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RESUMO

A hipertensdao portal € uma complicagdo da cirrose com alteracdes
hemodinamicas, que se caracterizam pelo aumento do fluxo sanguineo e/ou
aumento da resisténcia vascular no sistema porta. E uma das principais causas da
mortalidade entre pacientes cirréticos, devido a hemorragia digestiva alta, provocada
pelo surgimento de colaterais portossistémicos, ou seja, o surgimento de varizes
gastro-esofagicas. A glutamina € um aminoacido abundante encontrado no musculo,
plasma e tecidos. Ela atua em resposta a acao celular, no sistema imune e serve
como substrato para a sintese da glutationa. O objetivo deste trabalho foi avaliar a
acao da glutamina, por via intraperitonial, em estdmagos de ratos, com ligadura
parcial de veia porta (LPVP), avaliando a presséo portal e o estresse oxidativo.
Foram utilizados 24 ratos machos Wistar, pesando em média 300g, divididos em 4
grupos: 1. SO (controle); 2. SO + G: (controle tratado com glutamina), a partir do 8°
dia, administragao de glutamina (25mg/Kg); 3. LPVP: ligadura parcial da veia porta;
4. LPVP + G: ligadura parcial da veia porta e, a partir do 8° dia, administracao de
glutamina (25mg/Kg). No 15° dia, foi verificada a presséao portal por puncao da veia
mesentérica dos ratos, através de um poligrafo de pressao Lettica e apds a retirada
de sangue para as provas de integridade hepatica e dos estbmagos para as
medidas de estresse oxidativo. Foram quantificados os valores de proteinas (Lowry
et al, 1951), os niveis de substancias que reagem ao acido tiobarbiturico (TBA-RS)
(Bueges e Aust, 1978) e das enzimas antioxidantes superéxido dismutase (Mirsa e
Fridovich, 1983), catalase (Boveris e Chance, 1973) e, glutationa peroxidase (Flohé
et al., 1974) e avaliagdo de nitritos e nitratos pelo reagente de Griess (Granger,
1999) em homogeneizado dos estdbmagos desses animais. A histologia de estdbmago

foi avaliada pela coloracdo de hematoxilina e eosina (HE). Foi observado um
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aumento da pressao portal no grupo LPVP quando comparado ao grupo controle
(P<0,05) e uma redugao significativa da pressao portal no grupo LPVP+G quando
comparado ao grupo LPVP (P<0,05). Houve também um aumento dos niveis de
TBARS e QL e uma redugao dos niveis de SOD no grupo LPVP, quando comparado
aos grupos controles (P<0,05), bem como uma melhora significativa destes valores
no grupo tratado com glutamina (P<0,05). N&do houve diferenga entre nenhum dos
grupos em relacdo aos niveis séricos das enzimas hepaticas e dos niveis de
catalase. Os niveis de glutationa peroxidase no grupo SO+G aumentaram
significativamente em relagao aos demais (P<0,05). Na avaliagdo dos metabdlitos do
NO, observou-se um aumento dos niveis de NO no grupo LPVP em comparagao ao
grupo LPVP+G (P<0,05). Na analise histolégica do estémago observou-se edema e
pontos de vasodilatagdo nos animais LPVP, enquanto no grupo LPVP+G houve
reducdo do edema e da angiogénese. Para analise estatistica, foi utilizado analise
de variancia (ANOVA) seguida de teste Tukey-Kramer para multiplas comparagdes,
sendo o nivel de significancia adotado de 5% (P<0,05). Este estudo sugere que a
administracdo de glutamina, através da inibicdo do estresse oxidativo, reduz a

pressao portal em animais com ligadura parcial de veia porta.



ABSTRACT

Portal hypertension is a complication of the cirrhosis that is characterized by
the increase of the blood flow and/or of the vascular resistance in the portal system. It
is one of the principal causes of mortality between cirrhotic patients due to the
situation of high digestive hemorrhage in function of the appearance of portosystemic
collaterals, characteristic of the gastropathy of portal hypertension. Glutamine is an
abundant aminoacid found in the muscle, plasma and tissues. It acts in reply to
cellular action, immune system and serves as substrate for glutationa. The objective
of this study was to evaluate the action of glutamine, by intraperitonial way in
stomachs of animals with partial ligature of the portal vein (LPVP), evaluating the
regulation of the portal pressure and the oxidative stress. 24 male Wistar rats were
used, weighing on average of 300g, divided in 4 groups: 1. Sham Operated (SO); 2.
LPVP: partial ligature of the portal vein; 3. SO+Glu: from the 8th day administration of
glutamine (25mg/Kg); 4. LPVP+Glu: from the 8th day administration of glutamine
(25mg/Kg). In 15th day was checked the pressure in the mesenteric vein of the rats
through a polygraph of pressure Lettica. Blood samples was used to evaluated the
hepatic function. The stomach was used to evaluated the oxidative stress. We
quantified the values of proteins, the levels of substances that react to the
tiobarbituric acid (TBARS) the antioxidant enzymes superoxide dismutase and
catalase and nitrites and nitrates levels by the Griess reaction in homogenized of the
animals stomachs. We observed an increase of the portal pressure in the group
LPVP when compared to the control group (P<0,05) and a significant reduction of the
portal pressure in the group LPVP+Glu comparing to the group LPVP (P<0,05).

There was also an increase of TBARS and chemiluminescense levels and a
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reduction of SOD levels in the group LPVP when compared to the control groups
(P<0,05). The glutamine, when administered, reduced the values of TBARS in the
group LPVP+Glu and increased the antioxidant enzymes. There was no difference
between the groups regarding the plasmatic levels of hepatic function enzymes and
catalase. The glutathione peroxidase levels in the group SO + G significantly
increased compared to the other groups (P <0.05). In the assessment of the NO
metabolites, there was an increase in NO levels in the group LPVP compared to the
group LPVP + G (P <0.05). In histological analysis there was edema and points of
vasodilation in animals LPVP, while in Group G + LPVP a reduction of edema and in
the vessels growth. For statistical analysis we used analysis of variance (ANOVA)
followed by Tukey-Kramer test for multiple comparisons, and the level of significance
of 5% (P <0.05). This study suggests that the administration of glutamine, inhibiting
the oxidative stress, reduces portal pressure in animals with partial ligature of the

portal vein.
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INTRODUCAO

A hipertensao portal (HP) é a sindrome clinica a qual € usualmente secundaria
a obstrucdo intra-hepatica ou extra-hepatica do fluxo portal. O aumento da
resisténcia do fluxo sanguineo portal € o fator primario da fisiopatologia da
hipertenséo portal (1).

O primeiro sangramento por varizes, confirmado por necrépsia, foi descrito em
1840, por Power, que ndo chegou a reconhecer a hepatopatia subjacente. Em uma
série de 60 necrépsias, em 1900, Preble estabeleceu a relagao entre cirrose, varizes
e sangramento gastrointestinal. O termo hipertensado portal foi usado pela primeira
vez por Gilbert e Villaret em 1906 (1).

A hipertensao portal se caracteriza por um aumento da pressdo venosa portal,
levando a uma consequente formagao de vasos colaterais, como varizes esofagicas
e gastricas, estimulando o desenvolvimento de uma circulagdo hiperdinamica

esplancnica (2).

O termo gastropatia portal hipertensiva define o quadro de lesbes nas mucosas
esofagica e gastrica, que se desenvolvem em individuos com hipertensao portal.
Estas lesdes correspondem aos vasos dilatados da mucosa e submucosa sem a
presenga de inflamagdo. O oxido nitrico (NO) é o mediador central desta
vasorreatividade e anormalidade angiogénica, que carateriza a gastropatia portal

hipertensiva (3).
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O estresse oxidativo esta envolvido neste modelo experimental, sendo que a
formacdo de anion radical superdxido (O27), ao reagir com o NO, forma o radical
peroxinitrito ((ONOO), um poderoso oxidante de proteinas. Na presenca de ion
hidrogénio (H"), este pode formar o radical hidroxila ((OH), que é altamente reativo e
toxico, aumentando ativamente a acgdo téxica da reacdo entre NO e 0,7,

comprometendo ainda mais a integridade vascular (4).

Tendo em vista que na hipertensdo portal ha o envolvimento do estresse
oxidativo e que a administragdo de glutamina em outro modelo experimental foi
efetiva em reduzi-lo, pretendemos avaliar a agao antioxidante da glutamina em
modelo experimental de ligadura parcial de veia porta (LPVP), analisando sua agao
na pressao portal, integridade hepatica, lipoperoxidagao, atividade das enzimas
antioxidantes, no comportamento do NO e nos aspectos histopatolégicos da mucosa

gastrica.
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1 REFERENCIAL TEORICO

1.1 Circulacao venosa portal

A circulagdo venosa portal engloba todas as veias que transportam sangue da
por¢cao abdominal do tubo digestivo, do bago, do pancreas e da vesicula biliar (1). O
sangue venoso, proveniente destas regides, chega ao figado pela veia porta. Desta
forma, todo o sangue venoso drenado no trato gastrointestinal passa pelo territério
capilar sinusoidal hepatico antes de atingir a circulacdo sistémica. Esta
particularidade anatémica é importante para as fun¢gdées do figado como principal
orgao regulador da homeostase metabdlica e como filtro de toxinas e de

microorganismos provenientes da absorgéao intestinal (5)

A veia porta é formada pela unido das veias mesentérica superior, esplénica e
mesentérica inferior, que ao longo de seus trajetos, vao associando-se as veias
gastricas e pancreatoduodenais (5). Estende-se até o hilo hepatico, dividindo-se em
ramo direito e esquerdo. Possuindo, desta forma, uma distribuicdo intra-hepatica

segmentar, acompanhando a artéria hepatica (1)

O figado recebe sangue da artéria hepatica e da veia porta, o que representa
cerca de 25% do débito cardiaco (cerca de 1.200 ml/min.). Deste total, cerca de 25%
sdo representados pelo suprimento arterial e 75% pela veia porta (5). Este elevado
volume sanguineo é necessario para que o figado realize todas as suas fungdes. O
fluxo venoso portal possui duas caracteristicas hemodinamicas importantes, que séao
o alto fluxo sanguineo com baixa resisténcia e baixa pressdo. Em individuos adultos,

a presséo portal € de cerca 7mmHg (1).
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Em funcdo de ser um conjunto de veias que se anastomosam em um mesmo
local, sempre que houver uma obstru¢ado na circulagcédo portal, ocorrera aumento da
pressao e desenvolvimento de colaterais que contornardo o local da obstrucéo,
desviando o sangue para a circulagao sistémica. A obstrugao pode ser pré, intra ou

pos-hepatica (6).

