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APRESENTAÇÃO 

 

Esta tese compõe-se de dois experimentos que utilizam o modelo experimental de 

hipertensão portal, desenvolvidos a partir da ligadura parcial da veia porta. Nesses 

experimentos, avaliaram-se o papel do aminoácido glutamina sobre a pressão portal, o 

estresse oxidativo e sua influência no óxido nítrico. Neste modelo experimental, que 

mimetiza uma das complicações da cirrose que é a hipertensão porta, avaliamos a 

gastropatia da hipertensão portal. Será apresentada em experimento I: “Glutamine 

prevents gastric oxidative stress in an animal model of portal hypertension 

gastropathy” , e em experimento II: “Antioxidant properties of glutamine and its role 

in vegf-akt pathways in portal hypertension gastropathy”. 
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Resumo I 

 

  

 Hipertensão portal (HP) é uma síndrome clínica caracterizada por aumento do 

fluxo de sangue e/ou da resistência vascular no sistema porta. Uma conseqüência direta 

da HP é o surgimento de lesões na mucosa e submucosa gástrica, denominada 

gastropatia portal hipertensiva. O objetivo deste trabalho foi investigar os efeitos da 

glutamina sobre o estresse oxidativo em um modelo experimental de hipertensão portal, 

induzida por ligadura parcial da veia parcial portal (LPVP). Foram quantificadas a 

pressão portal, transaminases e fosfatase alcalina. O dano no tecido gástrico foi avaliado 

por análise histológica. O estresse oxidativo foi medido pela quantificação da 

concentração citosólica de substâncias reativas ao ácido tiobarbitúrico (TBARS) e 

hidroperóxidos por quimiluminescência (QL) e os metabólitos do óxido nítrico (NO), 

por nitritos e nitratos. Além disso, a atividade das enzimas antioxidantes superóxido 

dismutase (SOD), glutationa peroxidase (GPx) e catalase (CAT) foram analisadas. 

Todos os dados são apresentados como a média ± erro padrão (SE). As transaminases e 

a fosfatase alcalina não foram significativamente alteradas no grupo LPVP, indicando 

ausência de lesão hepática. A análise histológica das seções da mucosa gástrica  

mostraram uma perda de arquitetura normal, com edema e vasodilatação. TBARS, QL, 

e produção de NO estavam significativamente aumentados em animais LPVP. A 

redução da atividade da SOD foi observada. Diante disso, sugere-se que a administração 

de glutamina atenua alterações histológicas e o estresse oxidativo, a atividade das 

enzimas mostrou-se normalizada e reduziu a superprodução de  NO. Nossos resultados 

confirmam que a utilização de moléculas com capacidade antioxidante pode fornecer 

proteção do tecido gástrico na hipertensão portal. O tratamento com glutamina pode ser 

útil para reduzir o dano oxidativo induzido pela gastropatia portal hipertensiva.  
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



XVII 
 

 

 

Abstract I 

 

Portal hypertension (PHI) is a clinical syndrome characterized by increase of the 
blood flow and/or of the vascular resistance in the portal system. A direct consequence 
of PHI can be the appearance of different lesions on the gastric mucosa and  submucosa, 
cumulatively termed portal hypertensive gastropathy (PHG). To investigate the effects 
of glutamine on oxidative stress in an experimental model of PHG induced by partial 
portal vein ligation (PPVL). Portal pressure, transaminase and alkaline phosphatase 
activity  were  quantified. Gastric tissue damage was assessed by histological analysis. 
Oxidative  stress was measured by quantification of cytosolic concentration of 
thiobarbituric acid reactive substances (TBARS), hydroperoxide-initiated  
chemiluminescence (QL),  and  nitric  oxide (NO)  production.  Moreover, activities  of  
the  antioxidant  enzymes superoxide dismutase (SOD), glutathione peroxidase (GPx), 
and catalase (CAT) were analyzed. Transaminase and alkaline phosphatase activities 
were not significantly modified by PPVL, indicating absence of liver injury. 
Histological analysis of gastric sections showed a lost of normal architecture, with 
edema and vasodilatation. TBARS, QL, and NO production were significantly increased 
in PPVL animals.  A reduction of SOD activity was found. Glutamine administration 
markedly alleviated histological abnormalities and oxidative stress, normalized SOD 
activity, and blocked NO overproduction. Our results confirm that the use of molecules 
with antioxidant capacity can provide protection of the gastric tissue in portal 
hypertension. Glutamine treatment can be useful to reduce the oxidative damage 
induced by PHI on gastric tissue. 
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Resumo II 

 

Este estudo buscou investigar os efeitos da glutamina sobre o estresse 
oxidativo/nitrosativo e a via de sinalização VEGF-AKT-eNOS em um modelo 
experimental de hipertensão portal induzida pela ligadura parcial da veia porta (LPVP). 
Foi avaliada a expressão das proteínas nitrotirosina VEGF, PI3K, AKT-eNOS por 
Western blot e imunohistoquímica. O estresse oxidativo foi quantificado através da 
concentração citosólica de substâncias reativas ao ácido tiobarbitúrico (TBARS), bem 
como os níveis de glutationa total (GSH), atividade da superóxido dismutase (SOD) e 
metabólitos do óxido nítrico (NO) Todos os dados são apresentados como a média ± 
erro padrão (SE). A produção de TBARS e NO foi significativamente maior nos 
animais LPVP. Um aumento da atividade da SOD e GSH foi detectada no grupo LPVP 
+ G. Na análise imunohistoquímica de nitrotirosina, Akt e eNOS, o grupo LPVP exibiu 
aumentos significativos, enquanto que uma redução foi observada no grupo LPVP + G, 
não houve diferença nos níveis de VEGF entre os grupos. Por Western blot, foi 
detectado aumento da expressão de IP3K, p-Akt e eNOS no grupo LPVP comparado 
com o grupo LPVP + G, o mesmo não foi observado para a expressão de VEGF. 
Administração de glutamina atenua o estresse oxidativo/nitrosativo, normalizando a 
atividade da SOD, aumentando os níveis de glutationa total (GSH) e, inibindo a 
superprodução de NO, bem como a formação de peroxinitrito. Diante disso, estes 
resultados sugerem que a utilização de moléculas com capacidade antioxidante poderia 
oferecer uma nova modalidade terapêutica para a proteção da mucosa gástrica na 
hipertensão portal. O tratamento com glutamina pode ser útil para reduzir os danos 
oxidativo/nitrosativo, mas não reduz a angiogênese, nao alterando os níveis de VEGF 
no tecido gástrico, demonstrando um papel benéfico através da via IPK3-Akt-eNOS. 
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Abstract II 

 

This study was designed to investigate the effects of glutamine on 
oxidative/nitrosative stress and the VEGF-AKT-eNOS signaling pathway in an 
experimental model of portal hypertension induced by partial portal vein ligation 
(PPVL). Portal hypertension was induced by partial portal vein ligation. We evaluated 
the expression and the immunoreactivity of proteins involved in the VEGF-AKT-eNOS 
pathway by Western blot and immunohistochemical analyses. Oxidative stress was 
measured by quantification of the cytosolic concentration of thiobarbituric acid reactive 
substances (TBARS) as well as the levels of total glutathione (GSH), superoxide 
dismutase (SOD) activity, nitric oxide (NO) production and nitrotyrosine 
immunoreactivity. All data are presented as the mean and standard error (SE). The 
production of TBARS and NO was significantly increased in PPVL animals. A 
increased of SOD activity was detected in PPVL+G group. In the immunohistochemical 
analyses of nitrotyrosine, Akt and eNOS, the PPVL group exhibited significant 
increases, whereas decreases were observed in the PPVL + G group, but no difference 
in VEGF was detected between these groups. Western blot analysis detected increased 
expression of IP3K, p-Akt and eNOS in the PPVL group compared with the PPVL +G 
group, which was not observed for the expression of VEGF when comparing these 
groups. Glutamine administration markedly alleviated oxidative/nitrosative stress, 
normalized SOD activity, increased levels of total glutathione (GSH) and, blocked NO 
overproduction as well as the formation of peroxynitrite. In conclusion , our results 
suggested that the use of molecules with an antioxidant capacity could provide a new 
therapeutic modality for protection of gastric tissue in portal hypertension. Glutamine 
treatment can be useful to reduce oxidative/nitrosative damage but does not reduce 
angiogenesis by stimulating the overproduction of VEGF induced by PH in gastric 
tissue, demonstrating a beneficial role for the IPK3-Akt-eNOS pathway. 
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INTRODUÇÃO 

 

 

 

 

 



 

 

INTRODUÇÃO__________________ 

 

O fígado é o mais importante órgão metabólico do corpo e está envolvido na 

regulação do metabolismo, na síntese de proteínas e de outras moléculas, no 

armazenamento de ferro e vitaminas, na degradação de hormônios, na inativação e 

excreção de drogas e toxinas. [1].  

 

A execução dessa atividade metabólica é feita nos hepatócitos, que recebem 

sangue do sistema porta, proveniente da circulação esplâncnica, pela veia porta, e da 

artéria hepática. O sistema porta está diretamente relacionado com o leito vascular 

sinusoidal intra-hepático, que sofre pressões externas pela fibrose que engloba os 

nódulos regenerativos da cirrose, determinando dificuldades no fluxo sanguíneo 

sinusoidal, que se transmite retrogradamente à veia porta e ao sistema venoso 

esplâncnico, determinando hipertensão portal [2]. 

 

A hipertensão portal é uma síndrome clínica que se caracteriza pelo aumento 

do fluxo e da pressão venosa esplâncnica, com estase sanguínea e formação de 

circulação colateral, que estabelece anastomoses com a circulação sistêmica, os 

“shunts” porto-sistêmicos, e desvia o fluxo para o sistema da veia cava. Nesse processo 

de formação de “shunts”, ocorrem as formações de varizes de esôfago e do estômago. 

Há uma circulação hiperdinâmica esplâncnica que pode repercutir em inúmeros locais, 

um deles no leito vascular gástrico, com aumento do fluxo e dilatação dos vasos 

submucosos, caracterizando a gastropatia da hipertensão portal. O termo hipertensão 

portal foi utilizado pela primeira vez por Gilbert e Villaret em 1906 [2]. 

 

A causa mais comum de hipertensão portal é a cirrose, independentemente da 

etiologia, sendo mais frequentes as pelos vírus das hepatites B e C, e pelo álcool. Em 

algumas regiões do Brasil, é frequente a hipertensão portal ser ocasionada pela 

esquistossomose. A oclusão venosa portal extra-hepática, frequentemente por trombose, 

determina hipertensão portal. Na hipertensão portal, em que ocorre dilatação venosa e 

aumento de fluxo, há um desequilíbrio endotelial, no qual diversos fatores parecem estar 

implicados modificando o tônus vascular, como o fator de crescimento vascular 
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endotelial (VEGF), a óxido nítrico sintase endotelial (eNOS) e  a óxido nítrico síntase 

induzida (iNOS) e liberando o óxido nítrico (NO) como mediador central dessa 

anormalidade hemodinâmica. [3, 4]. 

 

O aumento do fluxo sanguíneo venoso portal, secundário à vasodilatação 

esplâncnica, pode ser tratado farmacologicamente com vasoconstritores, do tipo 

vasopressina, somatostatina e análogos, que tem efeito seletivo bloqueador b-

adrenérgico. Essa terapêutica é utilizada nas situações agudas e por pouco tempo. Há 

necessidade de maiores investigações para avaliação de substâncias que possam ser 

utilizadas profilaticamente ou em terapia de longo prazo. A glutamina, aminoácido 

envolvido em inúmeros processos metabólicos celulares, poderia exercer efeito benéfico 

no tratamento de alterações vasculares causadas pela HP e GHP na mucosa gástrica. [5] 

 

Este trabalho pretende avaliar o estresse oxidativo, o envolvimento do óxido 

nítrico (N0) e a angiogênese em mucosa gástrica de ratos submetidos ao modelo 

experimental de ligadura parcial da veia porta, tratados com glutamina, na tentativa de 

identificar os mecanismos envolvidos.   

 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

REFERENCIAL TEÓRICO 

 

 

 

 



 

 

 

 

1. REFERENCIAL TEÓRICO__________________ 

 

1.1 Sistema venoso portal 

 

 O sistema venoso porta foi descrito pela primeira vez em 1543, em uma ilustração de 

Vesalius1 [6, 7]. É formado pelas veias que compõem o trato digestivo intra-abdominal, do 

baço, do pâncreas e da vesícula biliar. A veia porta é formada pela junção das veias esplênica 

e mesentérica superior, penetrando o fígado pelo hilo hepático, ramificando para os lobos 

hepáticos direito e esquerdo (Figura 1).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 1. Ilustração do sistema venoso porta realizada por Vesalius [6]. 

                                                 
1 Andreas Vesalius (Bruxelas, 31 de Dezembro de 1514 — Zákinthos, 15 de outubro de 1564) foi um médico 
belga, considerado o “pai da anatomia moderna”. Foi o autor da publicação De Humani Corporis Fabrica, um 
atlas de anatomia publicado em 1543. 
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O fígado recebe sangue da artéria hepática e da veia porta, o que representa cerca de 

25% do débito cardíaco (cerca de 1.200 mL/min.). Desse total, cerca de 25% são 

representados pelo suprimento arterial e 75% pela veia porta. Esse elevado volume sanguíneo 

é necessário para que o fígado realize todas as suas funções. O fluxo venoso portal possui 

duas características hemodinâmicas importantes: alto fluxo sanguíneo com baixa resistência 

vascular e baixa pressão. Em indivíduos adultos, a pressão portal fica em torno de 6mmHg [2]. 

 

O sistema venoso portal é destituído de válvulas e, portanto, a direção do fluxo 

sanguíneo é determinada pelo gradiente de pressão, definido pela diferença de pressão entre a 

veia porta e a veia cava inferior, de 5 a 10mmHg. Anomalias do sistema venoso porta são 

relativamente raras. Malformações na veia porta, como válvulas congênitas, duplicação, 

membranas, hipoplasia ou estenose já foram relatadas. A atresia congênita da veia porta pode 

ocorrer associada a outras malformações vasculares [7].  

 

1.2 Hipertensão portal 

 
A hipertensão portal (HP) é uma síndrome clínica, usualmente secundária a obstrução 

intra ou extra hepática do fluxo portal. É considerada a principal complicação da doença 

hepática, sendo responsável pelo desenvolvimento das demais hepatopatias, tais como: 

gastropatia hipertensiva portal, ascite, peritonite bacteriana espontânea, síndrome 

hepatorrenal, síndrome hepatopulmonar, hipertensão portopulmonar, síndrome hipercinética e 

encefalopatia hepática [2]. 

 

A HP caracteriza-se por uma elevação acima de 5mmHg de pressão do sistema venoso 

portal. Quando a pressão atinge de 8 a 10 mmHg, surgem no esôfago e estômago varizes 

gastroesofágicas, que se desenvolvem a partir de uma rede de circulação colateral através dos 

vasos que formam a circulação esplâncnica (Figura 2). O sangramento das varizes esofágicas 

pode ocorrer quando o gradiente de pressão portal atingir valores acima de 12mmHg [8-10]. 
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Figura 2. Sistema venoso porta e os vasos que formam os colaterais portossistemicos na HP: VP – veia porta; 
VE – veia esplênica; VMS – veia mesentérica superior; VU – veia umbilical; VCI – veia cava inferior; VGE – 
varizes gastroesofágicas; VC – veia coronária; VRE – veia renal esquerda; VPD – veias pancreatuduodenais; 
VERGR – veias esplenorrenais e gastrorrenais; VRPV – veias retroperitoniais e paravertebrais. 

 

A HP quase sempre resulta da obstrução sanguínea no sistema porta. Anatomicamente, 

o local da obstrução pode ser pré-hepático, intra-hepático ou pós-hepático. Raramente, a HP 

será secundária a um aumento do fluxo sanguíneo portal [11]. 

 

A hipertensão portal por obstrução pré-hepática decorre da trombose da veia porta 

e/ou esplênica secundária à sepse, pileflebite, uso de contraceptivos orais, invasão tumoral. A 

transformação cavernomatosa da veia porta é devida à trombose desta, secundária a processos 

infecciosos no sistema porta. Compressões extrínsecas, como em doenças pancreáticas, levam 

à obstrução segmentar da veia esplênica.  

