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APRESENTACAO

Esta tese compde-se de dois experimentos que utilizam o modelo experimental de
hipertensdo portal, desenvolvidos a partir da ligadura parcial da veia porta. Nesses
experimentos, avaliaram-se o papel do aminoéacido glutamina sobre a pressdo portal, o
estresse oxidativo e sua influéncia no 6xido nitrico. Neste modelo experimental, que
mimetiza uma das complicacdes da cirrose que ¢ a hipertensdo porta, avaliamos a
gastropatia da hipertensdo portal. Serd 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”.



Resumo I

Hipertensdo portal (HP) ¢ uma sindrome clinica caracterizada por aumento do
fluxo de sangue e/ou da resisténcia vascular no sistema porta. Uma conseqiiéncia direta
da HP é o surgimento de lesdes na mucosa e submucosa géstrica, denominada
gastropatia portal hipertensiva. O objetivo deste trabalho foi investigar os efeitos da
glutamina sobre o estresse oxidativo em um modelo experimental de hipertensdo portal,
induzida por ligadura parcial da veia parcial portal (LPVP). Foram quantificadas a
pressdo portal, transaminases e fosfatase alcalina. O dano no tecido gastrico foi avaliado
por andlise histologica. O estresse oxidativo foi medido pela quantificagdo da
concentracdo citosolica de substincias reativas ao acido tiobarbitirico (TBARS) e
hidroperéxidos por quimiluminescéncia (QL) e os metabodlitos do 6xido nitrico (NO),
por nitritos e nitratos. Além disso, a atividade das enzimas antioxidantes superoxido
dismutase (SOD), glutationa peroxidase (GPx) e catalase (CAT) foram analisadas.
Todos os dados sdo apresentados como a média + erro padrdo (SE). As transaminases e
a fosfatase alcalina ndo foram significativamente alteradas no grupo LPVP, indicando
auséncia de lesdo hepatica. A andlise histologica das seg¢des da mucosa gastrica
mostraram uma perda de arquitetura normal, com edema e vasodilatacio. TBARS, QL,
e producdo de NO estavam significativamente aumentados em animais LPVP. A
reduc¢do da atividade da SOD foi observada. Diante disso, sugere-se que a administragao
de glutamina atenua alteragdes histoldgicas e o estresse oxidativo, a atividade das
enzimas mostrou-se normalizada e reduziu a superproducdo de NO. Nossos resultados
confirmam que a utilizagdo de moléculas com capacidade antioxidante pode fornecer
protecdo do tecido gastrico na hipertensdo portal. O tratamento com glutamina pode ser
util para reduzir o dano oxidativo induzido pela gastropatia portal hipertensiva.



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.



Resumo II

Este estudo buscou investigar os efeitos da glutamina sobre o estresse
oxidativo/nitrosativo e a via de sinalizacgdo VEGF-AKT-eNOS em um modelo
experimental de hipertensdo portal induzida pela ligadura parcial da veia porta (LPVP).
Foi avaliada a expressdo das proteinas nitrotirosina VEGF, PI3K, AKT-eNOS por
Western blot e imunohistoquimica. O estresse oxidativo foi quantificado através da
concentracdo citosdlica de substincias reativas ao acido tiobarbitirico (TBARS), bem
como os niveis de glutationa total (GSH), atividade da superdxido dismutase (SOD) e
metabolitos do o0xido nitrico (NO) Todos os dados sdo apresentados como a média +
erro padrdo (SE). A produgcdo 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 andlise imunohistoquimica de nitrotirosina, Akt e eNOS, o grupo LPVP exibiu
aumentos significativos, enquanto que uma reducao foi observada no grupo LPVP + G,
nido houve diferenca nos niveis de VEGF entre os grupos. Por Western blot, foi
detectado aumento da expressdo de IP3K, p-Akt e eNOS no grupo LPVP comparado
com o grupo LPVP + G, o mesmo ndo foi observado para a expressio de VEGEF.
Administracdo de glutamina atenua o estresse oxidativo/nitrosativo, normalizando a
atividade da SOD, aumentando os niveis de glutationa total (GSH) e, inibindo a
superproducdo de NO, bem como a formacdo de peroxinitrito. Diante disso, estes
resultados sugerem que a utilizacdo de moléculas com capacidade antioxidante poderia
oferecer uma nova modalidade terapéutica para a prote¢do da mucosa gastrica na
hipertens@o portal. O tratamento com glutamina pode ser util para reduzir os danos
oxidativo/nitrosativo, mas ndo reduz a angiogénese, nao alterando os niveis de VEGF
no tecido gastrico, demonstrando um papel benéfico através da via [IPK3-Akt-eNOS.



Abstract I

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.



INTRODUCAO




INTRODUCAO

O figado ¢ o mais importante 6rgdo metabolico do corpo e estd envolvido na
regulacdo do metabolismo, na sintese de proteinas e de outras moléculas, no
armazenamento de ferro e vitaminas, na degradacdo de hormodnios, na inativacio e

excrecdo de drogas e toxinas. [1].

A execucdo dessa atividade metabdlica € feita nos hepatocitos, que recebem
sangue do sistema porta, proveniente da circulagdo esplancnica, pela veia porta, e da
artéria hepatica. O sistema porta estd diretamente relacionado com o leito vascular
sinusoidal intra-hepatico, que sofre pressdes externas pela fibrose que engloba os
nodulos regenerativos da cirrose, determinando dificuldades no fluxo sanguineo
sinusoidal, que se transmite retrogradamente a veia porta e ao sistema venoso

esplancnico, determinando hipertensado portal [2].

A hipertensdo portal ¢ uma sindrome clinica que se caracteriza pelo aumento
do fluxo e da pressdo venosa esplancnica, com estase sanguinea e formacdo de
circulacdo colateral, que estabelece anastomoses com a circulagdo sistémica, oS
“shunts” porto-sistémicos, ¢ desvia o fluxo para o sistema da veia cava. Nesse processo
de formacgdo de “shunts”, ocorrem as formacdes de varizes de es6fago e do estomago.
Hé uma circulagao hiperdindmica esplancnica que pode repercutir em inimeros locais,
um deles no leito vascular gastrico, com aumento do fluxo e dilatagdo dos vasos
submucosos, caracterizando a gastropatia da hipertensdo portal. O termo hipertensdo

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

A causa mais comum de hipertensdo portal € a cirrose, independentemente da
etiologia, sendo mais frequentes as pelos virus das hepatites B e C, e pelo alcool. Em
algumas regides do Brasil, ¢ frequente a hipertensdo portal ser ocasionada pela
esquistossomose. A oclusdo venosa portal extra-hepatica, frequentemente por trombose,
determina hipertensdo portal. Na hipertensdo portal, em que ocorre dilatagdo venosa e
aumento de fluxo, ha um desequilibrio endotelial, no qual diversos fatores parecem estar

implicados modificando o tonus vascular, como o fator de crescimento vascular



endotelial (VEGF), a 6xido nitrico sintase endotelial (eNOS) e a 6xido nitrico sintase
induzida (iNOS) e liberando o o6xido nitrico (NO) como mediador central dessa

anormalidade hemodindamica. [3, 4].

O aumento do fluxo sanguineo venoso portal, secundario a vasodilata¢do
esplancnica, pode ser tratado farmacologicamente com vasoconstritores, do tipo
vasopressina, somatostatina e analogos, que tem efeito seletivo bloqueador [-
adrenérgico. Essa terapéutica € utilizada nas situa¢des agudas e por pouco tempo. Ha
necessidade de maiores investigagdes para avaliagdo de substincias que possam ser
utilizadas profilaticamente ou em terapia de longo prazo. A glutamina, aminoacido
envolvido em inimeros processos metabolicos celulares, poderia exercer efeito benéfico

no tratamento de alteragdes vasculares causadas pela HP e GHP na mucosa gastrica. [5]

Este trabalho pretende avaliar o estresse oxidativo, o envolvimento do 6xido
nitrico (NO) e a angiogénese em mucosa gastrica de ratos submetidos ao modelo
experimental de ligadura parcial da veia porta, tratados com glutamina, na tentativa de

identificar os mecanismos envolvidos.
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1. REFERENCIAL TEORICO

1.1 Sistema venoso portal

O sistema venoso porta foi descrito pela primeira vez em 1543, em uma ilustragcdo de
Vesalius' [6, 7]. E formado pelas veias que compdem o trato digestivo intra-abdominal, do
bago, do pancreas e da vesicula biliar. A veia porta ¢ formada pela jun¢do das veias esplénica

e mesentérica superior, penetrando o figado pelo hilo hepatico, ramificando para os lobos

hepaticos direito e esquerdo (Figura 1).
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Figura 1. Ilustracdo do sistema venoso porta realizada por Vesalius [6].