Na obstrugéo intra-hepatica, como na cirrose, ocorre inflamagéao, regeneragao e
necrose do tecido, alterando a estrutura morfolégica do parénquima hepatico,
aumentando a resisténcia a passagem do fluxo sanguineo e a consequente
formagado de colaterais portossistémicos. Com a obstrugdo extra-hepatica (pré ou
pds hepatica) da circulagdo portal, ocorre esplenomegalia, dilatacdo de vasos
esplancnicos, desenvolvendo uma circulacdo colateral expressiva que determina o
aparecimento de varizes gastro-esofagicas, caracterizando a sindrome da

hipertenséo portal. (7).

A Sindrome da Hipertensao Portal (HP) € uma doenga que se caracteriza pelo
aumento da resisténcia a passagem do fluxo sanguineo portal. Este aumento gera
um incremento na pressao venosa portal, que propicia o desenvolvimento de
colaterais portossistémicos e o desvio do sangue para a circulagado sistémica,

contornando o figado (6).



24

Sistema Porta Hepatico

Figura 1: Circulacédo Venosa Portal

1.2 Hipertenséo Portal

A hipertensao portal (HP) € a sindrome clinica a qual é usualmente secundaria
a obstrucdo intra-hepatica ou extra-hepatica do fluxo portal. O aumento da
resisténcia do fluxo sanglineo portal € o fator primario da fisiopatologia da
hipertensdo portal (1). Esta é uma das principais causas de mortalidade entre
pacientes cirroticos, devido a hemorragia digestiva, decorrente do surgimento de
colaterais portossistémicos (8), principalmente as varizes gastro-esofagicas e a
gastropatia da hipertensdo portal, além de favorecer outras complicagbes, como

ascite, sindrome hepatorrenal e encefalopatia hepatica (6, 9).

Em pacientes cirréticos, a hipertensao portal decorre da fibrose tecidual e da
regeneragao nodular, que fazem com que ocorra uma alteragdo na arquitetura

hepatica, aumentando a resisténcia vascular (10).
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A pressao portal tem relagao direta com a resisténcia e com o fluxo de acordo
com a lei de Ohm (AP = Q x R) (1, 6). Desenvolvendo-se, fisiopatologicamente, por
dois mecanismos (11):

1. Aumento da resisténcia ao fluxo portal, dividido em 3 tipos, demonstrando que
a obstrucdo pode estar em diferentes localizagdes: pré-hepatica (trombose da veia
porta ou esplénica), intra-hepatica (nivel sinusoidal, cirrose) e pds-hepatica
(trombose da veia hepatica, da veia cava inferior ou cardiopatia congestiva);

2. Aumento do fluxo portal: devido ao surgimento de fistulas artério-venosas de

natureza traumatica, congénita, aneurisma micoético e arteriosclerose.

1.3 Gastropatia da hipertenséo portal

A gastropatia da hipertensdo portal € a denominagdo usada para definir
alteragcbes da mucosa gastrica evidenciadas a endoscopia e dependentes da
hipertensdo porta. O aumento da pressdo no territorio porta determina o
desenvolvimento da circulagao colateral, dilatagcdo dos vasos e aumento da pressao
endovascular. A consequencia mais evidente é o aparecimento de varizes eséfago-
gastricas e, menos frequentemente, da gastropatia da hipertensao portal. Nao ha,
entretanto, uma correlagao direta na prevaléncia, gravidade e do grau de GHP com
0s niveis da hipertensdo portal, o tamanho das varizes e com a gravidade das

doencas subjacentes, em geral cirroses (12, 13).

As evidéncias macroscopicas da GHP s&do enantema, edema, aspecto
granuloso e em mosaico da mucosa, em graus variaveis. O aparecimento de
manchas vermelhas pode estar relacionado com maior gravidade e/ou com
alteragdes vasculares locais (telangectasias) (14). Por muito tempo houve confuséo
na identificagdo e diagndstico destas alteragdes, pelo desconhecimento da sua
fisiopatogenia. A caracterizagdo era de gastrite, gastrite hemorragica, pontos
vermelhos gastricos ou petéquias gastricas, de maneira equivocada, pois ndo ha

componente inflamatério nesta entidade clinica (12,15).
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Uma consequéncia grave da GHP é a possibilidade de sangramento agudo,
caracterizando hemorragia digestiva superior, menos frequente que o sangramento
por varizes esbéfago-gastricas. A anemia crénica em cirréticos pode estar relacionada
com a perda continuada de sangue pela mucosa gastrica, em pequena quantidade

nao evidenciada macroscopicamente, na GHP (14,15).

A fisiopatologia desta condi¢cdo ndo € claramente compreendida. Ha correlagao
com a hipertensao porta, com a cirrose, mas nao com a intensidade e gravidade
destas duas situagbes. Deve-se considerar alteragbes locais da mucosa, tanto
hemodindmicas como de permeabilidade, que influenciam na sua expressao e
podem determinar nuances na sua piora ou melhora, mesmo com a permanéncia da
doenca de base. As possibilidades de mudancas nas caracteristicas da GHP, com
piora ou melhora, em vigéncia da hipertensdo portal sugerem que possam haver

outros mecanismos locais implicados no processo (14,15).

As lesdes na mucosa gastrica podem ser caracterizadas como leves ou
severas (14). O padrdo de mosaico, que caracteriza lesdes leves, € definido por
areas rosadas e avermelhadas da mucosa gastrica semelhante a couro de cobra.
Esta é a mais comum alteragdo da mucosa gastrica em pacientes com hipertensao
portal e predomina nas areas do corpo e fundo do estdmago (15). A gastropatia
severa € caracterizada pela presenca de pontos vermelho escuros ("cherry red
spots") (16). Em estudos endoscopicos com grande amostragem de cirroticos
assintomaticos, mais que 50 % apresentam sinais de gastropatia hipertensiva portal,
sendo o0 achado mais comum o padrdao mosaico ou em pele de cobra no estdbmago
proximal (15, 16). Estas lesdes severas sdo caracterizadas por manchas
avermelhadas, “red spots”, que podem evoluir para areas hemorragicas. Estes

pontos podem aparecer por toda a mucosa, incluindo fundo, corpo e antro (17).

Essas alteragdes vasculares sao relacionadas a uma gama de disfungbes da
mucosa gastrica que a predispdéem a lesdes por agentes como a aspirina, sais
biliares e alcool (18). A atividade secretdria gastrica esta diminuida (19). Um dos

fatores mais importantes para a aumentada sensibilidade da mucosa gastrica ao
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dano € uma reducdo na resposta hiperémica, quando essa mucosa € exposta a
agentes irritantes (20). Esta parece estar relacionada a uma redug&o na produgao de
prostaglandinas e alteragdo na resposta microcirculatoria ao 6xido nitrico. Uma vez
que ha lesdo da mucosa gastrica, ha aumento do fluxo sanglineo, aumentando o

risco de sangramento significativo(18).

As alteragdes que se desenvolvem e dao origem a GHP sédo dependentes da
dilatagdo dos vasos da mucosa e submucosa do estbmago e do aumento do fluxo
sanguineo nestes locais, consequéncias da circulagdo hiperdindmica no territorio
esplancnico. Os achados histolégicos caracteristicos s&o sugestivos de congestéao
vascular, com dilatacdo e tortuosidade das veias submucosas, ectasia dos capilares

e das veias mucosas e fibrose perivenular (23).

Aumento do fluxo sanglineo gastrico total foi demonstrado na hipertensao
portal experimental e em pacientes portadores de gastropatia hipertensiva portal (18,
19). Os estudos demonstraram, através de fluxometria doppler, o estresse
hemocinético da mucosa gastrica na gastropatia hipertensiva portal. Tal achado
pode ser explicado pela superprodugédo de 6xido nitrico na hipertensao portal (20).
As mudancgas na mucosa parecem resultar de uma combinacdo do aumento do fluxo
sanguineo gastrico, alteragdes na sua distribuicdo e estase, como consequéncia do
aumento da resisténcia vascular portal e congestdo venosa portal (15). Aceita-se
que decorram da presenca de niveis elevados de vasodilatadores e menor
sensibilidade local a vasoconstritores. Dependendo, excessivamente, da liberacao

de 6xido nitrico e prostaglandinas, ambas de origem endotelial (21).



Figura 4: Gastropatia severa, observando-se grande quantidade de “cherry red spots”
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1.4 Oxido nitrico

O o6xido nitrico (NO) é uma molécula gasosa, simples, habitualmente
encontrada no ar atmosférico em pequenas quantidades, altamente toxico, devido a
presenca de radical livre, o que o torna um agente quimico reativo (22). Pode atuar
como oxidante ou redutor dependendo do meio em que esta e € rapidamente

destruido pelo oxigénio, sendo que sua oxidagao produz nitritos e nitratos (23).

Palmer et al. (1987) sugeriram que o Oxido nitrico estaria envolvido no
relaxamento endotelial vascular e que sua atividade poderia ser potencializada pela

enzima superoéxido dismutase (SOD) (24).

Varias células utilizam a arginina para sintetizar o 6xido nitrico. Nas células do
endotélio vascular, na presengca do oxigénio molecular, o terminal guanidino
nitrogenado da L-arginina produz o radical livre gasoso NO e a L-citrulina, em um
processo catalisado pela enzima o6xido nitrico sintase (NOS). O o6xido nitrico
atravessa o0 espaco do endotélio para o musculo liso vascular, resultando no

relaxamento das células da musculatura lisa (23).

NOS

L-arginina —— L-citrulina + NO

Figura 5: Formacao do NO

O oxido nitrico liberado por células endoteliais difunde-se ndo sé para a parede
do vaso, mas também para sua luz, onde inibe a adesao e a agregacgao plaquetaria.

