68 21
JSS 362 | 20 809 1608 1709 657 61 15
MAS 236 | 42 1391 1682 1543 1045 70 33
JCS 81 97 686 519 446 90 17 61
FPS 865 | 127 | 1037 2351 8369 5606 289 81

90



AST - Glutamina

SO S1 S2 S3 S4 S5 S6 S7
RNAA 660 71 1079 1079 47
APR 24 30 790 888 440 44 40 11
ACSL 25 951 1268 272 297 169 234
CMC 47 39 2697 2581 1014 493 95 35
MTS 113 141 2145 2355 3187 672 109 116
SLM 212 | 154 5943 6863 7806 4959 284 294
CF 22 35 1508 1797 1903 9499 1514
ACSF 67 65 734 406 455 95 76 71
CNA 60 93 3608 4251 1739 422 178 89
MAMP 29 38 941 1384 781 259 32 34
LCGP 112 54 3521 3564 1542 314 59 37
CARP 79 570 522 331 169 49 28
MPSLC 27 35 502 490 213 185 39 12
MLC 21 202 1781 2968 1029 645 78 21
MIFA 142 | 141 16 2005 1120 477 209 20
LAC 645 | 869 2506 3113 1530 658 38 25
ALT - Controle
SO S1 S2 S3 S4 S5 S6 S7
MGLM 147 712 916 670
TBSL 17 14 183 1082 - 255 17
LMP 32 54 671 938 32 719 184 49
FAV 108 23 218 240 178 149 71
MASS 29 38 1413 1633 1331 781 302 41
TCST 97 24 282 349 1718 878 276 89
MRGL 30 135 1426 1653 2580 2100 381 67
HSPB 20 63 982 1281 2394 2085 361
LRL 11 40 1410 1016 2211 1248 606
MDM 46 103 1626 1394 1511 1147 299 74
FHGS 1334 1093 1282 1906 241 11
JRFM 65 30 1451 846 843 974 347 92
FNA 20 23 670 837 619 580 267 42
JSS 591 17 498 981 1219 845 321 26
MAS 405 30 1088 1049 1221 313 58
JCS 28 42 563 510 450 300 67 91
FPS 425 | 167 554 1199 3387 1918 356 36