 

A hipertensão portal por obstrução intra-hepática: decorre da cirrose que obstrue o  

fluxo sanguíneo nos espaços porta, sinusóides e veias hepáticas. A fibrose portal e os nódulos 

de regeneração comprometem os espaços portais e as veias hepáticas, respectivamente. As 

alterações no fígado aumentam a resistência vascular. Além disso, contribuem também para 
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as alterações da microcirculação com a capilarização dos sinusóides e anastomose vascular 

intra-hepática entre ramos das veias porta e hepática. 

 

A hipertensão portal pós-hepática decorre, na maioria das vezes, pela oclusão das 

veias  supra-hepáticas por trombose, invasão tumoral ou membranas congênitas. A causa mais 

comum de trombose nas veias hepáticas é a endoflebite, mas pode ser associada a distúrbios 

da coagulação sanguínea ou ser idiopática. Alguns casos ocorrem em mulheres jovens sem 

causa conhecida e têm sido atribuídos ao uso de contraceptivos orais, às vezes associados ao 

uso de cigarros. Clinicamente, hepatomegalia, dor abdominal e ascite predominam e o exame 

histopatológico revela distensão dos sinusóides, congestão centrolobular, necrose e 

hemorragia. A insuficiência cardíaca grave pode causar HP, assim como a pericardite ou 

fibrose endomiocárdica. 

 

A hipertensão portal por aumento do fluxo sanguíneo decorre de fístulas 

arteriovenosas envolvendo veias do sistema porta, intra ou extra-esplênicas, e podem, 

raramente, elevar a pressão portal.  

 

As manifestações clínicas dos pacientes com HP são relacionadas à doença primária 

e/ou a uma das quatro maiores consequências clínicas da HP: (1) circulação colateral, (2) 

esplenomegalia congestiva, (3) encefalopatia hepática e (4) ascite. Muitos pacientes com 

hipertensão portal são assintomáticos, enquanto outros apresentam uma clínica bastante 

exuberante [11].  

 

1.2.1 Fisiopatologia da HP 

 

A inter-relação entre fluxo sanguíneo e resistência vascular portal determina a pressão 

portal. Assim, a pressão no sistema pode elevar-se devido ao aumento na resistência ou ao 

real aumento do fluxo sanguíneo portal. Em geral, o primeiro mecanismo é o que predomina, 

devido à capacidade do sistema em adaptar-se às variações pressóricas [12].   

 

O endotélio vascular libera agentes vasodilatadores – NO e prostacilinas e 

vasoconstritores – endotelina, angiotensina e tromboxanos. A função do tônus vascular é 
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mantida mediante equilíbrio entre esses agentes. O aumento da resistência periférica é 

mantido pela elevação de vasoconstritores, pela redução de vasodilatadores ou associação de 

ambos. O sangue exerce uma força de rolamento nas células endoteliais, sendo o principal 

agonista na liberação de NO [13]. 

 

A pressão portal é o resultado da relação entre o volume do fluxo de sangue que entra 

no sistema porta e da resistência ao fluxo sanguíneo portal. A expressão matemática para essa 

relação é dada pela Lei de Ohm´s: P=Q x R, onde P representa alteração da pressão ao longo 

do vaso, Q, o fluxo de sangue e R, a resistência ao fluxo [14]. O aumento da resistência ao 

fluxo sanguíneo portal representa um estímulo para o aumento do fluxo sanguíneo 

esplâncnico, que por sua vez, mantém e agrava a HP [15, 16].  

 

Um complexo ciclo de eventos é responsável pelo desenvolvimento e pela manutenção 

da HP. O aumento da resistência ao fluxo sanguíneo porta parece ser o evento primário, mas 

há também uma variedade de alterações hemodinâmicas que contribuem para o aumento da 

pressão porta [17], desenvolvimento de circulação colateral entre o sistema porta e a circulação 

sistêmica. O aumento no fluxo sanguíneo da região esplâncnica é a principal consequência da 

diminuição da resistência vascular, desempenhando um papel fundamental no 

desenvolvimento da circulação hiperdinâmica, caracterizada como um aumento do débito 

cardíaco e uma diminuição na resistência vascular sistêmica [18, 19]. Além disso, a formação 

de colaterais portossistêmicos tem um papel patogênico fundamental, tanto direto, por meio 

da diminuição da resistência periférica, quanto indireto, permitindo que substâncias 

vasoativas do trato intestinal alcancem a circulação sistêmica ignorando sua passagem pelo 

fígado (Figura 3)  [16]. 
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Figura 3. Fisiopatologia da HP [18] 

 

Inúmeras veias se dilatam, incluindo as do plexo hemorroidário, da parede abdominal 

e da junção esofagogástrica. As veias umbilicais comunicam-se e dilatam as veias superficiais 

da parede abdominal, e a presença da circulação colateral abdominal é um sinal clínico 

importante de hipertensão portal que se caracteriza por veias dilatadas e tortuosas que se 

irradiam do umbigo para o abdômen superior e tórax inferior (Figura 4a). A presença de várias 

veias dilatadas e tortuosas que se dispõem radiadas do umbigo é denominada “cabeça de 

medusa”(Figura 4b) [11, 20]. A circulação colateral da veia gástrica esquerda para as veias 

ázigos é responsável pelo aparecimento de varizes esofagogástricas e aumento de circulação  

na mucosa gástrica, que caracterizam a complicação da hipertensão portal chamada 

gastropatia da hipertensão portal (GHP) [11]. 
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     a            b 

Figura 4. Varizes gástricas: a) vasos dilatados e irradiados pelo abdômen e tórax; b) 
vasos dilatados, colaterias portossistêmicos, caracterizando “cabeça de medusa”. [20] 

 
 

1.2.2 Gastropatia da hipertensão portal 

 

A gastropatia da hipertensão portal (GHP) é a denominação usada para definir 

alterações da mucosa gástrica evidenciadas na endoscopia e dependentes da hipertensão porta. 

O aumento da pressão no território porta determina o desenvolvimetno da circulação colateral, 

dilatação dos vasos e aumento da pressão endovascular. A consequência mais evidente é o 

aparecimento de varizes gastroesofágicas. Na gastropatia da hipertensão portal, existe um 

aumento de circulação com a dilatação dos vasos da submucosa do estômago [39].  

 

As lesões na mucosa gástrica podem ser caracterizadas como leves ou severas. [40]. O 

padrão de mosaico, que caracteriza lesões leves, é definido por áreas rosadas e avermelhadas, 

semelhante a couro de cobra (Figura 5a) [41]. É o tipo de lesão mais comum e predomina nas 

áreas do corpo e fundo do estômago. A gastropatia severa se caracteriza por pontos vermelho 

escuros (“cherry red spots”), essas lesões podem evoluir para áreas hemorrágicas e 

predominam por todas as áreas do tecido, corpo, fundo e antro (Figura 5b) [42, 43].  
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           a            b 

 

Figura 5. Lesões leves e serevas na mucosa gástrica. a) lesão leve com aparência de couro de 
cobra; b) lesão severa com pontos hemorrágicos em pacientes com cirrose hepática submetidos a 
uma endoscopia para rastreamento de varizes. [41] 
 

A prevalência de GHP, em pacientes com hipertensão portal, tem sido entre 20% a 

80% [44]. Essa ampla variação na prevalência, provavelmente, deve-se às diferenças na 

população do estudo, pois uma maior taxa de GHP é observada em pacientes com doença 

hepática grave [45], em torno de 50-60% dos com cirrose hepática [11]. A presença de GHP 

está associada com sinais indiretos de hipertensão portal, tais como, a presença de 

vasodilatação sistêmica e esplenomegalia [45, 46]. Alguns estudos indicam que a prevalência 

de GHP se dá apenas com o quadro de hipertensão portal estabelecido, independente de lesão 

hepática ou não [47].  

 

Estudos demonstraram, por meio de fluxometria de doppler, a presença de estresse 

hemocinético na mucosa gástrica em indíviduos com GHP. Tal achado pode estar relacionado 

com a redução dos níveis de prostaglandinas e uma alteração na resposta microcirculatória ao 

NO, levando a uma superprodução desse agente vasodilatador. Diante desse quadro, as 

alterações observadas na mucosa gástrica resultam de uma aumento e distribuição do fluxo  

sanguíneo, bem como, da resistência vascular portal. Aceita-se que ocorra uma elevação dos 

níveis de vasodilatadores e menor sensibilidade a vasoconstritores, de origem endotelial [42, 

48].   
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1.3 Óxido nítrico: modulador da hipertensão portal  

 

Em 1980, Furchgott et al. verificaram, em porções da aorta, um efeito vasodilatador, 

através da acetilcolina, como sendo um dos responsáveis em manter a integridade do 

revestimento do vaso. Esses autores também constataram a presença de outro fator, de origem 

endotelial, além das prostaciclinas. Em 1987, Palmer et al. verificaram a presença de óxido 

nítrico (NO), no endotélio, conferindo propriedades biológicas importantes e classificando-o 

como um “fator de relaxamento endotelial” [21, 22]. 

 

O óxido nítrico (NO) é um gás difusível, de meia vida curta, produzido por uma 

família de enzimas chamada de óxido nítrico sintetases (NOS), tem sido reconhecido como 

um importante vasodilatador que modula a dilatação observada em excesso na hipertensão 

portal. O seu envolvimento no desenvolvimento da circulação hiperdinâmica foi confirmado 

por diversos estudos realizados ao longo dos anos [13, 23-25]. O NO é produzido a partir de L-

arginina pela família de enzimas NOS, formando o radical livre NO e L-citrulina, como 

subprodutos da reação (Figura 6). O mecanismo que causa a vasodilatação é por meio da 

estimulação da guanilato ciclase solúvel (GCs), formando monofosfato de guanosina cíclico 

(GMPc) no músculo liso vascular, gerando um relaxamento da parede do vaso [26, 27]. 

 

 

 

 

 

Figura 6. Síntese de NO 

 

Óxido nítrico sintases (NOS) são hemoproteínas que produzem NO a partir L-arginina 

[28, 29]. Três isoformas são conhecidas: endotelial (eNOS), neuronal (nNOS) e induzida 

(iNOS)[30]. A principal fonte enzimática da superprodução de NO vascular é a isoforma 

eNOS. Recentes evidências sugerem que nNOS também apresenta “upregulation” nas artérias 

aorta e mesentérica de ratos submetidos ao modelo experimental de cirrose, sugerindo o seu 

envolvimento no desenvolvimento/manutenção da circulação hiperdinâmica esplâncnica [31]. 

Quanto à ação de cada uma das isoformas de NOS, sabe-se que a eNOS é encontrada no 
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endotélio vascular, favorecendo a redução da pressão sanguínea e auxiliando na inibição da 

agregação plaquetária; a nNOS regula a atividade neuronal e a iNOS é estimulada por 

citotoxinas e macrófagos. Desse modo, o NO está envolvido em processos de defesa do 

organismo e sua superprodução pode levar a sérios processos destrutivos teciduais [32]. 

 

O NO é uma molécula de efeito pleiotrópico, ou seja, possui efeito nocivo ou benéfico 

em diferentes tecidos, incluindo a regulação do tônus e o remodelamento vascular [33]. Em 

cultura de células musculares lisas, estimuladas por doadores de NO, observa-se um aumento 

do fator de crescimento vascular endotelial (VEGF)[34]. Inibidores da eNOS via VEGF 

reduzem a formação, migração e proliferação de células endoteliais. Outra via em que atua o 

VEGF é por meio da estimulação do fosfatidilinositol-3-quinase (PI3K), que estimula a eNOS 

dependente de Akt, aumentando os níveis de NO [35]. 

 

Diante dessa duplicidade de funções do NO, acredita-se que os efeitos fisiológicos e 

fisiopatológicos estejam vinculados aos níveis de concentração e, quando atua em baixa 

concentração, comporta-se como mensageiro e fator de proteção celular (antioxidantes), 

interagindo com metais de transição e outros radicais livres. Quando em concentrações altas, 

atua como um radical livre, formando duas moléculas trióxido de dinitrogênio (N2O3) ou 

peroxinitrito (ONOO-), responsáveis por ações citotóxicas como inflamação e choque séptico. 

[36, 37]. Recentemente, o NO tem sido apresentado como um importante sinalizador para a 

manutenção da homeostasia, bem como, um agente citotóxico envolvido em inúmeras 

doenças [38]. 

 

1.4 Vias de sinalização intracelular na HP 

1.4.1 Fator de crescimento vascular endotelial – VEGF 

 

O aumento na formação dos vasos sanguíneos na região esplâncnica se dá mediante 

um processo angiogênico, que está envolvido na manutenção da circulação hiperdinâmica 

presente na hipertensão portal. Essa hipótese se baseia em estudos recentes que demonstram a 

presença de aumento na angiogênese esplâncnica e a neovascularização, responsável pela 

formação de colaterais portossistêmicos em modelos experimentais de HP. O estímulo para a 

proliferação desses novos vasos sanguíneos se dá por meio de uma complexa cascata de 
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eventos angiogênicos, sendo o principal modulador desse mecanismo o fator de crescimento 

vascular endotelial, VEGF, estimulando a proliferação e a migração de células endoteliais [2, 

49-51]. 

 

A angiogênese se caracteriza pela formação de novas estruturas vasculares e tornou-se 

um dos fenômenos fisiopatológicos mais investigado nos últimos anos, devido ao papel 

fundamental que desempenha na patogênese de doenças e seu potencial como alvo 

terapêutico. Embora os estudos sobre angiogênese sejam relacionados ao câncer, também se 

sabe do seu envolvimento em quadros crônicos caracterizados por inflamação [52]. Estudos 

experimentais observaram o papel da angiogênese na patogênese da hipertensão portal e 

cirrose hepática e relataram um aumento da angiogênese no abdômen de ratos com 

hipertensão portal sem cirrose [53, 54]. Além disso, foi observada a redução do 

desenvolvimento da circulação hiperdinâmica esplâncnica e a formação de colaterais 

portossistêmicos em ratos hipertensos devido ao bloqueio da via de sinalização do fator de 

crescimento vascular endotelial [2]. Recentemente, surgiram evidências de um aumento da 

angiogênese na microcirculação mesentérica em modelo animal de hipertensão portal e 

cirrose, demonstrando um aumento da expressão de VEGF e de eNOS no leito mesentérico 

desses animais [55]. 

 

O VEGF exerce atividade mitogênica e angiogênica nas células endoteliais. Estimula 

permeabilidade vascular, com um efeito diversas vezes maior do que outras substâncias 

vasoativas [56]. A observação de que o crescimento de tumor está associado com aumento da 

permeabilidade microvascular demonstra a função original do VEGF, e, consequentemente, a 

sua primeira nomenclatura como fator de permeabilidade vascular (VPF) [57]. Por esse 

motivo, alguns estudos relacionados à expressão e à função do VEGF enfatizam a importância 

desse fator na angiogênese. O VEGF e seus receptores são expressos em regiões de 

crescimento do vaso sanguíneo durante a embriogênese [58, 59]. A redução dos níveis de 

VEGF ou de seus receptores leva à morte embrionária precoce, devido ao grave defeito na 

vasculogênese [60].  

 

A existência de múltiplas isoformas de VEGF e receptores sugere um mecanismo 

complexo, porém explica como o VEGF é capaz de produzir uma variedade de funções 
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celulares na vascularização, além de modular o crescimento vascular, a morfogênese, a 

permeabilidade e quimiotaxia de células endoteliais. Essa multiplicidade de funções depende, 

em parte, do tipo celular, permitindo que o VEGF exerça funções específicas de acordo com 

cada tipo de tecido e  papel importante no desenvolvimento de diversas doenças [61, 62]. 

 

A hipertensão portal está associada com o aumento da circulação colateral 

portossistêmica, levando ao desenvolvimento de varizes gástricas. Essas varizes podem se 

romper, gerando um quadro de hemorragia digestiva alta. Assim, a circulação colateral 

portossistêmica desempenha um papel fundamental nos mecanismos de várias outras 

complicações, podendo levar o indivíduo à morte. Recentemente, pensava-se que o 

desenvolvimento da circulação colateral devia-se ao relaxamento vascular em resposta ao 

aumento da pressão portal. No entanto, essa visão "tradicional" tem sido contestada devido a 

resultados que demonstram que a formação de colaterais portossistêmicos pode ser, em parte, 

devido à angiogênese estimulada pelo fator de crescimento vascular endotelial, VEGF [2]. 