Plaquetas produzem oxido nitrico que participa do mecanismo de “feedback”
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negativo no processo de ativagcao plaquetaria e € capaz de inibir o processo de
ativagao leucocitaria. Mesmo sendo uma molécula simples, sua sintese enzimatica é
bastante complexa. As NO sintases (NOS) pertencem a familia enzimatica que
sintetiza o NO e sdo enzimas que utilizam como substratos a forma reduzida do
fosfato nicotinamida adenina dinucleotideo (NADPH) e moléculas de oxigénio. Sao
subdivididas, em fungcdo da sua atividade, em constitutivas (cNOS) e induzidas
(INOS). Acredita-se que a forma constitutiva poderia ser induzida, conforme as
circunstancias. Independente dessa subdivisdo, as NOS sdo descritas como trés
isoformas, baseadas em trés genes diferentes, que foram sequienciados. As
isoformas sao: oxido nitrico sintase neuronal (nNOS); 6xido nitrico sintase endotelial
(eNOS) e a oxido nitrico sintase induzida (INOS). A forma cNOS constitutiva,
dependente de calcio, é encontrada em células endoteliais (eNOS) e em células
neuronais (nNOS) (7, 25, 26).

Quanto a acdo de cada uma das NOS, sabe-se que a eNOS, encontrada no
endotélio vascular, gera baixas concentragbes de NOS, favorece a diminuicdo da
pressao sanguinea e auxilia na inibicdo da agregacgao plaquetaria; a nNOS gera NO,
regula a transmissdo neuronal e responde por fungdes de um neurotransmissor; as
iINOS formam NO induzido por certas citotoxinas, por hepatécitos independentes de
Ca’ e dependente de calmodulina, e por macrofagos. Este NO esta intimamente
ligado aos processos de defesa do organismo e, em fungdo da produgéo excessiva,
relaciona-se aos processos destrutivos teciduais na inflamagédo aguda ou crénica e

na apoptose celular (26).

Apesar desta duplicidade de fungdes, acredita-se que os efeitos fisioldgicos e
fisiopatoldgicos estejam vinculados aos niveis de concentragéo e, quando atuam em
baixas concentragdes, comportam-se como mensageiro e fator de protegcéao celular
(antioxidante), interagindo com metais de transicdo e outros radicais livres. Em
concentragbes altas e formando trioxido de dinitrogénio (N2O3) ou peroxinitrito

(ONOOQO), o NO passa a agir como espécie ativa de nitrogénio, responsavel por
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acdes citotoxicas causadas por este gas, entre elas as da fisiopatologia da

inflamacé&o, choque circulatorio e lesdes por isquemia-reperfusao (25-27).

Recentemente, o radical livre NO tem sido apresentado como importante
sinalizador para manutengdo da homeostasia, assim como um notavel agente em
efeitos citotdxicos que envolvam inumeras doencas (28). Com bases nos trabalhos
ja publicados, sado conhecidas algumas alteragdes do NO no metabolismos dos
tecidos, agindo, ora como um mecanismo protetor antioxidante, ora como um agente
citotoxico (9, 25).

1.5 Estresse oxidativo

Um radical livre €& wuma estrutura quimica que possui um elétron
desemparelhado, ou seja, ocupando um orbital atbmico ou molecular sozinho. A
molécula de oxigénio, em seu estado natural, € um birradical que possui dois
elétrons desemparelhados, sendo um bom agente oxidante, capaz de oxidar outros
atomos ou moléculas, aceitando um par de elétrons. Este processo de transferéncia
de elétrons, ou a absor¢cdo de energia, pode gerar espécies ativas de oxigénio
(EAO) (27).

Podemos citar como radicais livres o radical hidroxila (OH®), o anion radical
superéxido (O,™) e o 6xido nitrico (NO). As EAOs, como o peréxido de hidrogénio
(H202), podem ser formadas durante o metabolismo normal de qualquer célula
através da perda de elétrons de um n&o-radical ou pelo ganho de um elétron por
nao-radical (Halliwell & Gutteridge 2007) e estdo envolvidas numa série de
processos degenerativos, devido a propriedade de serem ou gerarem radicais livres
(29).

mu
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Molécula de Anion ——p Perdxido Radical Agua
Oxigénio Superoxldo de Hldrogenlo Hidroxil
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Figura 6: Formacao de espécies ativas de oxigénio e radicais livres

Os radicais livres podem desencadear o processo de lipoperoxidagado e
conduzir ao dano celular. A lipoperoxidacédo consiste em reagcées em cadeia, onde &
necessario que espécies ativas de oxigénio ataquem uma molécula organica,
abstraindo um atémo de hidrogénio de um agrupamento quimico. Sabe-se que o
estresse oxidativo € uma situacdo em que existe aumento das espécies ativas de
oxigénio (EAO) em relagdo aos seus niveis fisiolégicos normais, ocasionado pelo

desbalanco entre as defesas antioxidantes e pro-oxidantes (27).

O estresse oxidativo atua modulando o tonus vascular hepatico, seja pela
alteracao da arquitetura vascular hepatica, ou pela contragcdo das células estreladas
e endoteliais dentro do figado. Este aumento da resisténcia vascular hepatica pode
ser atribuido a uma reducgao intra-hepatica da biodisponibilidade de oOxido nitrico
(NO) e ainda a liberacdo de vasoconstritores, como endotelina e COX-2. Esta
diminuicdo da biodisponobilidade de NO, gerada pelo estresse oxidativo, ocorre pela
atuacao de varredores de NO, como, por exemplo, o anion superéxido, um radical
livre (30).

O papel do estresse oxidativo no desenvolvimento da circulagao hiperdinamica
foi associado a hipertensdo portal, inicialmente, por Moore, através do modelo

experimental de ligadura parcial de veia porta em ratos (30).

1.6 Defesas antioxidantes

O estresse oxidativo tem seus danos minimizados por sistemas de defesa
antioxidante ndo enzimatico, como vitaminas e/ou enzimatico, principalmente as
enzimas superoxido dismutase (SOD), catalase (CAT), glutationa peroxidase (GPx),
glutationa redutase (GR) e glutationa s-transferase (GST), que € considerado a linha
de defesa primaria, uma vez que evita o0 acumulo do anion radical superdxido e do

peréxido de hidrogénio. Existem, também, as defesas secundarias, que impedem a
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propagacao da LPO, e as terciarias, enzimas de reparo de danos ja instalados (29,
31).

O sistema enzimatico encarregado da detoxificagcdo das EAO é formado por
varias enzimas, das quais pode-se destacar: superoxido dismutase (SOD), catalase

(CAT) e glutationa peroxidase (GPx).

A SOD forma um grupo de enzima que catalisa a reacdo de dois anions
superdxido (O,"), com consequente formagdo de perdéxido de hidrogénio, que é

menos reativo e pode ser degradado por outras enzimas (31).

020- + 020- + 2H+ SOD H202 + 02

A SOD é classificada em trés tipos distintos: SOD cobre e zinco (CuZnSQOD),
presente no citoplasma das células de eucariontes; SOD manganés (MnSOD),

localizada na matriz mitocondrial e SOD ferro (FeSOD) que ocorre em bactérias (31).

Outra enzima importante € a CAT. O perdxido de hidrogénio, formado na
dismutagdo do anion superoxido, € transformado em agua e oxigénio por acgéo
dessa enzima. A catalase tem uma agao muito especifica, ja que atua em reagdes

com peroéxidos de hidrogénio, metila e etila (31).

CAT
2H,0, ——>  0,+2H,0

Entre as peroxidases, que geralmente usam o grupo heme, destaca-se a
atividade da glutationa peroxidase (GPx), localizada no citosol e na matriz
mitocondrial. Ela catalisa a reducédo do peréxido de hidrogénio e de hidroperdxidos

organicos, através da oxidagao da glutationa reduzida (GSH), que sera, por sua vez,
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regenerada por acdo da glutationa redutase com consumo de NADPH. Neste
processo de oxirredugao, os grupamentos sulfidrilas doam dois hidrogénios para os
peréxidos, transformando-os em alcool e/ou agua, formando glutationa dissulfeto
(GSSG) (31).

R-OOH +2GSH — % , R_OH + GSSG + H,0

Assim ¢ GSSG + 2NADPH —*R_, 2GSH + 2NADP*
antes que esses causem dano a membrana, existem substancias que atuam como
antioxidantes, evitando reagdes em cadeia, como a LPO. Elas sdo conhecidas como
defesas antioxidantes nao-enzimaticas, sendo as mais conhecidas a glutationa, o
acido ascorbico (vitamina C), o a-tocoferol (vitamina E), B-carotenos e flavondides
(8, 32-34).

Essas substancias, quando atuam, podem evitar a formagdao de RL ou EAO,
suprimir uma cadeia de peroxidagédo na fase de propagacgao e reparar ou reconstruir
a membrana. Elas vém sendo utilizadas no tratamento e/ou na prevencdo de
doencgas, visando a avaliagdo de novas drogas sobre o processo inflamatério ou
associacado de drogas para obtengao de melhores resultados. Uma das substancias

eventualmente utilizadas é a glutamina.

1.7 Glutamina

A glutamina atua como substrato energético para a maioria das células e
também é um importante precursor para nucleotideos, glutamato e, em particular,
para a sintese de glutationa (35, 36). Esta presente em diferentes tecidos, em que
este aminoacido desempenha diferentes fungbes fisiologicas. A glutamina € o
aminoacido livre mais abundante no plasma e no corpo, tornando-se um importante

combustivel e precursor metabdlico para as células imunes (37, 38).

Em humanos, representa cerca de 20% do total de aminoacidos livres no
plasma. Nao era considerado um aminoacido essencial porque € sintetizado pelo

organismo. Contudo em algumas condigbes como trauma, septicemia e cancer e,
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eventualmente, no esforgo fisico extremo, a concentracao intracelular e do plasma
desse aminoacido diminui em até 50%. Assim, quando a demanda é maior que a
producdo estabelece-se um quadro de deficiéncia de glutamina e, por esta razéo,

este aminoacido foi recentemente reclassificado como essencial (36).

A teoria dos RL propde que as espécies ativas de oxigénio (EAO) em excesso
causam dano oxidativo no decorrer da vida do individuo. O sistema da glutationa é
um dos maiores mecanismos de redugao do estresse oxidativo. A glutamina fornece
a fonte de glutamato para este sistema em muitos sitios, como figado e musculo
esquelético, e tem sido utilizada para preservar os niveis de glutationa total em

modelos hepaticos e intestinais (39).