! Andreas Vesalius (Bruxelas, 31 de Dezembro de 1514 — Zakinthos, 15 de outubro de 1564) foi um médico
belga, considerado o “pai da anatomia moderna”. Foi o autor da publicacdo De Humani Corporis Fabrica, um

atlas de anatomia publicado em 1543.




O figado recebe sangue da artéria hepatica e da veia porta, o que representa cerca de
25% do débito cardiaco (cerca de 1.200 mL/min.). Desse total, cerca de 25% s@o
representados pelo suprimento arterial e 75% pela veia porta. Esse elevado volume sanguineo
¢ necessario para que o figado realize todas as suas fungdes. O fluxo venoso portal possui
duas caracteristicas hemodinamicas importantes: alto fluxo sanguineo com baixa resisténcia

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

O sistema venoso portal ¢ destituido de valvulas e, portanto, a dire¢do do fluxo
sanguineo ¢ determinada pelo gradiente de pressdo, definido pela diferenga de pressdo entre a
veia porta e a veia cava inferior, de 5 a 10mmHg. Anomalias do sistema venoso porta sdo
relativamente raras. Malformagdes na veia porta, como valvulas congénitas, duplicagdo,
membranas, hipoplasia ou estenose ja foram relatadas. A atresia congénita da veia porta pode

ocorrer associada a outras malformacdes vasculares [7].

1.2 Hipertensao portal

A hipertensdo portal (HP) ¢ uma sindrome clinica, usualmente secundaria a obstrugao
intra ou extra hepatica do fluxo portal. E considerada a principal complicagio da doenca
hepatica, sendo responsavel pelo desenvolvimento das demais hepatopatias, tais como:
gastropatia hipertensiva portal, ascite, peritonite bacteriana espontanea, sindrome
hepatorrenal, sindrome hepatopulmonar, hipertensdo portopulmonar, sindrome hipercinética e

encefalopatia hepatica [2].

A HP caracteriza-se por uma elevacdo acima de SmmHg de pressdo do sistema venoso
portal. Quando a pressdo atinge de 8 a 10 mmHg, surgem no eso6fago e estdmago varizes
gastroesofagicas, que se desenvolvem a partir de uma rede de circulag@o colateral através dos
vasos que formam a circulagdo esplancnica (Figura 2). O sangramento das varizes esofagicas

pode ocorrer quando o gradiente de press@o portal atingir valores acima de 12mmHg [8-10].



Figura 2. Sistema venoso porta e os vasos que formam os colaterais portossistemicos na HP: VP — veia porta;
VE — veia esplénica; VMS — veia mesentérica superior; VU — veia umbilical; VCI — veia cava inferior; VGE —
varizes gastroesofagicas; VC — veia corondria; VRE — veia renal esquerda; VPD — veias pancreatuduodenais;
VERGR - veias esplenorrenais e gastrorrenais; VRPV — veias retroperitoniais e paravertebrais.

A HP quase sempre resulta da obstrug¢do sanguinea no sistema porta. Anatomicamente,
o local da obstrugdo pode ser pré-hepatico, intra-hepatico ou pds-hepatico. Raramente, a HP

sera secundaria a um aumento do fluxo sanguineo portal [11].

A hipertensdo portal por obstru¢do pré-hepdtica decorre da trombose da veia porta
e/ou esplénica secundaria a sepse, pileflebite, uso de contraceptivos orais, invasdo tumoral. A
transformagdo cavernomatosa da veia porta ¢ devida a trombose desta, secundaria a processos
infecciosos no sistema porta. Compressdes extrinsecas, como em doengas pancredticas, levam

a obstrugdo segmentar da veia esplénica.

A hipertensdo portal por obstrugdo intra-hepatica: decorre da cirrose que obstrue o
fluxo sanguineo nos espacos porta, sinusédides e veias hepaticas. A fibrose portal e os nddulos
de regeneracdo comprometem os espagos portais e as veias hepaticas, respectivamente. As

alteracdes no figado aumentam a resisténcia vascular. Além disso, contribuem também para



as alteracdes da microcirculagdo com a capilarizacdo dos sinusodides e anastomose vascular

intra-hepatica entre ramos das veias porta e hepatica.

A hipertensdo portal pos-hepdtica decorre, na maioria das vezes, pela oclusdo das
veias supra-hepaticas por trombose, invasdo tumoral ou membranas congénitas. A causa mais
comum de trombose nas veias hepaticas ¢ a endoflebite, mas pode ser associada a disturbios
da coagulagdo sanguinea ou ser idiopatica. Alguns casos ocorrem em mulheres jovens sem
causa conhecida e t€m sido atribuidos ao uso de contraceptivos orais, as vezes associados ao
uso de cigarros. Clinicamente, hepatomegalia, dor abdominal e ascite predominam e o exame
histopatologico revela distensdo dos sinusodides, congestdo centrolobular, necrose e
hemorragia. A insuficiéncia cardiaca grave pode causar HP, assim como a pericardite ou

fibrose endomiocardica.

A hipertensdo portal por aumento do fluxo sanguineo decorre de fistulas
arteriovenosas envolvendo veias do sistema porta, intra ou extra-esplénicas, ¢ podem,

raramente, elevar a pressao portal.

As manifestagdes clinicas dos pacientes com HP sdo relacionadas a doenca primaria
e/ou a uma das quatro maiores consequéncias clinicas da HP: (1) circulag@o colateral, (2)
esplenomegalia congestiva, (3) encefalopatia hepatica e (4) ascite. Muitos pacientes com
hipertensdo portal s3o assintomaticos, enquanto outros apresentam uma clinica bastante

exuberante [11].

1.2.1 Fisiopatologia da HP

A inter-relacdo entre fluxo sanguineo e resisténcia vascular portal determina a pressio
portal. Assim, a pressdo no sistema pode elevar-se devido ao aumento na resisténcia ou ao
real aumento do fluxo sanguineo portal. Em geral, o primeiro mecanismo € o que predomina,

devido a capacidade do sistema em adaptar-se as variagdes pressoricas [12].

O endotélio vascular libera agentes vasodilatadores — NO e prostacilinas e

vasoconstritores — endotelina, angiotensina e tromboxanos. A fun¢do do tonus vascular ¢



mantida mediante equilibrio entre esses agentes. O aumento da resisténcia periférica é
mantido pela elevagdo de vasoconstritores, pela reducdo de vasodilatadores ou associagdo de
ambos. O sangue exerce uma forca de rolamento nas células endoteliais, sendo o principal

agonista na liberagdo de NO [13].

A pressao portal é o resultado da relacdo entre o volume do fluxo de sangue que entra
no sistema porta e da resisténcia ao fluxo sanguineo portal. A expressdo matematica para essa
relacdo ¢ dada pela Lei de Ohm’s: P=Q x R, onde P representa alteracdo da pressdo ao longo
do vaso, Q, o fluxo de sangue e R, a resisténcia ao fluxo [14]. O aumento da resisténcia ao
fluxo sanguineo portal representa um estimulo para o aumento do fluxo sanguineo

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

Um complexo ciclo de eventos é responsavel pelo desenvolvimento e pela manutengdo
da HP. O aumento da resisténcia ao fluxo sanguineo porta parece ser o evento primario, mas
ha também uma variedade de alteragdes hemodinadmicas que contribuem para o aumento da
pressdo porta [17], desenvolvimento de circulagdo colateral entre o sistema porta ¢ a circulagdo
sistémica. O aumento no fluxo sanguineo da regido esplancnica é a principal consequéncia da
diminui¢do da resisténcia vascular, desempenhando um papel fundamental no
desenvolvimento da circulagdo hiperdindmica, caracterizada como um aumento do débito
cardiaco e uma diminui¢do na resisténcia vascular sistémica [18, 19]. Além disso, a formacio
de colaterais portossistémicos tem um papel patogénico fundamental, tanto direto, por meio
da diminuicdo da resisténcia periférica, quanto indireto, permitindo que substancias
vasoativas do trato intestinal alcancem a circulag@o sistémica ignorando sua passagem pelo

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

Intimeras veias se dilatam, incluindo as do plexo hemorroidario, da parede abdominal
e da junc¢do esofagogastrica. As veias umbilicais comunicam-se e dilatam as veias superficiais
da parede abdominal, e a presenca da circulagdo colateral abdominal ¢ um sinal clinico
importante de hipertensdo portal que se caracteriza por veias dilatadas e tortuosas que se
irradiam do umbigo para o abdomen superior e torax inferior (Figura 4a). A presenga de varias
veias dilatadas e tortuosas que se dispdem radiadas do umbigo ¢ denominada “cabeca de
medusa”(Figura 4b) [11, 20]. A circulagdo colateral da veia géstrica esquerda para as veias
azigos ¢ responsavel pelo aparecimento de varizes esofagogastricas e aumento de circulagio
na mucosa gastrica, que caracterizam a complicagdo da hipertensdo portal chamada

gastropatia da hipertensdo portal (GHP) [11].
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Figura 4. Varizes gastricas: a) vasos dilatados e irradiados pelo abdomen e torax; b)
vasos dilatados, colaterias portossistémicos, caracterizando “cabe¢a de medusa”. [20]

1.2.2 Gastropatia da hipertensao portal

A gastropatia da hipertensdo portal (GHP) ¢ a denominacdo usada para definir
altera¢des da mucosa gastrica evidenciadas na endoscopia e dependentes da hipertensdo porta.
O aumento da pressdo no territdrio porta determina o desenvolvimetno da circulag@o colateral,
dilatacdo dos vasos e aumento da pressdo endovascular. A consequéncia mais evidente é o
aparecimento de varizes gastroesofdgicas. Na gastropatia da hipertensdo portal, existe um

aumento de circula¢do com a dilatagdo dos vasos da submucosa do estomago [39].

