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RESUMO

ISQUEMIA HEPATICA EXPERIMNETAL E A ACAO PRE-CONDICIONANTE DA
L-ALANIL-GLUTAMINA. RAIMUNDO JOSE CUNHA ARAUJO JUNIOR, Dissertagdo
de Mestrado. Programa de Pods-graduacdo Stricto sensu. UFC. Orientador: Prof.Dr..José

Huygens Parente Garcia

As estratégias para prevenir a lesdo de isquemia reperfusdo durante as cirurgias hepaticas
incluem a oclusdo intermitente do fluxo de sangue ao figado ou a utilizacdo de substancias
que poderiam causar um efeito protetor ou aumento da resisténcia do tecido hepatico a
isquemia. O presente estudo teve o objetivo de avaliar o efeito do uso da L-Alanil-Glutamina
(GLN) em Ratus novergicus submetidos a isquemia hepatica normotérmica, através de provas
bioquimicas e imunohistoquimicas. Utilizou-se 30 ratos machos, da variedade Wistar, com
peso médio de 300 gramas, distribuidos em trés grupos de 10 ratos cada: grupo Controle,
Grupo Isquemia Reperfusao (IR) e grupo Glutamina + Isquemia Reperfusao (GLN+IR). O
grupo IR recebeu solugdo salina 0,9% intra-peritoneal (IP), 2 horas antes de ser submetido
laparotomia, e isquemia total por pingamento da triade portal por 30 minutos seguidos de
reperfusdo por 60 minutos; O grupo GLN + IR recebeu 0,75mg/Kg de glutamina IP 2 horas
antes de isquemia total por 30 minutos, seguidos de reperfusdo por 60 minutos. O grupo
Controle foi submetido a puncao peritoneal 2 horas antes da laparotomia, ¢ de apenas
manipulacdo da triade portal, sem realizar pingamento algum. O procedimento foi realizado
sob anestesia (IP) com uma solucdo de cloridrato de ketamina, 80 mg/Kg + cloridrato
xilazina, 10 mg/Kg. Ao final do periodo de reperfusdo os animais foram relaparotomizados
e colhido amostras de sangue para avaliagdao dos niveis de ALT e DHL, e amostras de tecido
hepatico para estudo imunohistoquimico com anticorpo para Caspase-3. A significancia
estatistica foi calculada pelo teste ANOVA e pelo pos-teste de comparagdo de multiplas
médias de Tukey utilizando-se o software GraphPad Prism, versdo 5.00. A média e erro
padrao da dosagem de ALT, DHL, e do indice de células marcadas com Caspase-3 foi
respectivamente para o grupo IR: 270,6+40,8; 2079,0+262,4 e 66,3+13,5; para o grupo GLN
+IR: 127,9431,17; 1019,0+187,9 e 36,6+12,0; para o grupo Controle: 83,3+5,5; 206,6+16,2 ¢
21,9+111,4. O pré-condicionamento com L-alanil-GLN IP reduziu significativamente os
valores de ALT e DHL em Ratus novergicus, submetidos a lesao de IR hepatica, sugerindo
hepatoprotecao.

Palavras-Chave: Traumatismo por reperfusdo, Figado-cirurgia, Apoptose, glutamina,



ABSTRACT

EXPERIMENTAL HEPATIC ISCHEMIA AND PRECONDICTINING ACTION OF
L-ALANIL-GLUTAMINE. RAIMUNDO JOSE CUNHA ARAUJO JUNIOR, Thesis
(Master). Post-graduation program (Stricto sensu). UFC. Prof.Dr.José Huygens Parente

Garcia.

The strategies to prevent the hepatic ischemia/reperfusion injury after hepatic resections or
transplantation include intermittent control of blood influx to the liver or the use of a
substance that could cause a protective effect or increase of the resistance of the hepatic
tissue to ischemia. The present study had the objective to evaluate the effect of the use of the
L-Alanil-Glutamina in Ratus novergicus submitted the normothermic hepatic ischemia on
liver biochemists and imunohistochemistry, as well as evaluating apoptosis present in this
experimental model. 30 male rats, with average weight of 300 grams, divided in three groups
of 10 rats: Control group, Ischemia Reperfusion group and Glutamine group. Ischemia
Reperfusion group received saline solution 0.9% intra-peritoneal (IP), 2 hours before being
submitted to laparotomy, and total ischemia by clampping of portal triad for 30 minutes
followed of reperfusion for 60 minutes; The Glutamine group received 0,75mg/Kg IP 2 hours
before total ischemia for 30 minutes, followed by reperfusion for 60 minutes. Control group
was submitted the peritoneal punction 2 hours before the laparotomy, and only manipulation
of the biliary tree, without carrying through any clamping. The procedure was carried through
under anesthesia (IP) with a solution of Ketamin chloridate , 80 mg/Kg + xilazin chloridate,
10 mg/Kg. To the end of the period of reperfusion the animals had been relaparotomized and
blood collected for evaluation of the levels of ALT and DHL, and hepatic tissue samples for
imunohistochemistry study with antibody for Caspase-3. The statistics significance was
calculated by ANOVA and the post test of multiple comparison of Tukey, using the software
GraphPad Prism, version 5.00. The average and error standard of the dosage of ALT, DHL,
and of the index of cells marked with Caspase-3 was respectively for the Ischemia
Reperfusion group: 270,6+40,8; 2079,0+262,4 and 66,3+13,5; for the Glutamine group:
127,9+31,17; 1019,0+187,9 and 36,6+12,0; for the Control group: 83,3+5,5; 206,6+16,2 and
21,9+111,4. The preconditioning with intraperitoneal L-alanil-glutamine significantly
reduces the values of the biochemists markers, in Ratus novergicus submitted to the hepatic
ischemia-reperfusion injury, suggesting hepatic protection.

Key words: Reperfusion injury, Liver, surgery , Apoptosis, Glutamine



1- INTRODUCAO

O figado ¢ a maior glandula do corpo humano. Uma usina poderosa. Na Grécia antiga
a mitologia contava que Prometeu, um Titd, um semideus, foi castigado por Zeus a
permanecer amarrado no Monte Caucaso, acorrentado a uma rocha por ter ousado roubar dos
deuses o fogo eterno e da-lo aos homens. Esse castigo consistia em uma tortura didria,
quando uma grande 4guia lhe bicava o figado, porém a noite seu figado voltava a se regenerar

(POWER e RASKO, 2008).

Em 1908, PRINGLE descreveu a técnica de pingamento da triade portal para indugdo
de isquemia hepatica para coibir sangramentos hepaticos, e que desde entdo, tem sido muito
utilizada nas cirurgias por trauma hepatico e nas ressecgdes hepaticas segmentares ou amplas.
Nos organismos submetidos a isquemia hepdtica, seguida de reperfusdo, ocorre interacao
complexa entre alteragcdes microvasculares, liberagdo de mediadores inflamatorios, radicais
livres de oxigénio, ativacdo de neutréfilos, plaquetas, células de Kupffer e células endoteliais
sinusoidais. A ativagdo destas células pode levar a liberacdo de fator de necrose tumoral
(TNF — Tumoral Necrosing Factor), leucotrienos, tromboxanos, prostaglandinas, endotelinas,
fator de ativagdo plaquetaria, causando danos a membrana celular, membrana mitocondrial
interna e endotélio levando a distirbios na microcirculagdo hepatica (COLLARD e
GELMAN, 2001). Dependendo do tempo de isquemia ¢ do momento da reperfusdo, pode
haver desde simples alteracdes bioquimicas até necrose celular. O pré-condicionamento
isquémico tem minimizado essas alteracdes, funcionando como possivel método protetor das
lesdes hepatocelulares induzidas pelo bindmio isquemia/reperfusio (MURRY et al.

1986;CLAVIEN et al, 2000; PACHECO et al., 20006).

As lesdes decorrentes da isquemia hepatica secundaria as técnicas de ressec¢do e de
transplante constituem um problema grave e ainda ndo totalmente solucionado. Esse conjunto
de alteracdes ¢ denominado de isquemia/reperfusao (I/R), e tem sido alvo de estudos de
muitos pesquisadores. Em muitos centros existem grupos que se dedicam a linha de pesquisa

especifica para o estudo das lesdes de I/R nos mais diversos orgaos, incluindo o figado.



(SILVA etal., 2002; MIRANDA et al., 2004).

O restabelecimento do fluxo hepatico ¢ seguido de um agravamento da lesdo ja
iniciada pela isquemia. A reperfusdo resulta em dois efeitos principais: a perda da viabilidade
do endotélio dos sinusodides e a ativagdo das células de Kupffer e dos neutréfilos. O melhor
entendimento desse fenomeno permitird alcancar melhores resultados, uma vez que sua
ocorréncia pode estar associada ao nao funcionamento primario e disfungcdo do enxerto
hepatico no caso das cirurgias de transplante. O edema das células de Kupffer e endoteliais, a
vasoconstriccdo, a infiltragdo de leucocitos e a agregacdo plaquetdria nos sinusdides
caracterizam a lesdo de isquemia-reperfusdao (SAIDI et al., 2007). H& um importante
disturbio da microcirculacao, como aderéncias de leucocitos e plaquetas, com conseqiiente
diminui¢do do fluxo sanguineo e perpetuacdo do processo de isquemia. Vasoconstric¢ao,
resultante do desequilibrio entre o efeito do 6xido nitrico e endotelinas agrava o distirbio da
microcirculagdo. A ativagdao das células de Kupffer e leucocitos provocam a liberagdo de
radicais livres de oxigénio, além de outros mediadores pré-inflamatérios que provavelmente
agravam a lesdo do enxerto. A lesdo do endotélio pode impedir a liberacdo do 6xido nitrico,
molécula bioativa que tem sua importancia reconhecida e parece ter papel central na lesdo de

I/R do figado (MIRANDA et al., 2004).

O conceito de isquemia esta relacionado a restri¢ao parcial ou total de sangue arterial a
um determinado 6rgdo ou tecido. A extensdo das repercussdes desta restricdo depende do
metabolismo do tecido atingido, da existéncia de circulagdo colateral efetiva e do tempo
decorrido entre a restricio e a reperfusdo (GRACE, 1994; MUHLBACHER et al., 1999;
COTRAN et al., 2000). As conseqiiéncias mais evidentes da isquemia estdo associadas as
alteracdes morfologicas e funcionais resultantes da necrose tecidual. No entanto, nas Ultimas
décadas tém chamado a atencdo certos aspectos da denominada morte celular programada
(JONES, 1997, MASSBERG, 1998; HENGARTNER, 2000; LOCKSHIN e ZACHERI,
2002). As alteragdes provocadas pela falta de aporte sangiliineo desencadeiam processos
metabolicos celulares que induzem a célula a sua autodestruicdo sem a ocorréncia
caracteristica da reacdo inflamatéria, conhecida como fendmeno de apoptose. A apoptose €
uma forma de morte celular que ocorre em uma ampla variedade de doencas. Nas
hepatopatias agudas ou cronicas tem sido associada aos eventos geradores de hepatite
alcodlica, hepatite viral, hepatocarcinoma, colestase, doenca de Wilson e na rejeicdo de

transplantes (BARBINI e VEJA, 2002; KUENZLER et al, 2002).