ALT -Glutamina

SO S1 S2 S3 S4 S5 S6 S7
RNAA 250 33 824 829
APR 15 13 563 634 402 176 96 10
ACSL 24 91 573 690 476 353 288 273
CMC 36 37 1507 1439 825 640 183 62
MTS 46 155 1816 1911 2270 1776 649 322
SLM 100 | 111 2946 2880 2593 2444 255 68
CF 24 21 998 1032 1005 5378 1256
ACSF 35 56 580 470 516 314 167 129
CNA 22 113 2234 2272 1448 1041 465 208
MAMP 22 47 713 818 595 371 129 84
LCGP 162 40 2461 2509 1906 1361 253 69
CARP 99 438 421 285 224 89 45
MPSLC 17 22 147 118 82 97 59 8
MLC 40 113 1197 1928 1075 1409 385 33
MIFA 40 89 1414 1532 1090 859 417 30
LAC 318 | 618 1871 2017 1412 1141 239 80
INR - Controle
SO S1 S2 S3 S4 S5 S6 S7
MGLM 131
TBSL 3,1 >10 1,23 1,08 -
LMP 1,14 2,14 2,46 3,02 5,86 1,59 1,22 -
FAV 1,96 1,52 1,95 1,75 1,31
MASS 1,15 1,59 2,74 2,92 1,56 1,45 1,25
TCST 1,5 2,07 2,83 3,14 1,45 1,03 1,04
MRGL 1,22 2,07 2,85 4,81 1,33 1,12 1,27 0,97
HSPB 1,23 1,05 1,75 1,87 2,13 2 1,4
LRL 1,07 1,61 >10 1,78 1,45 1,32 1,34
MDM 1,63 1,21 1,43 1,67 3,32 1,68 1,66
FHGS 1,05 2,9 1,89 3,35 1,73 1,47 1,28 1,04
JRFM 1,71 1,73 2,01 3,02 3,34 1,77 1,11
FNA 1,25 1,64 2,81 2,87 3,38 1,8 1,11
JSS 1,6 0,98 1,97 1,31 1,45 1,03 1,07
MAS 1,2 1,35 1,86 1,51 1,09 1,06 1,03
JCS 1,8 1,01 1,46 1,86 1,42 0,96 0,89 0,86
FPS 1,2 1,21 1,58 1,86 1,86 1,22 1,25 1,16
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INR -Glutamina
SO S1 S2 S3 S4 S5 S6 S7
RNAA 1,32 1,55 1,88
APR 1,03 1,4 1,87 2,25 1,56 1,09 1,08 -
ACSL 1,22 1,84 3,68 3,07 1,8 1,17 - 1,06
CMC 1,2 2,09 >10 2,16 2,88 1,65 1,11
MTS 1,3 1,07 >10 1,75 141 111 0,98
SLM 1,23 1,62 >10 >>10 >10 4,22 1,78 1,27
CF 1,2 2,19 >10 >10 2,96 3,46 >10
ACSF 2,16 2,55 2,21 2,2 1,19 1,22 1,17
CNA 1,31 1,13 >10 2,37 2,01 1,05 1,14 1,02
MAMP 1,27 1,13 1,56 1,87 1,96 1,04 1,1
LCGP 1,18 1,46 2,2 3,07 2,06 1,12 1,08
CARP 1,36 1 1,65 1,77 1,67 1,11 1,23
MPSLC 1,57 2,55 1,76 2,95 1,73 0,96
MLC 1,26 1,69 2,39 2,58 2,26 1,49 1,32
MIFA 1,48 1,86 2,87 1,2 1,12
LAC 1,18 1,46 1,81 1,44 1,31 1,04 1,01
BT - Controle
ID SO S1 S2 S3 S4 S5 S6 S7
MGLM 0,48 1,9 -
TBSL 0,32 3,49 3,06 2,78 1,44 0,92 0,77 0,59
LMP 0,22 4,04 2,45 2,83 2,38 4,7 1,53 0,8
FAV 2,88 2,72 0,91 1,21 0,68
MASS 0,96 8,13 4,17 3,72 4,62 1,92 6,98 1,16
TCST 1,47 2,73 3,21 4,27 8,29 9,55 3,74 0,79
MRGL 0,45 6,47 5,49 5,49 28,03 | 24,03 | 19,19 | 4,93
HSPB 0,91 0,73 2,02 2,82 3,24 7,05
LRL 0,16 12,87 | 3,97 3,05 3,44 9,15 17,49
MDM 0,82 1,59 2,04 1,87 3,87 4,24 11,67 | 2,55
FHGS 0,35 11,72 | 3,51 2,81 2,92 4,93 8,04 0,96
JRFM 3,84 3,67 2,28 3,83 0,98
FNA 0,14 5,7 4,11 5,18 2,62 3,73 1,74 1,23
JSS 0,77 0,43 1,68 0,81 0,54 0,89 0,54
MAS 0,33 1,16 3,03 1,65 1,3 3,07 0,66
JCS 0,23 3,73 2,02 1,92 0,82 0,64 0,59 1,52
FPS 0,79 1,26 2,4 1,6 5,26 4,65 10,89 | 1,61
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BT - Glutamina

SO S1 S2 S3 S4 S5 S6 S7
RNAA 0,97 2,47 2,12 2,12 0,44
APR 1,47 3,91 5,09 6,32 3,21 1,19 0,52
ACSL 0,67 6,44 3,48 4,37 1,82 4,7 10,03 4
CMC 3,82 2,24 2,55 3,38 2,28 2,47 1,91 0,58
MTS 0,2 1,44 1,06 1,26 1,57 0,7 0,9 0,45
SLM 0,4 11,51 | 7,43 8,23 10,55 13,1 19,19 | 1,95
CF 0,36 2 2,27 6,6 10,93 | 12,19
ACSF 0,49 4,62 5,04 4,62 5,8 5,76 2,23 0,78
CNA 1,83 1,84 1,8 2,1 1,72 3,47 9,78 2,83
MAMP 1,22 1,46 2,01 1,44 0,8 0,67 0,74
LCGP 1,28 2,14 3,18 3,3 7,45 3,7 2 0,96
CARP 0,311 1,32 2,47 3,06 3,57 1,89 1,07 1,18
MPSLC 0,31 5,42 2,65 4,26 3,75 1,56 0,83 0,51
MLC 0,75 27,66 16,99 13,4 14,18 | 16,99 | 5,78
MIFA 0,65 17,19 4,75 4,56 6,99 1,48
LAC 0,75 1,67 2,06 4,05 2,98 1,11 1,23
MDA — Controle