As lesdes na mucosa gastrica podem ser caracterizadas como leves ou severas. [40]. O
padrdo de mosaico, que caracteriza lesdes leves, ¢ definido por areas rosadas e avermelhadas,
semelhante a couro de cobra (Figura 5a) [41]. E o tipo de lesdo mais comum e predomina nas
areas do corpo e fundo do estdbmago. A gastropatia severa se caracteriza por pontos vermelho
escuros (“cherry red spots”), essas lesdes podem evoluir para dreas hemorragicas e

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



12

Figura 5. Lesdes leves e serevas na mucosa gastrica. a) lesdo leve com aparéncia de couro de
cobra; b) les@o severa com pontos hemorradgicos em pacientes com cirrose hepatica submetidos a
uma endoscopia para rastreamento de varizes. [41]

A prevaléncia de GHP, em pacientes com hipertensdo portal, tem sido entre 20% a
80% [44]. Essa ampla variagdo na prevaléncia, provavelmente, deve-se as diferengas na
populacdo do estudo, pois uma maior taxa de GHP ¢ observada em pacientes com doenga
hepatica grave [45], em torno de 50-60% dos com cirrose hepatica [11]. A presenga de GHP
estd associada com sinais indiretos de hipertensdo portal, tais como, a presenca de
vasodilatagdo sistémica e esplenomegalia [45, 46]. Alguns estudos indicam que a prevaléncia
de GHP se da apenas com o quadro de hipertensao portal estabelecido, independente de lesdo

hepatica ou néo [47].

Estudos demonstraram, por meio de fluxometria de doppler, a presenca de estresse
hemocinético na mucosa gastrica em individuos com GHP. Tal achado pode estar relacionado
com a reducdo dos niveis de prostaglandinas e uma alteracdo na resposta microcirculatdria ao
NO, levando a uma superproducdo desse agente vasodilatador. Diante desse quadro, as
alteragdes observadas na mucosa gastrica resultam de uma aumento e distribui¢do do fluxo
sanguineo, bem como, da resisténcia vascular portal. Aceita-se que ocorra uma elevacio dos

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

48],
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1.3 Oxido nitrico: modulador da hipertensio portal

Em 1980, Furchgott et al. verificaram, em porcdes da aorta, um efeito vasodilatador,
através da acetilcolina, como sendo um dos responsaveis em manter a integridade do
revestimento do vaso. Esses autores também constataram a presenc¢a de outro fator, de origem
endotelial, além das prostaciclinas. Em 1987, Palmer et al. verificaram a presenga de 6xido
nitrico (NO), no endotélio, conferindo propriedades bioldgicas importantes e classificando-o

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

O ¢6xido nitrico (NO) ¢ um gas difusivel, de meia vida curta, produzido por uma
familia de enzimas chamada de 6xido nitrico sintetases (NOS), tem sido reconhecido como
um importante vasodilatador que modula a dilatacdo observada em excesso na hipertensdo
portal. O seu envolvimento no desenvolvimento da circulagdo hiperdindmica foi confirmado
por diversos estudos realizados ao longo dos anos [13, 23-25]. O NO ¢ produzido a partir de L-
arginina pela familia de enzimas NOS, formando o radical livre NO e L-citrulina, como
subprodutos da reacdo (Figura 6). O mecanismo que causa a vasodilatacdo é por meio da
estimulag@o da guanilato ciclase soluvel (GCs), formando monofosfato de guanosina ciclico

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

NOS

L-arginina ——» L-citrulina + NO
Figura 6. Sintese de NO

Oxido nitrico sintases (NOS) sdo hemoproteinas que produzem NO a partir L-arginina
[28, 29]. Trés isoformas sdo conhecidas: endotelial (eNOS), neuronal (nNOS) e induzida
(INOS)[30]. A principal fonte enzimatica da superproducdo de NO vascular é a isoforma
eNOS. Recentes evidéncias 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/manutengdo da circulagdo hiperdindmica esplancnica [31].

Quanto a a¢do de cada uma das isoformas de NOS, sabe-se que a eNOS € encontrada no
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endotélio vascular, favorecendo a reducdo da pressdo sanguinea e auxiliando na inibi¢do da
agregacdo plaquetaria; a nNOS regula a atividade neuronal e a iNOS ¢ estimulada por
citotoxinas e macrofagos. Desse modo, o NO esta envolvido em processos de defesa do

organismo ¢ sua superproduc@o pode levar a sérios processos destrutivos teciduais [32].

O NO ¢ uma molécula de efeito pleiotropico, ou seja, possui efeito nocivo ou benéfico
em diferentes tecidos, incluindo a regulacdo do tonus 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 formagao, migragdo e proliferagdo de células endoteliais. Outra via em que atua o
VEGEF ¢ por meio da estimulag@o do fosfatidilinositol-3-quinase (PI3K), que estimula a eNOS

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

Diante dessa duplicidade de fungdes do NO, acredita-se que os efeitos fisioldgicos e
fisiopatologicos estejam vinculados aos niveis de concentragdo e, quando atua em baixa
concentragcdo, comporta-se como mensageiro ¢ fator de prote¢do celular (antioxidantes),
interagindo com metais de transi¢do e outros radicais livres. Quando em concentragdes altas,
atua como um radical livre, formando duas moléculas trioxido de dinitrogénio (N,O3) ou
peroxinitrito (ONOQO"), responsaveis por agdes citotdxicas como inflamagdo e choque séptico.
[36, 37]. Recentemente, o0 NO tem sido apresentado como um importante sinalizador para a
manuten¢cdo da homeostasia, bem como, um agente citotoxico envolvido em inuimeras

doengas [38].

1.4 Vias de sinalizacio intracelular na HP

1.4.1 Fator de crescimento vascular endotelial - VEGF

O aumento na formagdo dos vasos sanguineos na regido esplancnica se da mediante
um processo angiogénico, que estd envolvido na manuten¢do da circulagdo hiperdindmica
presente na hipertensao portal. Essa hipdtese se baseia em estudos recentes que demonstram a
presenga de aumento na angiogénese esplancnica e a neovascularizagdo, responsavel pela
formagdo de colaterais portossistémicos em modelos experimentais de HP. O estimulo para a

proliferagdo desses novos vasos sanguineos se dd por meio de uma complexa cascata de
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eventos angiogénicos, sendo o principal modulador desse mecanismo o fator de crescimento

vascular endotelial, VEGF, estimulando a prolifera¢do e a migracao de células endoteliais [2,

49-51].

A angiogénese se caracteriza pela formacdo de novas estruturas vasculares e tornou-se
um dos fendomenos fisiopatologicos mais investigado nos ultimos anos, devido ao papel
fundamental que desempenha na patogénese de doencas e seu potencial como alvo
terapéutico. Embora os estudos sobre angiogénese sejam relacionados ao cancer, também se
sabe do seu envolvimento em quadros cronicos caracterizados por inflamagdo [52]. Estudos
experimentais observaram o papel da angiogénese na patogénese da hipertensdo portal e
cirrose hepatica e relataram um aumento da angiogénese no abdomen de ratos com
hipertensdo portal sem cirrose [33, 54]. Além disso, foi observada a reducdo do
desenvolvimento da circulagdo hiperdindmica esplancnica e a formacdo de colaterais
portossistémicos em ratos hipertensos devido ao bloqueio da via de sinalizacdo do fator de
crescimento vascular endotelial [2]. Recentemente, surgiram evidéncias de um aumento da
angiogénese na microcirculagdo mesentérica em modelo animal de hipertensdo portal e
cirrose, demonstrando um aumento da expressdo de VEGF e de eNOS no leito mesentérico

desses animais [55].