A avaliacdo dos aspectos morfoldgicos da necrose e dos fendomenos metabolicos,
imunohistoquimicos e genéticos associados a apoptose celular podem ser utilizados como
indicadores da gravidade da lesdo e da reversibilidade das alteragdes de tecidos submetidos a
isquemia (CHAVES, 2005 ). As estratégias para prevenir a perda sanguinea durante as
ressec¢des hepaticas incluem o controle total do influxo de sangue ao figado (manobra de
PRINGLE, 1908) ou a oclusdo seletiva por pingamento de pediculos dos segmentos
hepaticos. Tendo se pesquisado também a utilizagdo de varias substancias, tais como a
ciclosporina, lidocaina, ranitidina, metilpredinisolona, verapamil e glutamina, que poderiam
causar um efeito protetor ou aumento da resisténcia do tecido hepatico a isquemia,
diminuindo a lesdo de I/R e seus conseqiientes efeitos deletérios (OKAJIMA et al,, 2002;
YAGMURDUR et al., 2002; ARII et al., 2003; CHEN et al., 2004; GARCIA et al., 2004;
SAIDI et al., 2007; LUO et al., 2009).

A cirurgia hepatica tem alcancado grande desenvolvimento. O transplante de figado
atualmente ¢ o tratamento de escolha para pacientes com insuficiéncia hepatica terminal e
hepatite fulminante, alcancando indices de sucesso bastante aceitaveis. A sobrevida em um
ano dos pacientes submetidos ao transplante de figado era 50% em 1980. A partir de 1996,
muitos centros apresentavam sobrevida anual de 85% e de aproximadamente 75% em cinco
anos. O grupo de transplante de figado do Hospital Universitario Walter Cantidio da
Universidade Federal do Ceard realizou em 2009, 82 transplantes com doador falecido,
apresentando uma sobrevida atuarial de um ano de 87%. Esse procedimento implica em
expor o enxerto obrigatoriamente a um periodo de isquemia, provocando lesdes no 6rgao a
ser transplantado. O tempo de isquemia fria comega na captacdo de multiplos 6rgdos quando
a aorta ¢ ocluida e os orgados sao perfundidos com solugdes resfriadas, terminando quando o
enxerto ¢ colocado no campo operatorio. Em seguida, comeca o tempo de isquemia quente
que ¢ concluido com as anastomoses vasculares e a reperfusdo do enxerto (HADDAD,

2001).

1.1 - Leséo de Isquemia Reperfusao

Sabe-se que as conseqiiéncias da isquemia, em diferentes tecidos, dependem de sua
duragdo, e que muitas das lesdes sdo desenvolvidas durante o estdgio de reoxigenacao
decorrente da reperfusdo tecidual (AALTO e RAIVIO, 1993; ZHANG et al., 1994; SZABO

et al., 1996). As mitocondrias sdo alvos importantes dos danos provocados pelos processos de



isquemia e reperfusdo. Nelas ocorre diminuicdo das atividades da nicotinamida adenina
dinucleotideo ligada com hidrogénio desidrogenase (NADH), do carreador de adenosina
difosfato / adenosina trifosfato (ADP/ATP) e da ATP sintetase, além do aumento na atividade
da fosfolipase A2. Ocorre ainda, acentuado acumulo de célcio e aumento da geracdo de

radicais livres pelas mitocondrias (FARBER et al., 1981).

A associagdo destes eventos pode ser responsavel pelas lesdes e morte celular,
decorrentes da reperfusdo, possivelmente por um fendémeno de transi¢do de permeabilidade
da membrana mitocondrial interna (KONO et al., 1982). No sentido de se proteger o figado
das lesdes de I/R varios tipos de prote¢dao hepatica tém sido utilizados, como uso de drogas
(BRISOTTI et al.,, 2000), hipotermia (HANNOUN et al., 1996), pré-condicionamento
isquémico, isto ¢, indu¢do de isquemia/reperfusdo sucessivas por pingamentos intermitentes
do pediculo hepatico por tempos diferentes (CHOUILLARD et al., 2010). Vérios estudos
experimentais t€ém demonstrado a eficacia de drogas no sentido de prevenir ou atenuar as
lesdes de I/R. Tém sido testadas a superdxido dismutase, catalase, manitol, alopurinol,
vitamina E, N-acetilcisteina, compostos quelantes de ferro, inibidores da enzima conversora
da angiotensina e antagonistas dos canais de calcio (CERWENKA et al., 1999; COLLARD,
2001). Em estudos anteriores, observou-se que grupos de ratos submetidos a periodos de
isquemia de 25 minutos, com 5 minutos de reperfusdo em tempos sucessivos até completar
90 minutos, apresentaram valores da respiracdo mitocondrial significativamente menor do
que o grupo onde o tempo de isquemia foi de 15 minutos, seguido de 15 minutos de
reperfusdo em 3 tempos sucessivos, completando 90 minutos (RODRIGUES et al., 1998).
Nesse mesmo estudo, o periodo menor de isquemia, 15 minutos, pode ter atuado como pré-
condicionamento isquémico do figado como também foi descrito por outros autores

(BELGHITI et al., 1999; COLARD e GELMAN, 2001).

A desvantagem técnica da oclusdo intermitente do pediculo hepatico nas
hepatectomias parciais ¢ a possibilidade de sangramento durante os momentos de liberagao
do fluxo para reperfusdo do figado. O termo pré-condicionamemto isquémico foi introduzido
na literatura por MURRY e colaboradores em 1986, e significa inducdo de um curto periodo
de isquemia seguido por curto periodo de reperfusdo antes de um periodo mais prolongado de
isquemia. Este autor descreveu o efeito benéfico de curtos episddios de oclusdo coronaria
seguidos também de curtos periodos de reperfusdo no tamanho da area de infarto causado por

isquemia sem pré-condicionamento. Resultados semelhantes foram descritos por outros



autores. O papel do pré-condicionamento isquémico no aumento da tolerancia a isquemia tem
sido descrito em varios 6rgaos como coracao, cérebro, medula espinhal, misculo esquelético,
retina, rins, intestino, além de figado. Entretanto, apesar de varios estudos, as causas do efeito
protetor do pré-condicionamento isquémico e seu real fundamento ndo estdo ainda

claramente estabelecidos (BULKLEY et al., 2000).

Alteragdes celulares induzidas pela isquemia- reperfusao:

1. Alteracao do potencial de membrana

2. Alteracao da distribui¢do de ions — aumento da relagao Ca++ /Na+ intracelular
3. Edema celular

4. Desorganizacao do citoesqueleto de 6rgaos e tecidos

5. Diminuig¢ao da fosfocreatina

6. Acidose celular

1.2 - Transaminases Hepéticas

No figado, a alanino-aminotransferase (ALT) esta localizada somente no citoplasma
celular, enquanto a aspartato-aminotransferase (AST) esté tanto no citosol (20% da atividade
total) e na mitocondria (80% da atividade total) A magnitude da alteragdo da concentragdo
das aminotransferases pode ser classificada em leve (<5 vezes o limite superior), moderada
(entre 5 a 10 vezes o limite superior de referéncia) ou acentuada (> de 10 vezes o limite
superior de referéncia). Clinicamente, os pacientes que apresentam valores alterados de forma
acentuada tipicamente t€ém lesdo hepatica aguda. Todavia tem se alertado para o fato que a
avaliagdo da intensidade do dano agudo, baseado na magnitude da elevacdo de enzimas
hepaticas pode algumas vezes ser incompleta, pois pode haver uma faixa de variagdo incerta
por sobreposi¢do de causas. Além do mais, o grau de elevacdo varia no curso da lesdo e
depende do momento de quando se avalia o nivel da enzima. Apesar destas ambigiliidades, a
magnitude da alteracdo nos niveis de aminotransferase, pode dar uma interpretagdo inicial
para o diagnostico diferencial de varias doengas e para avaliar o nivel de dano sofrido pelo

figado (GIANNINI et al., 2005).

Niveis muito altos indicam lesdo isquémica ou toxica. Nessas situacdes, o nivel de

AST usualmente tem um pico anterior aquele da ALT devido a distribuicdo intralobular



peculiar das enzimas. A Zona 3 dos acinos ¢ mais vulnerdvel tanto ao dano hipdxico (os
hepatodcitos sdo expostos a um meio ja pobre em oxigénio) como ao dano toxico (os
hepatdcitos sdo mais ricos em enzimas microssomais). Nas lesdes isquémicas os niveis de

aminotransferases tendem a cair rapidamente depois do pico (GIANNINI et al., 2005).

A lesdo hepatica, cronica ou aguda pode resultar em elevagdes das transaminases. A
AST e ALT sado enzimas que catalizam a transferéncia de grupos alfa-amino do aspartato e
alanina para o grupo alfa-ceto do acido cetoglutitico para gerar os acidos, oxalacético e
piravico, os quais sdo importantes contribuintes para o ciclo do acido citrico. Ambas
aminotransferases sdo altamente concentradas no figado. A AST estd também difusamente
representada no coragdo, musculo esquelético, rins, cérebro e hemdcias, e a ALT tem baixas
concentragdes nos musculos esqueléticos, nos rins, e elevadas no parénquima hepatico.
Sendo que um aumento significativo na ALT ¢ desse modo, mais especifico de lesdo hepatica

(GIANNINI et al., 2005).

A ativacdo das células de Kupffer e neutréfilos induzida pela isquemia e reperfusdo
pode ser intermediada pelo fator de ativagdo plaquetaria (BOIN, 1997), propiciando a
liberagdo de radicais livres de oxigénio, aumento do influxo de célcio e reducdo de agentes
antioxidantes superoxido dismutase, catalase e glutationa, aumentando a producdo de
malondialdeido (MDA). A ativacao difosfolipases pode produzir graves danos aos lipidios de

membrana e alteragdes da permeabilidade mitocondrial (FARBER et al., 1981).

1.3 - Apoptose

O termo apoptose (do grego apO = separagdo, ptdsis = queda), adotado pela primeira
vez por KERR et al., na década de 70, designa forma fisiologica de morte celular que ocorre
segundo programa genético que desencadeia processo de autodigestdo controlada, em
consonancia com a remoc¢ao de células lesadas, senescentes ou imprestaveis, sem alteragdao do
microambiente celular. Além de seu papel fisioldgico que regula a populagdo celular,
controla os processos de desenvolvimento e morfogénese e limita as reacdes imunes, a

apoptose representa importante mecanismo fisiopatologico de lesdo tecidual (THOMPSON,

1999).