ID BO Bl B2

MGLM 101 | 510 | 34,0

TBSL 264 | 772 344

LMP 354 | 478 624

FAV 24 424 26

MASS 163 184

TCST 46 38

MRGL 54 208 67

HSPB 84 380 | 406

LRL 121 | 524 106

MDM 29 68 75

FHGS

JRFM 56 177 71

FNA 72 99 130

JSS 63 204 68

MAS

JCS 71 588 61

FPS 70 26 51

94



MDA - Glutamina

107 | 596 97
RNAA 151 | 388 48
APR 58 494
ACSL 113 67 32
CMC 38 556 143
MTS 406 89
SLM 232 38
CF 420 | 397 145
ACSF 63 353 89
CNA 112 87 49
MAMP 38 246 68
LCGP 105 | 388 91
CARP 51 412 118
MPSLC 200 | 538 108
MLC 67 236 64
MIFA 145 | 168 48
LAC
Glutationa - Controle
1D BO Bl B2
MGLM 335 | 204 | 24,2
TBSL 43,7 | 15,5 | 15,7
LMP
FAV 32,2 | 22,4 | 55,6
MASS 52,4 | 26,7 | 26,8
TCST 27,3 | 204 | 16,8
MRGL
HSPB 378 | 23,8 | 15,7
LRL 48,2 | 21,7 | 10,7
MDM 424 | 37,2
FHGS 494 | 32,0 | 14,6
JRFM 32,8
FNA 13,8 9,9 10,8
JSS 458 | 22,1 | 21,0
MAS 435 | 22,2 | 23,7
JCS 33,1 | 189 | 145
FPS 249 | 10,1 | 116
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Glutationa - Glutamina

34,4 | 149 | 49,0
RNAA 79,9 | 16,1 | 134
APR 28,9 | 16,5 | 15,3
ACSL 479 | 10,5 | 43,8
CMC 442 | 32,2 | 24,4
MTS 385 | 20,3 | 11,6
SLM 35,2 | 19,0 | 18,0
CF 472 | 25,2 | 12,8
ACSF 34,0 15,5
CNA 29,9 23,4
MAMP 53,0 | 25,7 29,8
LCGP 61,1 | 22,8 | 20,0
CARP 435 | 11,7 | 16,7
MPSLC 42,4 | 34,0
MLC 705 | 375 | 57,8
MIFA 71,0 | 28,2 | 18,9
LAC
SOD - Controle
ID BO Bl B2
MGLM 0,23 | 0,29 | 0,29
TBSL 0,16
LMP 0,37 | 0,29
FAV 0,30 | 0,28
MASS 0,28 0,26
TCST 0,25 | 0,37 | 0,29
MRGL 0,25 | 0,26 | 0,26
HSPB 0,37 0,12
LRL 0,23 | 0,22 | 0,37
MDM 0,24 | 0,25 | 0,29
FHGS
JRFM 0,37 | 0,26
FNA
JSS 0,23 | 0,19
MAS
JCS

FPS
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SOD Glutamina

RNAA 0,23 | 0,27 | 0,30
APR 0,14 | 0,26 | 0,25
ACSL 0,34 | 0,33 | 0,25
CMC
MTS 0,26 | 0,28 | 0,37
SLM 0,28 | 0,27 | 0,27
CF 0,28 | 0,27
ACSF 0,26 0,28
CNA 0,17 0,25
MAMP 0,22 | 0,37 | 0,36
LCGP 0,29 | 0,27
CARP 0,22 | 0,27 | 0,21
MPSLC
MLC 0,24 | 0,37
MIFA
LAC
HSP70 - Controle
ID BO Bl B2
MGLM | 239,1 | 241,6 | 266,2
TBSL 260,8 | 259,9 | 270,4
LMP 251,1 | 230,4 | 208,1
FAV 251,1 | 2425 | 249,4
MASS 245,1 | 236,5 | 241,6
TCST 225,4 | 246,8 | 248,5
MRGL 238,2 | 2459 | 230,4
HSPB 243,3 | 2425 | 257,0
LRL 264,1 | 233,7 | 200,3
MDM 247,7 | 241,6 | 209,2
FHGS
JRFM 250,3 | 243,3 | 2494
FNA 2425 | 2343 | 61,8
JSS 172,3 | 194,1 | 243,3
MAS
JCS 2416 | 250,3 | 232,9