Devido ao NO ser o principal modulador, envolvido na dilatação e aumento da 

permeabilidade dos vasos, bem como, na migração, proliferação e sobrevivência das células 

endoteliais na HP, sugere-se que o VEGF desempenhe um papel crucial na angiogênese, 

superestimulando a produção de NO [63]. 

 

1.4.2 Via de sinalização VEGF – Proteína quinase Akt 

 

A multifuncionalidade do VEGF, em nível endotelial, ocorre devido a sua capacidade 

de iniciar uma rede diversificada e integrada de vias de sinalização por meio de seu receptor 

principal, VEGFR2. A principal via  mediante a qual VEGF promove a sobrevivência da 

célula é através do fosfatidilinositol-3-quinase (PI3K) dependente de ativação de Akt [64, 65]. 

A proteína quinase Akt tem sua função mediada pela presença do VEGF, promovendo a 

sobrevivência das células endoteliais e mediando a produção de NO por meio da fosforilação 

direta de óxido nítrico sintase endotelial (eNOS) [66, 67]. A Akt exerce papel importante em 

diversos processos celulares que contribuem para a angiogênese, atuando como um 

importante modulador de crescimento dos vasos sanguíneos [68, 69]. Relacionado a isso, sabe-

se do envolvimento da via VEGF-Akt na angiogênese, demonstrado em pele de cobaias, onde 

foi observado um aumento na permeabilidade vascular, contribuindo para a formação de 
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edema no tecido [70, 71]. O VEGF também ativa a via PI3K/AKT em outros tipos de células, 

como neurônios e em células musculares [72, 73]. 

 

A proteína quinase Akt exerce um papel fundamental na sinalização de todas as 

células eucarióticas. É uma proteína importante do grupo das quinases para a compreensão da 

fisiopatologia de doenças humanas. A Akt modula a fosforilação de diversas proteínas, 

levando a sua inibição ou ativação, contribuindo em vários processos celulares como 

sobrevivência, proliferação, crescimento, metabolismo e angiogênese. Estudos recentes têm 

observado detalhes do envolvimento na regulação molecular pela Akt e seu papel na clínica 

[74, 75]. 

 

A proteína Akt estimula diretamente a eNOS aumentando sua capacidade de gerar NO 

[35]. Existem várias formas para estimular a via da Akt, como fatores de crescimento, 

citocinas e forças mecânicas de tensão de cisalhamento no vaso, que ativam a liberação de 

NO via mecanismo fosfatidilinositol-3-quinase (PI3K)-dependente [35, 67]. A superprodução 

de NO vascular desempenha um papel central, tanto na vasodilatação sistêmica e esplâncnica, 

que é uma característica da hipertensão portal que faz com que seja reconhecida como a 

principal complicação da cirrose hepática. O aumento da expressão da eNOS e a atividade da 

enzima são eventos bem estabelecidos no modelo crônico de hipertensão portal [76, 77]. 

 

1.4.3 Óxido nítrico sintase endotelial – eNOS 

 

A via de sinalização VEGF-Akt via PI3K regula uma das formas de liberação de 

eNOS. A óxido nítrico sintase endotelial (eNOS) catalisa a conversão de L-arginina para L-

citrulina e óxido nítrico (NO), exercendo papel fundamental na regulação do tônus vascular, 

na agregação plaquetária, produção de células musculares lisas, apoptose de células 

endoteliais e angiogênese [78-80] .  

 

A óxido nítrico-sintase endotelial (eNOS) é uma NOS constitutiva e produz NO no 

endotélio vascular sob condições basais, mas a força de cisalhamento produzida pelo fluxo 

sanguíneo pode incrementar sua produção. Sua expressão é restrita a células endoteliais 
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vasculares, embora existam relatos da sua localização no hipocampo, sendo sua expressão em 

humanos significantemente suprimida pela hipóxia [81, 82]. 

 

O NO, sintetizado pela eNOS, atravessa o espaço do endotélio para o músculo liso 

vascular e estimula diretamente a enzima guanilato ciclase solúvel e a consequente formação 

de cGMP (monofosfato cíclico de guanosina) intracelular, resultando no relaxamento das 

células da musculatura lisa vascular. Quando o cGMP está alto, o cálcio intracelular diminui, 

relaxando as células e a vasodilatação se desenvolve, mantendo-se enquanto a difusão do NO 

para a musculatura lisa vascular estiver ocorrendo. Um aumento no fluxo de NO para o vaso 

provoca maior relaxamento na célula muscular lisa e vasodilatação (Figura 7). Se a formação 

de NO diminui, ocorre uma vasoconstrição moderada. O efeito vasodilatador do NO parece 

ser mantido por estímulos físicos do fluxo sanguíneo e da força de cisalhamento nas células 

endoteliais vasculares [83, 84]. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

liberação e ação do NO e o papel da eNOS na 
sua produção [44] 
 

 

 

 

Estudos já demonstraram o envolvimento da eNOS no desenvolvimento da circulação 

hiperdinâmica, característico na hipertensão portal, sendo considerado o primeiro evento 

hemodinâmico, que antecede o aumento hipercinético dos vasos, induzindo a tensão de 

cisalhamento no vaso, ativando a eNOS, via Akt, contribuindo para  aumentar ainda mais sua 

atividade.  

 

 

 

 Figura 7. Esquema ilustrativo da  ação 
da eNOS na síntese de NO 
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1.5 Estresse oxidativo 

 

O estresse oxidativo (EO) é gerado por um desequilíbrio entre a produção de pro-

oxidantes e a capacidade de defesa antioxidante (AOX) a favor das oxidantes. Ele tem sido 

implicado na patogênese de doenças do fígado e suas complicações. Pode ocorrer em 

qualquer sistema biológico e é desencadeado pelo aumento da formação de espécies reativas 

de oxigênio, ou de nitrogênio e outras tantas. Dentre as espécies reativas formadas, ocorre a 

formação radical livre, essas são bastante reativas levando a um desequilíbrio da arquitetura 

celular e à morte celular. Esses radicais podem ser formados durante o metabolismo normal 

da célula, gerado pela perda de elétrons de um não radical ou pelo ganho de um elétron por 

não radical; eles também podem ser formados quando uma ligação covalente é quebrada, em 

que cada um dos átomos fica com um elétron, em um processo conhecido como fissão 

homolítica  e na redução monoeletrônica do oxigênio molecular no processo oxidativo.[36].  

 

Radical Livre é qualquer espécie química (átomo ou molécula) capaz de existência 

independente que contém um ou mais elétrons desemparelhados, em qualquer orbital, 

normalmente no orbital mais externo. O oxigênio molecular (O2), no seu estado fundamental, 

é paramagnético, e a sua estrutura eletrônica é triplete, ou seja, ele possui dois elétrons não 

emparelhados (tem dois spins paralelos), portanto é um birradical, essa restrição o torna 

menos reativo. É chamado de oxigênio triplete (3O2). Para estabilizar-se necessita de 2 elétons 

(e-) antiparalelo para completar o orbital, o que restringe a reatividade dessa molécula, por 

apresentar Spins com mesmo sentido. Porém é um oxidante capaz de oxidar outros átomos ou 

moléculas, aceitando um par de elétrons. Na redução tetraeletrônica do oxigênio no processo 

oxidativo, ocorre a formação de energia e liberação de gás carbônico sem formação de 

espécies intermediárias, porém, na redução monoletrônica no oxigênio, ocorre processo de 

transferência de elétrons, ou de absorção de energia, levando à formação das espécies reativas 

de oxigênio (ERO) [36]. 

 

O oxigênio, além de ser um agente oxidante, é capaz de oxidar outros átomos ou 

moléculas aceitando um par de elétrons (Figura 8) [85]. Os intermediários da redução 

monoeletrônica do oxigênio são ânion superóxido (O2
·-), peróxido de hidrogênio (H2O2), 
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oxigênio singlet (1O2) e radical hidroxil (OH·). Todos são denominados espécies ativas de 

oxigênio (EAOs), por serem capazes de existir de forma independente [85]. 

 

 

 

 

 

Figura 8. Esquema de produção das espécies ativas de oxigênio [85]. 

 

Os efeitos deletérios do oxigênio sobre os organismos aeróbios variam, 

consideravelmente, com a espécie do organismo, com a idade, com o estado fisiológico e com 

a dieta. Os diferentes tecidos de um mesmo animal também podem ser afetados de formas 

diferentes. Esses efeitos ocorrem devido à elevada produção de radicais livres ou de espécies 

ativas de oxigênio [86].  

A excessiva formação endógena de radicais livres pode ser causada por (1) ativação 

aumentada de fagócitos; (2) interrupção dos processos normais de transferência de elétrons na 

cadeia respiratória mitocondrial; (3) aumento da concentração de íons metálicos de transição 

por escape do grupamento heme de proteínas em locais de lesão ou doenças metabólicas; e (4) 

por níveis diminuídos das defesas antioxidantes. Entretanto, torna-se difícil determinar se, na 

doença humana, os radicais livres são a causa ou potencializam o dano celular [87, 88].  

 

As espécies ativas de oxigênio (EAO), tais como O2
·-, H2O2, 

1O2 e OH· e outros, 

podem ter origem endógena e exógena. As principais fontes endógenas de geração das 

espécies ativas de oxigênio são peroxissomos, NADPH oxidase, xantina oxidase, mitocôndria 

e citocromo P-450. Como vias exógenas, podem ser citadas radiação e solventes orgânicos 

[85]. 

O O2
·- é convertido em H2O2 pela ação da enzima superóxido dismutase (SOD). Essa 

enzima possui duas isoformas denominadas cobre-zinco-SOD e manganês-SOD, uma 

constitutiva e outra induzível, respectivamente [36].  
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Em presença de íons metálicos livres como Fe2+ e Cu+, o ânion radical superóxido 

(O2
·-) é convertido em radical hidroxil HO·, um potente oxidante, essa reação é conhecida 

como de Fenton. A reação de Haber-Weiss ocorre quando o O2
·- combina-se com H2O2, 

também na presença de íons metálicos, como Fe2+ e Cu+, formando o radical hidroxil  HO·. O 

radical hidroxil é bastante reativo, apresenta uma vida média curta e, assim que se forma, 

reage rapidamente com a molécula mais próxima, que pode ser com lipídios, proteínas ou 

bases de DNA. Isso acontece porque a taxa constante de reação do HO• é bastante alta quando 

comparada às outras espécies reativas[36]. O radical hidroxil é responsável pela toxicidade 

celular associada às espécies reativas de oxigênio [36]. 

 

Os radicais livres desencadeiam o processo de lipoperoxidação que leva ao dano 

celular. A lipoperoxidação consiste em reações em cadeia, quando é necessário que espécies 

ativas de oxigênio ataquem uma molécula orgânica, abstraindo um atómo de hidrogênio de 

um agrupamento químico. Sabe-se que o estresse oxidativo é uma situação em que existe 

aumento das espécies ativas de oxigênio (EAO) em relação aos seus níveis fisiológicos 

normais, ocasionado pelo desbalanço entre as defesas antioxidantes e pró-oxidantes [36]. 

 

As alterações hemodinâmicas envolvidas na HP levam ao aumento das espécies 

ativas de oxigênio (EAO) na mucosa gástrica, que desencadeiam o estresse oxidativo (EO), o 

desenvolvimento da circulação hiperdinâmica foi associado à hipertensão portal, inicialmente, 

por Moore, por meio do modelo experimental de ligadura parcial de veia porta em ratos [89, 

90]. 

 

1.5.1 Estresse nitrosativo 

 

O óxido nítrico (NO) é uma espécie radicalar diatômica encontrada endogenamente 

nos mamíferos, responsável por uma grande gama de ações biológicas importantes e 

amplamente estudadas [91]. Além de desempenhar um papel chave no controle da pressão 

sanguínea, por meio da regulação do relaxamento do músculo liso [92], o NO também regula 

a adesão plaquetária [93], a agregação de neutrófilos [94] e a citotoxicidade de macrófagos [95], 

além de estar envolvido na neurotransmissão [96]. 
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O NO é sintetizado pela enzima intracelular NO sintase (NOS),  mediante oxidação da 

L-arginina, que produz citrulina e NO. As três principais isoformas da NOS até agora 

identificadas são a NOS1 (também conhecida como nNOS, por ter sido inicialmente isolada 

de tecido neuronal), NOS2 (ou iNOS), que é induzível por citocinas inflamatórias, 

endotoxinas, hipóxia e estresse oxidativo, e NOS3 (ou eNOS) predominante no endotélio. A 

nNOS e a eNOS são expressas constitutivamente e são por isso denominadas como NOS 

constitutivas (cNOS) [97]. 

 

A produção exagerada de espécies ativas de nitrogênio é chamada de estresse 

nitrosativo. Isso pode ocorrer quando a geração de espécies reativas de nitrogênio em um 

sistema excede a habilidade do sistema em neutralizá-las e eliminá-las [98].  

 

O ânion superóxido (O2
·-), formado nos sistemas biológicos, quando não neutralizado, 

pode reagir com NO formando o peroxinitrito (ONOO-), uma espécie reativa de nitrogênio, 

um potente oxidante. A adição de ONOO-  às células, aos tecidos e aos fluidos corporais leva à 

rápida protonação, podendo resultar depleção de grupos-SH e outros antioxidantes, oxidação e 

nitração de lipídeos, quebra de DNA, nitração e desaminação de bases de DNA 

(especialmente a guanina) promovendo ampliação do dano já iniciado pelos radicais livres de 

oxigênio. A nitração em resíduos de tirosina, a nitrotirosina (NTT), é amplamente usada como 

um biomarcador da geração de ONOO- in vivo. Nesse sentido, tem sido considerada um 

importante instrumento para estudo do estresse nitrosativo em doenças humanas, ainda que 

não seja um biomarcador altamente específico para ONOO- [36, 88, 99].  

 

1.5.2 Antioxidantes 

 

O organismo, a fim de proteger-se contra os danos oxidativos, desenvolveu inúmeras 

estratégias, como a prevenção da formação dos radicais livres através dos antioxidantes 

(enzimáticos e não enzimáticos) capazes de neutralizar o estresse oxidativo. Os antioxidantes 

são agentes responsáveis pela inibição e redução das lesões causadas pelos radicais livres nas 

células [85]. 
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Os antioxidantes podem ser definidos, como “Qualquer substância que, presente em 

baixas concentrações quando comparada a do substrato oxidável, atrasa ou inibe a oxidação 

deste substrato de maneira eficaz”. O termo oxidável inclui macromoléculas (tais como, 

proteínas, lipídios, hidrato de carbono e DNA). A função desses compostos é manter os níveis 

intracelulares de espécies ativas de oxigênio em baixas concentrações e, para isso, atuam 

prevenindo a formação dessas espécies ou combatendo-as uma vez que tenham sido formadas 

[100].  

 

1.5.2.1 Antioxidantes enzimáticos 

 

Os antioxidantes enzimáticos fazem parte do sistema de defesa primário e 

compreendem agentes que, cataliticamente, removem os radicais livres e outras espécies 

reativas. São as enzimas: superóxido dismutase (SOD), catalase (CAT) e glutationa 

peroxidase (GPx), proteínas que minimizam a disponibilidade de pró-oxidantes, como íons, 

ferro e cobre ou como transferinas e hepatoglobinas; proteínas que protegem biomoléculas 

contra dano por outros mecanismos, como proteínas de choque térmico; e substâncias de 

baixo peso molecular que combatem espécies ativas de oxigênio e espécies ativas de 

nitrogênio como glutationa, a-tocoferol, ácido úrico, bilirrubina e outros [36]. 

 

O sistema enzimático é considerado a linha de defesa primária, uma vez que evita o 

acúmulo do O2
·- e do H2O2, impedindo a formação do radical hidroxil, o mais lesivo dos 

radicais livres. Existem, também, as defesas secundárias que impedem a propagação da 

lipoperoxidação, e as terciárias, enzimas de reparo dos danos já instalados [101]. 