Os ultimos anos presenciaram consideravel avanco na compreensdo dos mecanismos
genéticos ¢ moleculares envolvidos na regulacdo da apoptose, elucidando seu papel na
fisiopatologia de afec¢des hepatobiliares como as doengas autoimunes, as hepatites virais
agudas e cronicas, a carcinogénese, lesdo pelo alcool e outras drogas, lesdo de isquemia e
reperfusdo, rejei¢do do enxerto hepatico e doengas pelo acumulo de cobre (KERR et al.,

1972; PATEL, 1998).

A morte celular, definida como perda irreversivel da estrutura e fungdes vitais da
célula, ocorre por dois processos morfologicamente distintos: necrose e apoptose. Sabe-se
atualmente que os dois fendmenos contribuem para a morte celular nas doencas
hepatobiliares e que a op¢do da célula por uma dessas formas de morte ¢ influenciada pelo
seu estado energético (reserva de ATP). Como processo ativo, a apoptose requer reservas de
ATP (pelo menos nas fases iniciais), a0 passo que a necrose se instala quando ha deplecao

total do ATP (KERR et al., 1972).

A necrose se caracteriza pela perda da integridade da membrana plasmaética quanto a
sua permeabilidade. Diferentes alteragdes como isquemia, hipoxia, hipertermia, irradiacao e
metabolitos toxicos podem levar a perda abrupta da integridade da membrana plasmatica
(citélise) e a alteragdo de seus gradientes eletroquimicos. A liberagdo dos constituintes
intracelulares para o meio extracelular estimula a resposta inflamatéria e amplia a lesdo
tecidual. O fendmeno de morte celular por necrose ¢ facilmente reconhecido nos espécimes
de biopsia hepatica porque os restos celulares permanecem por longo periodo antes de serem

removidos pelas células inflamatorias (PATEL, 2000).

A apoptose € um processo ativo cuja marca registrada ¢ a autodigestdo controlada dos
constituintes celulares, devida a ativagdo de proteases endogenas e pode ser comparada
metaforicamente a um "suicidio celular". A ativacdo dessas proteases compromete a
integridade do citoesqueleto, provocando verdadeiro colapso da estrutura celular. Em
resposta a contracdo do volume citoplasméatico, a membrana celular forma bolhas e se altera o

posicionamento de seus lipidios constituintes.

Em células indenes, a distribuicao de fosfatidilserina se faz primariamente no folheto
interno da membrana plasmatica. Durante o processo de apoptose esse lipidio se expde no

folheto externo da membrana. O novo posicionamento da fosfatidilserina serve como



sinalizador para que células fagociticas das proximidades englobem os fragmentos celulares e
completem o processo de degradacdo. Durante a apoptose ocorrem alteragdes caracteristicas
no nucleo celular gragas a ativacdo de endonucleases que degradam o DNA. Como resultado,
o nucleo torna-se picnotico e a cromatina se condensa nas por¢des adjacentes 2 membrana
nuclear. Finalmente, o nucleo entra em colapso e se fragmenta. Simultaneamente, as bolhas
que se formam no citoplasma separam a célula em fragmentos circundados por membrana,
contendo partes do nucleo e organelas intactas (corpos apoptdticos). Os restos celulares sao

fagocitados pelos macrofagos teciduais ou células adjacentes (THOMPSON, 1999).

Um dos aspectos que distingue a apoptose da necrose €, nesta, a preservagdo da
integridade da membrana plasmatica que evita a liberagdo dos constituintes celulares para o
meio extracelular e, conseqiientemente, a quimiotaxia e a ativagdo de células fagociticas. O
fendmeno da apoptose ¢ mais dificil de ser detectado nos espécimes de biopsia hepatica, pois
suas alteragdes morfologicas se processam rapidamente, entre 2 a 4 horas e os corpos
apoptoticos sdo rapidamente removidos pelos macrofagos teciduais. Essas peculiaridades
justificam a auséncia caracteristica de resposta inflamatoria no tecido adjacente com
preservacdo do microambiente celular (PESSAYRE et al., 1999, THOMPSON, 1999;
PATEL, 2000). Em condi¢des patoldgicas, o grande nimero de células que sofre apoptose
pode suplantar a capacidade fagocitaria do figado. Nessas circunstincias, 0s corpos
apoptoticos nado-fagocitados sofrem processo secunddrio de necrose, com resposta
inflamatoria. Portanto, nessas circunstancias, a elevacdo dos niveis séricos de
aminotransferases pode ser observada, refletindo tanto aumento da apoptose, como necrose

hepatocelular (PATEL e GORES, 1998).

1.4 - Mecanismos celulares da apoptose: Caspases

A apoptose pode ser deflagrada por estimulos externos através de receptores
especificos na superficie celular chamados receptores da morte ou por estimulos internos de
estresse intracelular, tais como lesao do DNA ou alteragdes no ciclo celular ou nas vias
metabolicas. Essas diferentes vias culminam com a ativa¢do de proteases conhecidas como

caspases, que jogam papel fundamental no processo de morte celular.

As caspases estdo presentes no citosol sob a forma de pro-enzimas inativas, tornando-
se ativas apos clivagem proteolitica a altura de residuos do 4cido aspartico (THOMPSON,

1999). Pelo menos 14 membros dessa familia ja foram identificados nos mamiferos e estao



envolvidos no processo de inflamagdo e apoptose. Uma vez ativada, a maioria das caspases
tem a habilidade de catalisar a ativagdo de multiplos outros membros dessa familia,
resultando em amplificagdo da cascata proteolitica. Alguns membros, tais como a caspase-8,
ocupam posi¢do proximal na cascata proteolitica e agem como reguladores e iniciadores,
enquanto outros como a caspase-3 sdo mais distais e agem como efetores da fragmentagao
celular (PATEL, 1998). Contrariamente as proteases armazenadas nos lisossomas ou ativadas
no citosol pelo célcio, que t€ém espectro amplo de substratos inespecificos, as caspases tém
substratos bem restritos, o que lhes assegura um processo de seletividade e especificidade no
processo de proteolise. Tais substratos incluem proteinas envolvidas no reparo de danos e na
replicagdo do DNA, no ciclo celular, na sinalizacdo de transdug¢do e na manutencdo da
integridade da estrutura celular. O ataque a todos esses alvos impede o reparo quando se
rompe toda a estrutura do citoesqueleto e do nicleo, levando a desestruturagcdo da célula
(KERR et al., 1972; THOMPSON, 1999). Em muitos modelos de lesdo hepatica, a inibi¢ao
das caspases freqlientemente impede a apoptose, o que as torna alvos atraentes para uma
estratégia farmacologica, quando, na patogénese da doenga, o processo de apoptose esteja

envolvido.

1.5 - Mecanismos de ativacdo das caspases: receptores da morte e disfuncdo

mitocondrial

Um dos mecanismos pelos quais a apoptose pode ser deflagrada ¢ através dos
receptores da morte presentes na superficie celular, que sdo ativados em resposta ao
acoplamento de ligantes especificos. A maioria identificada dos receptores da morte ¢
membro da superfamilia de receptores para o fator de necrose tumoral (TNF) e ¢
caracterizada por apresentar por¢ao extracelular rica em cisteina e uma regido citoplasmatica,
chamada cadeia da morte, essencial para transdu¢@o intracelular do sinal de morte. Entre
esses receptores, um dos mais estudados e melhor caracterizados ¢ o receptor Fas (CD95 ou
APO-1), abundantemente expresso no figado e cuja importancia na fisiopatologia hepatica e
na homeostasia tem sido amplamente documentada em diversas observacdes (FAUBION e
GORES, 1999). Quando o ligante-Fas se acopla ao receptor Fas, as moléculas individuais do
receptor se trimerizam formando agregado de cadeias da morte. Este permite que as mesmas
se liguem a uma proteina adaptadora presente no citosol, chamada cadeia da morte associada
ao Fas ("Fas-associated death domain", FADD). A ligagdo desse complexo a pro-caspase-8

resulta na ativagdo dessa enzima por clivagem proteolitica. A caspase-8 pode entdo,



diretamente ou pela via mitocondrial, ativar a caspase-3 (caspase efetora) (Figura 1). O
receptor-Fas é expresso em uma variedade de células, incluindo células epiteliais,
hematopoiéticas e linfocitos B e T ativados. O padrao de expressao tecidual do ligante Faz ¢
mais restrito. Sendo expresso nos linfocitos T maduros CD4+ e CD8+ e nas células "natural
killer" ativadas. A expressdo simultinea, de receptor-Fas e ligante-Fas em linfocitos maduros
ativados, podem representar mecanismo de autolimitacdo da resposta imunologica (PATEL e

GORES, 1995).

No figado, o receptor-Fas ¢ expresso nos hepatdcitos, colangiocitos, células estelares
ativadas e células de Kupffer. A ativagdo da caspase-8 via receptor-Fas ¢ importante
mecanismo iniciador da apoptose dos hepatdcitos em condigdes fisioldgicas e patologicas,
sendo de extrema relevancia na fisiopatologia de diversas doengas hepaticas (FAUBION
1999). Em condi¢des normais, os hepatdcitos expressam baixos niveis de receptores-Fas.
Citocinas inflamatdrias, tais como a interleucina-1, ou a presenga de estresse oxidativo, que
resulta na lesdo de DNA e ativagdo do p53, podem aumentar a expressao dos receptores-Fas,
tornando as células mais suscetiveis a apoptose pelo sistema Fas (KERR, 1972; FAUBION e
GORES, 1999). Simultaneamente, o estresse oxidativo aumenta a expressao do ligante-Fas, o
que pode levar a processo conhecido como "fratricidio", no qual hepatécitos vizinhos podem

se destruir uns aos outros pela indu¢do da apoptose (GALLE, 1995).