FPS
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HSP70 - Glutamina

RNAA 248,5 | 262,0 | 201,8
APR 259,9 | 2246 | 2425
ACSL 2549 | 2511 | 251,1
CMC 243,3 | 176,2 | 2334
MTS 250,3 | 231,2 | 246,8
SLM 239,9 | 2494 | 291,3
CF 247,7 | 253,2 | 241,6
ACSF 202,3 | 225,4 | 248,5
CNA 2442 | 250,3 | 256,1
MAMP | 224,0 | 222,6 | 219,4
LCGP 2459 | 236,0 | 158,9
CARP 239,1 | 187,0 | 221,3
MPSLC | 224,0 | 218,6 | 231,2
MLC 243,3 | 222,6
MIFA 249,4 | 2451 | 2459
LAC 240,8 | 2134 | 2254
NFkB - Controle
ID BO Bl B2
MGLM 16,9 17,7 17,9
TBSL 17,3 | 175 | 17,9
LMP 17,6 12,9 13,1
FAV 16,0 | 16,7 | 15,0
MASS 175 | 17,4 | 17,0
TCST 16,9 | 16,6 | 153
MRGL 10,4 | 16,8 18,6
HSPB 18,0 | 185 | 17,4
LRL 19,0 | 17,0 | 14,3
MDM 16,9 | 18,0 9,6
FHGS
JRFM 15,3 | 145 | 17,6
FNA 15,0 | 16,5 3,9
JSS 14,4 14,8
MAS
JCS 18,0 | 17,0 | 19,6

FPS
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NFkB - Glutamina

RNAA 20,7 | 17,8 | 16,3
APR 16,6 | 145 6,7
ACSL 17,2 | 17,2 | 16,1
CMC 16,3 | 119 | 16,3
MTS 196 | 18,3 | 158
SLM 175 | 17,7 | 191
CF 154 | 16,0 | 175
ACSF 17,0 | 185 | 17,2
CNA 18,3 | 18,2 | 19,6
MAMP 158 | 16,1 | 154
LCGP 17,1 | 18,0 | 10,9
CARP 17,0 | 141 | 128
MPSLC 16,1 | 16,3 | 16,2
MLC 152 | 17,0 X
MIFA 16,3 | 16,6 | 17,6

LAC
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APENDICE B

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE ESCLARECIDO CRONOGRAMA DE
EXECUCAO DO PROJETO CRONOGRAMA DE EXECUCAO DO PROJETO
TITULO: “Efeitos da glutamina no estresse oxidativo, inflamagio e fung¢io hepatica em
enxertos de pacientes submetidos ao transplante de figado”.

Pesquisador Responsavel: Marcos Aurélio Pessoa Barros

Orientadores: Dr. José Huygens Parente Garcia e Dr. Paulo Roberto Leitdo de Vasconcelos.

Vocé esté sendo convidado(a) a participar do projeto de pesquisa intitulado
“Efeitos da glutamina no estresse oxidativo, inflamacéo e fungdo hepéatica em enxertos
de pacientes submetidos ao transplante de figado”. Esta pesquisa sera realizada no
Hospital Universitario Walter Cantidio, situado a Rua Capitdo Francisco Pedro, 1290.
Porangabussu. Fortaleza - Ceara. Fone: (85) 3366.8146.

Este trabalho tem como objetivos estudar uma nova forma de tratamento de
pessoas que tem doencas no figado, podendo ajudar futuros pacientes que passardo pelo
transplante hepético. Iremos estudar como proteger o figado novo, recém transplantado
de problemas que surgem apds a operacao, para com isso trazer uma melhora no momento
apos a operacao.

O estudo € feito com dois grupos, um grupo que receberd um suplemento
(glutamina) (explicado no préximo paragrafo) e um outro grupo que nao recebera a
glutamina, receberd apenas soro, esse grupo nds chamamos de “grupo controle”. Caso vocé
aceite participar do estudo, vocé seré sorteado para entrar em um dos grupos.