 

Quando a substância age neutralizando as espécies ativas de oxigênio na fase de 

iniciação ou propagação da lipoperoxidação, levando à formação de um composto menos 

reativo, é chamada de scavenger. Ao passo que, se a substância antioxidante tiver a 

propriedade de absorver a energia de excitação dos radicais, neutralizando-os, é denominada 

de quencher [102]. 

 

A SOD tem por principal função atuar na dismutação do O2
·- em H2O2 e O2, sendo que 

o primeiro é menos reativo e pode ser degradado por outras enzimas (equação 1). Essa 
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enzima pode ser classificada em três grandes grupos, segundo o metal que se encontra 

presente no sítio ativo: a Cu-ZnSOD, localizada no citosol; a SOD-manganês, presente na 

matriz mitocondrial e a FeSOD existente somente nos procariontes e plantas [103].  

 

                                                       SOD 

O2
·- + O2

·- + 2H+                                         H2O2 + O2         (equação 1) 

 

Os produtos finais da dismutação são o peróxido de hidrogênio e o oxigênio. O H2O2, 

apesar de não ser um radical, facilmente reage, originando o radical hidroxila. A remoção dos 

peróxidos ocorre por meio das enzimas CAT e da GPx, tendo a CAT mais afinidade ao 

peróxido de hidrogênio, de metila e etila, enquanto a GPx catalisa a redução do peróxido de 

hidrogênio e de hidroperóxidos orgânicos [85]. A ação da CAT sobre o peróxido é 

apresentada na equação 2. 

 

                                                       CAT 

2H2O2
                                 2H2O + O2         (equação 2) 

 

 Entre as peroxidases, que geralmente usam o grupo heme, sobressai-se a atividade da 

GPX, que se localiza no citosol e na matriz mitocondrial. Ela catalisa a redução do peróxido 

de hidrogênio, através da oxidação da glutationa reduzida (GSH). Para reestabelecer a 

glutationa oxidada (GSSH) à reduzida, é necessário que a glutationa redutase (GR) promova a 

regeneração da GSSH, consumindo NADPH[87]. 

 

1.5.2.2. Antioxidantes não enzimáticos 

 
O sistema de defesa não-enzimático é formado pelos antioxidantes hidrossolúveis e 

antioxidantes lipossolúveis. Os antioxidantes hidrossolúveis são compostos que têm alta 

afinidade por água, podendo-se citar, entre eles, a glutationa (GSH), o ácido úrico e o ácido 

ascórbico (vitamina C). Os antioxidantes lipossolúveis são compostos que têm alta afinidade 

com lipídios e podendo-se citar, entre eles, os carotenóides, o a-tocoferol (vitamina E) e a 

bilirrubina. 
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A glutationa é um tripeptídio, g-glutamilcisteinilglicina é um tiol de peso molecular 

baixo (PM= 307,3), sendo mais abundante nas células de mamíferos. A concentração 

intracelular é, aproximadamente, 0,5 mM, mas, às vezes, alcança níveis tão altos como 10 

mM. A concentração intracelular de GSH pode manter-se em estado reduzido pela ação da 

enzima glutationa redutase (GR) que requer a presença de NADPH [101]. 

 

O GSH tem várias funções no metabolismo, no transporte, na catálise (atuando como 

cofator para a família de enzimas do tipo peroxidase). Está envolvido no metabolismo do 

ácido ascórbico, na comunicação intercelular, prevenindo a oxidação e as ligações cruzadas 

dos grupos–SH das proteínas, da cisteína e da coenzima A. Parece participar no transporte 

intracelular, quelando os íons Cu2+ e diminuindo a sua disponibilidade para gerar radicais 

livres. É um agente radioprotetor e cofator para várias enzimas em diferentes rotas 

metabólicas, incluindo as enzimas envolvidas na síntese dos leucotrienos. Intervém também 

em vias enzimáticas (GSH-S-transferases) e não enzimáticas de detoxificação de 

xenobióticos. É importante também na degradação de proteínas que contêm pontes S-S, como 

a insulina. A sua função mais importante é a proteção que exerce frente ao dano oxidativo, 

causado pelas espécies ativas de oxigênio, geradas durante o metabolismo normal das células. 

O GSH pode reagir por via não enzimática com essas espécies. In vitro, o GSH pode reagir 

com o radical HO·, o HOCl, o radical RO· e o radical RO2
· [36]. 

 

O ácido ascórbico apresenta muitas propriedades antioxidantes, entre elas, a 

capacidade de neutralizar o O2
·-, HO2

·, HO· e de regenerar a vitamina E. Além disso, pode 

atuar como pró-oxidante quando se encontra em concentrações próxima a 1mM. Nessa 

concentração, o ácido ascórbico pode reduzir o Fe3+ a Fe2+, sendo esse último um potente 

indutor da reação de Fenton. A concentração e a localização intracelular do ácido ascórbico 

pode ser fator decisivo na atividade dessa vitamina como oxidante ou antioxidante [36]. O a-

tocoferol (vitamina E) encontra-se em altas concentrações em muitos tecidos, em nível 

intracelular, está associado às membranas ricas em lipídios, como nas membranas 

mitocondriais e do retículo endoplasmático. Pode reagir tanto com lipoperóxidos como com 

radicais alcoxil, sendo um protetor efetivo da peroxidação lipídica de membranas biológicas. 

A vitamina E neutraliza o 1O2, O2
·- ou o HO2

· e reage com o HO· [104].  
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Os b-carotenos têm sido considerados como antioxidantes porque apresentam a 

capacidade de neutralizar radicais. Protegem os lipídios da peroxidação porque neutralizam as 

espécies ativas de oxigênio, principalmente o 1O2 . In vivo, apresentam uma atividade 

antioxidante eficiente porque podem inibir a peroxidação lipídica induzida pelo sistema da 

xantina oxidase. In vitro podem atuar também como oxidantes, dependendo da pressão parcial 

de O2 [105]. 

 

1.6 Glutamina 

 

A glutamina atua como substrato energético para a maioria das células e também é um 

importante precursor para nucleotídeos, glutamato e, em particular, para a síntese de 

glutationa [106, 107]. Está presente em diferentes tecidos, em que esse aminoácido desempenha 

diferentes funções fisiológicas. A glutamina é o aminoácido livre mais abundante no plasma e 

no corpo, tornando-se um importante combustível e precursor metabólico para as células 

imunes (Figura 9) [108, 109]. 

 

Não era considerado um aminoácido essencial porque é sintetizado pelo organismo. 

Contudo, em algumas condições como trauma, septicemia e câncer e, eventualmente, no 

esforço físico extremo, a concentração intracelular e do plasma desse aminoácido diminui em 

até 50%. Assim, quando a demanda é maior que a produção, estabelece-se um quadro de 

deficiência de glutamina e, por essa razão, esse aminoácido foi recentemente reclassificado 

como essencial [107]. 

 

A teoria dos RL propõe que as espécies ativas de oxigênio (EAOs) em excesso causam 

dano oxidativo no decorrer da vida do indivíduo. O sistema da glutationa é um dos maiores 

mecanismos de redução do estresse oxidativo. A glutamina fornece a fonte de glutamato para 

esse sistema em muitos sítios, como fígado e músculo esquelético, e tem sido utilizada para 

preservar os níveis de glutationa total em modelos hepáticos e intestinais [110]. 

Mostrou-se em modelos experimentais e clínicos que em todas as situações com 

hipercatabolismo, ou seja, cirurgias, ferimentos, queimaduras, ocorre uma deficiência 



27 
 

   

intracelular de glutamina, com uma aceleração muscular, efluxo de glutamina no pulmão e 

dano epitelial no intestino [111]. 

 

 

 

 

 

 

Figura 9. Fórmula química da glutamina 

 

Em humanos, representa 20% do total de aminoácidos livres no plasma. Possui 

múltiplas funções do trato gastrointestinal, além de efeitos na redução da morbidade e 

mortalidade em modelos experimentais relacionados a danos nessa região. O TGI é um dos 

maiores sítios de utilização da glutamina, sendo mais da metade consumida no território 

esplâncnico. A glutamina ingerida pela dieta é menos importante que a circulante, em 

especial, em condições de doenças, pois ocorre uma redução na ingesta de alimentos [112]. 

 

Concentrações baixas de glutamina estão associadas ao estresse catabólico e à 

suscetibilidade a infecções. Não atua somente como fonte de energia para a célula, mas exerce 

um papel importante no equilíbrio oxidativo intracelular [113]. A glutamina é amplamente 

estudada no estresse oxidativo durante o exercício físico, quando ocorre uma redução 

importante dos seus níveis plasmáticos. Essa redução vem acompanhada de um aumento da 

atividade inflamatória e de níveis de EO medidos  por meio da lipoperoxidação. A glutamina 

exerce papel importante no equilíbrio redox, pois é requerida para a síntese deglutationa no 

fígado, que se encontra na forma reduzida ou oxidada [113]. 

 

Estudos têm demonstrado o papel da glutamina como agente antioxidante, 

combatendo a formação de radicais livres. A suplementação com glutamina se mostrou 

eficiente no aumento da síntese hepática de enzimas antioxidantes, protegendo o tecido da 

ação de radicais livres em ratos submetidos a modelo utilizando nutrição parenteral. Em 

modelo de isquemia e reperfusão hepática, demonstrou que o tratamento com glutamina 

preservou a capacidade antioxidante, protegendo a estrutura e a função mitocondrial, 
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diminuindo a formação de radicais livres [114]. Em outro estudo, mostrou uma ação protetora 

contra lesões hepáticas, induzidas por choque hemorrágico em ratos, diminuindo a apoptose e 

sobrevivência celular. Sua função antioxidante tem sido estudada em outros sistemas, nos 

quais a administração de glutamina melhorou vascularização, reduziu a produção de citocinas 

e radicais livres envolvidos em um modelo experimental de choque séptico e reduziu os níveis 

de inflamação [115] [116].  

 
Estudos sugerem que a glutamina pode reduzir os níveis de bilirrubina. No entanto, 

estudos experimentais têm demonstrado resultados conflitantes, que foram atribuídos aos 

modelos animais utilizados, como por exemplo, ratos submetidos à obstrução biliar extra-

hepática, suplementados com glutamina, demonstraram ter níveis de gama GT 

significativamente mais baixos e os níveis de TGP significativamente maior no grupo que 

recebeu a suplementação com glutamina suplementação. No entanto, existem poucos estudos 

sobre o efeito da glutamina em modelos de colestase extra-hepática [117, 118].  

 

A prevenção do EO em pacientes gravemente debilitados é benéfica, quando atua 

juntamente com o tratamento específico. A terapia antioxidante melhora o quadro clínico e 

diminui o índice global de complicações em pacientes graves [119, 120]. Diante disso, uma vez 

que já se sabe que o estresse oxidativo está envolvido na gênese de diversas doenças, 

procurou-se avaliar a ação da glutamina, como uma possível terapia antioxidante, na 

gastropatia da hipertensão portal. 
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2. OBJETIVOS DO ESTUDO________________ 

 

2.1 Objetivo geral 

 

Este trabalho tem por objetivo geral avaliar o estresse oxidativo e o 

envolvimento do óxido nítrico em modelo experimental de ligadura parcial de veia porta 

(LPVP), tratados com glutamina, intraperitonial – experimento I e intragástrica 

(gavagem) – experimento II, analisando as vias de liberação do NO, através da 

expressão de proteínas e enzimas envolvidas na regulação do tônus vascular e nos 

aspectos histopatológicos e imunohistoquímicos da mucosa gástrica. 

 

2.2 Objetivos específicos 

 

2.2.1 Experimento I 

Respondido no artigo I - Glutamine prevents gastric oxidative stress in an animal 
model of portal hypertension gastropathy 
 

1. Mensurar a pressão portal por meio da medida na veia mesentérica de todos os 

grupos de animais; 

2. Avaliar os testes de função e integridade hepática, através de medidas de 

concentração sérica das transaminases (AST e ALT) e fosfatase alcalina (FA); 

3. Avaliar a LPO, por meio técnicas de substâncias que reagem ao ácido 

tiobarbitúrico (TBA-RS) e quimiluminescência (QL) em estômago de ratos; 

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

e glutationa peroxidase (GPx) em mucosa gástrica; 

5. Avaliar presença de NO por meio de medida dos nitratos totais em mucosa 

gástrica; 



 
 

   

6. Avaliar as alterações histopatológicas em estômago de ratos com hipertensão 

portal. 

 

2.2.2 Experimento II 

Respondido no artigo II – Antioxidant properties of glutamine and your role in vegf-akt 
pathways in portal hypertension gastropathy 
 

 

1. Mensurar a pressão portal através de medida na veia mesentérica de todos os 

grupos de animais; 

2. Avaliar a ação da glutamina na lipoperoxidação mediante a estimação da 

concentração de produtos de peroxidação lipídica (TBA-RS); 

3. Determinar os metabólitos do óxido nítrico (nitritos/nitratos); 

4. Determinar a atividade da glutationa total e da enzima antioxidante superóxido 

dismutase nos animais com ou sem administração do antioxidante; 

5. Avaliar a expressão da eNOS, VEGF, NTT e Akt em mucosa gástrica de ratos 

submetidos ao modelo LPVP, por imunohistoquímica; 

6. Determinar a expressão da eNOS, VEGF, IP3K e p-Akt em estômago de ratos 

com hipertensão portal por Western Blot ; 

 
 

 



32 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

MATERIAIS E MÉTODOS 

 

 

 

 

 

 

 



33 
 

 

 

 

 

 

3 MATERIAIS E MÉTODOS_________________ 

 

3.1 Experimento I 

 

3.1.1 Delineamento da pesquisa 

Este estudo tem caráter experimental qualitativo e quantitativo e, para isso, os 

animais sofreram tanto a simulação da cirurgia de ligadura parcial de veia porta como 

também foram induzidos a desenvolver hipertensão portal através da cirurgia de 

ligadura parcial da veia porta.  

 

3.1.2 Delineamento experimental 

 

3.1.2.1 Animais  

Foram utilizados seis ratos machos Wistar para cada grupo experimental, peso 

médio de 250 gramas, provenientes do biotério da Universidade Federal do Rio Grande 

do Sul. Os animais foram mantidos, durante o experimento, na Unidade de 

Experimentação Animal do Centro de Pesquisas do Hospital de Clínicas de Porto 

Alegre, em caixas plásticas individuais, de 47x34x18cm, forradas com maravalha, em 

ciclo de doze horas claro/escuro (luz das 7 às 19 horas) e temperatura de 22 ± 2 °C. A 

água e a ração Nutripal (Moinhos Purina, Porto Alegre, RS/Brasil) foram fornecidos 

livremente. O número de animais utilizados no estudo foi baseado em cálculo amostral, 

o qual referia que, para detectar uma diferença entre as médias das variáveis em estudo 

de 1,5 de desvio padrão (magnitude de grande efeito), considerando a=0,05 e poder de 

confiança de 90%, são necessários, no mínimo, seis animais por grupo. 

 

     Os procedimentos com os animais realizaram-se de acordo com as normas 

preconizadas pela Comissão de Pesquisa e Ética em Saúde do Grupo de Pesquisa e Pós-

Graduação de Clínicas de Porto Alegre [121]. 
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3.1.2.2 Grupos experimentais 

O modelo utilizado foi o de hipertensão portal, de acordo com o estabelecido por 

Sikuler [122], através da ligadura parcial de veia porta. Os animais foram divididos nos 

seguintes grupos: 

 

· Grupo 1 - Sham Operated + Veículo (SO) - Grupo submetido à simulação da 

cirurgia de ligadura parcial da veia porta e a administração de Veículo (NaCl 

0,9%) por via intraperitoneal; 

 

· Grupo 2 - Ligadura parcial da veia porta  + Veículo (LPVP) - Grupo submetido 

à cirurgia de ligadura parcial da veia porta e à administração de Veículo (NaCl 

0,9%) por via intraperitoneal; 

 

· Grupo 3 - Sham Operated + Glutamina (SO + G) Grupo submetido à simulação 

da cirurgia de ligadura parcial da veia porta e à administração de glutamina 

(25mg/Kg) por via intraperitoneal; 

 

· Grupo 4 - Ligadura Parcial da veia porta + glutamina (LPVP + G) – Grupo 

submetido à cirurgia de ligadura parcial da veia porta e à administração de 

glutamina (25mg/Kg) por via intraperitoneal. 