Recentemente, identificou-se uma expressao significativamente reduzida do receptor-
Fas em formas agressivas de hepatocarcinoma, especialmente em tumores pouco
diferenciados e que cursam com invasdo da veia porta, ou extracapsulares. A perda da
expressao do receptor-Fas em tais tumores, provavelmente reflete mecanismo de adaptacao
para evitar a morte das células tumorais pelo sistema imune (FAUBION, 1999). Além dos
receptores da morte, a apoptose pode também ser deflagrada por sinais de estresse
intracelular que resultem em disfun¢ao mitocondrial, tais como lesdao do DNA (via gene p53),
alteragdes nas vias metabolicas (aumento do calcio intracelular, reducao do pH, estresse
oxidativo), drogas, toxinas ou privacao dos fatores de crescimento. Na presencga de sinais de
estresse intracelular ocorre a translocacdo de proteinas pro-apoptoticas (Bax, Bid) do citosol
para a mitocondria. Essas proteinas sio membros da familia de proteinas Bcl-2 que exercem
importante funcao reguladora da apoptose. A translocacdo das proteinas proapoptoticas para a
mitocondria resulta na liberagdo para o citosol do citocromo-c, presente no espago existente

entre a membrana mitocondrial externa e interna. No citosol, o citocromo-¢ forma um



complexo com o fator ativador da apoptose-1 ("apoptosis-activacting factor 1, apaf-1"),
levando a ativacdo da caspase-9, que ativa caspases efetoras. Portanto, a ativa¢do das
caspases pode ser desencadeada via receptores da morte ou via disfuncdo mitocondrial, com

liberagd@o do citocromo-c (PAROLIN e REASON, 2001).
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Figura 1 — Indugdo da apoptose pela via receptores da morte e por disfungdo mitocondrial.
FNT = fator de necrose tumoral; faa-1 = fator ativador da apoptose 1. Adaptado de
KAPLOWITZ, 2000

Considerando-se a complexidade que envolve a ocorréncia da lesdo de
Isquemia/Reperfusdo, e seus efeitos sobre os resultados das cirurgias de grandes resseccdes
hepaticas e no transplante de figado, fazem-se necessarios mais estudos para uma maior

compreensdo desse problema.

1. 6 - Glutamina (GLN)
Foram SCHULTZE e BOSSHARD, que em 1833, descreveram e denomiram de



GLUTAMINA uma substancia que foi extraida da beterraba, e que era formada de 4cido
glutdmico e amoénia. Substincia essa que na verdade era uma amida, ¢ seu nome correto,
segundo FELTRE, seria Glutamida (FELTRE, 1998), mas que o tempo, assim como o uso,

acabaram por consagrar a denominagdo de Glutamina.

A formula empirica da glutamina ¢ CnHnOnNn. E sua foérmula molecular ¢

C5H1003N2, e a formula estrutural pode ser vista na figura abaixo.
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Figura 2 - Formula estrutural da Glutamina

A férmula estrutural mostra que a glutamina ¢ um 4acido carboxilico biaminado,
alinhando-se na categoria de aminoacidos com grupos polares sem carga (LEHNINGER,

2000).

Em 1935, KREBS, demonstrou a capacidade de sintese de glutamina e sua degradacao
por hidrdlise em tecidos animais. A GLN ¢ um aminoacido de caracteristicas diferentes dos
demais aminoacidos presentes nos humanos.

A GLN ¢ um dos aminoacidos constituintes das proteinas e ¢ o mais abundante no
plasma e nos tecidos, principalmente no tecido muscular. Em humanos, a GLN representa
cerca de 20% do total de aminoacidos livres do plasma, com concentragdes que variam de 0,5
a 0,9mM. Normalmente, a GLN ¢ considerada como um aminoacido ndo essencial porque
pode ser sintetizado pelo organismo de acordo com as necessidades. Os musculos possuem o

maior estoque de GLN. As células do cérebro e dos pulmdes sdo produtores regulares de



GLN, enquanto as células do intestino e do sistema imunologico e do figado podem tanto
produzir como consumir este aminoacido (CURI et al., 1999).

Durante situagdes de estresse, como trauma e infecgdes, neoplasias ou exercicios
extenuantes, pode haver mudangas consideraveis no fluxo da GLN, que nessas situagdes pode
tornar-se um aminodcido essencial, quando sua disponibilidade se torna inferior a
necessidade, exigindo um aporte externo. A GLN ¢ largamente distribuida no organismo
humano, sendo o aminoacido de maior concentracao no sangue ¢ tecidos sob a forma livre de
L-glutamato, participando de véarios processos metabolicos. KREBS em 1935 demonstrou
que diferentes concentragdes de enzimas sdo fundamentais para o metabolismo da GLN:
Glutaminase (presente no figado) e glutamina-sintetase presente no musculo esquelético

(ALVES, 2005).
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Figura 3 — Importancia da Glutamina e glutationa nas reagdes de transaminacao e
desaminacao de aminoacidos € como precursoras de importantes substancias metabdlicas e da

glicose através da neoglicogénese (Fonte: NEWSHOME et al. 2003)

Sabe-se que a GLN, mais especificamente a L-GLN ¢ importante como precursora, na
sintese de peptideos e proteinas, aclcares aminados, de purinas e pirimidina, de &4cido

nucléico e nucleotideos, além de fornecer o Carbono para processos celulares oxidativos, sob



acdo da glutaminase, presente em altas concentragdes nas mitocondrias principalmente no
hepatocito (NEWSHOLME et al., 2003).

1.7 - Metabolismo da Glutamina no figado

O figado pode ser considerado uma grande central metabdlica do organismo. O
nitrogénio proveniente dos tecidos periféricos, notadamente dos musculos e dos pulmdes, ¢
prontamente ofertado aos drgaos centrais sob a forma de glutamina, alanina e aspartato, desde
que a captagdo e o metabolismo da GLN no intestino se processem normalmente (YOUNG,
2001). E como as células periportais do figado s@o ricas em glutaminase, a degradacdo da
GLN desempenha um papel importante no controle dos niveis de amonia no sangue venoso,
pois a sintese e a hidrolise da GLN sao etapas intermediarias na formag¢ao da uréia. O Figado

utiliza a amonia sanguinea para formar GLN (HAUSSINGER, 1986).

1.8 - L-alanil-Glutamina

O uso de GLN tem algumas limitagdes decorrentes de suas caracteristicas fisico-
quimicas. A forma livre da glutamina (L-glutamina) possui pouca solubilidade em solucgao
aquosa ¢ baixa estabilidade em pH baixo e temperaturas elevadas. No organismo, a
L-glutamina pode sofrer conversdo espontanea formando piroglutamato e amodnia, produtos
toxicos ao organismo humano (ALVES, 2005). Desse modo, a op¢do para o uso de
aminodcido na forma de peptideos, tais como a Glycil-glutamina (Gly-GLN) ou a L-alanil-
glutamina (L-Ala-Gln) que apresentam alta solubilidade em agua e estabilidade durante os
procedimentos de preparo, armazenamento ¢ administracdo das solugdes nutricionais, tem
sido a op¢ao de muitos pesquisadores (BEZERRA FILHO et al., 2002; TORRES et al., 2003;
GUIMARAES FILHO et al., 2004), pois esses compostos sofrem hidrolise e liberam

moléculas de aminoacidos livres Alanina e Glutamina (ALVES, 2005).



2 - OBJETIVOS

2.1 - Objetivo Geral:

Avaliar a acdo da administragdo pré-operatoria de L-Alanil-Glutamina e a sua
possivel acdo protetora contra as lesdes de isquemia/reperfusdo em ratos submetidos a

isquemia hepatica.

2.2 - Objetivos especificos

1. Awvaliar os efeitos da isquemia/reperfusdo hepatica sobre metabolitos ALT e DHL;
2. Avaliar se ha efeito protetor da Glutamina como pré-condicionamento, sobre os
marcadores bioquimicos ALT e DHL;

3. Avaliar se ha efeito protetor sobre o indice de marcacao de caspase — 3.



3-METODO

3.1 - Delineamento do estudo:

Foram utilizados 30 ratos albinos (Rattus novergicus), machos, da variedade Wistar,
com peso variando de 280 a 350gramas (médio de 300 gramas), procedentes do Biotério da
Faculdade NOVAFAPI, em Teresina, Piaui. Todos os animais foram mantidos em condic¢oes
ambientais e convencionais, com controle de luminosidade e temperatura, ciclo de vigilia

sono. Recebendo dieta padrao do Biotério (Labina®) e agua ad libitum.

Os animais foram distribuidos em trés grupos de 10 ratos cada: Grupo
Isquemia/Reperfusdo (IR), Grupo Glutamina mais Isquemia /Reperfusdo (GLN + IR), e
Grupo Controle (C), O procedimento cirtrgico foi sempre realizado no mesmo periodo do dia
para evitar interferéncia do ciclo circadiano, no Laboratorio de Cirurgia Experimental da
Faculdade NOVAFAPI. E de acordo com as normas brasileiras de experimentacdo em

animais.

O grupo IR recebeu inje¢do de solucao salina 0,9% intraperitoneal (IP) 2 horas antes
de ser realizada isquemia hepdtica através laparotomia e pingcamento total do pediculo
hepatico por uma pinga vascular tipo Buldog e fechamento da cavidade abdominal com
sutura continua com fio mononylon 4-0 (Etichon®). Ap6és um periodo 30 minutos de
isquemia, os animais foram relaparotomizados e a pinga vascular retirada, restaurando-se o
fluxo sanguineo. Novamente os animais tiveram seu abdome fechado, permitindo a
reperfusao hepatica por um periodo de 60 minutos ao final dos quais os animais novamente
foram relaparotomizados para coleta de sangue através de pung¢do cardiaca para dosagem de
ALT e DHL e retirada do lobo hepatico mediano para estudo histolégico e

imunohistoquimico pela marcagdo para caspase — 3.

O Grupo GLN + IR foi submetido a injec¢do intraperitoneal de solugdo de L-alanil-
Glutamina 20% (DIPEPTIVEN ®), 0,75g/kg, 2 horas antes de ser realizada a isquemia
hepatica através do pingamento total do pediculo hepatico e fechamento da cavidade
abdominal da mesma forma que foi feito para o Grupo IR. Apds um periodo 30 minutos de
isquemia, os animais foram relaparotomizados e a pinga vascular retirada, restaurando-se o

fluxo sanguineo, permitindo a reperfusdo hepatica por um periodo de 60 minutos ao final dos



quais os animais novamente foram relaparotomizados para coleta de sangue e retirada do

lobo hepatico mediano para estudo e imunohistoquimico pela marcagao para caspase — 3.

O Grupo C foi submetido apenas a pun¢do abdominal 2 horas antes de uma
laparotomia e manipulagdo do pediculo hepatico. Suturado e relaparomizado apds 30 minutos
¢ mais uma vez manipulado o pediculo, seguindo-se a um periodo de 60 minutos, a fim dos
quais os animais foram relaparotomizados, colhido amostra de sangue e fragmentos de tecido

hepético, de modo semelhante aos outros dois grupos.