O VEGF exerce atividade mitogénica e angiogénica nas células endoteliais. Estimula
permeabilidade vascular, com um efeito diversas vezes maior do que outras substancias
vasoativas [56]. A observa¢do de que o crescimento de tumor esta associado com aumento da
permeabilidade microvascular demonstra a funcdo original do VEGF, e, consequentemente, a
sua primeira nomenclatura como fator de permeabilidade vascular (VPF) [57]. Por esse
motivo, alguns estudos relacionados a expressdo e a funcdo do VEGF enfatizam a importancia
desse fator na angiogénese. O VEGF e seus receptores sdo expressos em regides de
crescimento do vaso sanguineo durante a embriogénese [58, 59]. A reducdo dos niveis de
VEGF ou de seus receptores leva a morte embrionaria precoce, devido ao grave defeito na

vasculogénese [60].

A existéncia de multiplas isoformas de VEGF e receptores sugere um mecanismo

complexo, porém explica como o VEGF ¢ capaz de produzir uma variedade de fungdes
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celulares na vascularizagdo, além de modular o crescimento vascular, a morfogénese, a
permeabilidade e quimiotaxia de células endoteliais. Essa multiplicidade de fungdes depende,
em parte, do tipo celular, permitindo que o VEGF exer¢a fun¢des especificas de acordo com

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

A hipertensdo portal estd associada com o aumento da circulagdo colateral
portossistémica, levando ao desenvolvimento de varizes gastricas. Essas varizes podem se
romper, gerando um quadro de hemorragia digestiva alta. Assim, a circulagdo colateral
portossistémica desempenha um papel fundamental nos mecanismos de varias outras
complicagdes, podendo levar o individuo a morte. Recentemente, pensava-se que o
desenvolvimento da circulagdo colateral devia-se ao relaxamento vascular em resposta ao
aumento da pressdo portal. No entanto, essa visdo "tradicional" tem sido contestada devido a
resultados que demonstram que a formacgao de colaterais portossistémicos pode ser, em parte,
devido a angiogénese estimulada pelo fator de crescimento vascular endotelial, VEGF [2].
Devido ao NO ser o principal modulador, envolvido na dilatagio e aumento da
permeabilidade dos vasos, bem como, na migracdo, proliferacdo e sobrevivéncia das células
endoteliais na HP, sugere-se que o VEGF desempenhe um papel crucial na angiogénese,

superestimulando a produgdo de NO [63].

1.4.2 Via de sinalizacio VEGF - Proteina quinase Akt

A multifuncionalidade do VEGF, em nivel endotelial, ocorre devido a sua capacidade
de iniciar uma rede diversificada e integrada de vias de sinaliza¢do por meio de seu receptor
principal, VEGFR2. A principal via mediante a qual VEGF promove a sobrevivéncia da
célula ¢ através do fosfatidilinositol-3-quinase (PI3K) dependente de ativagdo de Akt [64, 65].
A proteina quinase Akt tem sua funcdo mediada pela presenca do VEGF, promovendo a
sobrevivéncia das células endoteliais e mediando a produgdo de NO por meio da fosforilagdo
direta de 6xido nitrico sintase endotelial (eNOS) [66, 67]. A Akt exerce papel importante em
diversos processos celulares que contribuem para a angiogénese, atuando como um
importante modulador de crescimento dos vasos sanguineos [68, 69]. Relacionado a isso, sabe-
se do envolvimento da via VEGF-Akt na angiogénese, demonstrado em pele de cobaias, onde

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

como neurdnios e em células musculares [72, 73],

A proteina quinase Akt exerce um papel fundamental na sinalizacdo de todas as
células eucaridticas. E uma proteina importante do grupo das quinases para a compreensdo da
fisiopatologia de doencas humanas. A Akt modula a fosforilagdo de diversas proteinas,
levando a sua inibicdo ou ativag¢do, contribuindo em varios processos celulares como
sobrevivéncia, proliferacdo, crescimento, metabolismo e angiogénese. Estudos recentes tém

observado detalhes do envolvimento na regulacdo molecular pela Akt e seu papel na clinica
[74,75].

A proteina Akt estimula diretamente a eNOS aumentando sua capacidade de gerar NO
[35]. Existem varias formas para estimular a via da Akt, como fatores de crescimento,
citocinas e for¢as mecanicas de tensdo de cisalhamento no vaso, que ativam a liberagdo de
NO via mecanismo fosfatidilinositol-3-quinase (PI3K)-dependente [35, 67]. A superprodugio
de NO vascular desempenha um papel central, tanto na vasodilatacdo sistémica e esplancnica,
que ¢ uma caracteristica da hipertensdo portal que faz com que seja reconhecida como a
principal complicagdo da cirrose hepatica. O aumento da expressdo da eNOS e a atividade da

enzima sdo eventos bem estabelecidos no modelo cronico de hipertensio portal [76, 77].

1.4.3 Oxido nitrico sintase endotelial — eNOS

A via de sinalizacdo VEGF-Akt via PI3K regula uma das formas de liberagdo de
eNOS. A o6xido nitrico sintase endotelial (eNOS) catalisa a conversdo de L-arginina para L-
citrulina e o0xido nitrico (NO), exercendo papel fundamental na regula¢do do tonus vascular,
na agregacdo plaquetaria, producdo de células musculares lisas, apoptose de células

endoteliais e angiogénese [78-80]

A 6xido nitrico-sintase endotelial (eNOS) ¢ uma NOS constitutiva ¢ produz NO no
endotélio vascular sob condi¢des basais, mas a for¢a de cisalhamento produzida pelo fluxo

sanguineo pode incrementar sua produg@o. Sua expressdo ¢ restrita a células endoteliais
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vasculares, embora existam relatos da sua localiza¢@o no hipocampo, sendo sua expressdo em

humanos significantemente suprimida pela hipdxia [81, 82].

O NO, sintetizado pela eNOS, atravessa o espago do endotélio para o musculo liso
vascular e estimula diretamente a enzima guanilato ciclase solivel e a consequente formagao
de cGMP (monofosfato ciclico de guanosina) intracelular, resultando no relaxamento das
células da musculatura lisa vascular. Quando o cGMP esta alto, o célcio intracelular diminui,
relaxando as células e a vasodilatacdo se desenvolve, mantendo-se enquanto a difusdo 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 vasodilatagdo (Figura 7). Se a formagao
de NO diminui, ocorre uma vasoconstricdo moderada. O efeito vasodilatador do NO parece
ser mantido por estimulos fisicos do fluxo sanguineo e da for¢a de cisalhamento nas células

endoteliais vasculares [83, 84].
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Figura 7. Esquema ilustrativo da agéo
da eNOS na sintese de NO

Estudos ja demonstraram o envolvimento da eNOS no desenvolvimento da circulagdo
hiperdindmica, caracteristico na hipertensdo portal, sendo considerado o primeiro evento
hemodindmico, que antecede o aumento hipercinético dos vasos, induzindo a tensdo de
cisalhamento no vaso, ativando a eNOS, via Akt, contribuindo para aumentar ainda mais sua

atividade.



19

1.5 Estresse oxidativo

O estresse oxidativo (EO) € gerado por um desequilibrio entre a produ¢do de pro-
oxidantes e a capacidade de defesa antioxidante (AOX) a favor das oxidantes. Ele tem sido
implicado na patogénese de doencas do figado e suas complicagdes. Pode ocorrer em
qualquer sistema bioldgico e ¢ desencadeado pelo aumento da formagdo de espécies reativas
de oxigénio, ou de nitrogénio e outras tantas. Dentre as espécies reativas formadas, ocorre a
formacao radical livre, essas sdo bastante reativas levando a um desequilibrio da arquitetura
celular e a morte celular. Esses radicais podem ser formados durante o metabolismo normal
da célula, gerado pela perda de elétrons de um néo radical ou pelo ganho de um elétron por
ndo radical; eles também podem ser formados quando uma ligagdo covalente ¢ quebrada, em
que cada um dos atomos fica com um elétron, em um processo conhecido como fissdo

homolitica e na redug¢do monoeletronica do oxigénio molecular no processo oxidativo.[36].

Radical Livre ¢ qualquer espécie quimica (dtomo ou molécula) capaz de existéncia
independente que contém um ou mais elétrons desemparelhados, em qualquer orbital,
normalmente no orbital mais externo. O oxigénio molecular (O;), no seu estado fundamental,
¢ paramagnético, e a sua estrutura eletronica ¢ triplete, ou seja, ele possui dois elétrons nao
emparelhados (tem dois spins paralelos), portanto ¢ um birradical, essa restricdo o torna
menos reativo. E chamado de oxigénio triplete (*O2). 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 € um oxidante capaz de oxidar outros 4tomos ou
moléculas, aceitando um par de elétrons. Na reducdo tetraeletronica do oxigénio no processo
oxidativo, ocorre a formacdo de energia e liberagdo de gis carbonico sem formacdo de
espécies intermedidrias, porém, na redu¢do monoletronica no oxigénio, ocorre processo de
transferéncia de elétrons, ou de absor¢do de energia, levando a formagéo das espécies reativas

de oxigénio (ERO) [36].