 

3.1.3 Procedimentos experimentais 

 

3.1.3.1 Ligadura parcial da veia porta 

O processo iniciou com a anestesia do animal mediante a administração de 

fármacos anestésicos e posicionamento para cirurgia. Foi utilizada uma mistura de 

Cloridrato de Xilazina 2% 50mg/Kg de peso corporal e Cloridrato de Cetamina 

100mg/Kg de peso corporal intraperitonialmente. A intervenção cirúrgica iniciou com 

realização de tricotomia e desinfecção da região abdominal, seguida de uma 

laparotomia ventral média, as alças intestinais foram expostas delicadamente por sobre 

uma gaze umidificada com soro fisiológico e a veia porta isolada. Uma agulha de 20G 

foi colocada sobre a veia porta e ambas unidas por um fio seda 3.0, sendo retirada a 
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agulha delicadamente após a ligadura. Deve-se certificar de que não tenha ocorrido a 

trombose da veia porta durante sua manipulação [122]. A cavidade abdominal foi 

fechada com pontos individuais no plano cutâneo, e o peritônio e a camada muscular 

abdominal foram fechados com pontos contínuos. Os animais recuperaram-se da 

anestesia em caixas individuais forradas com maravalha em encubadora para recém-

nascidos (FANEM - SP), antes de serem devolvidos às condições padrão da Unidade de 

Experimentação.  

 

Os animais dos grupos 1 (SO) e 3 (SO+G) não foram submetidos à ligadura 

parcial da veia porta, sendo realizada somente a manipulação da veia porta mediante o 

estresse cirúrgico. Após 14 dias, os animais foram mortos por exsanguinação [123, 124]. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 10. Modelo de Ligadura Parcial de Veia Porta (LPVP), estabelecido por Sikuler [122]. 
 

3.1.3.2 Administração do veículo e da glutamina 

O tratamento com a glutamina iniciou a partir do 8º dia do procedimento 

cirúrgico, diariamente, por via intraperitoneal, na dose de 25 mg de glutamina por Kg de 

peso do animal. Os animais controle receberam o veículo (solução fisiológica – NaCl 

0,9%) no volume de 1mL.  
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3.1.3.3 Aferição da Pressão Venosa Portal; Morte dos Animais e Obtenção 

das amostras de tecido e sangue 

No 15º dia, os animais foram novamente pesados e anestesiados com uma 

mistura de Cloridrato de Xilazina 2% 50mg/Kg de peso corporal e Cloridrato de 

Cetamina 100mg/Kg de peso corporal intraperitonialmente. 

 

Primeiramente foi coletado sangue pela técnica da punção de plexo veno retro-

orbital com tubo capilar de vidro [125]. Esse material foi utilizado para avaliar 

integridade hepática por meio das análises das enzimas séricas aspartato-

aminotransferase (AST), alanina-aminotransferase (ALT) e fosfatase alcalina (FA). 

 

Para a determinação da AST (aspartato-aminotransferase EC 2.6.1.1) e da ALT 

(alanina-aminotransferase EC 2.6.1.2) no plasma, foi utilizado o método enzimático 

comercial (Boehringer Mannheim, Alemanha). Assim, a atividade enzimática da AST e 

ALT foi obtida por meio da medição cinética a 567 nm. A atividade da fosfatase 

alcalina no plasma foi determinada pelo método enzimático automatizado. Para isso, 

utiliza-se como substrato o para-nitrofenilfosfato mais água, que formou para-

nitrofenol, composto intensamente amarelo, com o máximo de absorbância de 400nm. 

 

Posteriormente, realizaram-se tricotomia e desinfecção da região abdominal, 

seguida da intervenção cirúrgica, que iniciou com laparotomia ventral média, exposição 

das alças intestinais para visualização da veia mesentérica, onde foi realizada a aferição 

da pressão portal através de um catéter introduzido no vaso, ligado a um polígrafo 

(Lettica) que registra a pressão e expressa o valor aferido em mmHg. 

 

Dando continuidade, foi retirado o estômago, sendo este pesado, e, 

posteriormente, separado em fragmentos: 

 

 

1º) Um pequeno fragmento do estômago foi retirado e emergido em Bouin por 12 

horas e, após, em formol 10% para posterior análise histológica; 

2º) O restante do estômago foi pesado e congelado a - 80ºC, para posteriores 

análises de lipoperoxidação, enzimas antioxidantes e avaliação de nitritos e nitratos.  
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3.1.3.4  Preparação do homogeneizado  

Para homogeneizar o estômago, foram colocados 10uL de PMSF por cada mL 

de KCl, por grama de tecido. A homogeneização foi realizada em um aparelho Ultra-

Turrax (IKA-WERK) durante quarenta segundos, à temperatura de 0 a 4º C. 

Posteriormente, o homogeneizado foi centrifugado em uma centrífuga refrigerada 

(SORVALL RC-5B Refrigerated Superspeed Centrifuge) durante dez minutos a 3000 

rpm (1110 x g). O precipitado foi desprezado, e o sobrenadante retirado e congelado em 

freezer, à temperatura de –80 ºC, para posteriores dosagens.  

 

3.1.3.5 Dosagem de proteína  

A concentração de proteínas no homogeneizado de estômago foi determinada, 

utilizando, como padrão, uma solução de albumina bovina 1mg/mL (utilizaram-se 

volumes de 50, 100 e 150 mL). Colocou-se uma alíquota do homogeneizado (20mL) em 

780 mL de água destilada e 2,0 mL do reativo C que foi preparado com 50 ml de 

NaHCO3, 0,5 mL do reativo B1 (CuSO4.H2O 1%) e 0,5 mL do reativo B2 (tartarato de 

sódio e potássio 2%). Após a adição do reativo C, aguardaram-se dez minutos e 

colocou-se 0,2 mL de reativo de Folin-Ciocalteau diluído na proporção 1:3 em água 

destilada. Após trinta minutos, realizou-se a medida em espectrofotômetro a 625 nm 

[126]. 

 

3.1.3.6 Determinação das substâncias que reagem ao ácido tiobarbitúrico 

Foi determinada a lipoperoxidação por meio do método de substâncias reativas 

ao ácido tiobarbitúrico (TBA-RS). A técnica de TBA-RS consiste no aquecimento do 

material homogeneizado na presença de ácido tiobarbitúrico e consequente formação de 

um produto de coloração rósea, medido em espectrofotômetro a 535nm. O aparecimento 

de coloração ocorre devido à presença do malondialdeído e de outras substâncias 

provenientes da peroxidação lipídica no material biológico. Foram colocados em tubo 

de ensaio, nessa ordem de adição, 0,5 mL de ácido tiobarbitúrico (TBA) 0,67%, 0,25mL 

de água destilada, 0,75mL de ácido tricloroacético (TCA) 10% e 0,25mL do 

homogeneizado. O TBA reagiu com produtos da lipoperoxidação formando uma base 

de Schiff, e o TCA teve função de desnaturar as proteínas presentes, além de acidificar 

o meio de reação. A seguir, agitaram-se os tubos, os quais foram aquecidos à 
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temperatura de 100º C durante quinze minutos. Posteriormente, os tubos foram 

resfriados, e acrescentou-se 1,5 mL de álcool n-butílico, 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 último, o produto corado foi 

retirado e realizada a leitura em espectrofotômetro (CARY 3E – UV – Visible 

Spectrophotometer Varian) com comprimento de onda de 535nm. A concentração de 

TBA-RS foi expressa em nmoles/mg de proteína [127]. 

 

3.1.3.7 Quimiluminescência 

 

O método consistiu em adicionar um hidroperóxido orgânico de origem sintética 

(hidroperóxido de tert-butil) ao homogeneizado de tecido. Avaliou-se a capacidade de 

resposta mediante a determinação da quimiluminescência (QL) produzida pela reação. 

Em tecidos expostos ao estresse oxidativo, o valor da QL iniciado por hidroperóxido de 

tert-butila (t-BOOH) foi maior que o valor correspondente ao tecido em condições 

basais. A QL foi medida em um contador com o circuito de coincidência desconectado, 

utilizando-se o canal de trítio (Liquid Scintillation Correnter, 1209 Rack beta, LKB 

WALLAR). Os homogeneizados de tecido (0,5 mL) foram colocados em viais de vidro 

de 25 mm de diâmetro por 50 mm de altura. Para evitar a fosforescência dos viais, 

ativada pela luz fluorescente, foram conservados na obscuridade até o momento do uso 

e as mensurações foram realizadas em sala escura. As condições da reação consistiam 

em solução reguladora de  KCl 120 mM; fosfato 40 mM, pH 7,4, cuja concentração de 

proteínas do homogeneizado foi, aproximadamente, 1mg/mL, na concentração de t-

BOOH 3mM (30mL). Os resultados foram expressos em contas por segundo por mg de 

proteína (cps/MG prot)  [128]. 

 

 

 

3.1.3.8 Atividade da enzima superóxido dismutase – SOD 

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

de detecção que reage com o O2
·-. A técnica de medida da SOD foi baseada na inibição 

dessa reação. Para isso, utilizou-se adrenalina que, no meio alcalino, transformou-se em 

adrenocromo, produzindo O·-
2 que é o substrato da enzima.  Antes de realizar a 
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determinação com o homogeneizado, fez-se a medida do meio de reação (glicina-NaOH  

50 mM,  pH 9,6) com  50 mL de adrenalina (60 mM, pH 2,0). Essa mistura foi agitada e 

lida a 480 nm.  Posteriormente, adicionaram-se diferentes volumes do homogeneizado e 

mediu-se a inibição da reação. A atividade enzimática foi expressa em unidades 

SOD/mg de proteína (quantidade de SOD que inibe em 50% a velocidade de redução da 

adrenalina) [129]. 

 

3.1.3.9 Atividade da enzima catalase - CAT 

A enzima catalase catalisa a decomposição do peróxido de hidrogênio em água e 

oxigênio. A velocidade de decomposição do peróxido de hidrogênio é diretamente 

proporcional a atividade enzimática e obedece a uma cinética de pseudo primeira ordem 

com respeito ao peróxido de hidrogênio. O ensaio consistiu em medir nas cubetas o 

meio de reação (solução reguladora de fosfato a 50mM) com distintas alíquotas de 

amostras. Depois se fez um gráfico com uma linha de base. Em seguida, adicionaram-se 

20uL de H2O2 300mM. A concentração foi expressa em nmol/mg de proteína [130] . 

 

3.1.3.10 Atividade da enzima glutationa peroxidase - GPx 

A enzima catalisa a redução do H2O2 utilizando o GSH como um doador de 

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

de NADPH em um sistema que contenha GSH. A técnica consiste em determinar a 

atividade da enzima espectofotometricamente, medindo-se a velocidade da oxidação de 

NADPH em uma mistura de reação. Em uma cubeta, foram colocados 500uL de solução 

reguladora de fosfatos de potássio (100mM, pH 7,0), 100uL de H2O bidestilada, 50uL 

de azida sódica 20mM, com 50uL de glutationa reduzida (GSH) 40mM, 50uL de 

glutationa redutase (GR) e 50uL NADPH. Essa mistura foi encubada durante 3 minutos 

e, logo após, se adicionaram 100uL de amostra diluída e 100uL de H2O2. As amostras 

foram lidas a 340nm. A atividade foi expressa em nmol/min/mg de proteína [131]. 

 

3.1.3.11 Avaliação dos metabólitos do óxido nítrico 

 Inúmeras células em diferentes tecidos do corpo humano podem produzir óxido 

nítrico (NO) sendo que, na ausência de estimulação imunológica, a maior parte do NO 

é produzida pelas células endoteliais e do sistema nervoso central. É uma substância 

extremamente lábil, com uma meia vida de apenas alguns segundos em sistemas 
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biológicos. Dessa forma, a medida do NO faz-se de forma indireta, através da medida 

de nitritos e nitratos. 

Esse método consiste na transformação de nitratos e nitritos por meio da enzima 

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

Para realizar a técnica foram necessários 500 mL de amostra, 100 mL NADPH 

(0,2 mM), 70 mL Tris Buffer 1M, pH 7,5, 230 mL de uma mistura formada por glicose 

6-fosfato (50 mM) e glicose 6-fosfato dehidrogenase (100 U/mL), 100 mL de nitrato 

redutase (10/mL), essa mistura será incubada à temperatura ambiente durante 30 

minutos. 

Posteriormente foram utilizados 750 mL dessa mistura e adicionados 750 mL do 

reativo de Griess, incubando-a, novamente, à temperatura ambiente, durante 10 

minutos. A leitura foi realizada a 550 nm e feita uma curva padrão para a determinação 

de nitritos e nitratos [132].  

 

3.1.3.12 Histologia 

A mucosa gástrica permaneceu durante doze horas em formaldeído 10% e após a 

amostra de estômago foi embebida em parafina. Na etapa seguinte, os blocos de 

parafina foram fixados ao Micrótomo (LeitzÒ1512) no qual se realizavam cortes com 

três micra (3m). Na fase de coloração, as lâminas foram mergulhadas nos corantes 

hematoxilina-eosina durante cinco minutos cada uma, intermediadas por um banho de 

água corrente. Na fase de desidratação, as estruturas passaram por três recipientes com 

álcool absoluto e por dois de xilol. Colocou-se a lamínula sobre a lâmina utilizando-se 

Bálsamo do Canadá ou Entellan, finalizando, assim, o processo de preparação. As áreas 

selecionadas foram avaliadas em um microscópio equipado com uma câmera digital e 

conectado a um programa de captura de imagem (Image-Pro Plus by Media 

Cybernetics, Bethesda, MD, USA) no Setor de Patologia da Santa Casa de Porto Alegre. 

 

 

3.1.3.13 Análise Estatística 

A partir dos dados coletados, as médias e os erros padrão das médias de cada 

grupo foram calculados, utilizando para análise estatística o software Graphpad Instat, 

versão 3.0 para Windows XP2000. Foi realizada análise de variância (ANOVA) seguida 
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de teste Tukey-Kramer para múltiplas comparações, sendo o nível de significância 

adotado de 5% (P<0,05). 

 

3.2 Experimento II  

 

3.2.1 Delineamento da pesquisa 

Este estudo tem caráter experimental qualitativo e quantitativo e, para isso, os 

animais sofreram tanto a simulação da cirurgia de ligadura parcial de veia porta como 

também foram induzidos desenvolver hipertensão portal por meio da cirurgia de 

ligadura parcial da veia porta.  

 

3.2.2 Delineamento experimental  

 

3.2.2.1 Animais 

  Foram utilizados seis ratos machos Wistar para cada grupo experimental, peso 

médio de 250 gramas, provenientes do biotério da Universidade Federal do Rio Grande 

do Sul. Os animais foram mantidos, durante o experimento, na Unidade de 

Experimentação Animal do Centro de Pesquisas do Hospital de Clínicas de Porto 

Alegre, em caixas plásticas individuais, de 47x34x18cm, forradas com maravalha, em 

ciclo de doze horas claro/escuro (luz das 7 às 19 horas) e temperatura de 22 ± 2 °C. A 

água e a ração Nutripal (Moinhos Purina, Porto Alegre, RS/Brasil) foram fornecidos 

livremente. O número de animais utilizados no estudo foi baseado em cálculo amostral, 

o qual referia que para detectar uma diferença entre as médias das variáveis em estudo 

de 1,5 de desvio padrão (magnitude de grande efeito), considerando a=0,05 e poder de 

confiança de 90%, são necessários, no mínimo, seis animais por grupo.        

 

Os procedimentos com os animais ocorreram conforme o preconizado pela 

Comissão de Pesquisa e Ética em Saúde do Grupo de Pesquisa e Pós-Graduação de 

Clínicas de Porto Alegre [121]. 