No cérebro, a glutaminase fosfato-dependente (PAG) desempenha um papel
chave na sintese do neurotransmissor excitatorio glutamato que, na verdade, é
utilizado como um precursor do neurotransmissor inibitorio GABA. Além disso, a
enzima regula as concentragdes cerebrais de glutamina e glutamato, que sdo muito

importantes em processos como a detoxificagdo de aménia (40).

Elia et al., (1997) relatam que a glutamina tem multiplos efeitos na estrutura e
funcdo do trato gastrointestinal (TGl), além de efeitos na reducdo da morbidade e
mortalidade em modelos animais com dano neste local. O TGl é um dos maiores
sitios de utilizagdo da glutamina, obtida a partir da circulagdo sistémica, sendo
consumida em mais da metade do territorio esplancnico (aproximadamente 15g/dia).
A glutamina ingerida pela dieta (aproximadamente 5g/dia) € menos importante que a
glutamina circulante, especialmente em condi¢gdes de doenga, associadas com

reducao substancial na ingesta de alimento (41).

Mostrou-se em modelos experimentais e clinicos que em todas as situagdes
com hipercatabolismo, ou seja, cirurgias, ferimentos, queimaduras, ocorre uma
deficiéncia intracelular de glutamina, com uma aceleracdo muscular, efluxo de

glutamina no pulméao e dano epitelial no intestino (42).
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Tendo em vista estas consideragdes nos propomos a desenvolver o modelo de
hipertensdo portal e nessa situagdo analisar o envolvimento do estresse oxidativo e
a possivel protecdo da glutamina sobre a mucosa gastrica desses animais, uma vez
que o quadro de hipertensao portal leva ao desenvolvimento da gastropatia da
hipertensdo portal e suas consequéncias, que ainda ndo possuem um tratamento

padrao adequado e eficaz.
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2.1 Objetivo geral

Este trabalho tem por objetivo geral avaliar o efeito da glutamina na mucosa
gastrica de ratos com ligadura parcial de veia porta, como um modelo experimental
de Hipertensao Portal (HP).

2.2 Objetivos especificos

1. Mensurar a pressao portal através de medicao da veia mesentérica de todos
0S grupos de animais;

2. Avaliar os testes de fungao e integridade hepatica, através de medidas de
concentracao sérica de transaminases (AST e ALT) e fosfatase alcalina (FA)
dos animais tratados com glutamina e veiculo;

3. Avaliar a lipoperoxidagao, utilizando os métodos de substancias reativas ao
acido tiobarbiturico (TBA-RS) e quimiluminescéncia (QL) em estdmago de
ratos com hipertenséo portal tratados com glutamina e veiculo;

4. Avaliar as enzimas antioxidativas superdxido dismutase (SOD), catalase

(CAT) e glutationa peroxidase (GPx);
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Avaliar a presenca de NO através de nitritos e nitratos plasmaticos de ratos

com hipertensao portal;

Avaliar as alteragdes histopatoldgicas em estdbmago de ratos com

hipertensao portal.
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3.1 Delineamento da Pesquisa

Este estudo tem carater experimental qualitativo e quantitativo e, para isso, foi
realizada a indugdo do desenvolvimento da hipertenséo portal, por ligadura parcial
de veia porta (LPVP).

3.2 Animais

Foram utilizados 24 ratos machos Wistar (n=6), pesando entre 200 e 300
gramas, provenientes do biotério do Instituto de Ciéncias Basicas da Saude da
UFRGS. Os animais foram mantidos durante o experimento na Unidade de
Experimentacdo Animal do Centro de Pesquisas do Hospital de Clinicas de Porto

Alegre, em caixas plasticas individuais, de 47x34x18cm, forradas com maravalha,
em ciclos de doze horas claro/escuro (luz das 7 as 19 horas) e temperatura de 22 +

2 °C. A agua e a ragdo foram administradas livremente, sendo tratados diariamente

com agua e ragao Nutripal (Moinhos Purina, Porto Alegre, RS/Brasil).

Os procedimentos com os animais foram de acordo com o preconizado pela
Comissdo de Pesquisa e Etica em Salude do Grupo de Pesquisa e Pés-Graduacéo
de Clinicas de Porto Alegre (43).
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3.3 Grupos experimentais

O modelo utilizado foi de hipertenséo portal através de ligadura parcial de veia

porta (LPVP), e os animais foram divididos em quatro grupos:

l. Controle + Veiculo (SO — sham-operated) - Grupo submetido a simulacao
da cirurgia, sem a LPVP e administracdo de Veiculo (NaCl), por 7 dias;

Il. Controle + Glutamina (SO - sham-operated + G) - Grupo submetido a
simulagao da cirurgia, sem a LPVP e tratamento com glutamina, por 7 dias;

Il. Hipertensao Portal + Veiculo (LPVP) - Grupo submetido a cirurgia de LPVP
e administragao de Veiculo (NaCl), por 7 dias;

V. Hipertensao Portal + Glutamina (LPVP + G) - Grupo submetido a cirurgia de

LPVP e tratamento com glutamina, por 7 dias.

Os animais foram mantidos, apds o procedimento cirurgico, em gaiolas
individuais devidamente identificadas. Foram registrados seus pesos no inicio do

experimento (momento da cirurgia) e no momento da morte.

3.4 Procedimentos experimentais

3.4.1 Desenvolvimento do modelo de hipertensdo portal pela ligadura

parcial de veia porta

Os animais foram anestesiados com cetamina 100mg/Kg e xilazina 50mg/Kg
por via intraperitonial. Apés uma incisdo mediana no abdome (na linha alba), as
alcas intestinais foram retiradas delicadamente por sobre uma gaze umidificada com
soro fisiologico e a veia porta foi isolada. Uma agulha de 20G foi colocada sobre a

veia porta e ambas amarradas em fio de seda 3.0, apdés a agulha foi retirada
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delicadamente, sendo necessario certificar-se de que nao houvesse ocorrido a

trombose da veia porta durante sua manipulagéo (44).
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Figura 7: Modelo de ligadura parcial de veia porta (37).

As algas intestinais foram colocadas delicadamente no abdome e, com pontos
continuos, fechou-se o peritdnio, tendo-se, antes o cuidado de infundir cerca de
10mL de solugéo fisioldgica na cavidade abdominal. A parede exterior foi fechada
com pontos isolados. Uma solugdo antiséptica foi aplicada e os animais foram

colocados em gaiolas individuais até o dia dos experimentos.

Os animais controle ou operados ficticiamente (SO) sofreram o mesmo

procedimento, ndo tendo, no entanto, a veia porta parcialmente ligada.

Apds a cirurgia, os animais foram mantidos em gaiolas individuais, com livre
acesso a agua e ragao, até o dia do experimento, quinze dias apds a constricao

parcial da veia porta ou da cirurgia ficticia.



Figura 10. Identificagdo da veia porta

Figura 11. Obstrugdo por ligadura parcial
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3.4.2 Administragéo do veiculo e da glutamina

O tratamento com a glutamina iniciou-se a partir do 8° dia do procedimento
cirurgico, diariamente, por via intraperitoneal, na dose de 25 mg de glutamina por Kg
de peso do animal. Os animais controle receberam o veiculo (solugao fisiolégica —
NaCl 0,9%) no volume de 1mL.

3.4.3 Afericdo da pressao venosa portal, morte dos animais e obtencéo

das amostras de tecido e sangue

Transcorridos quinze dias do desenvolvimento do modelo e sete dias de
administracdo de glutamina ou veiculo, conforme o grupo, os animais foram
novamente pesados e anestesiados com uma mistura de cloridrato de cetamina (100

mg/kg) e cloridrato de xilasina (10 mg/kg) intraperitonealmente.

Primeiramente, foi coletado sangue pela técnica da punc¢ao do plexo veno retro-
orbital, com tubo microcapilar de vidro, e este material foi utilizado para avaliar
integridade hepatica, por meio das analises da aspartato-aminotransferase (AST), da

alanina-aminotransferase (ALT) e da fosfatase alcalina (FA).

Posteriormente, realizou-se tricotomia e desinfeccdo da regido abdominal,
seguida da intervengao cirurgica, que iniciou com uma laparotomia ventral média e
exposicao das algas intestinais. A aferigdo da presséao portal foi realizada através de
um catéter introduzido na veia mesentérica, ligado a um poligrafo que registrou a

pressao e expressou o valor aferido em mmHg (figura 12).
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Figura 12. Poligrafo de presséao Lettica

Foram retirados o figado, o bago (somente para pesagem) e o estbmago,

sendo este pesado para ser armazenado:

1°) Um pequeno fragmento do estdmago foi retirado e emergido em Bouin por

12 horas e, apos, em formol 10%, para posterior analise histolégica;

2°) O restante do estdbmago foi pesado e congelado a —80°C para as analises
de lipoperoxidagao, enzimas antioxidantes e avaliagdo de nitritos e nitratos. O bago

foi apenas pesado e, apds, desprezado.

3.5 Avaliagfes bioquimicas

3.5.1 Preparacédo do homogeneizado

Apos a afericdo da presséao portal, foi retirado o estbmago para a avaliagdo da
QL e TBA-RS (avaliagdo da peroxidagao lipidica). Apos serem retirados, os
estbmagos foram secados e pesados. Colocou-se 5mL de tampao fosfato (KCL
140mM, fosfato 20mM) por grama de tecido. O estémago foi cortado com tesoura e,
em seguida, homogeneizado em Ultra Turrax (IKA-WERK), por 1 minuto a
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temperatura de 0-2 °C. Este homogeinizado foi centrifugado em centrifuga
refrigerada por 10 min a 3000rpm. O precipitado foi desprezado e, o sobrenadante,

utilizado para as analises.