3.2 - Procedimento cirurgico:

Os ratos foram submetidos a jejum de 12 horas na noite anterior ao experimento. Os
procedimentos cirurgicos foram realizados sob anestesia intraperitoneal (IP) com uma
solu¢do de cloridrato de ketamina, 80mg/Kg (Cristalia, Itapira, SP) + cloridrato xilazina, 10
mg/Kg (Bayer S.A., Sdo Paulo, SP).Em seguida realizou-se, seguindo técnica asséptica,
laparotomia mediana. O pediculo hepatico, composto pela veia porta, artéria hepética e via
biliar, foi isolado, sendo posteriormente ocluido com pinga vascular do tipo Buldog (Figura
4). A oclusao completa da triade portal no local proposto foi confirmada no trans-operatorio
pela presenca da palidez importante no parénquima hepatico. Apo6s os 30 minutos de
pincamento da triade portal, que corresponde ao tempo de isquemia, os ratos foram
novamente anestesiados e a ferida operatéria abdominal reaberta. Sendo mais uma vez
confirmada a eficacia da oclusdo vascular pela isquemia do figado. A pinga vascular foi
retirada, observando-se a reperfusdo do tecido isquémico por um periodo de 60 minutos.
Dessa forma, os animais permaneceram vivos, submetidos a isquemia, permitindo o estudo
das alteragdes metabolicas induzidas pela isquemia e reperfusdo. Os animais dos grupos IR e

GLN+IR foram submetidos a 60 minutos de reperfusao hepatica normotérmica.

3.3 - Coleta de amostras:

Apos serem anestesiados e relaparotomizados, os ratos de ambos os grupos tiveram
sangue colhido através de puncdo cardiaca (1ml), para andlise de ALT e DHL (teste
enzimatico). Em seguida o lobo mediano do figado foi removido, e imediatamente colocado
num frasco em formaldeido tamponado 10%, Para serem avaliados em exame

imunohistoquimico para marcacdo por anticorpo para Caspase-3. O exame



imunohistoquimico foi realizado no Laboratério de Patologia Clinica LAPAC, em Teresina,

Piaui, credenciado pela Sociedade Brasileira de Patologia.

Figura 4 - Pingamento do pediculo hepatico de Rattus novergicus, do grupo IR. com uma
pinca de Buldog de 2cm. Laboratério de Cirurgia experimental da Faculdade

Novafapi, Teresina-PI.

3.4 - Método imunohistoquimico

Os tecidos fixados em formalina foram cortados com Sum de espessura e montados
em laminas de vidro previamente preparadas com o adesivo poli-D-lisina ( Sigma Chemical
Corporation, p-7886, Saint Louis,MO, EUA). Utilizou-se o complexo etreptavidina-biotina-
peroxidase (LSAB) modificado (10). O LSAB (LSAB KIT, KO0690, Dako
Corporation,Carpinteria,California EUA) corresponde a uma técnica de avidina-biotina em
que o anticorpo secundario biotinilado reage com varias moléculas de estreptavidina
conjugada a peroxidase. A recuperacgdo antigénica foi feita pelo calor imido, com a utilizagao

de panela de pressdo, como descrito a seguir:



- Desparafiniza¢do xilol por cinco minutos ( trés banhos );

- Hidratagdo em alcool etilico absoluto (quatro banhos) e lavagem com solugdo salina
tamponada (SST) em pH 7,4 por cinco minutos;

- Tratamento com peroxido de hidrogénio (H202) a 3%, diluido em SST por cinco
minutos, para bloqueio a peroxidase endogena.

- Recuperagao de epitopos pelo calor imido (SST de citrato em pH 6,4 por trés
minutos em panela de pressao segundo modificacao;

- Incubagdo com anticorpo monoclonal anti-Caspase-3, Clone 3CSP03 (Diagnostic
Biosystems,California, EUA), na dilui¢ao de 1:500, em média por trés horas;

- Incubacdo por 15 minutos com complexo ligacdo-imunoglobulinas biotiniladas
anticoelho,anticamundongo e anticarneiro pré-diluidas em SST;

Tratamento dos cortes para visualizagdo da reacdo com solugdo de 3,3-
tetraidrocloreto de diaminobenzidina (DAB) na concentracdo de Img/ml de solugdo tampao
de Tris e solugdo de H202, por cinco minutos. Os cortes foram entdo contracorados com
hematoxilina de Harris por 20 segundos;

- Desidratagdo em banhos de alcool etilico absoluto (cinco banhos) e xilol ( trés
banhos );

- Montagem das laminas com balsamo e laminula .

Todos os passos da reacdo imunohistoquimica foram realizados a temperatura
ambiente, com excecdo da etapa da recuperacdo antigénica realizada na panela de pressao.
Entre cada passo da reacao, antes do uso de DAB, as laminas foram lavadas varias vezes com

SST (pH 7,4), e apds o uso de DAB as lavagens foram feitas com dgua comum.

3.5 - Critérios de avaliagcdo imunohistoquimica

O programa de computador Axiovision Rel 42.-Zeiss permitiu a captura de imagens
de campos com a marcacgdo das células coradas em marrom (expressdo imunohistoquimica da
caspase 3), sua contagem em vinte campos aleatorios, calculo de sua porcentagem em relagao
as células ndo coradas em marrom (células sem expressdo imunohistoquimica da caspase 3) e

apresentacdo dessas medidas em média e desvio-padrdao. O indice de apoptose foi calculado



considerando a porcentagem de células apoptoticas marcadas em cada 1000 células contadas

em vinte campos aleatorios. (CHAVES, 2005).

Os resultados tiveram a significancia estatistica avaliada pelo teste de varidncia

ANOVA, e pelo pos-teste de comparagao multipla médias de Tukey, utilizando-se o software

GraphPad Prism, versdo 5.00. em um computador pessoal Notebook IS1253 (CPU Intel
T2080@1.75GHz).

Figura5 - Tela com imagem de ldmina marcada com caspase 3, aumento de 200x, de Rato
do grupo Controle. Captura de imagem com programa de computador Axiovision Rel 42.-

Zeiss Laboratorio de Patologia — LAPAC, Teresina-PI.



3.6 - Esquema do delineamento do experimento:

Grupo Isquemia /Reperfusdo (IR)

Tempo zero 2Hs 30min 1H Amostras
I —  —— I — %
SF 0,9%, 1P e Isquemia e Reperfusao
Hepatica total
Grupo GLN+IR
Tempo zero 2Hs 30min 1H Amostras
[ ——  ——— [ — %
GLN20%, IP & Isquemia e Reperfusdo
Hepatica total
Grupo Controle (Sham)
Tempo zero 2Hs 30min IH Amostras
[ —— %  ——t [ — %
Pungdo IP Manipulacao do pediculo hepatico



4 - RESULTADOS
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Figura 6 - Grafico com média e erro padrio da média da dosagem de alanina

aminotrasferase (ALT) nos grupos Isquemia/Reperfusio (IR), Glutamina + Isquemia/

reperfusdo (GLN+IR) e Controle (pungao).

Tabela 1 - Teste de Comparacao Multipla deTukey/Dosagem de Alanina Aminotrasferase

(ALT)

Grupos P <0.05
IR vs Controle p=0,0002*
IR vs GLN+IR p=0,0124*
GLN+IR vs Controle p=0,09937

IR: Isquemia/reperfusdo; GLN: glutamina



Tabela 2 - Média e erro padrao da média da dosagem de alanina aminotrasferase (ALT), nos

grupos Isquemia /Reperfusao (IR), Glutamina + Isquemia /Reperfusdo (GLN+IR) e Controle

(C) (puncao).

Grupos ALT (U/L)
Controle (n=10) 83,3+5,5
IR (n=10) 270,6+40,8

GLN+IR (n=10)
GLN: glutamina

127,9+31,17IR: Isquemia/reperfusao;

IR: isquemia/reperfusao; GLN: glutamina

DHL (U/L)

IR GLN+IR Controle

Figura 7 - Grafico com média e erro padrdo da média da dosagem de desidrogenase latica

(DHL) nos grupos Isquemia/Reperfusao (IR), Glutamina + Isquemia/ Reperfusao (GLN+IR)

e Controle (puncdo).



Tabela 3 - Teste de Comparacao Multipla eTukey / Dosagem de desidrogenase latica (DHL)

Grupos P <0.05

IR vs Controle p<0,0001*
IR vs GLN+IR p=0,0041*
GLN+IR vs Controle p=0,0004*

IR: isquemia/reperfusdo; GLN: glutamina

Tabela 4 - Média e erro padrdo da média da dosagem de desidrogenase latica (DHL), nos

grupos Isquemia /Reperfusao (IR), Glutamina + Isquemia/ Reperfusao (GLN+IR) e Controle
(C) (pungéo).

Grupos DHL (U/L)
Controle (n=10) 206,6+16,2
IR (n=10) 2079,0+£262,4
GLN+IR (n=10) 1019,0+187.,9

IR: isquemia/reperfusdo; GLN: glutamina

10~

% de células marcadas

IR GLN+IR Controle

Figura 8 - Grafico com média ¢ erro padrdo da média da porcentagem do niimero de células

que expressaram a caspase 3 em 1000 células analisadas (Indice de Apoptose), nos grupos

Isquemia/Reperfusdo (IR), Glutamina + Isquemia/Reperfusdo (GLN+IR) e Controle.



Tabela 5 - Teste de Comparagdo Multipla deTukey / Percentual de células marcadas para

caspase 3

Grupos P <0.05
IR vs Controle p=0,0198*
IR vs GLN+IR p=0,1758
GLN+IR vs Controle p=0,1074

IR: isquemia/reperfusdo; GLN: glutamina
Tabela 6 - Média e erro padrdao da média do ntimero de células que expressaram a caspase- 3
(indice de Apoptose), nos grupos Isquemia/Reperfusdo (IR), Glutamina + Isquemia

/Reperfusdao (GLN+IR) e Controle (C) (pung¢ao).

Grupos Percentual de células com caspase 3
IR (n=10) 6,63+1,35
GLN+IR (n=10) 3,66£1,20
Controle (n=10) 2,19+1,14

IR: isquemia/reperfusdo; GLN: glutamina

Tabela 7 - Média e erro padrao da média da dosagem de alanina aminotrasferase (ALT), da
dosagem de desidrogenase latica (DHL) e do niimero de células que expressaram a caspase- 3
(indice de Apoptose), nos grupos Isquemia/ Reperfusio (IR), Glutamina +
Isquemia/Reperfusdo (GLN+IR) e Controle (C) (pungao).

Grupos ALT (U/L) DHL (U/L) % células com caspase 3
Controle (n=10) 83,345,5 206,6+£16,2 2,19+1,14
IR (n=10) 270,6+40,8 2079,0+262,4 6,63+1,35
GLN+IR (n=10) 127,9+31,17 1019,0+187,9 3,66+1,20

IR: isquemia/reperfusdo; GLN: glutamina



Figura 9 - Imagem de Lamina Imunohistoquimica do Grupo Controle (pun¢do), Caspase 3,

aumento 200x.

Figura 10 - Imagem de Lamina Imunohistoquimica Caspase-3

Grupo Isquemia/Reperfusdo, aumento 200x.




Figura 11 - Imagem de Lamina Imunohistoquimica Caspase-3, Grupo Glutamina +

Isquemia/reperfusdo, aumento 200x.