 

3.2.2.2 Grupos experimentais 
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O modelo utilizado foi o de hipertensão portal, de acordo com o estabelecido por 

Sikuler [122],  mediante ligadura parcial de veia porta. Os animais foram divididos nos 

seguintes grupos: 

 

· Grupo 1 - Sham Operated + Veículo (SO) - Grupo submetido à simulação da 

cirurgia de ligadura parcial da veia porta e a administração de Veículo (NaCl 

0,9%) por via intragástrica; 

 

· Grupo 2 - Ligadura parcial da veia porta  + Veículo (LPVP) - Grupo submetido 

à cirurgia de ligadura parcial da veia porta e à administração de Veículo (NaCl 

0,9%) por via intragástrica; 

 

· Grupo 3 - Sham Operated + Glutamina (SO + G) Grupo submetido à simulação 

da cirurgia de ligadura parcial da veia porta e à administração de glutamina 

(25mg/Kg) por via intraperitoneal; 

 

· Grupo 4 - Ligadura Parcial da veia porta + glutamina (LPVP + G) – Grupo 

submetido à cirurgia de ligadura parcial da veia porta e à administração de 

glutamina (25mg/Kg) por via intraperitoneal. 

 

3.2.3 Procedimentos experimentais 

 

3.2.3.1 Ligadura parcial da veia porta 

O processo iniciou com a anestesia do animal mediante a administração de 

fármacos anestésicos e posicionamento para cirurgia. Foi utilizada uma mistura de 

Cloridrato de Xilazina 2% 50mg/Kg de peso corporal e Cloridrato de Cetamina 

100mg/Kg de peso corporal intraperitonialmente. A intervenção cirúrgica iniciou com 

realização de tricotomia e desinfecção da região abdominal, seguida de uma 

laparotomia ventral média, as alças intestinais foram expostas delicadamente por sobre 

uma gaze umidificada com soro fisiológico e a veia porta isolada. Uma agulha de 20G 

foi colocada sobre a veia porta e ambas unidas por um fio seda 3.0, sendo retirada a 

agulha delicadamente após a ligadura. Deve-se certificar de que não tenha ocorrido a 

trombose da veia porta durante sua manipulação [122]. A cavidade abdominal foi 
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fechada com pontos individuais no plano cutâneo, e o peritônio e a camada muscular 

abdominal foram fechados com pontos contínuos. Os animais recuperaram-se da 

anestesia em caixas individuais forradas com maravalha em encubadora para recém-

nascidos (FANEM - SP), antes de serem devolvidos às condições padrão da Unidade de 

Experimentação.  

 

Os animais dos grupos 1 (SO) e 3 (SO+G) não foram submetidos à ligadura 

parcial da veia porta, sendo realizada somente a manipulação da veia porta mediante o 

estresse cirúrgico. Após 14 dias, os animais foram mortos por exsanguinação [123, 124]. 

 

3.2.3.2 Administração do veículo e da glutamina 

O tratamento com a glutamina iniciou a partir do 8º dia do procedimento 

cirúrgico, diariamente, por via intragástrica (gavagem), na dose de 14 mg de glutamina 

por Kg de peso do animal. Os animais controle receberam o veículo (solução fisiológica 

– NaCl 0,9%) no volume de 1mL.  

 

3.2.3.3 Aferição da pressão venosa portal; Morte dos animais e 

Obtenção das amostras de tecido e sangue 

No 15º dia, os animais foram novamente pesados e anestesiados com uma 

mistura de Cloridrato de Xilazina 2% 50mg/Kg de peso corporal e Cloridrato de 

Cetamina 100mg/Kg de peso corporal intraperitonialmente. 

 

Primeiramente foi coletado sangue pela técnica da punção de plexo veno retro-

orbital com tubo capilar de vidro [125]. Esse material foi utilizado para avaliar 

integridade hepática por meio das análises das enzimas séricas aspartato-

aminotransferase (AST), alanina-aminotransferase (ALT) e fosfatase alcalina (FA). 

 

Posteriormente, realizaram-se tricotomia e desinfecção da região abdominal, 

seguida da intervenção cirúrgica, que iniciou com laparotomia ventral média, exposição 

das alças intestinais para visualização da veia mesentérica, em que foi realizada a 

aferição da pressão portal através de um catéter introduzido no vaso, ligado a um 

polígrafo (Lettica) que registra a pressão e expressa o valor aferido em mmHg. Após, o 

estômago foi retirado, pesado e dividido em fragmentos para as demais análises. 
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1º) Um pequeno fragmento do estômago foi imergido em solução de formolaldeído 10% 

durante doze horas para posterior análise imunohistoquímica; 

 

2º) Um pequeno fragmento do estômago foi imergido em eppendorfs em nitrogênio 

líquido e após congelado a -80ºC para análises de Western Blot;  

 

3º) O restante do estômago foi congelado a -80ºC para posteriores análises de 

lipoperoxidação, enzima antioxidante e avaliação de nitritos e nitratos,  

 

3.2.3.4 Preparação do homogeneizado 

Para homogeneizar o estômago, foram colocados 10uL de PMSF por cada mL 

de KCl, por grama de tecido. A homogeneização foi realizada em um aparelho Ultra-

Turrax (IKA-WERK) durante quarenta segundos, à temperatura de 0 a 4º C. 

Posteriormente, o homogeneizado foi centrifugado em uma centrífuga refrigerada 

(SORVALL RC-5B Refrigerated Superspeed Centrifuge) durante dez minutos a 3000 

rpm (1110 x g). O precipitado foi desprezado, e o sobrenadante retirado e congelado em 

freezer, à temperatura de –80 ºC, para posteriores dosagens.  

 

3.2.3.5 Preparação do extrato celular para análise de Western blot 

A mucosa gástrica foi lavada rapidamente com PBS gelado e homogeneizada em 

tampão de lise (50mM Tris-HCl pH 7,4, 0,2% de deoxicolato de sódio, 0,5% de Triton 

X-100, 5mM Na3VO4, 1mM Naf, 1mM NaPPi e 1mM de PMSF) em tubo Dalce com 

pistilo de teflon, em ciclos de 30 segundos, seguido de repouso em gelo por 30 minutos. 

O homogeneizado foi centrifugado a 10.000rpm por 30 minutos em centrífuga Beckman 

J-21B rotor JA 20. Após aliquotagem das amostras, realizou-se reação de Bradford 

[133] para determinação da concentração de proteínas. As amostras foram armazenadas 

a –80°C para posterior utilização para ensaios de pull down e co-imunoprecipitação 

para posteriores estudos de interação e caracterização de parceiros moleculares das 

proteínas estudadas. 

 

3.2.3.6 Dosagem de Proteína 

A concentração de proteínas no homogeneizado de fígado foi determinada, 

utilizando, como padrão, uma solução de albumina bovina 1mg/mL (utilizaram-se 
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volumes de 50, 100 e 150 mL). Colocou-se uma alíquota do homogeneizado (20mL) em 

780 mL de água destilada e 2,0 mL do reativo C que foi preparado com 50 ml de 

NaHCO3, 0,5 mL do reativo B1 (CuSO4.H2O 1%) e 0,5 mL do reativo B2 (tartarato de 

sódio e potássio 2%). Após a adição do reativo C, foram aguardados dez minutos e 

colocou-se 0,2 mL de reativo de Folin-Ciocalteau diluído na proporção 1:3 em água 

destilada. Após trinta minutos, realizou-se a medida em espectrofotômetro a 625 nm 

[126]. 

 

3.2.3.7 Determinação das substâncias que reagem ao ácido 

tiobarbitúrico 

 Foi determinada a lipoperoxidação por meio do método de substâncias reativas 

ao ácido tiobarbitúrico (TBA-RS). A técnica de TBA-RS consiste no aquecimento do 

material homogeneizado na presença de ácido tiobarbitúrico e consequente formação de 

um produto de coloração rósea, medido em espectrofotômetro a 535nm. O aparecimento 

de coloração ocorre devido à presença do malondialdeído e outras substâncias 

provenientes da peroxidação lipídica no material biológico. Foram colocados em tubo 

de ensaio, nessa ordem de adição, 0,5 mL de ácido tiobarbitúrico (TBA) 0,67%, 0,25mL 

de água destilada, 0,75mL de ácido tricloroacético (TCA) 10% e 0,25mL do 

homogeneizado. O TBA reagiu com produtos da lipoperoxidação formando uma base 

de Schiff, e o TCA teve função de desnaturar as proteínas presentes, além de acidificar 

o meio de reação. A seguir, agitaram-se os tubos, os quais foram aquecidos à 

temperatura de 100º C durante 15 minutos. Após, os tubos foram resfriados, e 

acrescentou-se 1,5 mL de álcool n-butílico, para extrair o pigmento formado. Os tubos 

foram colocados em agitador (Biomatic) por 45 segundos e centrifugados por dez 

minutos a 3000 rpm (1110 x g). Por último, o produto corado foi retirado e realizada a 

leitura em espectrofotômetro (CARY 3E – UV – Visible Spectrophotometer Varian) 

com comprimento de onda de 535nm. A concentração de TBA-RS foi expressa em 

nmoles/mg de proteína [127]. 

 

3.2.3.8 Atividade da enzima superóxido dismutase (SOD) 

A atividade da SOD foi definida por sua capacidade para inibir um sistema de 

detecção que reage com o O2
·-. A técnica de medida dessa enzima baseou-se na inibição 

dessa reação. Para isso, utilizou-se adrenalina que, no meio alcalino, transformou-se em 

adrenocromo, produzindo O·-
2 que é o substrato da enzima. Antes de realizar a 
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determinação com o homogeneizado, fez-se a medida do meio de reação (glicina-NaOH  

50 mM,  pH 9,6) com  50 mL de adrenalina (60 mM, pH 2,0). Essa mistura foi agitada e 

lida a 480 nm.  Posteriormente, adicionaram-se diferentes volumes do homogeneizado e 

mediu-se a inibição da reação. A atividade enzimática foi expressa em unidades 

SOD/mg de proteína (quantidade de SOD que inibe em 50% a velocidade de redução da 

adrenalina) [129]. 

 

3.2.3.9 Glutationa total  

As quantidades de GSH e GSSG intracelulares, bem como a relação entre as 

concentrações desses dois metabólitos fornecem o índice do estado redox intracelular. 

Para analise de GSH e GSSG, foi utilizada técnica, onde os fígados foram 

homogeneizados com 5% (w/v) de ácido metafosfórico. Após a centrifugação (16000 

xg, durante 2 minutos), o tecido homogeneizado foi avaliado espectrofotometricamente 

(415 nm) em um leitor de microplacas, por modificação do 5,5´-dithiobis (2- 

nitrobenzoic acid) [DTNB, Sigma]/GSSG reductase (Sigma) método de reciclagem,  

utilizando o N-ethylmaleimide (NEM, Fluka) conjugando técnica para a preparação da 

amostra GSSG. Amostras (10 ml) tanto para GSH e determinações GSSG, foram 

analisadas em 105 mLvolumes, em placas de 96 poços de poliestireno (Corning) a 37 º 

C na presença de 10 mM DTNB, 0.17mm β-NADPH (Sigma, dissolvido em 0,5% (w/v) 

NaHCO3 como um agente estabilizador) e 0,5 U/ml GSSG reductase. Os resultados 

foram expressos em µmol/mg de proteína
165

. 

 

 

 

 

 

 

 

3.2.3.10   Avaliação dos metabólitos do óxido nítrico 

Inúmeras células em diferentes tecidos do corpo humano podem produzir óxido 

nítrico (NO) sendo que, na ausência de estimulação imunológica, a maior parte do NO 

é produzida pelas células endoteliais e do sistema nervoso central. É uma substância 

extremamente lábil, com uma meia vida de apenas alguns segundos em sistemas 
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biológicos. Dessa forma, a medida do NO faz-se de forma indireta, por meio da 

medida de nitritos e nitratos. 

 

Esse método consiste na transformação de nitratos e nitritos por meio da enzima 

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

 

Para realizar a técnica foram necessários 500 mL de amostra, 100 mL NADPH (0,2 

mM), 70 mL Tris Buffer 1M, pH 7,5, 230 mL de uma mistura formada por glicose 6-

fosfato (50 mM) e glicose 6-fosfato dehidrogenase (100 U/mL), 100 mL de nitrato 

redutase (10/mL), essa mistura foi incubada à temperatura ambiente durante 30 minutos. 

Posteriormente foram utilizados 750 mL dessa mistura e adicionados 750 mL do reativo 

de Griess, incubando-a novamente, à temperatura ambiente, durante 10 minutos. A 

leitura foi realizada a 550 nm e será feita uma curva padrão para a determinação de 

nitritos e nitratos [132].  

 

3.2.3.11   Western Blot 

A técnica utilizada para essa quantificação foi a de Western blot, utilizando o 

sistema descrito por Laemmli para a eletroforese [134], e para o blotting a técnica 

descrita por Towbin e colaboradores [135]. Foi determinada a expressão das proteínas 

eNOS, PI3K, p-Akt e VEGF. As proteínas (80mg) foram separadas por gel de 

poliacrilamida 10-15% e transferidas eletricamente para membranas de difluorido de 

polivinilideno (Millipore, Bedford, MA, USA). Posteriormente as membranas foram 

colocadas na solução de bloqueio Tris/salina-tamponada/Tween-20 (TBST - 5% de leite 

em pó desnatado em tampão fosfato salina-Tris contendo 0,05% Tween 20) durante 60 

minutos, a 37º C. A membrana ficou incubada durante toda a noite a 4ºC com anticorpo 

policlonal eNOS e VEGF (1:100 Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA, USA), p-

AKT, (1:300 Cell Signaling Technology, Danvers, MA, USA) e PI3K (1:250 Sigma, 

USA). Depois disso, as membranas foram lavadas com TBST e incubadas durante uma 

hora em temperatura ambiente com um anticorpo anti-imunoglobulina de coelho, unido 

a HRP (DAKO, Glostrup, Dinamarca). As proteínas foram detectadas mediante 

quimiluminescência, utilizando o kit comercial ECL (Amersham Pharmacia Biotech, 

Uppsala, Suécia) e a densidade das bandas específicas foi quantificada com um 

densitômetro de imagem (ImageJ, USA).  
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3.2.3.12  Imunohistoquímica 

Os cortes do tecido (4mm de espessura) embebido em formalina e fixado em 

parafina foram submetidos à técnica de imunohistoquímica [136]. A técnica consiste nas 

seguintes etapas: desparafinização, rehidratação, recuperação antigênica, inativação da 

peroxidase endógena e bloqueio de reações inespecíficas. O anticorpo primário foi 

incubado por 12 horas a 4C, conforme diluição específica indicada na bula de cada 

anticorpo utilizado. Após foi aplicado o complexo estreptavidina-biotina-peroxidase 

(LSAB, DAKO), revelação com diaminobenzidina tetrahidroclorido (Kit DAB, DAKO) 

e contrastado com hematoxilina. Os anticorpos utilizados foram eNOS e VEGF (1:200 

Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA, USA), Akt (1:300 Cell Signaling 

Technology, Danvers, MA, USA) e NTT (1:300 Sigma, USA) em mucosa gástrica. 

 

3.2.3.13   Análise estatística 

Os dados foram calculados e analisados utilizando ANOVA. Post hoc de 

múltiplas comparações foi executado com teste de Student Newman-Keuls. Os valores 

foram considerados significativos quando P<0,05. Todos os cálculos foram realizados 

utilizando o programa estatístico Prisma Graphpad versão 14.0 (SPSS Inc., Chicago, 

IL).  
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5. DISCUSSÃO GERAL_________________ 

 

A hipertensão portal (HP) é uma complicação grave da cirrose, que se 

caracteriza pelo aumento do fluxo sanguíneo e/ou aumento da resistência vascular no 

sistema porta e causa a mortalidade entre os pacientes com cirrose hepática pelas suas 

complicações [2]. 

 

O mecanismo primário da HP, nos casos de cirrose hepática, relaciona-se com a 

alteração da estrutura hepática e a formação de nódulos, que determinam aumento de 

pressão no leito sinusoidal. Essa situação faz com que ocorra o desenvolvimento de uma 

circulação hiperdinâmica no território esplâcnico e pelo processo angiogênico instalado 

onde há grande circulação colateral [2]. 

 

O termo gastropatia da hipertensão portal (GHP) caracteriza as lesões 

macroscópicas que aparecem na mucosa gástrica de pacientes com hipertensão portal, 

como consequência da formação excessiva de vasos. Histologicamente, essas alterações 

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” [137]. 