O grupo receptor da glutamina, recebera esse suplemento diretamente no figado
que serd transplantado, que sera recebido por vocé, podendo trazer uma melhora na
atividade deste figado e também protegé-lo da rejeicdo. Para isso vamos coletar sangue
durante as coletas normalmente ja realizadas para a cirurgia e vamos tirar pedacinhos bem
pequenos do figado (bidpsias), mas sé durante a cirurgia e nunca depois no momento do
transplante e isto ndo Ihe causara nenhuma dor. Estas amostras do seu sangue e do seu
figado irdo fazer parte de uma pesquisa que podera ajudar em muito ndo s6 vocé como
outros pacientes que precisardo do transplante um dia.

RISCOS E BENEFICIOS
A pesquisa ndo deve acarretar para vocé riscos além dos ja presentes no

procedimento técnico do transplante hepatico, pois nao acarretara em nenhuma mudanca
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no padrdo técnico do procedimento cirdrgico do transplante hepatico ou implicard em
mudanca de algum medicamento utilizado no paciente transplantado. O beneficio
esperado pela a pesquisa € melhorar as condi¢des do enxerto hepatico (figado do doador a
ser transplantado), que sofre danos pelo processo de isquemia (processo em que o enxerto
hepético deixa de receber sangue do doador falecido) e reperfusao (processo em que o
enxerto hepético volta a receber sangue quando é implantado no receptor).

Os danos da isquemia e reperfusdo sao comuns ao processo de transplante, as
solucdes de preservacdo minimizam estes riscos. H4 uma busca constante de sempre
melhorar ainda mais este processo, pois ainda existe um percentual importante de danos
ao enxerto hepético por este motivo. Esperamos que a glutamina interfira reduzindo estes
efeitos deletérios.

Caso vocé participe da pesquisa jamais sua identidade sera revelada. Os resultados
desta pesquisa serdo divulgados publicamente, através de trabalhos cientificos.

Vocé serd acompanhados no ambulatdrio de transplante hepéatico da universidade
federal do Ceara (UFC), pela a equipe de transplante hepatico, cujo responsavel chefe é o
prof. titular da UFC Dr. Huygens Garcia.

Qualquer complicacdo decorrente do transplante hepatico e consequentemente
deste estudo estara sob a responsabilidade da equipe de transplante hepético da UFC. Vocé
terd acesso previamente a todas as informagdes do delineamento do estudo.Em caso de dano
pessoal, diretamente causado pelos procedimentos ou
tratamentos propostos neste estudo (nexo causal comprovado), vocé tera direito a
tratamento médico na instituigao.

Esta pesquisa é realizada pelos estudantes e pesquisadores da universidade e por
isso, vocé ndo devera receber ajuda de custo, pois trata-se de pesquisa sem fins lucrativos.
N&o havera nenhuma despesa para vocé em relacdo ao estudo. Vocé faz parte do
Programa de Transplante Hepatico da UFC, assim como todos os paciente candidatos a
transplante hepéatico na UFC.

A sua participacdo neste estudo € voluntaria. E vocé pode recusar-se a participar.
Vocé tem a liberdade de retirar seu consentimento a qualquer momento e deixar de
participar do estudo, sem prejuizo para seu tratamento na instituicéo.

Em qualquer etapa do estudo, vocé tera acesso aos profissionais responsaveis pela
pesquisa para o esclarecimento de eventuais davidas. O médico responsavel serd o Dr.
Marcos Aurélio Pessoa Barros, que pode ser encontrado na Rua Batista de Oliveira,
1000/401 Fortaleza, CE. Tel: (85) 99867813.
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“Se vocé tiver alguma consideragdo ou duvida sobre a ética da pesquisa, entre em
contato com o Comité de Etica em Pesquisa (CEP) do HUWC — Rua Capitdo Francisco
Pedro, 1290, Rodolfo Tedfilo; fone: (85) 3366-8589 — E-mail: cephuwc@huwc.ufc.br”

CONSENTIMENTO POS INFORMADO

Acredito ter sido suficientemente informado a respeito desta pesquisa que li ou
que foram lidas para mim. Ficaram claros para mim quais sdo os objetivos do estudo, e as.
atividades a serem realizadas, seus riscos e beneficios, assim como as garantias de
confidencialidade e de esclarecimentos permanentes. Ficou claro também que minha
participacdo ndo € remunerada e que tenho garantia do acesso a tratamento hospitalar
guando necessario. Concordo voluntariamente em participar deste estudo e poderei retirar
0 meu consentimento a qualquer momento, antes ou durante 0 mesmo, sem perda de

qualquer beneficio que eu possa ter adquirido, ou no meu atendimento neste Servigo.