5 - DISCUSSAO

O desenvolvimento de novas estratégias farmacologicas para atenuar a lesdo de I/R
no figado, tem sido importante para que melhores resultados clinicos finais sejam alcangados
nas ressecc¢oes hepaticas e no transplante hepatico. Fatores relacionados com a lesdo de I/R
usualmente incluem espécies de radicais livres, sobrecarga de calcio intracelular, citocinas
inflamatorias e infiltracdo de neutrofilos (DELVA et al., 1989; PANNEN, 2002). Todavia, o
mecanismo completo dessa lesdo ndo foi ainda completamente elucidado. H4 varios modelos
para estudar esse fenomeno. Na literatura, encontram-se modelos que adotam isquemia
parcial ou isquemia total. Este ultimo encontra a estase esplancnica como um fator de
mortalidade importante. Embora esta técnica se comporte como uma maneira segura, muita
controvérsia ainda existe sobre o tempo total de tolerancia hepéatica a isquemia. Deste modo,
tem se realizado estudos, ndo somente para avaliar o tempo maximo que o tecido hepatico
pode suportar o pingamento da triade portal, mas também, para avaliar os efeitos da manobra
quando executada de maneira intermitente. Modelos diferentes in vivo e in vitro tem sido
usados para estabelecer processos de lesdo de I/R hepética, como no modelo de transplante de
figado, a isquemia quente parcial ou modelo de I/R fria, e o modelo de I/R total
(HASSELGREN, 1987). No presente estudo, optou-se pelo modelo de isquemia total devido
a facilidade técnica e por se considerar que esse modelo representa a situacdo encontrada

durante o transplante hepatico e nas grandes ressec¢des hepaticas.

A escolha do modelo animal utilizado, o rato, deve-se a facilidade de obtengdo, ao
amplo conhecimento da fisiologia, a resisténcia as infec¢des e baixa mortalidade, ao baixo
custo e a manuten¢do do mesmo modelo utilizado em outros estudos da linha de pesquisa de
I/R como proposto por QUIREZE et al, em 2006. Entretanto, este animal apresenta algumas
diferengas anatomicas em relagdo ao figado humano, tais como auséncia da vesicula biliar e a
multilobulagdo do 6rgao. A lesdo de I/R com pingamento seletivo do pediculo hepatico ou da
triade portal encontra-se bem estabelecida em ratos, assim como, o padrdo bioquimico,
histolégico e imunohistoquimico, com a existéncia de anticorpos disponiveis e de facil acesso
(JIA et al, 2006; SOUZA, 2007). Ja em humanos, diversos autores preconizam que o tempo
de isquemia do 6rgdo, se continuo, ndo deverd exceder 60 minutos e, o procedimento
intermitente devera ser adotado quando o periodo para corre¢do das lesdes superar este valor

(MONTAVANI et al., 2002). SEBE e cols., em 2000, estudaram os efeitos de diferentes



tempos de isquemia no figado de ratos, distribuidos de acordo com o tempo de isquemia, que
variou de zero a 30 minutos, fazendo pingamento do hilo hepatico. As alteragdes bioquimicas
foram significantemente maiores nos grupos isquémicos quando comparadas ao controle.
Estes autores concluiram que com 20 minutos j4 se inicia lesdo em organelas dos hepatdcitos
e que aos 30 minutos esta lesdo ¢ mais acentuada. No presente estudo ndo ocorreu
mortalidade, demonstrando que esse ¢ um modelo seguro. Além disso, as alteragdes
encontradas nos valores das enzimas hepaticas ALT e DHL confirmam sua aplicabilidade no
estudo da lesao de I/R (GONCE et al., 1995; TURNAGE et al, 1996; MAN et al., 1999;
MONTAVANI et al., 2002).

A isquemia parcial e seletiva de apenas alguns lobos em modelos de ratos tem sido
um modelo utilizado por vérios autores. O pingamento do lobo lateral esquerdo e mediano
representa uma isquemia hepatica em torno de 70%, sendo considerado por vérios autores
que apenas 30% de parénquima sejam suficientes para manutencdo dos animais vivos
(VOLLMAR et al., 1994; RHODEN, 2000; GARCIA et al., 2004; SAIDI et al., 2007;
SZIJARTO et al., 2007; LIANG et al., 2008). Mas, ¢ um método que exige uma abordagem
cirurgica mais dificil de obter-se uma uniformidade, quando associado a ressec¢do dos lobos
que nao foram submetidos a isquemia, para o estudo do periodo de reperfusdo, como
proposto no estudo de GARCIA et al. em 2004, ou o pincamento seletivo como estudado por
SZIJARTO et al., em 2007, ndo representam completamente a situagdo como a vista em
grande ressec¢do por tumores e no trauma hepatico, ou ainda no transplante hepatico. O que

ndo ¢ visto no modelo de pingamento total da triade portal.

NEVES et al. em 2006, compararam a lesao hepatocelular ocasionada pelo emprego
do pré-condicionamento isquémico e de duas outras modalidades de clampeamento da triade
portal: clampeamento continuo e intermitente em ratos, mostrando que a forma continua
provoca maior dano hepatocelular. Este resultado € corrobora com a idéia de que o modelo de
isquemia continua mostra-se eficaz para o estudo desse tipo de fenomeno. O que pode ser

visto no presente estudo (Figuras 6 e 7).

SEABRA em dissertacdo de mestrado UFMG (SEABRA, 2008) estudou I/R hepatica
em coelhos de forma intermitente e continua avaliando diferentes tempos de isquemia que
variavam de 30 a 60 minutos de isquemia e avaliando o efeito da reperfusdo, mostrando nao

haver diferenga no indice de apoptose entre os dois modos de pingamento. No presente



estudo, optou-se pelo tempo de isquemia de 30 minutos, que como demonstrado
anteriormente, ja ocasiona muitas alteracdes representativas da lesdo de I/R medidas em
varios tempos de reperfusao. Além do que, ja ficou demonstrado que um tempo maior que 45
minutos de isquemia ndo seria suportado pelo rato (FAMER et al., 2000; SEBE et al., 2000;
JIA et al., 2006). Nos periodos menores que trinta minutos, os achados foram pouco
significantes, enquanto que nos periodos superiores a 100 minutos, as repercussdes
hemodinamicas e o dano tecidual aumentavam o indice de mortalidade dos animais em
funcdo da estase esplancnica (RHOLDEN et al., 2000; ISOKAZI et al., 1992; BARON e
MURIEL, 1999).

As dosagens séricas de transaminases ¢ DHL sdo parametros considerados classicos
de lesdo dos hepatocitos e sdo usadas praticamente em todos os trabalhos que tém como
objetivo o estudo da lesdo de isquemia e reperfusdo, pois sao de facil reproducdo e de baixo
custo. Em grande numero de trabalhos, os animais sdo submetidos desde poucos até 120
minutos de isquemia por periodos de reperfusdo que variam de minutos até varios dias, com
os mais variados objetivos. Ratos submetidos de 30 a 45 minutos de isquemia, passam a
apresentar aumentos significativos das transaminases, ja aos 15 minutos de reperfusdo e aos
60 minutos chegam a apresentar valores de até 30 vezes maiores que os valores basais
(ZHANG et al., 1997). Apds 60 ou 90 minutos de isquemia apresentam maior aumento das
transaminases, entre 1 e 3 horas de reperfusdo. Demonstrou-se com os resultados obtidos no
presente estudo que essas alteracdes ja se estabelecem bem aos de 30 minutos de isquemia.
Além disso, essas enzimas sdo efetivamente as mais utilizadas na pratica clinica para o
acompanhamento dos pacientes, com suspeita ou diagndstico desse tipo de lesio (MIRANDA
et al., 2005), justificando-se assim sua aplicabilidade como marcador bioquimico da lesao de

I/R.

Avaliando-se os resultados encontrados no presente estudo ver-se que quanto a
dosagem de ALT e DHL, comparando-se o grupo Controle com o grupo I/R, obteve-se uma
diferenca extremamente significante para ambas as enzimas. Ja, comparando-se o grupo
Controle com o da GLN + IR a diferenca foi significante para ALT, e extremamente
significante para DHL. Esses dados confirmam que esse modelo de isquemia e reperfusao

associa-se a lesdo hepatica de modo significativo.

A comparag@o dos valores de ALT e DHL entre o Grupo IR e o Grupo GLN + IR,



evidencia uma diminuicdo dos seus niveis séricos nos ratos pré-tratados com GLN, duas
horas antes da isquemia. Isso demonstra que a GLN parece ter conferido protecao a lesdo de
I/R hepatica no modelo de Isquemia hepatica total por 30 minutos, seguida de um periodo de

reperfusdo de 60 minutos.

HIRANO et al. em 2006, em um estudo do efeito da I/R hepatica sobre o efeito de
seqliestro de neutrofilos em rins de ratos, usaram uma manobra de PRINGLE de apenas 15
minutos como modo de pingamento hepatico. Neste estudo, a concentracao sérica da ALT,
assim como da DHL foram selecionadas como marcadores de lesdo celular. Apesar de
existirem muitas opgdes entre as substancias utilizadas para qualificar e quantificar a lesdao
isquémica do hepatdcito optou-se pela dosagem de AST, ALT e LDH pela facilidade de
execucdo e pela grande freqiiéncia com que sdo utilizadas sejam isoladamente ou
acompanhadas de outros métodos de avaliacdo, presentes em varios estudos (ZHANG et al,
1994; ASLAN et al, 2001; WANG et al., 2001; IWASAKI et al., 2002; SHINODA et al.,
2002; TEOH et al., 2002; SILVA et al., 20006).

A GLN ¢ um nutriente essencial durante doencas e lesdes graves, tendo um papel vital
no metabolismo tissular. A administracdo de GLN antes da lesdo de I/R experimental tem
mostrado um efeito protetor no tecido intestinal (BLIKSLAGER et al., 1999), e cardiaco
(WISCHMEYER et al., 2008;). O presente estudo indica que ela também protege o tecido
hepéatico quando administrada previamente 4 lesdo de I/R, funcionando assim como um pré-
condicionamento nutracéutico. Uma vez que, nutracéutico ¢ um alimento ou parte de um
alimento que proporciona beneficios médicos e de saude, incluindo a prevencdo e/ou
tratamento da doenga. Os nutracéuticos podem ser classificados como fibras dietéticas, acidos
graxos poliinsaturados, proteinas, peptidios, aminoacidos ou cetodcidos, minerais, vitaminas
antioxidantes e outros antioxidantes (glutamina, glutationa, selénio) (ANDLAUER &

FURST, 2002).