 

O tratamento da hipertensão portal, para previnir as suas complicações, 

principalmente a hemorragia digestiva alta, é de fundamental importância e ocorre em 

três cenários clínicos: a prevenção do primeiro sangramento (profilaxia primária), o 

tratamento após o episódio de sangramento e a prevenção do segundo sangramento 

(profilaxia secundária). Os tratamentos podem ser realizados mediante uso de 

vasoconstritores, que reduzem o fluxo venoso portal, vasodilatadores, que diminuem a 

resistência intra-hepática ou da associação de ambos. Cirurgicamente utilizam-se 

“shunts” que realizam o desvio do sangue para a circulação sistêmica [48]. 
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A utilização de substâncias químicas ou produtos naturais que impedissem as 

complicações da HP seria um avanço significativo na terapêutica e um caminho para a 

diminuição da mortalidade. O desenvolvimento de modelos experimentais com 

processos patogênicos semelhantes aos das doenças dos humanos pode auxiliar na 

compreensão dos mecanismos da hipertensão portal e permitir testes de novas 

modalidades terapêuticas. Nesse sentido, o modelo experimental de HP vem sendo 

utilizado e tem contribuído para uma melhor compreensão do quadro fisiopatológico 

apresentado em humanos. A HP pode ser desencadeada por diversos agentes, que 

originam a cirrose.  

 

A ligadura parcial de veia porta (LPVP) é um modelo clássico estabelecido por 

Sikuler et al., em 1985, que simula a hipertensão portal e suas  consequências. Em 7 

dias, a HP encontra-se estabelecida, porém não evidenciando complicações hepáticas 

[122]. 

 

Em estudos anteriores, foi observado que o fluxo sanguíneo venoso portal 

aumentado é resultante da vasodilatação arteriolar e contribui para o agravamento e 

manutenção da HP. A intervenção com glutamina, via intraperitonial, teve início depois 

do desenvolvimento da circulação hiperdinâmica para demonstrar o efeito benéfico 

desse aminoácido no processo da HP [138, 139]. 

 

Os valores da pressão portal (mmHg), verificados no 15º dia de experimento, 

mostraram que houve aumento significativo no grupo LPVP, comparado ao grupo 

LPVP+G e SO, o que mostrou a eficiência do modelo de ligadura parcial de veia porta. 

Os animais LPVP+G tiveram uma redução de 39% da pressão portal em comparação ao 

grupo LPVP. Esses resultados foram semelhantes em animais tratados com quercetina 

[90, 140].  

 

Os resultados das análises das enzimas AST, ALT e FA não mostraram 

comportamento alterado no modelo empregado no estudo. A AST e a ALT estão 

diretamente relacionadas à lesão e à necrose celular, e a FA está diretamente relacionada 

à doença hepatobiliar. Com esses resultados, confirma-se que não há alteração da 
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integridade hepática, achados característicos do modelo de LPVP, modelo pré-hepático 

de HP, onde não há dano hepático [122, 141]. 

 

A avaliação do estresse oxidativo no desenvolvimento da circulação 

hiperdinâmica associado à HP foi proposta, em 1998, em animais submetidos ao 

modelo LPVP e tratados com o antioxidante N-acetilcisteína (NAC). Esses animais  

LPVP tratados com NAC não apresentaram desenvolvimento de circulação 

hiperdinâmica, quando comparados aos LPVP [142]. Foram encontrados resultados 

semelhantes, utilizando o tratamento com ácido lipóico como antioxidante. Entretanto, 

nesses estudos, os mecanismos para esclarecer os efeitos antioxidantes dessa substância 

não foram bem definidos [143]. 

 

Recentemente a administração aguda de vitamina C tem mostrado reverter a 

hiporreatividade dos vasoconstritores em território arterial de pacientes cirróticos, o que 

pode explicar o efeito de antioxidantes, prevenindo a síndrome hiperdinâmica 

circulatória e a redução do fluxo portal, além de reduzir o estresse oxidativo [144]. 

 

Estudo avaliando o dano oxidativo causado por lesões na mucosa gástrica 

demonstrou que houve aumento da LPO e que as enzimas SOD, CAT e GPx  

apresentaram uma redução dos seus níveis nos animais lesados, sugerindo que o estresse 

oxidativo está envolvido em lesões no tecido gástrico [145]. 

 

Quando se avalia a lipoperoxidação, no estômago de ratos, observa-se um 

aumento das substâncias que reagem ao ácido tiobarbitúrico (TBA-RS) e também da 

quimioluminescência (QL), no grupo LPVP em relação ao grupo SO. Sugere-se que 

esse aumento esteja relacionado ao aumento do estresse oxidativo. Tal fato foi 

manifestado pela redução de 40% nos valores de TBA-RS e de QL no grupo LPVP+G, 

comparado com o grupo LPVP. Esses resultados já foram evidenciados em outros 

trabalhos que utilizaram o flavonóide quercetina e NAC, sugerindo um potencial 

antioxidante do aminoácido glutamina [90, 146]. Em nosso estudo, a glutamina reduziu 

o edema da submucosa e a vasodilatação, além de reduzir a lipoperoxidação no 

homogeneizado de estômago dos animais do grupo LPVP+G. A melhora nos achados 

histológicos da mucosa gástrica vem acompanhada de uma modificação dos parâmetros 

enzimáticos, assim como a restauração da integridade da membrana plasmática 
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traduzida pela redução da LPO [147]. A glutamina, por sua possível ação antioxidante, 

parece proteger a mucosa gástrica e diminuir o dano oxidativo do trato gastrointestinal, 

fato observado neste trabalho e também em trabalhos anteriores em colite com uso de 

glutamina [90, 148]. 

 

As células, com seu sistema de defesa antioxidante enzimático, convertem 

espécies oxidantes em moléculas não-tóxicas e protegem o organismo dos efeitos 

deletérios do estresse oxidativo. Esse sistema é encarregado da detoxificação das 

espécies ativas de oxigênio (EAOs) e é representado, principalmente, pelas enzimas 

superóxido dismutase (SOD), catalase (CAT), glutationa peroxidase (GPx) e glutationa 

redutase (GR). Essas enzimas não estão exclusivamente no citosol, mas também nas 

mitocôndrias, onde grande parte dos radicais livres é produzida [149, 150]. 

 

A enzima superóxido dismutase (SOD), responsável pela dismutação do radical 

ânion superóxido em peróxido de hidrogênio, constitui a primeira linha de defesa da 

célula contra o estresse oxidativo [36]. 

 

A atividade da SOD, determinada em mucosa gástrica em um estudo com 

pacientes com doença hepática, demonstrou que a enzima se encontra em níveis 

reduzidos em relação ao grupo controle de indivíduos com cirrose. Entretanto, 

indivíduos com doença crônica do fígado não apresentaram alterações significativas dos 

níveis de SOD. Nas doenças hepáticas, tais como: hepatite, cirrose e hepatocarcinoma, 

observa-se níveis elevados de LPO no estômago, sugerindo o envolvimento do estresse 

oxidativo nas lesões da mucosa gástrica nessas  hepatopatias [151]. 

 

Trabalhos relacionam a diminuição da atividade da enzima SOD ao aumento do 

estresse oxidativo [152, 153]. Em nosso estudo, observou-se uma diminuição da atividade 

da SOD nos animais do grupo LPVP em relação aos demais grupos, o que poderia estar 

relacionado com a inativação do ânion superóxido, pois a mesma estaria sendo utilizada 

na dismutação das EAO e formação de H2O2. Em contrapartida, os animais LPVP+G 

mantiveram os valores da atividade da enzima SOD semelhantes ao controle. 

 

Estudos demonstraram que a atividade da SOD em modelo de LPVP, utilizando 

quercetina, apresentou valores semelhantes entre os quatro grupos de animais, não 
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apresentando diferença estatisticamente significativa. Igualmente, descrevem que a 

atividade da SOD varia em relação aos diferentes tipos de estresse oxidativo, pois seria 

tecido-dependente ou tempo-dependente [90, 154].  

 

A enzima SOD, ao dismutar o radical superóxido, forma o peróxido de 

hidrogênio (H2O2), que é o substrato para a atividade da enzima catalase (CAT). Em 

relação à atividade da CAT na mucosa gástrica, não se observou alteração significativa 

entre os grupos. 

 

A glutationa peroxidase (GPx) tem uma especial importância fisiológica, porque 

ela cataliza a decomposição de peróxido inorgânico e peróxido orgânico, empregando 

GSH como co-substrato. A glutamina atua como substrato para a formação da GSH. 

Estudos demonstram o envolvimento direto da GPx com a colite [155]. Foi demonstrada 

a relação da colite com a glutationa, em que ratos submetidos à colite experimental, por 

TNBS, apresentaram uma diminuição significativa de glutationa, quando comparado ao 

grupo controle [156]. 

 

Neste estudo, observou-se a diminuição da GPx no grupo LPVP, quando 

comparado ao controle, sugerindo que, durante o desenvolvimento da HP, ocorreu a 

formação de radicais livres e, com isso, formação de H2O2 , indicando que a enzima foi 

estimulada para neutralizar a formação desses RL, o que estaria levando ao consumo 

dessa enzima, também, pelo grupo LPVP+G [115]. 

 

Estudos sugerem que a terapia antioxidante pode ter um efeito protetor na 

prevenção da circulação hiperdinâmica em animais LPVP e, assim, reduzir a 

hipertensão portal. Nos animais que foram tratados com NAC e quercetina, observou-se 

uma redução dos níveis de NO em relação aos que não receberam o tratamento, animais 

LPVP [90, 142].  

 

Em indivíduos com cirrose, a hipertensão portal é frequentemente associada à  

formação de uma circulação hiperdinâmica, com alto débito cardíaco e diminuição da 

resistência vascular sistêmica e da pressão arterial. A circulação hiperdinâmica se deve 

à vasodilatação arterial, que ocorre, principalmente, na circulação esplâncnica, enquanto 

a resistência vascular nas outras áreas é normal ou aumentada, em conformidade com o 
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grau de hipertensão portal, insuficiência hepática e ativação do sistema renina-

aldosterona e sistema nervoso simpático. O mecanismo que leva à vasodilatação 

esplâncnica é incerto. Uma hipótese favorece a translocação de bactérias intestinais e/ou 

alguns dos seus produtos, tais como endotoxina, no espaço intersticial dos órgãos 

esplâncnicos, resultando na liberação de vasodilatadores, tais como o NO, o monóxido 

de carbono e outros [157]. 

 

Além disso, estudos observam que o aumento da resistência intra-hepática é o 

primeiro evento para o aumento da pressão portal e o desenvolvimento da hipertensão 

portal na cirrose. O estreitamento dos sinusoides, devido às alterações anatômicas, é o 

principal componente do aumento da resistência intra-hepática. No entanto, um 

elemento dinâmico está também envolvido no aumento do tônus vascular na cirrose: é o 

desequilíbrio entre a superprodução de vasoconstritores (principalmente endotelina-1 e 

ciclooxigenase-derivados prostaglandinas) e a produção de vasodilatadores, 

principalmente óxido nítrico (NO). Esses são os mecanismos responsáveis pelo aumento 

do tônus vascular sinusoidal e pós-sinusoidal. Em contraste, a resistência vascular na 

artéria hepática, que é determinada na área pré-sinusoidal, é diminuída devido ao 

aumento de vasodilatadores (NO e adenosina). Isso sugere diferentes disponibilidades 

de NO [158].  

 

Na avaliação dos metabólitos do NO, em homogeneizado de estômago, 

observou-se uma redução de 19% na produção desses metabólitos, no grupo LPVP+G, 

em relação ao grupo LPVP. Esse aumento da produção de NO pelo grupo LPVP pode 

ser explicado devido ao processo de angiogênese, que se instala nesse modelo, para 

realizar o desvio do sangue da área obstruída para a circulação sistêmica. Além disso, 

esse aumento da produção de óxido nítrico poderia estar reagindo com o ânion 

superóxido, formando o radical peroxinitrito, extremamente lesivo. Essa liberação de 

NO é cada vez mais acentuada, devido à necessidade da formação de novos vasos, para 

que o sangue consiga chegar à circulação sistêmica, desencadeando um aumento de RL, 

consequentemente, estimulando a lipoperoxidação e o estresse oxidativo [89]. 

 

Estudo demonstrou que a glutamina inibe a produção de óxido nítrico (NO) 

vascular, investigando o efeito da dieta enriquecida com glutamina sobre a produção de 

NO em rato. A suplementação com glutamina aumentou os níveis plasmáticos de 
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glutamina (até 91%), arginina (até 17%) e citrulina (até 54%). E foi observado que, após 

uma semana de suplementação com glutamina, os níveis de NO foram 

significativamente reduzidos em 50% em relação ao controle, independentemente da 

quantidade de suplemento. Isso apontou para um efeito inibitório “in vivo” de glutamina 

na produção de NO [159]. 

 

Em ratos com colite induzida por ácido acético, também  se observou um 

aumento do NO nos animais do grupo colite em relação ao controle. Esses animais, 

quando tratados com glutamina, tiveram uma redução da produção de NO e 

consequente melhora da mucosa intestinal [115]. 

 

Para analisar os mecanismos em que aminoácidos modulam a produção de óxido 

nítrico (NO), no fluxo sanguíneo renal, foram perfundidos na mucosa renal de ratos 

diferentes aminoácidos, entre eles a glutamina. Foi observada a redução da produção de 

NO e o aumento da resistência vascular renal. Este estudo demonstrou que aminoácidos 

podem modular a produção de NO nas células endoteliais [160]. 

 

O NO é o principal mediador da vasorreatividade e de anormalidades 

angiogênicas [161]. Em modelo de colite por ácido acético, o NO funciona como um 

sinalizador celular, mediando a vasodilatação, quando produzido pela NOS em células 

vasculares endoteliais, mas também como uma fonte altamente tóxica e oxidante, 

quando produzido em altas concentrações [115]. Nessa situação, o NO pode reagir com 

espécies ativas de oxigênio, formando o peroxinitrito, que é uma espécie oxidante 

altamente reativa, contribuindo para o estresse oxidativo ou nitrosativo [162]. 

 

Em muitos estágios da doença vascular, a produção de NO é reduzida da 

disfunção endotelial, em parte causada por uma diminuição na disponibilidade de 

substrato (L-arginina). O metabolismo da L-arginina é complexo, pois está envolvido 

em uma multiplicidade de outras vias, como a  ureia, creatina e agmatina. A 

suplementação de L-Arginina em pacientes com doença vascular é bem relatada, por 

beneficiar terapeuticamente. A disponibilidade de L-Arginina depende do fluxo de 

outros aminoácidos no organismo, incluindo L-glutamina, L-glutamato, L-ornitina, L-

citrulina e L-lisina [163]. 
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Na avaliação histológica da mucosa gástrica, por meio da coloração de 

hematoxilina-eosina, confirmou-se o desenvolvimento de edema e vasodilatação no 

grupo LPVP, devido ao processo de angiogênese instalado, quando comparado aos 

animais SO. Os animais LPVP+G apresentaram uma atenuação desse fenômeno, 

semelhante aos achados em estudo que utilizou a quercetina como agente antioxidante 

[90]. 

 

Os animais LPVP, quando submetidos ao tratamento com glutamina, 

apresentaram redução de vasodilatação e do edema de mucosa gástrica. Isso ocorreu, 

provavelmente, devido ao potencial antioxidante da glutamina, que reduz a lesão 

oxidativa na mucosa gástrica de animais com ligadura parcial de veia porta, acarretando 

a sua melhora. 

 

A discussão que segue é pertinente ao experimento II, apresentado no artigo II. 

O estresse oxidativo tem um importante papel na etiopatogenia da hipertensão portal, 

pois, com a superprodução de ânion superóxido e óxido nítrico observados no modelo 

de ligadura parcial da veia porta, ocorre formação de peroxinitrito. Estudos têm 

observado as ações específicas do ONOO- como modulador de vias de sinalização 

intracelular regulando respostas inflamatórias, incluindo a angiogênese e a indução de 

fator de crescimento vascular endotelial (VEGF) [164]. Neste estudo, observou-se um 

aumento da lipoperoxidação e uma redução nos níveis da enzima SOD nos animais do 

grupo LPVP. Esses resultados podem ser uma resposta ao dano oxidativo que ocorre na 

mucosa gástrica ocasionado pelo aumento na formação de EAOs, ocasionando aumento 

da lipoperoxidação, como demonstrado pelo aumento de TBARS e, dessa forma, 

provocando uma redução dos níveis da enzima SOD, que faz um importante papel no 

balanço redox celular, na tentativa de dismutar radicais livres e proteger tecidos contra 

possíveis danos oxidativos, dessa forma sendo consumida (Fig. 1 e 3a) [36, 165]. Esses 

resultados também foram observados no experimento I, onde foi utilizada a via de 

administração intraperitoneal, nesse experimento II a administração da glutamina foi via 

intragástrica (gavagem). 