O oxigénio, além de ser um agente oxidante, ¢ capaz de oxidar outros adtomos ou
moléculas aceitando um par de elétrons (Figura 8) [85]. Os intermedidrios da redugdo

monoeletronica do oxigénio sdo anion superdxido (O,"), perdxido de hidrogénio (H,O,),
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oxigénio singlet ('O,) e radical hidroxil (OH®). Todos sdo denominados espécies ativas de

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

e e 2H'

e H e H'
0, 0;* H20- OH’
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Figura 8. Esquema de producédo das espécies ativas de oxigénio [85].

Os efeitos deletérios do oxigénio sobre os organismos aerobios variam,
consideravelmente, com a espécie do organismo, com a idade, com o estado fisiologico e com
a dieta. Os diferentes tecidos de um mesmo animal também podem ser afetados de formas
diferentes. Esses efeitos ocorrem devido a elevada produgdo de radicais livres ou de espécies

ativas de oxigénio [86].

A excessiva formagdo enddgena de radicais livres pode ser causada por (1) ativagdo
aumentada de fagocitos; (2) interrup¢ao dos processos normais de transferéncia de elétrons na
cadeia respiratoria mitocondrial; (3) aumento da concentragdo de ions metalicos de transi¢do
por escape do grupamento heme de proteinas em locais de lesdo ou doengas metabdlicas; e (4)
por niveis diminuidos das defesas antioxidantes. Entretanto, torna-se dificil determinar se, na

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

As espécies ativas de oxigénio (EAQ), tais como O,", H,0,, 10, e OH" e outros,
podem ter origem endogena e exdgena. As principais fontes enddgenas de geracdo das
espécies ativas de oxigénio sdo peroxissomos, NADPH oxidase, xantina oxidase, mitocondria
e citocromo P-450. Como vias exogenas, podem ser citadas radiacdo e solventes organicos
[85].

O 0, € convertido em H,0; pela agdo da enzima superdxido dismutase (SOD). Essa
enzima possui duas isoformas denominadas cobre-zinco-SOD e manganés-SOD, uma

constitutiva e outra induzivel, respectivamente [36].
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Em presenca de ions metalicos livres como Fe*" e Cu’, o 4nion radical superoxido
(0,™) é convertido em radical hidroxil HO®, um potente oxidante, essa reagdo € conhecida
como de Fenton. A reacdo de Haber-Weiss ocorre quando o O,” combina-se com H,0,,
também na presenca de ions metalicos, como Fe’" e Cu’, formando o radical hidroxil HO®. O
radical hidroxil ¢ bastante reativo, apresenta uma vida média curta e, assim que se forma,
reage rapidamente com a molécula mais proxima, que pode ser com lipidios, proteinas ou
bases de DNA. Isso acontece porque a taxa constante de reacdo do HO* € bastante alta quando
comparada as outras espécies reativas[36]. O radical hidroxil ¢ responsavel pela toxicidade

celular associada as espécies reativas de oxigénio [36].

Os radicais livres desencadeiam o processo de lipoperoxidagdo que leva ao dano
celular. A lipoperoxidag@o consiste em reagdes em cadeia, quando € necessario que espécies
ativas de oxigénio ataquem uma molécula orgénica, abstraindo um atémo de hidrogénio de
um agrupamento quimico. Sabe-se que o estresse oxidativo € uma situagdo em que existe
aumento das espécies ativas de oxigénio (EAO) em relacdo aos seus niveis fisiologicos

normais, ocasionado pelo desbalanco entre as defesas antioxidantes e pro-oxidantes [36].

As alteragdes hemodindmicas envolvidas na HP levam ao aumento das espécies
ativas de oxigénio (EAO) na mucosa gastrica, que desencadeiam o estresse oxidativo (EO), o
desenvolvimento da circulacdo hiperdindmica foi associado a hipertensdo 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 6xido nitrico (NO) € uma espécie radicalar diatomica encontrada endogenamente
nos mamiferos, responsdvel por uma grande gama de agdes bioldgicas importantes e
amplamente estudadas [91]. Além de desempenhar um papel chave no controle da pressdo
sanguinea, por meio da regulacdo do relaxamento do musculo liso [92], 0 NO também regula
a adesdo plaquetaria [93], a agregacdo de neutréfilos [94] e a citotoxicidade de macrofagos [95],

além de estar envolvido na neurotransmissio [96].



22

O NO ¢ sintetizado pela enzima intracelular NO sintase (NOS), mediante oxidagdo da
L-arginina, que produz citrulina e NO. As trés principais isoformas da NOS até agora
identificadas sdo a NOS1 (também conhecida como nNOS, por ter sido inicialmente isolada
de tecido neuronal), NOS2 (ou iNOS), que ¢ induzivel por citocinas inflamatorias,
endotoxinas, hipdxia e estresse oxidativo, € NOS3 (ou eNOS) predominante no endotélio. A
nNOS e a eNOS sdo expressas constitutivamente e sdo por isso denominadas como NOS

constitutivas (cNOS) [97].

A produgdo exagerada de espécies ativas de nitrogénio ¢ chamada de estresse
nitrosativo. Isso pode ocorrer quando a geragdo de espécies reativas de nitrogénio em um

sistema excede a habilidade do sistema em neutraliza-las e elimina-las [98].

O anion superoxido (0,"), formado nos sistemas bioldgicos, quando ndo neutralizado,
pode reagir com NO formando o peroxinitrito (ONOO"), uma espécie reativa de nitrogénio,
um potente oxidante. A adicdo de ONOO™ as células, aos tecidos e aos fluidos corporais leva a
rapida protonagdo, podendo resultar deplecdo de grupos-SH e outros antioxidantes, oxidacdo e
nitracdo de lipideos, quebra de DNA, nitracio e desamina¢do de bases de DNA
(especialmente a guanina) promovendo amplia¢do do dano ja iniciado pelos radicais livres de
oxigénio. A nitracdo em residuos de tirosina, a nitrotirosina (NTT), ¢ amplamente usada como
um biomarcador da geracdo de ONOO™ in vivo. Nesse sentido, tem sido considerada um
importante instrumento para estudo do estresse nitrosativo em doengas humanas, ainda que

ndo seja um biomarcador altamente especifico para ONOQO™ [36, 88, 99].

1.5.2 Antioxidantes

O organismo, a fim de proteger-se contra os danos oxidativos, desenvolveu inimeras
estratégias, como a prevencdo da formagdo dos radicais livres através dos antioxidantes
(enzimaticos e ndo enzimaticos) capazes de neutralizar o estresse oxidativo. Os antioxidantes
sdo agentes responsaveis pela inibi¢do e reducdo das lesdes causadas pelos radicais livres nas

células [85].
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Os antioxidantes podem ser definidos, como “Qualquer substincia que, presente em
baixas concentragdes quando comparada a do substrato oxidével, atrasa ou inibe a oxidagao
deste substrato de maneira eficaz”. O termo oxidavel inclui macromoléculas (tais como,
proteinas, lipidios, hidrato de carbono e DNA). A fun¢do desses compostos € manter os niveis
intracelulares de espécies ativas de oxigénio em baixas concentragdes e, para isso, atuam

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

[100].

1.5.2.1 Antioxidantes enzimaticos

Os antioxidantes enzimaticos fazem parte do sistema de defesa primario e
compreendem agentes que, cataliticamente, removem os radicais livres e outras espécies
reativas. S@o as enzimas: superdxido dismutase (SOD), catalase (CAT) e glutationa
peroxidase (GPx), proteinas que minimizam a disponibilidade de pré-oxidantes, como ions,
ferro e cobre ou como transferinas e hepatoglobinas; proteinas que protegem biomoléculas
contra dano por outros mecanismos, como proteinas de choque térmico; e substincias de
baixo peso molecular que combatem espécies ativas de oxigénio e espécies ativas de

nitrogénio como glutationa, a-tocoferol, dcido urico, bilirrubina e outros [36].

O sistema enzimatico ¢ considerado a linha de defesa priméaria, uma vez que evita o
acumulo do O," e do H,0,, impedindo a forma¢do do radical hidroxil, o mais lesivo dos
radicais livres. Existem, também, as defesas secunddrias que impedem a propagagdo da

lipoperoxidagio, e as tercirias, enzimas de reparo dos danos j4 instalados [101].