3.5.2 Dosagem de proteina

A concentragao de proteinas no homogeneizado de estdbmago foi determinada
utilizando-se, como padrédo, uma solugédo de albumina bovina 1mg/mL (utilizaram-se
volumes de 50, 100 e 150 uL). Colocou-se uma aliquota do homogeneizado (20uL)
em 780 uL de agua destilada e 2,0 mL do reativo C, que foi preparado com 50 ml de
NaHCOs3;, 0,5 mL do reativo B1 (CuS04.H20 1%) e 0,5 mL do reativo B2 (tartarato de
sédio e potassio 2%). Apds a adicdo do reativo C, aguardaram-se 10 minutos e
colocou-se 0,2 mL de reativo de Folin-Ciocalteau diluido na proporgéao 1:3 em agua
destilada. Apds 30 minutos, realizou-se a medida em espectrofotdmetro a 625 nm
(45).

3.6 Determinacéao do estresse oxidativo

3.6.1 Determinacdo das substancias que reagem ao acido tiobarbitlrico
(TBA-RS)

Foi determinada a lipoperoxidacao, através do método de substancias reativas
ao acido tiobarbiturico (TBA-RS). A técnica de TBA-RS consiste no aquecimento do
material homogeneizado na presengca de acido tiobarbiturico e a consequente
formacdo de um produto de coloragdo rosea, medido em espectrofotbmetro a
535nm. O aparecimento de coloracéo ocorre devido a presen¢a do malondialdeido e

outras substancias provenientes da peroxidagao lipidica no material bioldgico.

Foram colocados em tubo de ensaio, nesta ordem de adi¢do, 0,5 mL de acido
tiobarbiturico (TBA) 0,67%, 0,25mL de agua destilada, 0,75mL de acido

tricloroacético (TCA) 10% e 0,25mL do homogeneizado. O TBA reagiu com produtos
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da lipoperoxidagdo, formando uma base de Schiff, e o TCA teve funcdo de
desnaturar as proteinas presentes, além de acidificar o meio de reagdo. A seguir,
agitou-se cada tubo, os quais foram aquecidos a temperatura de 100° C durante 15
minutos. Apds, os tubos foram resfriados e acrescentou-se 1,5 mL de alcool n-
butilico, para extrair o pigmento formado. Os tubos foram colocados em agitador
(Biomatic) por 45 segundos e centrifugados por 10 minutos a 3000 rpm (1110 x g).
Por ultimo, o produto corado foi retirado e realizada a leitura em espectrofotometro
(CARY 3E - UV - Visible Spectrophotometer Varian) com comprimento de onda de

535nm. A concentragao de TBA-RS foi expressa em nmoles/mg de proteina (46).

3.6.2 Determinagéo da quimiluminescéncia (QL)

O método para determinar a quimiluminescéncia iniciada por hidroperdxido de
tert-butila consiste em adicionar um hidroperdxido organico de origem sintética
(hidroperoxido de tert-butila) ao homogeneizado do tecido em estudo. Avalia-se a
capacidade de resposta mediante a determinagcdo de quimiluminescéncia (QL)
produzida por amostra. Em tecidos submetidos a estresse oxidativo, o valor da QL
iniciada por hidroperoxido de tert-butila (t-BOOH) é maior do que o valor

correspondente a esse tecido em condi¢des fisioldgicas (pré-estresse).

A QL foi medida em um contador com o circuito de coincidéncia desconectado
e utilizando o canal de tritio (Liquid Scintilation Corenter, 1209 RACKBETA, LKB
Wallar) operando como um luminémetro. Adicionou-se 3,5 mL de tampao fosfato em
viais de vidro de 25 mm de didmetro por 50 mm de altura. Para evitar a
fosforescéncia dos viais ativada pela luz fluorescente, eles foram protegidos da luz
até o momento do uso e as determinacdes feitas em sala escura. Primeiramente,
realizou-se apenas a leitura dos viais com tampao (QL Basal). Apds, adicionou-se
0,5 mL de homogeneizado de tecido e fez-se a leitura, que corresponde a QL
espontanea. Em seguida, foi adicionado o hidroperéxido de tert-butila, que aumenta
a QL (QL Maxima). A reacéo total consiste de uma solugédo reguladora de tampéo
fosfato e de t-BOOH 3 mM.
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Para calculo de QL, iniciada por t-BOOH, foi considerada a emissdo maxima
(QL Maxima), descontada a emissdo da QL espontanea (a QL do vial contendo o
tampdo e a amostra). Os resultados foram expressos em contagem por segundo

(cps) por mg de proteina (47).

3.6.3 Atividade da enzima superoxido dismutase (SOD)

A atividade desta enzima é definida por sua capacidade para inibir um sistema

de detecgdo que reage com o O,".

A reacéo catalisada é a seguinte:

SOD
02* + 02* + 2H* » H20, + O3

A técnica de medida da SOD foi baseada na inibicdo dessa reacado. Para isto,
utilizou-se adrenalina que, no meio alcalino, transformou-se em adenocromo,
produzindo O," que é o substrato da enzima. Antes de realizar a determinagdo com
o0 homogeneizado, fez-se a medida do meio de reagao (glicina-NaOH 50 mM, pH
9,6) com 50 pL de adrenalina (60 mM, pH 2,0), esta corresponde a 100% da reacéo.
Essa mistura foi agitada e lida a 480 nm. Posteriormente, adicionaram-se diferentes
volumes do homogeneizado e mediu-se a inibigdo da reagao. A atividade enzimatica
foi expressa em unidades SOD/g de tecido (quantidade de SOD que inibe em 50% a

velocidade de reducao da adrenalina).

Para cada amostra medida, repetiu-se os seguintes passos:

1. Colocou-se 950 uL de tampéo junto com 50 uL de amostra e 17 uL de

adrenalina, apds o aparelho ser zerado.
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2. Introduziu-se 975 uL de tampao junto com 25 uL de amostra e 17 uL de
adrenalina, apds o aparelho ser zerado.
3. Acrescentou-se 990 uL de tampao junto com 10 uL de amostra. Com os 17

uL de adrenalina, procedeu-se da mesma forma que nos itens anteriores.

Todas as medidas anteriormente citadas correspondem ao valor de (b). Ao
valor de (a) somente corresponde a leitura até ser zerado o aparelho (48).

3.6.4 Atividade da enzima glutationa peroxidase(GPx)

A enzima catalisa a redugédo do H,0O,, utilizando o GSH como um doador de

hidrogénio.

GPx
ROOH (H20,) + GSH ’ ROH (H20) + GSSG + H,0

A atividade da GPx pode ser estudada, medindo a velocidade de consumo de

NADPH em um sistema que contenha GSH.

GSH + NADPH ' GSSG + NADP* + 2H"

A técnica consiste em determinar a atividade da enzima
espectrofotometricamente, medindo-se a velocidade de oxidagdo de NADPH em
uma mistura de reagcdo. Em uma cubeta, foram colocados 500 uL de solugdo
reguladora de fosfatos de potassio (100 mM, pH 7,0), 100uL de H»O bidestilada, 50
uL de Azida Soédica 20mM, com 50 ulL de glutationa reduzida (GSH) 40mM, 50uL de
glutationa redutase (GR) e 50 uL NADPH. Essa mistura foi encubada durante 3
minutos, e, logo apds, se adicionaram 100 uL de amostra diluida e 100 uL de H,O,.
As amostras foram lidas a 340 nm. A atividade foi expressa em nmol/min/mg de

proteina (49).
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3.6.5 Atividade da enzima catalase (CAT)

A enzima catalase catalisa a decomposi¢cao do peréxido de hidrogénio em agua

e oxigénio, segundo a seguinte reagao.

CAT
2H,0, » 2H0+ Oy

A velocidade de decomposicdo do perdxido de hidrogénio € diretamente
proporcional a atividade enzimatica e obedece a uma cinética de pseudo primeira
ordem com respeito ao peroxido de hidrogénio. O ensaio consistiu em medir a
diminuicdo da absor¢ao a 240 nm (longitude de onda pela qual absorve o peréxido

de hidrogénio).

A medida espectrofotométrica consistiu em colocar nas cubetas o meio de
reacao (solugéo reguladora de fosfato 50 mM) com distintas aliquotas da amostra.
Depois, fez-se um grafico com uma linha de base. Em seguida, adicionaram-se 20

uL de H,O, 300 mM. A concentragao foi expressa em pmol/g de tecido (50).

3.7 Medida de nitritos e nitratos

Inimeras células em diferentes tecidos do corpo humano podem produzir
oxido nitrico (NO) sendo que, na auséncia de estimulagdo imunoldgica, a maior
parte do NO é produzida pelas células endoteliais e do sistema nervoso central. E
uma substancia extremamente labil, com uma meia-vida de apenas alguns
segundos em sistemas biolégicos. Assim sendo, a atividade “in vivo” do NO deve
ser monitorizada indiretamente, pois o 6xido nitrico rapidamente se oxida em
nitritos e predominantemente em nitratos. O NO é uma substancia extremamente
labil, com uma meia vida de apenas alguns segundos em sistemas bioldgicos.
Dessa forma, a medida do NO fez-se de forma indireta, através da medida de

nitritos e nitratos.
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Esse método consiste na transformacado de nitratos e nitritos, por meio da

enzima nitrato redutase. Para isso, utilizou-se, posteriormente, o reativo de Griess.

Para realizar a técnica, foram necessarios 500 uL de amostra, 100 uL NADPH
(0,2 mM), 70 uL Tris Buffer 1M, pH 7,5, 230 uL de uma mistura formada por glicose
6-fosfato (50 mM) e glicose 6-fosfato dehidrogenase (100 U/mL), 100 uL de nitrato
redutase (10/mL), essa mistura foi incubada a temperatura ambiente durante 30

minutos.

Posteriormente, utilizaram-se 750 uL dessa mistura e adicionaram-se 750 uL
do reativo de Griess, incubando-a novamente, a temperatura ambiente, durante 10
minutos. A leitura foi realizada a 550 nm e feita uma curva padrdo para a

determinacao de nitritos e nitratos (51).

3.8 Avaliacéao histopatolégica dos tecidos

O exame histopatoldgico foi realizado no laboratério de patologia da Fundagao
Faculdade Federal de Ciéncias Médicas de Porto Alegre, por um patologista que

desconhecia os grupos estabelecidos no delineamento experimental.