 

A redução significativa da lipoperoxidação nos animais LPVP + G demonstra uma 

ação efetiva no processo da lipoperoxidação. Esse resultado está de acordo com a 

capacidade esperada pela glutamina em inativar a formação de EAOs, em especial, NO 
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reduzindo a formação de peroxinitrito. O peroxinitrito reage com a tirosina livre e os 

resíduos de tirosina em moléculas proteicas para produzir nitrotirosina. 

Alternativamente, as EAOs podem ativar a tirosina para formar tirosil, um radical que, 

por sua vez, oxida NO, produzindo nitrotirosina (NTT) [36, 166]. A geração de ONOO- 

teve seus níveis avaliados  mediante expressão da NTT, que  neste estudo observou-se 

uma redução significativa na sua expressão nos animais LPVP+G em relação aos 

animais LPVP, demonstrando a eficiência da glutamina ao dano oxidativo/nitrosativo 

que ocorre na mucosa gástrica. 

 

Um fato muito importante neste experimento foi o efeito protetor da glutamina 

sobre a mucosa gástrica nos níveis dos metabólitos do NO, foi observado aumento nos 

níveis de NO no grupo LPVP, quando comparado ao grupo SO, bem como uma redução 

nos níveis do grupo LPVP+G, quando comparado ao LPVP (Fig. 2). Estudos 

demonstraram que a formação de L-citrulina a partir de L-arginina é inibida pela ação 

de glutamina. Sugerindo que a L-arginina seria limitante para a formação de NO quando 

a glutamina está presente. Além disso, sabe-se que a glutamina inibe a liberação de NO 

derivado do endotélio em resposta ao ADP. Isso levanta a possibilidade de que a 

glutamina afeta a liberação de NO derivado do endotélio por outros mecanismos, não 

apenas o de inibição de L-arginina [167] . 

 

O NO, para que ocorra a vasodilatação, é o responsável por um aumento de 

guanosina monofosfato cíclico (cGMP), que é o agente responsável final para o 

relaxamento do sistema vascular por meio da liberação de Ca2+ citosólico. A NO 

endotelial sintase (eNOS) é responsável por grande parte da síntese de NO vascular, 

modulando a reação em que a L-arginina é oxidada a L-citrulina e NO [168]. Tem sido 

observado que pode ocorrer redução na produção de NO, apesar da expressão de eNOS 

apresentar-se em níveis normais [169]. Isso se atribui, em parte, à redução da atividade 

da eNOS, causada pelas várias alterações na regulação enzimática, como a expressão 

aumentada da caveolina ou um defeito no co-fator da eNOS, tetrahidrobiopterina 

(BH4), reduzindo sua fosforilação[170]. 

 

Observou-se, neste estudo, que a glutamina reduziu a expressão da proteína eNOS, 

em mucosa gástrica no grupo LPVP+G, quando comparado ao grupo LPVP (Fig. 4 e 6). 

Durante a cirrose precoce, esse caminho é estimulado por diferentes fontes de estímulos, 



106 
 

como VEGF, citocinas inflamatórias e forças mecânicas de cisalhamento [35, 67]. De 

acordo com diversos estudos, outros mecanismos, tais como, alterações na localização 

subcelular de eNOS [171] s-nitrosilação [172] ou degradação assimétrica da 

dimetilarginina, podem estar envolvidos na regulação de sua atividade [173]. Uma 

explicação para essas evidências é a de que a glutamina, devido ao seu envolvimento na 

síntese de NO, estaria envolvida na redução dos níveis citosólicos de Ca2+, os quais 

estão relacionados com os níveis de Akt, que por sua vez é estimulada pelo estresse 

mecânico de cisalhamento. Dessa forma, todo esse mecanismo hemodinâmico seria 

inibido, devido à redução dos níveis de NO, desencadeados pela ação da glutamina. 

 

A angiogênese se caracteriza pela formação de novas estruturas vasculares e 

tornou-se um dos fenômenos fisiopatológicos mais investigados nos últimos anos, 

devido ao papel fundamental que desempenha na patogênese de doenças e seu potencial 

como alvo terapêutico. Muitas moléculas têm sido implicadas como moduladoras do 

processo angiogênico, como fator de necrose tumoral, interleucinas, angiopoetinas e 

fatores de crescimento, dentre eles, o VEGF. De fato, o VEGF estimula a produção de 

NO pelas NOS, aumentando a permeabilidade vascular, proliferação e sobrevivência 

das células endoteliais [63]. Neste estudo, observou-se aumento da expressão do VEGF 

nos grupo LPVP, quando comparado ao grupo SO, porém sem observar redução 

significativa desses parâmetros no grupo LPVP+G, quando comparado ao LPVP (Fig. 5 e 

7). 

Além disso, a superprodução de peroxinitrito (ONOO-), como observado neste 

estudo, é demonstrada pelo aumento da expressão da NTT no grupo LPVP, quando 

comparado ao grupo SO, bem como uma redução no grupo LPVP+G (Fig. 9). As ações 

citotóxicas do ONOO- têm sido descritas através da modulação de vias de sinalização 

intracelular que regulam respostas inflamatórias, incluindo a indução de angiogênese e 

aumento dos níveis de VEGF. Estudos em retina de ratos diabéticos, induzidos por 

estreptozotocina, demonstraram a formação de nitrotirosina e aumento dos efeitos na 

estimulação do VEGF [164]. Essas condições têm sido estudadas pois induzem à geração 

de espécies ativas de oxigênio (EAOs). As EAOs estão envolvidas no desencadeamento 

da superexpressão de VEGF em vários tipos celulares [174, 175], mas os mecanismos 

moleculares desse efeito ainda devem ser elucidados. Estudos em pacientes, em animais 

e in vitro indicam que a formação de nitrotirosina, um marcador para ONOO-, está 

associado ao aumento da expressão do VEGF durante a doença microvascular diabética, 
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aterosclerose e na angiogênese tumoral [176, 177]. Além disso, estudos usando linhagens 

celulares apresentaram formação de ONOO- que estimula o aumento de VEGF [178]. 

Pode-se sugerir que esses resultados demonstram a ação da glutamina diretamente na 

síntese de NO, para a redução de seus níveis e não exatamente atuando sobre ação de 

fatores de crescimento e sua cascata de sinalização.  

 

Neste estudo, observou-se um aumento significativo da expressão da Akt no grupo 

LPVP e uma redução desses parâmetros no grupo LPVP+G (Fig. 8). O VEGF também 

atua estimulando o fosfatidilinositol 3-quinase (PI3K), que ativa a via eNOS-Akt-

dependente, resultando na ativação da eNOS e aumento da produção de NO [67, 179]. 

PI3K é a via de estímulo da Akt, que pode rapidamente ativar eNOS [179]. A Akt surgiu 

como uma via de sinalização em todas as células de eucariotos superiores, além de 

apresentar-se como uma das proteínas mais importantes e versáteis do grupo das 

quinases no entendimento da fisiopatologia de doenças humanas. A liberação de NO 

produzido pela estimulação da eNOS está envolvida na vasodilatação, remodelamento 

vascular e angiogênese [180]. A sinalização via Akt também leva a um aumento da 

produção de fator induzido por hipoxia (HIF1α e HIF2α), fatores de transcrição e, em 

parte, através da ativação da via mTOR-dependente [181]. A ativação da eNOS através 

da proteína Akt leva ao aumento da produção de NO, vasodilatação e aumento da 

circulação esplâncnica [182, 183]. A ativação de Akt ocorre devido a um aumento do 

estresse de cisalhamento induzido pelo desarranjo endotelial, embora outros 

mecanismos possam estar envolvidos [184]. Esses resultados são explicáveis devido ao 

papel que a glutamina exerce na produção de NO que, por sua vez, irá desencadear uma 

reação em cadeia, sendo superproduzido e dilatando os vasos do território esplâncnico, 

aumentando gradativamente o estresse de cisalhamento, que é o estímulo mecânico de 

ativação da Akt. Além disso, neste estudo foi observado que os níveis de VEGF não se 

alteram no grupo LPVP+G em relação ao grupo LPVP e o VEGF, via RTK, atua como 

via de liberação de eNOS, através da via de Akt, produzindo mais NO, caracterizando a 

circulação hiperdinâmica presente na HP. Portanto, a glutamina atuaria atenuando esse 

quadro, não reduzindo os níveis de NO, através do VEGF, mas pela redução do estresse 

de cisalhamento, desencadeado pela síntese de NO, através da inibição de L-arginina e, 

com isso, reduzindo os níveis de Akt, estimulada pela tensão mecânica nos vasos. 
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6. CONCLUSÕES____________________ 

 

6.1 Experimento I 

 

1. Os valores da pressão portal mostraram que houve aumento significativo no 

grupo LPVP comparado ao grupo SO. A glutamina (LPVP+G) diminui a 

pressão portal nesse modelo utilizado. 

 

2. Na avaliação dos testes de integridade hepática, através de medidas de 

concentração sérica de aminotransaminases (AST e ALT) e fosfatase alcalina 

(FA), dos animais tratados com glutamina e veículo, não se observaram 

alterações nos valores dessas enzimas; 

 

3. Em relação à lipoperoxidação, utilizando os métodos de substâncias reativas ao 

ácido tiobarbitúrico (TBA-RS) e quimiluminescência (QL) em estômago de 

ratos, observou-se um aumento do TBA-RS e também da QL no grupo LPVP, 

sugerindo que o aumento desse processo esteja relacionado ao aumento do 

estresse oxidativo; 

 

4. A enzima antioxidante superóxido dismutase (SOD) apresentou uma diminuição 

significativa nos animais do grupo LPVP em relação aos demais grupos, o que 

pode estar relacionado com a inativação do ânion superóxido. O grupo LPVP+G 

manteve os valores da enzima aumentados, assim como os grupos controle; 

 

5. A enzima antioxidante catalase (CAT) não apresentou alteração significativa na 

mucosa gástrica; 
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6. A atividade da enzima antioxidante glutationa peroxidase (GPx), demonstrou 

aumento nos grupos SO+G e no LPVP+G, apresentando redução significativa no 

grupo LPVP em relação aos demais grupos. 

 
7. A presença dos metabólitos do NO, através de nitritos e nitratos no estômago de 

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

 

8. Na avaliação histopatológica no estômago de ratos com hipertensão portal, 

observou-se o desenvolvimento de edema e vasodilatação no grupo LPVP. Os 

animais LPVP tratados com glutamina apresentaram uma atenuação desse 

fenômeno. 

 

6.2 Experimento II  

 

1. Os valores da pressão portal mostraram que houve aumento significativo no 

grupo LPVP comparado ao grupo SO. A glutamina (LPVP+G) diminui a 

pressão portal nesse modelo utilizado. 

 

2. O grupo LPVP apresentou aumento da lipoperoxidação na mucosa gástrica 

avaliado por TBARS. O grupo tratado LPVP+G apresentou redução nos níveis 

de LPO, quando comparado ao grupo LPVP. Demonstrando eficiência da 

glutamina no combate ao dano oxidativo. 

 
 

3. A administração da glutamina apresentou diferenças na dosagem dos 

metabólitos do NO nos grupos estudados. O grupo LPVP apresentou aumento 

nos níveis de NO, quando comparados ao grupo SO, bem como, houve uma 

redução dos níveis de NO no grupo LPVP+G, quando comparado aos LPVP.  

 

4. Houve redução da atividade da enzima SOD no grupo LPVP. No grupo 

LPVP+G, a atividade da enzima permaneceu próxima aos índices encontrados 

nos animais dos grupos SO. Sugerindo que a SOD estaria em atividade devido 

aos níveis elevados de TBARS observados no grupo LPVP. 
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5. Na glutationa total (GSH), a glutamina elevou os níveis no grupo LPVP+G, 

apresentando redução significativa no grupo LPVP em relação aos demais 

grupos. Esse padrão poderia ser explicado devido ao maior aumento na síntese 

de glutationa, pois a glutamina atua como substrato para a produção desse 

antioxidante. Bem como, pela formação de peroxinitrito, onde o mecanismo de 

dismutação não ocorresse; 

 

6. A glutamina mostrou ser efetiva na redução da expressão das proteínas eNOS, 

PI3K e Akt em mucosa gástrica. Demonstrando papel importante na redução do 

evento de sinalização intracelular que desencadeia a liberação de NO. O mesmo 

não foi observado na expressão do VEGF. 

 

7. A expressão da eNOS, Akt e NTT em mucosa gástrica apresentou redução nos 

animais LPVP+G quando comparados ao grupo LPVP. Nos níveis de VEGF não 

houve alteração significativa entre os grupos analisado.  

 

6.3 Conclusão Geral 

A glutamina, aminoácido utilizado neste experimento, por via i.p. e i.g., apresenta 

propriedade antioxidante eficiente na redução do estresse oxidativo no modelo de 

ligadura parcial da veia porta. Demonstra ação benéfica no manejo da HP, melhorando 

as complicações vasculares. Em contrapartida, observou-se que parece não se envolver 

na regulação dos níveis de fator de crescimento vascular endotelial, sugerindo que sua 

ação na rota VEGF-eNOS não seja tão eficiente, porém demonstrando relação na 

redução do estresse de cisalhamento, desencadeado pela circulação hiperdinâmica que 

caracteriza HP. E que, por sua vez, estimula a via de liberação AkT-eNOS-NO. A 

glutamina atenua essa via sendo eficiente na redução dos níveis de formação de NO, 

através da inibição da formação de citrulina e NO, pela L-arginina, reduzindo seus 

níveis e seu efeito modulador da vasodilatação, atenuando o estresse de cisalhamento 

que, por sua vez, inibe a ativação da Akt. Demonstra igualmente eficácia no tratamento 

da HP. Isso justifica a continuidade de estudos com a glutamina, podendo ser avaliado 

seu papel em outras rotas moleculares e suas vias de regulação. 
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7. PERSPECTIVAS FUTURAS 

  

A hipertensão portal e a  cirrose, em humanos e em modelos animais, de doença 

hepática, estão associadas a distúrbios vasculares devido ao desenvolvimento da 

circulação hiperdinâmica, caracterizada pelo aumento do débito cardíaco e diminuição 

resistência vascular periférica presente. Além disso, as alterações vasculares na 

homeostase também se manifestam pela resposta dos vasos sanguíneos para diversos 

agentes vasoconstritores e dilatadores influênciadas por reflexos regulados pelo centro 

cardiovascular, como o barorreflexo [185]. Como exemplo, em casos de cirrose e 

hipertensão portal crônica, há uma diminuição da sensibilidade pressórica e uma 

resposta cronotrópica reduzida em respostas as catecolaminas [186]. Em modelos 

animais, observou-se uma elevação do fluxo sangüíneo mesentérico arterial e uma 

redução a resposta a vasoconstritores. Fatores neurais podem estar envolvidos na gênese 

deste desarranjo hemodinâmico, envolvendo a função vascular, em especial o sistema 

adrenérgico, o qual apresenta uma evidência indireta de hiperatividade [187].  

 

Há trabalhos demonstrando o envolvimento da regulação nervosa autonômica 

nessa disfunção vascular associada à cirrose e/ou hipertensão portal [186, 188, 189]. O 

aumento da pressão no território esplâncnico pode determinar redução nos níveis de 

catecolaminas, demonstrando um “downregulation” nos receptores adrenérgicos. Esses 

achados sugerem que fatores neurais estejam envolvidos na gênese dessa alteração 

hemodinâmica, em especial o sistema simpático, por apresentar um envolvimento 

indireto nessa hiperatividade circulatória.  [190, 191]. 

 

Diante destes estudos, surge uma nova perspectiva propondo avaliar o papel da 

regulação nervosa autonômica, em especial, a via adrenérgica, no desenvolvimento da 

circulação hiperdinâmica, desencadeada pela hipertensão portal. 
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