Quando a substancia age neutralizando as espécies ativas de oxigénio na fase de
inicia¢do ou propaga¢do da lipoperoxidagdo, levando a formag¢do de um composto menos
reativo, ¢ chamada de scavenger. Ao passo que, se a substidncia antioxidante tiver a
propriedade de absorver a energia de excitacdo dos radicais, neutralizando-os, ¢ denominada

de quencher [102].

A SOD tem por principal fungio atuar na dismutagido do O," em H,0; e O,, sendo que

o primeiro ¢ menos reativo e pode ser degradado por outras enzimas (equacdo 1). Essa
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enzima pode ser classificada em trés grandes grupos, segundo o metal que se encontra
presente no sitio ativo: a Cu-ZnSOD, localizada no citosol; a SOD-manganés, presente na

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

SOD
0, + 0," + 2H~ > H;O0,+ O, (equagdo 1)

Os produtos finais da dismutagdo sdo o perdxido de hidrogénio e o oxigénio. O H,O,,
apesar de ndo ser um radical, facilmente reage, originando o radical hidroxila. A remog¢&o dos
peroxidos ocorre por meio das enzimas CAT e da GPx, tendo a CAT mais afinidade ao
perdxido de hidrogénio, de metila e etila, enquanto a GPx catalisa a reducdo do perdxido de
hidrogénio e de hidroperdxidos organicos [85]. A acdo da CAT sobre o perdxido &

apresentada na equacio 2.

CAT
2H,>03 > 2H>O+ O, (equacio 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 reducdo do perdxido
de hidrogénio, através da oxidacdo da glutationa reduzida (GSH). Para reestabelecer a
glutationa oxidada (GSSH) a reduzida, € necessario que a glutationa redutase (GR) promova a

regeneracdo da GSSH, consumindo NADPH[87].

1.5.2.2. Antioxidantes nao enzimaticos

O sistema de defesa ndo-enzimatico ¢ formado pelos antioxidantes hidrossoluveis e
antioxidantes lipossoluveis. Os antioxidantes hidrossoliveis sdo compostos que tém alta
afinidade por 4gua, podendo-se citar, entre eles, a glutationa (GSH), o 4cido trico e o 4cido
ascorbico (vitamina C). Os antioxidantes lipossoliveis sdo compostos que tém alta afinidade
com lipidios e podendo-se citar, entre eles, os carotenodides, o a-tocoferol (vitamina E) e a

bilirrubina.
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A glutationa € um tripeptidio, y-glutamilcisteinilglicina ¢ um tiol de peso molecular
baixo (PM= 307,3), sendo mais abundante nas células de mamiferos. A concentragcdo
intracelular €, aproximadamente, 0,5 mM, mas, as vezes, alcanca niveis tdo altos como 10
mM. A concentracdo intracelular de GSH pode manter-se em estado reduzido pela acdo da

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

O GSH tem varias fungdes no metabolismo, no transporte, na catalise (atuando como
cofator para a familia de enzimas do tipo peroxidase). Estd envolvido no metabolismo do
acido ascorbico, na comunicagdo intercelular, prevenindo a oxidacdo e as ligacdes cruzadas
dos grupos—SH das proteinas, da cisteina e da coenzima A. Parece participar no transporte
intracelular, quelando os fons Cu®" e diminuindo a sua disponibilidade para gerar radicais
livres. E um agente radioprotetor e cofator para vérias enzimas em diferentes rotas
metabdlicas, incluindo as enzimas envolvidas na sintese dos leucotrienos. Intervém também
em vias enzimdticas (GSH-S-transferases) e ndo enzimaticas de detoxificagdo de
xenobioticos. E importante também na degradagdo de proteinas que contém pontes S-S, como
a insulina. A sua fun¢do mais importante € a protecdo que exerce frente ao dano oxidativo,
causado pelas espécies ativas de oxigénio, geradas durante o metabolismo normal das células.
O GSH pode reagir por via ndo enzimatica com essas espécies. In vitro, o GSH pode reagir

com o radical HO®, o HOC], o radical RO® e o radical RO," [36].

O 4cido ascorbico apresenta muitas propriedades antioxidantes, entre elas, a
capacidade de neutralizar o O,", HO,®, HO® e de regenerar a vitamina E. Além disso, pode
atuar como pro-oxidante quando se encontra em concentragdes proxima a ImM. Nessa
concentracdo, o acido ascdrbico pode reduzir o Fe’" a Fez+, sendo esse ultimo um potente
indutor da reacdo de Fenton. A concentragdo e a localizag¢do intracelular do acido ascérbico
pode ser fator decisivo na atividade dessa vitamina como oxidante ou antioxidante [36]. O a-
tocoferol (vitamina E) encontra-se em altas concentracdes em muitos tecidos, em nivel
intracelular, estd associado as membranas ricas em lipidios, como nas membranas
mitocondriais e do reticulo endoplasmatico. Pode reagir tanto com lipoperéxidos como com
radicais alcoxil, sendo um protetor efetivo da peroxidagdo lipidica de membranas bioldgicas.

A vitamina E neutraliza o '0,, 0,” ou 0 HO," e reage com o HO® [104].
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Os P-carotenos tém sido considerados como antioxidantes porque apresentam a
capacidade de neutralizar radicais. Protegem os lipidios da peroxidacido porque neutralizam as
espécies ativas de oxigénio, principalmente o '0, . In vivo, apresentam uma atividade
antioxidante eficiente porque podem inibir a peroxidag@o lipidica induzida pelo sistema da
xantina oxidase. In vitro podem atuar também como oxidantes, dependendo da pressdo parcial

de O, [105].

1.6 Glutamina

A glutamina atua como substrato energético para a maioria das células e também é um
importante precursor para nucleotideos, glutamato e, em particular, para a sintese de
glutationa [106, 107]. Est4 presente em diferentes tecidos, em que esse aminoacido desempenha
diferentes fungdes fisiologicas. A glutamina € o aminoacido livre mais abundante no plasma e
no corpo, tornando-se um importante combustivel e precursor metabolico para as células

imunes (Figura 9) [108, 109].

Nao era considerado um aminoéacido essencial porque ¢ sintetizado pelo organismo.
Contudo, em algumas condi¢des como trauma, septicemia e cancer e, eventualmente, no
esfor¢o fisico extremo, a concentracdo intracelular e do plasma desse aminoacido diminui em
até 50%. Assim, quando a demanda € maior que a producdo, estabelece-se um quadro de
deficiéncia de glutamina e, por essa razdo, esse aminoacido foi recentemente reclassificado

como essencial [107].

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

preservar os niveis de glutationa total em modelos hepaticos e intestinais [110].

Mostrou-se em modelos experimentais e clinicos que em todas as situagdes com

hipercatabolismo, ou seja, cirurgias, ferimentos, queimaduras, ocorre uma deficiéncia
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intracelular de glutamina, com uma aceleracdo muscular, efluxo de glutamina no pulmio e

dano epitelial no intestino [111].

HoN OH
NH,

Figura 9. Formula quimica da glutamina

Em humanos, representa 20% do total de aminoacidos livres no plasma. Possui
multiplas fungdes do trato gastrointestinal, além de efeitos na redu¢do da morbidade e
mortalidade em modelos experimentais relacionados a danos nessa regido. O TGI ¢ um dos
maiores sitios de utilizagdo da glutamina, sendo mais da metade consumida no territério
esplancnico. A glutamina ingerida pela dieta é menos importante que a circulante, em

especial, em condicdes de doengas, pois ocorre uma redugdo na ingesta de alimentos [112].