Para a dissecacao anatdmica, os estbmagos foram colocados em Bouin por 12
horas e, apods, em formol 10%. Na etapa seguinte, os blocos de parafina foram
fixados ao Micrétomo (Leitz®1512), onde se realizaram cortes com 3 micra (3p). Na
fase de coloragdo, as laminas foram mergulhadas nos corantes hematoxilina-eosina
durante 5 minutos cada uma, intermediadas por um banho de agua corrente. Na
fase de desidratacdo, as estruturas passaram por trés recipientes com alcool
absoluto e por dois de xilol. Colocou-se a laminula sobre a lamina, utilizando-se
Balsamo do Canada ou Entellan, finalizando, assim, o processo de preparagcao. As
laminas foram analisadas em microscopio binocular Nikon Labophot nos diferentes

aumentos.
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3.9 Analise estatistica

A partir dos dados coletados, as médias e os erros padroes das médias de
cada grupo foram calculadas, utilizando para analise estatistica o software Graphpad
Instat, versdo 3.0 para Windows XP2000. Foi realizada analise de variancia
(ANOVA) seguida de teste Tukey-Kramer para multiplas comparagdes, sendo o nivel
de significancia adotado de 5% (P<0,05).
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A apresentagdo dos resultados segue a seguinte ordem no modelo

experimental utilizado nesta pesquisa:

1. Verificagao da alteragdo da presséao portal dos animais e a agao da glutamina;

2. Verificagcdo da integridade hepatica, através dos niveis séricos das
aminotransferases aspartato (AST) e alanina (ALT), e da fosfatase alcalina
(FA);

3. Avaliacao dos efeitos da HP e das substancias antioxidantes na oxidagao de
lipidios na mucosa gastrica, mediante a determinacdo das substancias que

reagem ao acido tiobarbiturico (TBA-RS);

4. Quantificacdo da atividade enzimatica antioxidante na mucosa gastrica nos
diferentes grupos, através da medida das concentragdes das enzimas
Superoxido Dismutase (SOD), Catalase (CAT) e Glutationa Peroxidase (GPx);

5. Avaliagdo dos metabdlitos do NO (Nitritos e Nitratos) na mucosa gastrica;

6. Analise dos efeitos da glutamina sobre a mucosa gastrica, através da
determinagcdo dos aspectos histolégicos, pela técnica de hematoxilina e

eosina
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4.1 Alteragcbes hemodinamicas da presséao portal e a acado da glutamina

Houve aumento estatisticamente significativo na pressao portal dos grupos
LPVP em relacdo ao grupo SO, bem como nos grupos LPVP em relagdo ao grupo
LPVP+G. Nota-se que entre os grupos controle (SO) ndo houve diferencga

estatisticamente significativa.
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Figura 13 — Média dos valores da pressao portal entre os grupos estudados
Os resultados acima sao expressos como a média + erro padrao da média (EPM), sendo que cada grupo
tem n = 6 animais. As nota¢des sobrescritas tém a seguinte significancia:
* diferenca significativa do grupo LPVP em relagao ao grupo SO (P<0,001)
** diferencga significativa do grupo LPVP+G em relagéo ao grupo LPVP (P<0,001)
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4.2 Teste de integridade hepatica (TIH)

Nos testes de integridade hepatica (TIH), foram avaliadas as transaminases
(AST e ALT) e a fosfatase alcalina (FA), expressas em U/L. Os valores encontrados

para as TIH nao foram estatisticamente significativos entre os quatro grupos.
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Figura 14: Média dos valores dos testes de integridade hepatica entre os grupos

Os resultados acima sao expressos como a média + erro padrao da média (EPM), sendo que cada
grupo tem n=6 animais. As notagdes sobrescritas tém a seguinte significancia:

Nao houve diferencga significativa entre os grupos, com p>0,05.

4.3 Determinacdo da Lipoperoxidacdo na mucosa gastrica: substancias

gue reagem ao acido tiobarbitdrico (TBA-RS) e quimiluminescéncia (QL)

Os valores de lipoperoxidagdo na mucosa gastrica, visto na (Figura 15),
avaliados através do método das substancias que reagem ao acido tiobarbiturico
(TBA-RS), demonstram aumento significativo no grupo LPVP em relagao a todos os
demais grupos, sendo P<0,001 em relagdo aos grupos controle (SO e SO+G) e
LPVP tratados com glutamina (LPVP+G). Nao houve diferenca significativa entre o
grupo LPVP+G quando comparados aos grupos controle (SO e SO+G). Os valores
verificados através da quimiluminescéncia (QL), (Figura 16), demonstraram

aumento no grupo LPVP em relagéo a todos os demais grupos, sendo P<0,05 em
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relacdo aos grupos controle (SO e SO+G) e LPVP tratados com glutamina
(LPVP+G). Também n&o houve diferenga significativa entre o grupo LPVP+G
quando comparados aos grupos controle (SO e SO+G), semelhante aos resultados

da técnica de TBA-RS.
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Figura 15: Média dos valores de TBA-RS entre os grupos estudados.

Os resultados acima s&o expressos como a média + erro padrdo da média (EPM), sendo que cada
grupo tem n=6 animais. As notacdes sobrescritas tém a seguinte significancia:
* diferenga significativa do grupo LPVP em relag&o ao grupo SO, SO+G e LPVP+G (P<0,001)
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Figura 16: Média dos valores da QL entre os grupos estudados.
Os resultados acima sdo expressos como a média + erro padrdao da média (EPM), sendo que cada

grupo tem n=6 animais. As notacdes sobrescritas tém a seguinte significancia:
* diferenca significativa do grupo LPVP em relagéo ao grupo SO, SO+G e LPVP+G (P<0,05)

4.4 Determinacgdo da atividade antioxidante enzimética na mucosa gastrica
4.4.1 Superoéxido dismutase (SOD)
Na figura 17, sdo apresentados os resultados da atividade da enzima

superoéxido dismutase no homogeneizado de estdbmago, mostrando uma diminuigcéo

significativa no grupo LPVP em relagédo ao grupo LPVP+G.
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Figura 17: Média dos valores da enzima antioxidante SOD entre os grupos estudados.

* diferencga significativa do grupo LPVP em relagdo aos demais grupos (P<0,05)

4.4.2 Glutationa peroxidase (GPx)

Na figura 18, sdo observados os valores da atividade da enzima glutationa

peroxidase no homogeneizado de estdmago de ratos.
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Figura 18: Média dos valores da enzima antioxidante GPx entre os grupos estudados.

* diferenca significativa do grupo LPVP em relacdo aos demais grupos (P<0,05)
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4.4.3 Catalase (CAT)

Na figura 19, sdo observados os valores da atividade da enzima catalase no
homogeneizado de estdbmago de ratos com e sem tratamento com glutamina. A
catalase nao apresentou atividade significativamente em nenhum dos quatro grupos

estudados.
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Figuras 19: Média dos valores da enzima antioxidante CAT entre os grupos estudados.
N&o houve diferenca significativa entre os grupos, com p>0,05.
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4.5 Avaliacdo da producédo de oxido nitrico (NO) através de nitratos totais

Na figura 20, observamos os valores referentes aos nitratos totais no
homogeneizado de estdbmago de ratos com e sem tratamento com glutamina.
Observa-se aumento significativo dos nitratos totais nos grupos LPVP em relagao
aos grupos SO e LPVP+G, sendo P <0,05. Comparagao entre o grupo SO e SO+G

nao apresentou diferenga significativa.
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Figura 20: Média dos valores de nitratos totais dos diferentes grupos estudados

Os resultados acima sao expressos como a média + erro padrdo da média (EPM), sendo que cada
grupo tem n=6 animais. As notacdes sobrescritas tém a seguinte significancia:
* diferenca significativa do grupo LPVP em relagéo ao grupo SO e LPVP+G (P<0,05)
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4.6 Avaliacdo histopatoldgica

A histopatologia foi realizada por meio de coloragédo de hematoxilina-eosina
dos animais dos grupos controle (SO), com ligadura parcial de veia porta (LPVP),

e animais com ligadura parcial de veia porta tratados com glutamina (LPVP+G).

Na figura 21 A e B, a fotomicrografia do figado do grupo controle (SO)

mostra a mucosa gastrica no padrdo normal.

Figura 21: Fotomicrografia de estdmago de animais do grupo controle (SO) com coloragdo de
hematoxilina-eosina: (A) em aumento (100x) e (B) em aumento (400x), mostrando a mucosa
gastrica. Observa-se area glandular (G), muscular da mucosa (MM) e submucosa (SM).
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Na figura 22 A, B, C e D, observa-se a fotomicrografia do estémago do grupo
com ligadura parcial de veia porta (LPVP), mostrando alteragbes na mucosa

gastrica, como a presenga de edema e vasodilatagéo.

Figura 22: Fotomicrografia de estbmago de animais do grupo com ligadura parcial de veia porta
(LPVP) com coloragado de hematoxilina-eosina nos aumentos A (25x), B (100x), C (200x) e D
(400x), mostrando alteragdes da mucosa gastrica, que caracterizam a gastropatia da
hipertenséo portal. Presenga de edema (E), formagédo de vasos com presenca de hemacias e
vasodilatagdo (V).
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Na figura 23 A e B, apresenta-se a fotomicrografia do estémago do grupo LPVP
tratado com glutamina (LPVP+G), na qual observa-se a redu¢ao da formagao de

edema e da formagao de vasos.

Figura 23: Fotomicrografia de estdmago de animais do grupo LPVP tratado com
glutamina (LPVP+G) com coloragdo de hematoxilina-eosina, nos aumentos A (25x) e
B (100x), mostrando a redug¢éo do edema e da vasodilatagao.
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A hipertensao portal (HP) € a sindrome clinica a qual é usualmente secundaria
a obstrucado intra-hepatica ou extra-hepatica do fluxo portal. O aumento da
resisténcia do fluxo sanglineo portal € o fator primario da fisiopatologia da

hipertensao portal (1).

O mecanismo primario da HP, nos casos de cirrose hepatica, relaciona-se com
a alteragdo da estrutura hepatica e a formacdo de nddulos, que determinam
aumento de pressao no leito sinusoidal. Esta situacdo faz com que ocorra o
desenvolvimento de uma circulagdo hiperdinamica no territorio esplacnico e pelo

processo angiogénico instalado onde ha grande circulagao colateral (5, 53).