Em alguns experimentos, verifica-se morte celular principalmente por necrose
(MURRY, 1986), enquanto em experimentos de fase tardia predomina a apoptose, processo
no qual nao ocorre lise da membrana celular. Em alguns desses estudos, ocorreu redugdo da
AST e, principalmente da ALT, com a modula¢do por pré-condicionamento isquémico e

farmacoldgico com a N-acetil-cisteina. PERALTA et al. em 2002, em 90 minutos de



isquemia e 24 horas de reperfusdo, obtiveram uma diferenga significante com o pré-
condicionamento isquémico, na dosagem da ALT e AST, mas também nesse estudo foi
verificada uma redugdo das transaminases quando comparadas ao tempo de reperfusdo de seis
horas (JIA et al., 2006; SILVA et al., 2002; SILVA et al., 2006; SZIJARTO et al., 2007,
ARAB et al., 2009; SCHUSTER et al., 2009) . A dosagem da ALT usada no presente estudo
foi adequada para mostrar a existéncia de dano hepatico no tempo de 30 minutos de isquemia
hepatica, uma vez que obtivemos resultados significantes quando comparados os valores de

transaminases do grupo Controle (Figura 6).

Foi descrito também que a apoptose ¢ um importante modo de morte celular na lesdo
de I/R, e que essa apoptose ¢ regulada por genes. Estudos em animais demonstram que a
deplecdo de GSH, aumenta a apoptose em colangiocitos (FAUBION e GORES, 1999;
HADDAD e KUKAN, 2001; PAROLINI ¢ REASON, 2001). Com um possivel mecanismo
que seja parcialmente relacionado a preservagao do conteido de GSH, NOH et al., em 2006,
testaram se a GLN em pré-tratamento, reduz a lesdo I/R em ratos e encontraram que nao
houve reducdo desse tipo de lesdo quando 70% do figado foi exposto a isquemia por 75
minutos seguidos de 24horas de reperfusdo quente. Esses autores associaram a falta de
protecdo do pré-tratamento com GLN com uma auséncia de uma regulacdo e formacao da

proteina de choque HSP 70 (NOH et al., 2006)

A GSH ¢ um importante antioxidante que protege os tecidos contra a lesdo por
radicais livres. A GLN aumenta as defesas e pode ser importante na sintese de GSH. Estudos
demonstraram que agentes toxicos ao figado como o acetominofeno causam deplegdo
hepatica de GSH e levam a necrose hepatica. Em 1992, demonstrou-se que a suplementagao
de GLN aumentaria os estoques de GSH hepatica e diminuiria tanto a lesdo como a morte

apos overdose com acetominofeno em ratos Wistar (HONG et al., 1992).

A lesdo de I/R leva a producdo de radicais livres de oxigénio com influéncia nos
estoques de GSH. SZIJARTO et al. em 2007, investigaram o efeito da GLN no pré-
tratamento sobre a microcirculagdo hepatica, supondo que a GLN tenha um efeito protetor
contra radicais livres. Eles concluiram que o efeito benéfico esperado da GLN no pré-
tratamento ndo melhorou significantemente a microcirculagdo hepatica, e sugeriram que

doses maiores poderiam melhorar esses efeitos.



A GLN por si s6 ndo possui qualquer propriedade antioxidante. Dessa forma, o pré-
tratamento com GLN pode ser efetivo via producdo de GSH. Ha também indicagdo que ela
possa ter um importante papel na promog¢ao da regeneragdo e na microcirculagdo hepatica
como ficou demonstrado pela monitorizacdo do fluxo sanguineo por fluxometria ndo invasiva
com Doppler (SZIJARTO et al. 2007), evidenciando que a melhoria na homeostase redox
poderia influenciar a microcirculagdo hepatica e proteger a figado da lesao de I/R. Nesse
estudo a GLN foi administrada numa dose de 400mg/Kg (Dipeptive®) em uma infusdo
venosa na velocidade de 0,5ml/h(com duragdo de 3 horas) antes da I/R hepatica, que foi
segmentar (lobo mediano e lanteal esquerdo) e o periodo de isquemia foi de 60 minutos. Os
lobos ndo isquemiados foram ressecados logo antes de se iniciar a reperfusdo apenas dos
lobos anteriormente isquemiados, € as amostras de sangue e tecido hepatico foram obtidas
apos 6 horas de reperfusdo. Um periodo de reperfusdo 6 vezes maior que o do presente
estudo. Os resultados de Szijarté et AL. mostaram niveis de AST e ALT significativamente
maiores nos grupos que recebeu pré-tratamento com GLN e no que recebeu apenas solugao
fisologica 0,9% antes da I/R, quando comparados ao grupo Sham.Mas quando comparou-se
os grupos pré-tratados com GLN e solucdo fisologica, obteve-se neveis significativamente
menores dessas enzimas no grupo pré-tratado com GLN. Resultado esse semelhante ao
obtido no presente estudo. Em outros estudos, os resultados da imunohistoquimica
demonstraram que pré-tratamento com GLN diminuiu o nimero de células em necrose e
aumentou as em apoptose (GOOSSENS et al., 1996, OBRADOR et al., 2001; SZIJARTO et
al., 2007). Este resultado foi diferente do presente experimento, que mostrou uma redu¢ao no
niamero de células e, por conseguinte, no indice de apoptose, embora de modo ndo
significante. Como mencionado anteriormente, NOH et al. em 2006, ndo encontraram
beneficio na prevencao da lesdo isquémica. Mas no modelo utilizado por esses autores o
tempo de isquemia foi superior em 15 minutos ao utilizado no presente estudo, e o tempo de
reperfusdo de 24 horas também ¢ bastante superior, ja estando na fase tardia da lesdo I/R.
Outro estudo sugeriu que o pré-tratamento com GLN dar uma tolerancia significativa a lesao
de IR, atribuindo esse efeito ao aumento no conteido de GSH e na regulacao da expressao

das proteinas Bcl-2 e Bax no tecido hepatico (JIA et al., 2006).

Os resultados do estudo de JIA et al. 2006, indicam que depois de 30 minutos de
isquemia, a fun¢ao e morfologia hepatica sao prejudicadas e que o pré-tratamento com GLN
poderia conferir protecdo contra o dano do figado (JIA et al., 2006). O exato mecanismo do

efeito protetor da GLN contra a lesdo de I/R de 6rgaos e tecidos ainda ndo ¢ completamente



entendido. A GLN protege contra a lesdo de I/R, coracdo e musculo esquelético preservando
o conteido de GSH em seus tecidos (PREM et al., 1999; LIANG et al., 2008). A GSH ¢ um
antioxidante endogeno importante que protege contra as lesdes dos radicais livres de
oxigénio, e a administracdo intravenosa de GSH durante a reperfusdo de figado isquémico
pode prevenir a lesdo de reperfusdo em ratos (SHAUER et al., 2004). O pré-tratamento com
GLN pode obviamente aumentar o conteido de GSH no tecido hepatico de ratos, indicando
que a GLN pode proteger contra a lesdo de I/R hepatica pela manutencdo de um contetudo
relativamente alto de GSH no tecido e aliviando as lesdes celulares oxidantes (HONG et al.,
1992). Além disso, o pré-tratamento com GLN pode também proteger contra a IR hepatica
pela participacdo no metabolismo energético, aumentando o metabolismo energético celular,
protegendo a estrutura e fun¢ao mitocondrial e diminuindo a produgdo de radicais livres de
oxigénio, levando a um menor consumo de GSH do tecido hepatico. Na inibi¢do completa da
atividade da o-cetoglutarato desidrogenase no ciclo do acido citrico, tem sido observada
células privadas de GLN expostas a hiperoxia, em que a GLN poderia proteger a
desidrogenase a-cetoglutarato da inativagdo sob estresse oxidativo e aumentar os niveis de
ATP celulares (AHMAD et al.,, 1992). A GLN poderia estimular a sintese de glicogénio e
aumentar o seu estoque nos hepatocitos, reforcando a resisténcia hepatica contra lesdes
oxidantes (WANG et al., 2001). Para XIA 1997, a GLN aumenta a atividade da SOD no

tecido hepatico depois do estresse.

Um mediador crucial da lesdo de IR ¢ o oxigénio derivado de radicais livres (MA et
al. 2008), particularmente o perdxido de hidrogénio, uma fonte de oxigénio derivado de
radicais livres depois da hipoxia que pode induzir o TNF por uma ativacao da kinase ativada
pelo mitogene p38 (LUTZ et al., 2010). Além do mais, ocorre um nimero de respostas
metabolicas adaptativas intracelulares, entre as quais temos o aumento da concentragdo
intracelular de Ca++ com geragdo de complexos calcio-piruvato e a formacao de 4cido urico.
Os complexos de fosfato de célcio e o acido Urico pertencem a um grupo dos assim chamados
complexos de sinal de perigo (fragmentos de DNA, fragmentos de membrana celular,
proteina de choque quente (HSP), etc.), que se ligam aos complexos de proteinas
intracelulares chamadas de “inflamasomes” (MARTINON et al. 2002). Os “inflamasomes”
incluem diferentes moléculas adaptadoras que medeiam um aumento na producdo de
secrecao de interleucina-1 (MOYNAGH, 2003). Além da formagao de complexos de fosfato
de calcio, o aumento na concentragdo intracelular de calcio também aumenta a ativagdo de

fosfolipases como também de proteases. Essas Ultimas incluem as cinases-s que quebram



proteinas e as caspases as quais executam a apoptose (LUTZ et al., 2010).

Para diminuir a severidade da lesdao de I/R, vdrias estratégias terapéuticas sao
avaliadas no momento. Uma delas ¢ a inibi¢do da apoptose pela diminui¢do do metabolismo
celular usando CO - mondxido de carbono e H2S — sulfeto de hidrogénio (WEI et al. 2010).
Uma segunda estratégia seria inibir a sobrecarga mitocondrial de calcio (NICOUD et al.
2007) e assim bloquear a sinaliza¢ao da execucao mitocondrial da apoptose (ANDERSON et
al., 2004). Uma terceira estratégia ¢ o uso de antioxidantes que diretamente atuariam numa
contra-regulacdo dos efeitos das EROs (ACQUAVIVA et al.,2009), o que indiretamente pode
ter sido o efeito da GLN como pré-condicionamento , como foi utilizada no presente estudo,
considerando-se que a GLN administrada como pré-tratamento pode ter aumentado a GSH e

assim funcionar indiretamente como antioxidante.

A falta de oxigénio para os hepatocitos durante a isquemia causa desenergizagao da
mitocondria, deplecdo de ATP, e alteragdes na homeostasia dos ions hidrogénio, sédio e
calcio, que ativam enzimas hidroliticas e disfun¢cdo da regulacdo do volume celular e das
células dos sinuso6ides endoteliais, acarretando edema das células de Kupffer (PERALTA et

al.,2007).