Assinatura do paciente/representante legal Data / /

Assinatura do responsavel pelo estudo Data / /


mailto:cephuwc@huwc.ufc.br
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ANEXO A — Parecer do Conselho de Etica

HOSPITAL UNIVERSITARIO
WALTER CANTIDIO/
UNIVERSIDADE FEDERAL DO

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: Efeitos da glutamina no estresse oxidativo, inflamacéo e funcéo hepatica em
enxertos de pacientes submetidos ao transplante de figado

Pesquisador: Marcos Aurélio Pessoa Barros

Area Temética:

Versdo: 3

CAAE:07743712.5.0000.5045

Instituicdo Proponente: Hospital Universitario Walter Cantidio/ Universidade Federal do Ceard/
Patrocinador Principal: Financiamento Proprio

DADOS DO PARECER
Numero do Parecer: 216.272

Data da Relatoria: 11/03/2013
Apresentacéo do Projeto:

Trata-se de um projeto de tese de doutorado. Ensaio clinico randomizado e controlado. A populagdo
sera de 40 pacientes que serdo submetidos a transplante hepatico no HUWC no ano de 2013. Serdo
selecionados aleatoriamente 20 pacientes para um grupo controle (procedimento cirurgico padrao) e
20 pacientes para um grupo teste (figados submetidos a administragdo do nutracéutico glutamina).
Sera realizada avaliagdo molecular das amostras. Critérios de inclusdo: presenca de doenca hepatica
terminal, MELD (Model for End-Stage Liver Disease) maior que 11.

Critérios de exclusdo: pacientes acometidos por hepatite fulminante.

Objetivo da Pesquisa:

Geral: Avaliar os efeitos da glutamina no estresse oxidativo, inflamacéo e funcéo hepatica em
enxertos de pacientes submetidos ao transplante de figado.

Especificos: Avaliar efeitos da glutamina na disfuncdo hepética apds o transplante; Avaliar efeitos da
glutamina na sobrevida do enxerto.

Avaliagcéo dos Riscos e Beneficios:

De acordo com o pesquisador: "A administragdo de Glutamina em doses "nutracéuticas" ndo oferece
riscos adicionais ao paciente submetido ao transplante hepatico.

O pesquisador apresenta como beneficio: O uso da 1-alanil-glutamina pode melhorar os parametros
de resposta inflamatéria e de estresse oxidativo. No entanto, esse é o objetivo da pesquisa, buscar
evidéncias dos efeitos positivos da glutamina no transplante hepatico.

Comentérios e Consideragdes sobre a Pesquisa:

Estudo que visa avaliar os efeitos da glutamina no estresse oxidativo, inflamacéo e funcéo hepatica
em enxertos de pacientes submetidos ao transplante de figado. A metodologia é compativel com os
objetivos a serem atendidos e o titulo é claro e adequado ao que vai ser abordado. E de extrema
relevancia para o tratamento cirdrgico dos pacientes submetidos a transplante hepatico buscando a
melhoria da sobrevida e reducdo das complicacdes inerentes a este tratamento. Necessita de alguns
ajustes metodoldgicos e esclarecimentos de acordo com a resolucao 196/96, que nao invalidam ou
diminuem a qualidade do projeto.

Consideracdes sobre os Termos de apresentacédo obrigatéria:

Todos os termos de apresentacao obrigatdria foram adequadamente apresentados.
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Recomendacdes:

Inserir referéncias recentes de pesquisas preliminares que avaliam os efeitos da glutamina em
transplantes.

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequac0des:

Tendo atendido as pendéncias postas, o projeto esta adequado para ser iniciado

Situagado do Parecer: Aprovado

Necessita Apreciacdo da CONEP:
N&o

Consideracdes Finais a critério do CEP:
O pesquisador devera apresentar relatorio final até 30 dias de conclusao do projeto.

FORTALEZA, 11 de Marco de 2013
Assinador por:
Maria de Fatima de Souza

(Coordenador)

Enderego: Rua Capitao Francisco Pedro, n°® 1290
Bairro: Rodolfo Tedfilo CEP: 60.430-370
UF: CE  Municipio: FORTALEZA

Telefone: (85)3366.-8613 Fax: (85)3281.-4961 E-mail: cephuwc@huwc.ufc.br