O termo gastropatia da hipertensdo portal (GHP) caracteriza as lesdes
macroscopicas que aparecem na mucosa gastrica de pacientes com hipertensao
portal, como consequéncia da formagédo excessiva de vasos. Histologicamente,
estas alteracbes correspondem a vasos dilatados na mucosa e submucosa, e,
endoscopicamente, aparecem na forma de mosaico (aspecto de couro de cobra) ou

de manchas avermelhadas, chamadas “red spots” (54).

O tratamento da hipertensdo portal para previnir as suas complicades,
principalmente a hemorragia digestiva alta, € de fundamental importancia e ocorre
em trés cenarios clinicos: a prevencao do primeiro sangramento (profilaxia primaria),
o tratamento apos o episddio de sangramento e a prevengdo do segundo

sangramento (profilaxia secundaria). Os tratamentos podem ser realizados através
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do uso de vasoconstritores, que reduzem o fluxo venoso portal, vasodilatadores, que
diminuem a resisténcia intra-hepatica ou da associagdo de ambos. Cirurgicamente
utilizam-se “shunts” que realizam o desvio do sangue para a circulagdo sistémica
(21).

A utilizacido de substancias quimicas ou produtos naturais que impedissem as
complicagdes da HP seria um avancgo significativo na terapéutica e um caminho para
a diminuicdo da mortalidade. O desenvolvimento de modelos experimentais com
processos patogénicos semelhantes aos das doencas dos humanos pode auxiliar na
compreensao dos mecanismos da hipertensdo portal e permitir testes de novas
modalidades terapéuticas. Neste sentido, o modelo experimental de HP vem sendo
utilizado e tem contribuido para uma melhor compreensao do quadro fisiopatolégico
apresentado em humanos. A HP pode ser desencadeada por diversos agentes, que

originam a cirrose.

A ligadura parcial de veia porta (LPVP) € um modelo classico estabelecido por
Sikuler et al., em 1985, que simula a hipertensao portal e suas consequéncias. Em 7
dias, a HP encontra-se estabelecida, porém ndo evidenciando complicacbes
hepaticas (44).

O modelo utilizado neste estudo foi o da LPVP, para avaliar o efeito do uso da
glutamina na gastropatia da hipertensao portal. Foram analisadas as enzimas de
integridade hepatica, o estresse oxidativo, os metabdlitos do oOxido nitrico e a

histologia da mucosa gastrica.

Em estudos anteriores, foi observado que o fluxo sanguineo venoso portal
aumentado é resultante da vasodilatagc&o arteriolar e contribui para o agravamento e
manutengcdo da HP. A intervengdo com glutamina, via intraperitonial, teve inicio
depois do desenvolvimento da circulagdo hiperdindmica para demonstrar o efeito

benéfico deste aminoacido no processo da HP (55, 56).
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Os valores da pressao portal (mmHg) (Figura 13), verificados no 15° dia de
experimento, mostraram que houve aumento significativo no grupo LPVP,
comparado ao grupo LPVP+G e SO, o que mostrou a eficiéncia do modelo de
ligadura parcial de veia porta. Os animais LPVP+G tiveram uma reducgéo de 39% da
pressao portal em comparacgao ao grupo LPVP. Estes resultados foram semelhantes

em animais tratados com quercetina (1, 8).

Os resultados das andlises das enzimas AST, ALT e FA ndo mostraram
comportamento alterado no modelo empregado no estudo (Figura 14). A AST e a
ALT estdo diretamente relacionadas a lesdo e a necrose celular e a FA esta
diretamente relacionada a doenga hepatobiliar. Com estes resultados, confirma-se
gue nao ha alteracéo da integridade hepatica, achados caracteristicos do modelo de

LPVP, modelo pré-hepatico de HP, onde nao ha dano hepatico (4, 44).

Os danos celulares causados pelos radicais livres possibilitam a
lipoperoxidagao lipidica (LPO), ativagdo enzimatica, alteracdo do estado redox
intracelular e o0 dano ao DNA. A LPO é uma reacdo em cadeia de formacgao de
radicais livres, iniciada pelo radical hidroxil, que age sobre as cadeias de acidos
graxos da membrana fosfolipidica, na qual o radical hidroxil se transforma em

hidroperdxidos de lipidios (28).

A avaliagcdo do estresse oxidativo no desenvolvimento da circulagéo
hiperdindmica associado a HP foi proposta, em 1998, em animais submetidos ao
modelo LPVP e tratados com o antioxidante N-acetilcisteina (NAC). Esses animais
LPVP tratados com NAC nao apresentaram desenvolvimento de circulagao
hiperdindmica, quando comparados aos LPVP (57). Foram encontrados resultados
semelhantes, utilizando o tratamento com acido lipdico como antioxidante.
Entretanto, nestes estudos, os mecanismos para esclarecer os efeitos antioxidantes

desta substancia nao foram bem definidos (58).

Recentemente a administragdo aguda de vitamina C tem mostrado reverter a

hiporreatividade dos vasoconstritores em territorio arterial de pacientes cirréticos, o
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que pode explicar o efeito de antioxidantes, prevenindo a sindrome hiperdindmica

circulatoria e a redugéo do fluxo portal, além de reduzir o estresse oxidativo (59).

Estudo avaliando o dano oxidativo causado por lesbes na mucosa gastrica
demonstrou que houve aumento da LPO e que as enzimas SOD, CAT e GPx
apresentaram uma redugéo dos seus niveis nos animais lesados, sugerindo que o

estresse oxidativo esta envolvido em lesbes no tecido gastrico (60)

Na avaliagcdo de dano na mucosa gastrica por etanol observou-se que as
lesbes estdo relacionadas com a producdo de espécies ativas de oxigénio, levando
ao estresse oxidativo. Considerando que a atividade antioxidante € um importante
mecanismo de citoprotegdo, foi avaliada a acdo do alcaldide indigo para o
tratamento das lesdes. A enzima GPx teve uma redugcédo nos grupos etanol e, em
contraste, a SOD teve seus niveis aumentados neste grupo e também um aumento

dos niveis de LPO na mucosa gastrica lesada (7).

Quando avaliamos a lipoperoxidagao, no estdmago de ratos, observamos um
aumento das substéncias que reagem ao acido tiobarbiturico (TBA-RS) (Figura 15)
e também da quimiluminescéncia (QL) (Figura 16), no grupo LPVP em relacdo ao
grupo SO. Sugere-se que esse aumento esteja relacionado ao aumento do estresse
oxidativo. Tal fato foi manifestado pela redugédo de 40% nos valores de TBA-RS e de
QL no grupo LPVP+G, comparado com o grupo LPVP. Estes resultados ja foram
evidenciados em outros trabalhos que utilizaram o flavondide quercetina e NAC,
sugerindo um potencial antioxidante do aminoacido glutamina (8, 61). Em nosso
estudo, a glutamina reduziu o edema da submucosa e a vasodilatagao (Figura 22 A
e B), além de reduzir a lipoperoxidagdo no homogeneizado de estdmago dos
animais do grupo LPVP+G. A melhora nos achados histolégicos da mucosa gastrica
vém acompanhados de uma modificacdo dos parametros enzimaticos, assim como a
restauracdo da integridade da membrana plasmatica traduzida pela reducéo da
LPO (62). A glutamina, por sua possivel agcao antioxidante, parece proteger a

mucosa gastrica e diminuir o dano oxidativo do trato gastrointestinal, fato observado
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neste trabalho e também em trabalhos anteriores em colite com uso de glutamina (8,
43).

As células, com seu sistema de defesa antioxidante enzimatico, convertem
espécies oxidantes em moléculas nao-tdxicas e protegem o organismo dos efeitos
deletérios do estresse oxidativo. Esse sistema é encarregado da detoxificagdo das
espécies ativas de oxigénio (EAO) e é representado, principalmente, pelas enzimas
superéxido dismutase (SOD), catalase (CAT), glutationa-peroxidase (GPx) e
glutationa-redutase (GR). Estas enzimas nao estdo exclusivamente no citosol, mas
também nas mitocOndrias, onde grande parte dos radicais livres € produzida (63,
64).

A enzima superéxido dismutase (SOD), responsavel pela dismutacdo do
radical anion superoxido em peroxido de hidrogénio, constitui a primeira linha de

defesa da célula contra o estresse oxidativo (27).

A atividade da SOD determinada em mucosa gastrica em um estudo com
pacientes com doenga hepatica, demonstrou que a enzima se encontra em niveis
reduzidos em relagdo ao grupo controle de individuos com cirrose. Entretanto,
individuos com doenga crénica do figado ndo apresentaram alteragdes significativas
dos niveis de SOD. Nas doencas hepaticas, tais como: hepatite, cirrose e
hepatocarcinoma, observa-se niveis elevados de LPO no estdmago, sugerindo o
envolvimento do estresse oxidativo nas lesbes da mucosa gastrica nessas

hepatopatias (65).

Trabalhos relacionam a diminuigdo da atividade da enzima SOD ao aumento
do estresse oxidativo (66, 67). Em nosso estudo, observou-se uma diminuigdo da
atividade da SOD nos animais do grupo LPVP em relacdo aos demais grupos
(Figura 17), o que poderia estar relacionado com a inativagdo do anion superdxido
pois a mesma estaria sendo utilizada na dismutagdo das EAO e formagao de H,0,.
Em contrapartida, os animais LPVP+G, mantiveram os valores da atividade da

enzima SOD semelhantes ao controle.
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Estudos demonstraram que a atividade da SOD em modelo de LPVP,
utilizando quercetina, apresentou valores semelhantes entre os quatro grupos de
animais, nao apresentando diferenga estatisticamente significativa. Igualmente,
descrevem que a atividade da SOD varia em relagdao aos diferentes tipos de

estresse oxidativo, pois seria tecido-dependente ou tempo-dependente (8, 68).

A enzima SOD, ao dismutar o radical superoxido, forma o peroxido de
hidrogénio (H20-), que é o substrato para a atividade da enzima catalase (CAT). Em
relacdo a atividade da CAT na mucosa gastrica, ndo observamos alteragao

significativa entre os grupos (Figura 19).

O uso de glutamina em pacientes com peritonite reduziu a LPO e aumentou
0s niveis de glutationa, sugerindo com isso uma protegdo e redugdo do estresse
oxidativo (69). Em outro trabalho, foi utilizado o resveratrol em animais com
trombose na veia porta, sendo observado que os animais que utilizaram esta
substancia tiveram seus niveis de glutationa reduzido e também a diminuicido da

LPO em relag&o aos animais que nao foram tratados(70).