Enquanto a I/R pode causar necrose hepatica, muitos estudos mostraram que a morte
celular programada ou apoptose ¢ a causa de morte celular durante a reperfusdo do figado
depois de um longo tempo de isquemia. Contudo, o papel do apoptose como a causa principal
de lesdo e o nivel de mudangas morfoldgicas induzidas por este tipo de morte celular nao foi

ainda determinado detalhadamente (ARAB et al., 2009).

Estudos em animais demonstram que a deplecdo de GSH, aumenta a apoptose em
colangiécitos (FERNANDEZ et al.,, 2003). Com um possivel mecanismo que seja
parcialmente relacionado a preservagdao do contetido de GSH, NOH et al. em 2006, testaram
se a GLN em pré-tratamento reduz a lesdo isquemia-reperfusdo em ratos e encontraram que
ndo houve redugdo desse tipo de lesdo quando 70% do figado foram expostos a isquemia por

75 minutos seguidos de 24 minutos de reperfusdo quente.

Os principais alvos da lesdo de I/R hepatica sdo os hepatdcitos e células dos

sinusoides endoteliais. Estes dois tipos de células apresentam respostas diferentes a isquemia:



os hepatdcitos sdo mais sensiveis a isquemia quente e os sinusoides a isquemia fria (BILZER,
2000). A apoptose tem sido apontada como o destino das células que sofrem a lesdo de I/R
(SASAKI et al. 1996). Dos varios estudos que apontam a apoptose como resultado da I/R nos
hepatdcitos e nos sinusoides, utilizam os ensaios do tipo TUNEL (CLAVIEN et al. 1998;
CLAVIEN et al., 1999, BILZER et al., 2003), mas a sua utilizagdo tem sido questionada, pois
esse método de avaliacdo ¢ falho em distinguir entre apoptose e necrose (SCHULTE-
HERMANN et al., 1995). E a ativacdo das caspases, tem sido usada, para demonstrar a
ocorréncia de apoptose na I/R hepatica (RENTSCH et al., 2001). Na verdade, o uso de
inibidores da pan-caspase mostrou proteger tanto os hepatocitos como os sinusoides da lesao
de I/R (NATORI et al. 2003; CURSIO et al., 1999). Por outro lado, os estudos de
JAESCHKE em 2002, contradizem a visdo que a maioria das células hepaticas apresenta
apoptose em resposta a I/R, acreditando que a necrose ¢ a principal forma de morte celular
nesta situacdo. Foi postulado a existéncia de uma via intracelular comum, a qual pode levar
tanto a apoptose como a necrose (BANGA, 2005; RUDIGE, 2003). E um novo termo foi
cunhado, a necroapoptose, para descrever um processo que se inicia como um sinal comum
de morte e que culmina tanto com lise celular (morte celular por necrose) ou morte celular
programada (apoptose), dependendo dos fatores tais como a queda dos niveis de trifosfato de

adenosina celular (LEMASTERS, 1999; JAESCHKE, 2003; ROSELLO-CATAFAU, 2007).

A avaliagio através do Indice de apoptose obtido pelo percentual de células marcadas
com 0 anticorpo para Caspase-3 no estudo imunohistoquimico,
mostrou diferenga estatistica (p=0,019) quando comparados os Grupos Controle e I/R,
evidenciando que a apoptose de fato ¢ componente da lesdo de Isquemia/Reperfusdo
hepatica. No entanto, ndo houve diferenca estatisticamente significante entre os grupos
Controle e GLN + IR (p de 0,1074), sugerindo que o pré-condicionamento com a GLN
poderia proteger o figado de rato submetido a lesdo de isquemia/reperfusdo no modelo
estudado. Mas, quando comparadas, as médias do Grupo IR com as GLN+IR, também ndo se
demonstrou uma diferenga significante (p=0,1758). Isso mostra que esse método ndo foi
sensivel para identificar a agdo da GLN, talvez pelo fato do elevado desvio de erro padrao da
média do nlimero de células que expressaram a caspase-3, pelo nimero de animais em cada

grupo estudado, ou ainda pelo tempo de isquemia avaliada de apenas 60 minutos.

Evidéncias de apopotose durante a isquemia/reperfusdo hepatica estdo presentes em

varios estudos, que mostram que de 50% a 70% de células endoteliais e 40% a 50% de



hepatocitos apresentam apoptose durante a reperfusdo (SASAKI et al., 1996; CALVIEN et
al., 1998; CALVIEN et al., 1999; CURSIO et al., 1999), assim como também uma alta
percentagem de apopotose tem sido identificada em enxertos hepaticos humanos (HENIN et
al., 1997). Nesses estudos, a quantificagdo de apoptose tem sido avaliada nos ensaio do tipo
TUNEL (terminal deoxynucleotidyl transferase dUTP nick end labeling), encadeamento de
DNA e ativagdo de Caspase-3 (JAESCHKE et al., 2001). Para complementar a evidéncia da
relevancia da apoptose durante a reperfusdo, estudos demonstraram que inibidores da
caspase-3 ou pela maior expressdo do gene Bcl-2 (que tem atividade anti-apoptose) pode ser

obtida uma atenuagdo da les@o hepatica de IR (BILBAO et al., 1999; WAHI et al., 2008).



6 - CONCLUSAO

A lesdo de I/R hepatica, ocasionada pelo pingamento da triade portal por 30 minutos e
reperfusdo por 60 minutos, provoca elevagdes significantes nos niveis séricos de ALT e

DHL, em Rattus novergicus.

O  pré-condicionamento  nutracéutico com  L-alanil-glutamina  reduziu
significativamente os valores de ALT e DHL em Ratus novergicus, submetidos a lesao I/R

hepatica, sugerindo hepatoprotegao.

O pré-condicionamento nutracéutico com L-alanil-glutamina ndo reduziu
significativamente o indice de apoptose em Ratus novergicus, submetidos a lesdo I/R

hepatica.
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Universidade Federal do Ceara
Comiss#o de Etica em Pesquisa Animal — CEPA
Rua: Coronel Munes de Melo, 1127 Rodolfo Tedfilo
Cep: 80430-970 Fortaleza-CE
Tel: (85) 3366.8321 Fax: (B5) 3366.8333

DECLARACAO

Declaramos que o protocolo para uso de animais em experimentacio
n° 37/08, sobre o projeto intitulado: “ISQUEMIA HEPATICA EXPERIMENTAL
E A AGAO DA L-ALANIL-GLUTAMINA”, de responsabilidade de RAIMUNDO
JOSE CUNHA ARAUJO JUNIOR, est4 de acordo com os Principios Eticos na
Experimentagdo Animal adotados pelo Colégio Brasileiro de Experimentagao
Animal (COBEA).

Declaramos ainda que o referido projeto foi aprovado pela Comisséo
de Etica em Pesquisa Animal — CEPA — em reunifo realizada em 30 de
setembro de 2008.

Fortaleza, 30 de setembro de 2008.
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Anexo B — Parecer da Comissdo de Etica de Pesquisa em Animais da Faculdade NOVAFAPI
em Teresina, Piaui
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APEDICES

Apéndice 1 — Tabela com valores de dosagens bioquimica de ALT ¢ DHL em Ratus

novergicus do Grupo Controle ( Laparotomia e manipulagido pediculo hepatico )

Rato ALT(U/L) DHL(U/L)
1 51 238
2 82 269
3 96 182
4 109 156
5 101 157
6 93 173
7 85 311
8 77 177
9 73 197
10 66 206

Laboratorio de Cirurgia experimental da Faculdade Novafapi, Teresina-PI.



Apéndice 2 — Tabela com valores de dosagens bioquimica de ALT e DHL em Ratus
novergicus do Grupo Isquemia/Reperfusdo (Injecdo intraperitoneal pré-operatoria de
solucdo fisioldgica 0,9%, 2 horas antes de Laparotomia e isquemia total do pediculo

hepatico por 30 minutos, seguida de reperfusédo por 60 minutos )

Rato ALT (UL) DHL(U/L)
1 387 2941
2 374 2760
3 401 2794
4 152 1482
5 201 2118
6 160 1180
7 386 2677
8 406 2853
9 129 988
10 110 1009

Laboratorio de Cirurgia experimental da Faculdade Novafapi, Teresina-PI.



Apéndice 4 - Tabela valores de dosagens bioquimicas de ALT ¢ DHL em Ratus novergicus
do Grupo Glutamina mais Isquemia/Reperfusdo ( Injecdo intraperitoneal pré-operatoria de
Glutamina 2%, 2 horas antes de Laparotomia e isquemia total do pediculo hepatico por 30

minutos, seguida de reperfusdo por 60 minutos )

Rato ALT(U/L) DHL(U/L)
1 307 2133
2 250 1662
3 42 891
4 59 1112
5 73 500
6 142 942
7 89 533
8 42 425
9 48 431
10 227 1556

Laboratério de Cirurgia experimental da Faculdade Novafapi, Teresina-PI.



Apéndice 5 — Tabela com numero de células marcadas com anticorpo para Caspase - 3.

GRUPO GLUTAMINA MAIS ISQUEMIA/ REPERFUSAO

Rato 1 Glutamina 112
Rato 2 Glutamina 45
Rato 3 Glutamina 57
Rato4 Glutamina 11
Rato5 Glutamina 0
Rato 6 Glutamina 4
Rato 7 Glutamina 9
Rato 8 Glutamina 67
Rato 9 Glutamina . 0
Rato 10 Glutamina 61

Laboratorio de Cirurgia experimental da Faculdade Novafapi, Teresina-PI.

Apéndice 6 — Tabela com numero de células marcadas com anticorpo para Caspase - 3.

GRUPO ISQUEMIA/ REPERFUSAO(SOLUCAO SALINA 0,9%)

Rato1 IR 40
Rato 2 IR 115
Rato3 IR 117
Rato4 IR 64
Rato 5 IR 65
Rato 6 IR 34
Rato7 IR 127
Rato 8 IR 85
Rato 9 IR 11
Rato 10 IR 14

Laboratorio de Cirurgia experimental da Faculdade Novafapi, Teresina-PI.



Apéndice 7 — Tabela com numero de células marcadas com anticorpo para caspase - 3.

GRUPO CONTROLE (SIMULACAO DO PROCEDIMENTO CIRURGICO)

Rato 1 Controle
Rato 2 Controle
Rato 3 Controle
Rato 4 Controle
Rato 5 Controle
Rato 6 Controle
Rato 7 Controle
Rato 8 Controle
Rato 9 Controle
Rato 10 Controle

77

91

48

Laboratério de Cirurgia experimental da Faculdade Novafapi, Teresina-PI.



Apéndce 8 - Microscopio optico NIKON Eclipse E200 com Moticam 1000 1.3MP

Microscépio optico NIKON Eclipse E200 com Moticam 1000 1.3MP. Captura de imagem
com Moticam 1000, 1.3MP Live resolution. Usado para captura de imagens das laminas.
Software Motic Images Plus 2.0. Laboratério de Patologia — LAPAC, Teresina PI