Concentragdes baixas de glutamina estdo associadas ao estresse catabdlico e a
suscetibilidade a infecgdes. Nao atua somente como fonte de energia para a célula, mas exerce
um papel importante no equilibrio oxidativo intracelular [113]. A glutamina é amplamente
estudada no estresse oxidativo durante o exercicio fisico, quando ocorre uma reducdo
importante dos seus niveis plasmaticos. Essa redu¢do vem acompanhada de um aumento da
atividade inflamatoéria e de niveis de EO medidos por meio da lipoperoxidagdo. A glutamina
exerce papel importante no equilibrio redox, pois é requerida para a sintese deglutationa no

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

Estudos tém demonstrado o papel da glutamina como agente antioxidante,
combatendo a formacgdo de radicais livres. A suplementagdo com glutamina se mostrou
eficiente no aumento da sintese hepatica de enzimas antioxidantes, protegendo o tecido da
acdo de radicais livres em ratos submetidos a modelo utilizando nutri¢gdo parenteral. Em
modelo de isquemia e reperfusdo hepdatica, demonstrou que o tratamento com glutamina

preservou a capacidade antioxidante, protegendo a estrutura e a fun¢do mitocondrial,
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diminuindo a formagédo de radicais livres [114]. Em outro estudo, mostrou uma acéo protetora
contra lesdes hepaticas, induzidas por choque hemorragico em ratos, diminuindo a apoptose e
sobrevivéncia celular. Sua fun¢do antioxidante tem sido estudada em outros sistemas, nos
quais a administragdo de glutamina melhorou vasculariza¢do, reduziu a produgio de citocinas

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

de inflamagdo [115] [116],

Estudos sugerem que a glutamina pode reduzir os niveis de bilirrubina. No entanto,
estudos experimentais tém demonstrado resultados conflitantes, que foram atribuidos aos
modelos animais utilizados, como por exemplo, ratos submetidos a obstrucdo biliar extra-
hepatica, suplementados com glutamina, demonstraram ter niveis de gama GT
significativamente mais baixos e os niveis de TGP significativamente maior no grupo que

recebeu a suplementacdo com glutamina suplementagdo. No entanto, existem poucos estudos

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

A prevengdo do EO em pacientes gravemente debilitados ¢ benéfica, quando atua
juntamente com o tratamento especifico. A terapia antioxidante melhora o quadro clinico e
diminui o indice global de complicacdes em pacientes graves [119, 120]. Diante disso, uma vez
que ja se sabe que o estresse oxidativo estd envolvido na génese de diversas doengas,
procurou-se avaliar a acdo da glutamina, como uma possivel terapia antioxidante, na

gastropatia da hipertensdo 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 6xido nitrico em modelo experimental de ligadura parcial de veia porta
(LPVP), tratados com glutamina, intraperitonial — experimento I e intragéstrica
(gavagem) — experimento II, analisando as vias de liberacdo do NO, através da
expressdo de proteinas e enzimas envolvidas na regulacdo do tonus vascular e nos

aspectos histopatologicos e imunohistoquimicos da mucosa gastrica.

2.2 Objetivos especificos

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 pressdo portal por meio da medida na veia mesentérica de todos os
grupos de animais;

2. Avaliar os testes de funcdo e integridade hepatica, através de medidas de
concentragdo sérica das transaminases (AST e ALT) e fosfatase alcalina (FA);

3. Avaliar a LPO, por meio técnicas de substincias que reagem ao acido
tiobarbittrico (TBA-RS) e quimiluminescéncia (QL) em estdmago de ratos;

4. Avaliar as enzimas antioxidativas superoxido dismutase (SOD), catalase (CAT)
e glutationa peroxidase (GPx) em mucosa géstrica;

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

gastrica;



6. Avaliar as alteragdes histopatoldgicas em estdmago de ratos com hipertensdo

portal.

2.2.2 Experimento 11

Respondido no artigo 11 — Antioxidant properties of glutamine and your role in vegf-akt
pathways in portal hypertension gastropathy

1. Mensurar a pressdo portal através de medida na veia mesentérica de todos os
grupos de animais;

2. Avaliar a agdo da glutamina na lipoperoxidacdo mediante a estimacdo da
concentracdo de produtos de peroxidagao lipidica (TBA-RS);

3. Determinar os metabolitos do 6xido nitrico (nitritos/nitratos);

4. Determinar a atividade da glutationa total e da enzima antioxidante superoxido
dismutase nos animais com ou sem administracdo do antioxidante;

5. Avaliar a expressdo da eNOS, VEGF, NTT e Akt em mucosa gastrica de ratos
submetidos ao modelo LPVP, por imunohistoquimica;

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

com hipertensao portal por Western Blot ;
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Experimento I

3.1.1 Delineamento da pesquisa

Este estudo tem carater experimental qualitativo e quantitativo e, para isso, 0s
animais sofreram tanto a simulag¢do da cirurgia de ligadura parcial de veia porta como
também foram induzidos a desenvolver hipertensdo 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
Experimentacio Animal do Centro de Pesquisas do Hospital de Clinicas de Porto
Alegre, em caixas plasticas individuais, de 47x34x18cm, forradas com maravalha, em
ciclo de doze horas claro/escuro (luz das 7 as 19 horas) e temperatura de 22 £2 °C. A
agua e a racdo Nutripal (Moinhos Purina, Porto Alegre, RS/Brasil) foram fornecidos
livremente. O niimero de animais utilizados no estudo foi baseado em calculo amostral,
o qual referia que, para detectar uma diferenca entre as médias das varidveis em estudo
de 1,5 de desvio padrdo (magnitude de grande efeito), considerando a=0,05 e poder de

confianga de 90%, sdo necessarios, no minimo, seis animais por grupo.

Os procedimentos com os animais realizaram-se de acordo com as normas
preconizadas pela Comissao de Pesquisa e Etica em Saude do Grupo de Pesquisa e Pos-

Graduagdo de Clinicas de Porto Alegre [121].
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3.1.2.2 Grupos experimentais
O modelo utilizado foi o de hipertensao portal, de acordo com o estabelecido por
Sikuler [122], através da ligadura parcial de veia porta. Os animais foram divididos nos

seguintes grupos:

e Grupo 1 - Sham Operated + Veiculo (SO) - Grupo submetido a simulacdo da
cirurgia de ligadura parcial da veia porta e a administracdo de Veiculo (NaCl

0,9%) por via intraperitoneal;

e Grupo 2 - Ligadura parcial da veia porta + Veiculo (LPVP) - Grupo submetido
a cirurgia de ligadura parcial da veia porta e a administragdo de Veiculo (NaCl

0,9%) por via intraperitoneal;

e Grupo 3 - Sham Operated + Glutamina (SO + G) Grupo submetido a simulagio
da cirurgia de ligadura parcial da veia porta e a administracdo de glutamina

(25mg/Kg) por via intraperitoneal;

e Grupo 4 - Ligadura Parcial da veia porta + glutamina (LPVP + G) — Grupo
submetido a cirurgia de ligadura parcial da veia porta e a administracdo 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 administragdo de
farmacos 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 intervengdo cirirgica iniciou com
realizacdo de tricotomia e desinfec¢do da regido abdominal, seguida de uma
laparotomia ventral média, as algas intestinais foram expostas delicadamente por sobre
uma gaze umidificada com soro fisioldgico 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 apos a ligadura. Deve-se certificar de que ndo tenha ocorrido a
trombose da veia porta durante sua manipulagdo [122]. A cavidade abdominal foi
fechada com pontos individuais no plano cutineo, € o peritonio e a camada muscular
abdominal foram fechados com pontos continuos. Os animais recuperaram-se da
anestesia em caixas individuais forradas com maravalha em encubadora para recém-
nascidos (FANEM - SP), antes de serem devolvidos as condi¢des padrao da Unidade de

Experimentacdo.

Os animais dos grupos 1 (SO) e 3 (SO+G) ndo foram submetidos a ligadura
parcial da veia porta, sendo realizada somente a manipula¢do da veia porta mediante o

estresse cirurgico. Apds 14 dias, os animais foram mortos por exsanguinagao [123, 124].

AUMENTD OO CALIERE
Da vEI& PORTA
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Figura 10. Modelo de Ligadura Parcial de Veia Porta (LPVP), estabelecido por Sikuler [122].

3.1.3.2 Administracio do veiculo e da glutamina
O tratamento com a glutamina iniciou a partir do 8° dia do procedimento
cirargico, diariamente, por via intraperitoneal, na dose de 25 mg de glutamina por Kg de
peso do animal. Os animais controle receberam o veiculo (solugdo fisiolégica — NaCl

0,9%) no volume de 1mL.
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3.1.3.3 Afericdo da Pressiao Venosa Portal; Morte dos Animais e Obtencio

das amostras de tecido e sangue
No 15° 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 puncdo de plexo veno retro-
orbital com tubo capilar de vidro [125]. Esse material foi utilizado para avaliar
integridade hepatica por meio das andlises das enzimas séricas aspartato-

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

Para a determinacdo 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 enzimadtico
comercial (Boehringer Mannheim, Alemanha). Assim, a atividade enzimatica da AST e
ALT foi obtida por meio da medi¢do cinética a 567 nm. A atividade da fosfatase
alcalina no plasma foi determinada pelo método enzimadtico automatizado. Para isso,
utiliza-se como substrato o para-nitrofenilfosfato mais agua, que formou para-

nitrofenol, composto intensamente amarelo, com o maximo de absorbancia de 400nm.