A glutationa peroxidase (GPx) tem uma especial importancia fisioldgica,
porque ela cataliza a decomposigao de perédxido inorganico e perdxido organico,
empregando (GSH) como co-substrato. A glutamina atua como substrato para a
formacédo da GSH. Estudos demonstram o envolvimento direto da GPx com a colite
(71). Foi demonstrada a relagdo da colite com a glutationa, em que ratos submetidos
a colite experimental, por TNBS, apresentaram uma diminui¢cdo significativa de

glutationa, quando comparado ao grupo controle (72).

Em nosso estudo, observamos a diminuigdo da GPx no grupo LPVP, quando
comparado ao controle (Figura 18), sugerindo que durante o desenvolvimento da
HP, ocorreu a formacéao de radicais livres e, com isso, formagao de H,O,, indicando
que a enzima foi estimulada para neutralizar a formagao destes RL, o que estaria

levando ao consumo desta enzima, também, pelo grupo LPVP+G (73).
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Estudos sugerem que a terapia antioxidante pode ter um efeito protetor na
prevencdo da circulacdo hiperdinamica em animais LPVP e, assim, reduzir a
hipertensdo portal. Nos animais que foram tratados com NAC e quercetina,
observou-se uma redugao dos niveis de NO em relagdo aos que nao receberam o
tratamento, animais LPVP (8, 57).

Em individuos com cirrose, a hipertensao portal é freqientemente associada a
formagao de uma circulacao hiperdindmica, com alto débito cardiaco e diminuicdo da
resisténcia vascular sistémica e da pressao arterial. A circulagdo hiperdinamica se
deve a vasodilatacao arterial, que ocorre, principalmente, na circulacdo esplancnica,
enquanto a resisténcia vascular nas outras areas € normal ou aumentada, em
conformidade com o grau de hipertensao portal, insuficiéncia hepatica e ativacdo do
sistema renina-aldosterona e sistema nervoso simpatico. O mecanismo que leva a
vasodilatagdo esplancnica é incerto. Uma hipotese favorece a translocagdo de
bactérias intestinais e/ou alguns dos seus produtos, tais como endotoxina, no
espacgo intersticial dos d6rgaos esplancnicos, resultando na liberagdo de

vasodilatadores, tais como o NO, o mondxido de carbono e outros (38).

Além disso, estudos observam que o aumento da resisténcia intrahepatica é o
primeiro evento para o aumento da pressdo portal e o desenvolvimento da
hipertensao portal na cirrose. O estreitamento dos sinusoides, devido as alteragcbes
anatdmicas é o principal componente do aumento da resisténcia intrahepatica. No
entanto, um elemento dindmico esta também envolvido no aumento do tdnus
vascular na cirrose: € o desequilibrio entre a superproducdo de vasoconstritores
(principalmente endotelina-1 e ciclooxigenase-derivados prostaglandinas) e a
producdo de vasodilatadores, principalmente oxido nitrico (NO). Estes sdo os
mecanismos responsaveis pelo aumento do tdnus vascular sinusoidal e pos-
sinusoidal. Em contraste, a resisténcia vascular na artéria hepatica, que é
determinada na area pré-sinusoidal, € diminuido devido ao aumento vasodilatadores

(NO e adenosina). Isso sugere diferentes disponibilidades de NO (74).
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Na avaliacdo dos metabdlitos do NO, em homogeneizado de estébmago,
observamos uma reducdo de 19% na produgcdo destes metabdlitos, no grupo
LPVP+G, em relagdo ao grupo LPVP (Figura 20). Esse aumento da producdo de
NO pelo grupo LPVP pode ser explicado devido ao processo de angiogénese, que
se instala neste modelo, para realizar o desvio do sangue da area obstruida para a
circulagao sistémica. Além disso, este aumento da producgdo de 6xido nitrico poderia
estar reagindo com o anion superéxido, formando o radical peroxinitrito,
extremamente lesivo. Esta liberagdo de NO é cada vez mais acentuada, devido a
necessidade da formagdo de novos vasos, para que o sangue consiga chegar a
circulagao sistémica, desencadeando um aumento de RL,

consequentemente,estimulando a lipoperoxidacéo e o estresse oxidativo (30).

Estudo demonstrou que a glutamina inibe a produgcdo de o6xido nitrico (NO)
vascular, investigando o efeito da dieta enriquecida com glutamina sobre a produgéo
de NO em rato. A suplementacdo com glutamina aumentou os niveis plasmaticos de
glutamina (até 91%), arginina (até 17%) e citrulina (até 54%). E foi observado que
ap6s uma semana de suplementacdo com glutamina, os niveis de NO foram
significativamente reduzidos em 50% em relagédo ao controle, independentemente da
quantidade de suplemento. Isso apontou para um efeito inibitério “in vivo” de

glutamina na producao de NO (75).

Em ratos com colite induzida por acido acético, também observou-se um
aumento do NO nos animais do grupo colite em relagdo ao controle. Estes animais,
,quando tratados com glutamina, tiveram uma reducdo da producdo de NO e

consequente melhora da mucosa intestinal (73).

Para analisar os mecanismos em que aminoacidos modulam a produgao de
oxido nitrico (NO) no fluxo sanguineo renal, foram perfundidos na mucosa renal de
ratos diferentes aminoacidos, entre eles a glutamina. Foi observada a redugdo da
producao de NO e o aumento da resisténcia vascular renal. Este estudo demonstrou

que aminoacidos podem modular a produg¢ao de NO nas células endoteliais (76)
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O NO é o principal mediador da vasoreatividade e de anormalidades
angiogénicas (3). Em modelo de colite por acido acético, o NO funciona como um
sinalizador celular, mediando a vasodilatacdo, quando produzido pela NOS em
células vasculares endoteliais, mas também como uma fonte altamente téxica e
oxidante, quando produzido em altas concentragdes (73). Nessa situagcdo, o NO
pode reagir com espécies ativas de oxigénio, formando o peroxinitrito, que € uma
espécie oxidante altamente reativa, contribuindo para o estresse oxidativo ou

nitrosativo (77).

Em muitos estagios da doenga vascular, a produgdo de NO é reduzida da
disfuncdo endotelial, em parte causada por uma diminuicdo na disponibilidade de
substrato (L-arginina). O metabolismo da L-arginina € complexo, pois esta envolvido
em uma multiplicidade de outras vias, como a uréia, creatina e agmatine. A
suplementacdo de L-Arginina em pacientes com doenga vascular € bem relatado,
por beneficiar terapeuticamente. A disponibilidade de L-Arginina depende do fluxo de
outros aminoacidos no organismo, incluindo L-glutamina, L-glutamato, L-ornitina, L-

citrulline e L-lisina (78).

Na avaliacdo histolégica da mucosa gastrica, por meio da coloragdo de
hematoxiliana-eosina, confirmou-se o desenvolvimento de edema e vasodilatagao no
grupo LPVP (Figura 22), devido ao processo de angiogénese instalado, quando
comparados aos animais SO (Figura 21). Os animais LPVP+G, apresentaram uma
atenuacdo desse fenbmeno, semelhante aos achados em estudo que utilizou a

quercetina como agente antioxidante (8).

Os animais LPVP, quando submetidos ao tratamento com glutamina,
apresentaram reducdo de vasodilatacdo (Figura 23) e do edema de mucosa
gastrica. Isso ocorreu, provavelmente, devido ao potencial antioxidante na
glutamina, que reduz a lesdo oxidativa na mucosa gastrica de animais com ligadura

parcial de veia porta, acarretando a sua melhora.
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Diante dos resultados do presente trabalho, a glutamina pode ser sugerida
como um inibidor fisiologico da sintese endotelial de NO, como demonstram os
cortes histolégicos com a significativa redu¢ao da vasodilatagdo e edema na mucosa
gastrica. E sugerem que este aminoacido, através do seu potencial antioxidante,
poderia atenuar as alteracbes presentes na gastropatia da HP, caracterizando

qualidades de um bom agente terapéutico e promissor nessa doencga.
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1) Os valores da pressao portal mostraram que houve aumento significativo no grupo
LPVP comparado ao grupo SO. A glutamina (LPVP+G) diminui a presséo portal

nesse modelo utilizado.

2) Na avaliacao dos testes de integridade hepatica, através de medidas de
concentragcéo sérica de aminotransaminases (AST e ALT) e fosfatase alcalina (FA),
dos animais tratados com glutamina e veiculo, ndo observamos alteracbes nos

valores destas enzimas;

3) Em relagéo a lipoperoxidagéo, utilizando os métodos de substancias reativas ao
acido tiobarbiturico (TBA-RS) e quimiluminescéncia (QL) em estébmago de ratos,
observamos um aumento do TBA-RS e também da QL no grupo LPVP, sugerindo

que o aumento deste processo esteja relacionado ao aumento do estresse oxidativo;

4) A enzima antioxidante superoxido dismutase (SOD) apresentou uma diminuigéo
significativa nos animais do grupo LPVP em relagdo aos demais grupos, o que pode
estar relacionado com a inativagao do anion superdxido. O grupo LPVP+G manteve
os valores da enzima aumentados, assim como 0s grupos controle;

A enzima antioxidante catalase (CAT) ndo apresentou alteragdo significativa na

mucosa gastrica;
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A enzima antioxidante glutationa peroxidase (GPx), a glutamina elevou os niveis nos
grupos SO+G e no LPVP+G, apresentando reducéo significativa no grupo LPVP em

relagdo aos demais grupos.

5) A presenca dos metabdlitos do NO, através de nitritos e nitratos no estbmago de

ratos com hipertenséo portal, mostrou um incremento no grupo LPVP.

6) Na avaliagdo histopatolégica no estdbmago de ratos com hipertensdo portal,
observou-se o0 desenvolvimento de edema e vasodilatagdo no grupo LPVP. Os
animais LPVP tratados com glutamina apresentaram uma atenuagdo deste

fenédbmeno.

A partir desses achados podemos concluir que a glutamina protege a mucosa

gastrica dos ratos com gastropatia provocada pela LPVP.
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