Posteriormente, realizaram-se tricotomia e desinfeccdo da regido abdominal,
seguida da intervenc¢do cirirgica, que iniciou com laparotomia ventral média, exposicio
das algas intestinais para visualizagdo da veia mesentérica, onde foi realizada a aferi¢do
da pressdo portal através de um catéter introduzido no vaso, ligado a um poligrafo

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

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

posteriormente, separado em fragmentos:

1°) Um pequeno fragmento do estomago foi retirado e emergido em Bouin por 12
horas e, ap6s, em formol 10% para posterior analise histologica;
2°) O restante do estdbmago foi pesado e congelado a - 80°C, para posteriores

analises de lipoperoxidagdo, enzimas antioxidantes e avaliagdo de nitritos e nitratos.
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3.1.3.4 Preparacio do homogeneizado

Para homogeneizar o estdbmago, foram colocados 10uL. de PMSF por cada mL
de KCI, por grama de tecido. A homogeneizagdo foi realizada em um aparelho Ultra-
Turrax (IKA-WERK) durante quarenta segundos, a temperatura de 0 a 4° C.
Posteriormente, o homogeneizado foi centrifugado em uma centrifuga 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, a temperatura de —80 °C, para posteriores dosagens.

3.1.3.5 Dosagem de proteina

A concentra¢do de proteinas no homogeneizado de estomago foi determinada,
utilizando, como padrdo, uma solu¢cdo de albumina bovina 1mg/mL (utilizaram-se
volumes de 50, 100 e 150 pL). Colocou-se uma aliquota do homogeneizado (20uL) em
780 uL de agua destilada e 2,0 mL do reativo C que foi preparado com 50 ml de
NaHCOs3, 0,5 mL do reativo B1 (CuSO4.H,0 1%) e 0,5 mL do reativo B2 (tartarato de
sodio e potassio 2%). Apos a adi¢do do reativo C, aguardaram-se dez minutos e
colocou-se 0,2 mL de reativo de Folin-Ciocalteau diluido na propor¢do 1:3 em agua
destilada. Apds trinta minutos, realizou-se a medida em espectrofotdmetro a 625 nm

[126].

3.1.3.6 Determinacio das substancias que reagem ao acido tiobarbiturico

Foi determinada a lipoperoxidacdo por meio do método de substincias reativas
ao acido tiobarbiturico (TBA-RS). A técnica de TBA-RS consiste no aquecimento do
material homogeneizado na presenga de acido tiobarbitdrico e consequente formacao de
um produto de coloragdo rosea, medido em espectrofotometro a 535nm. O aparecimento
de coloracdo ocorre devido a presenca do malondialdeido e de outras substincias
provenientes da peroxidagdo lipidica no material bioldgico. Foram colocados em tubo
de ensaio, nessa ordem de adicdo, 0,5 mL de acido tiobarbiturico (TBA) 0,67%, 0,25mL
de 4gua destilada, 0,75mL de &cido tricloroacético (TCA) 10% e 0,25mL do
homogeneizado. O TBA reagiu com produtos da lipoperoxidacdo formando uma base
de Schiff, e o TCA teve fun¢@o de desnaturar as proteinas presentes, além de acidificar

o meio de reagdo. A seguir, agitaram-se os tubos, os quais foram aquecidos a
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temperatura de 100° C durante quinze minutos. Posteriormente, os tubos foram
resfriados, e acrescentou-se 1,5 mL de alcool n-butilico, para extrair o pigmento
formado. Os tubos foram colocados em agitador (Biomatic) por 45 segundos e
centrifugados por 10 minutos a 3000 rpm (1110 x g). Por ultimo, o produto corado foi
retirado e realizada a leitura em espectrofotdmetro (CARY 3E — UV — Visible
Spectrophotometer Varian) com comprimento de onda de 535nm. A concentracdo de

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

3.1.3.7 Quimiluminescéncia

O método consistiu em adicionar um hidroperdxido orgéanico de origem sintética
(hidroperoxido de tert-butil) ao homogeneizado de tecido. Avaliou-se a capacidade de
resposta mediante a determinacdo da quimiluminescéncia (QL) produzida pela reagdo.
Em tecidos expostos ao estresse oxidativo, o valor da QL iniciado por hidroperdxido de
tert-butila (t-BOOH) foi maior que o valor correspondente ao tecido em condi¢des
basais. A QL foi medida em um contador com o circuito de coincidéncia desconectado,
utilizando-se o canal de tritio (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 didmetro por 50 mm de altura. Para evitar a fosforescéncia dos viais,
ativada pela luz fluorescente, foram conservados na obscuridade até o momento do uso
¢ as mensuragdes foram realizadas em sala escura. As condi¢des da reacdo consistiam
em solugdo reguladora de KCI 120 mM; fosfato 40 mM, pH 7,4, cuja concentragdo de
proteinas do homogeneizado foi, aproximadamente, 1mg/mL, na concentragdo de t-
BOOH 3mM (30uL). Os resultados foram expressos em contas por segundo por mg de
proteina (cps/MG prot) [128].

3.1.3.8 Atividade da enzima superoxido dismutase — SOD
A atividade dessa enzima ¢ definida por sua capacidade para inibir um sistema
de detecgdo que reage com o O,". A técnica de medida da SOD foi baseada na inibig¢do
dessa reacdo. Para isso, utilizou-se adrenalina que, no meio alcalino, transformou-se em

adrenocromo, produzindo O®, que é o substrato da enzima. Antes de realizar a



39

determinag@o com o homogeneizado, fez-se a medida do meio de reagéo (glicina-NaOH
50 mM, pH 9,6) com 50 puL 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 inibigdo da reagdo. A atividade enzimatica foi expressa em unidades
SOD/mg de proteina (quantidade de SOD que inibe em 50% a velocidade de redugdo da

adrenalina) [129].

3.1.3.9 Atividade da enzima catalase - CAT
A enzima catalase catalisa a decomposi¢@o do perdxido de hidrogénio em agua e
oxigénio. A velocidade de decomposi¢do do peroxido de hidrogénio € diretamente
proporcional a atividade enzimatica e obedece a uma cinética de pseudo primeira ordem
com respeito ao peroxido de hidrogénio. O ensaio consistiu em medir nas cubetas o
meio de reagdo (solucdo reguladora de fosfato a 50mM) com distintas aliquotas de
amostras. Depois se fez um grafico com uma linha de base. Em seguida, adicionaram-se

20uL de H,O, 300mM. A concentragdo foi expressa em nmol/mg de proteina [130] .

3.1.3.10 Atividade da enzima glutationa peroxidase - GPx

A enzima catalisa a reducdo do H,O, utilizando o GSH como um doador de
hidrogénio. 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 oxidagdo de
NADPH em uma mistura de reagdo. Em uma cubeta, foram colocados 500uL de solugao
reguladora de fosfatos de potassio (100mM, pH 7,0), 100ul de H20 bidestilada, 50ul.
de azida sodica 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 apos, se adicionaram 100ul de amostra diluida e 100ul de H,O,. As amostras

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

3.1.3.11 Avaliacio dos metabdlitos do 6xido nitrico
Inumeras células em diferentes tecidos do corpo humano podem produzir 6xido
nitrico (NO) sendo que, na auséncia de estimulacdo imunoldgica, a maior parte do NO
é produzida pelas células endoteliais e do sistema nervoso central. E uma substancia

extremamente labil, com uma meia vida de apenas alguns segundos em sistemas
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bioldgicos. Dessa forma, a medida do NO faz-se de forma indireta, através da medida
de nitritos e nitratos.

Esse método consiste na transformag¢d@o de nitratos e nitritos por meio da enzima
nitrato redutase. Para isso, utiliza-se, posteriormente, o reativo de Griess.

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

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

de nitritos e nitratos [132].

3.1.3.12 Histologia

A mucosa gastrica permaneceu durante doze horas em formaldeido 10% e apds a
amostra de estdmago foi embebida em parafina. Na etapa seguinte, os blocos de
parafina foram fixados ao Micrétomo (Leitz®1512) no qual se realizavam cortes com
trés micra (3p). Na fase de coloragdo, as ladminas foram mergulhadas nos corantes
hematoxilina-eosina durante cinco minutos cada uma, intermediadas por um banho de
agua corrente. Na fase de desidratacdo, as estruturas passaram por trés recipientes com
alcool absoluto e por dois de xilol. Colocou-se a laminula sobre a lamina utilizando-se
Bélsamo do Canad4 ou Entellan, finalizando, assim, o processo de preparagdo. As areas
selecionadas foram avaliadas em um microscépio equipado com uma camera 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 Analise Estatistica
A partir dos dados coletados, as médias e os erros padrao das médias de cada
grupo foram calculados, utilizando para andlise estatistica o software Graphpad Instat,

versdo 3.0 para Windows XP2000. Foi realizada anélise de varidncia (ANOVA) seguida
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de teste Tukey-Kramer para multiplas comparagcdes, sendo o nivel de significancia

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

3.2  Experimento II

3.2.1 Delineamento da pesquisa

Este estudo tem carater experimental qualitativo e quantitativo e, para isso, 0s
animais sofreram tanto a simulag¢do da cirurgia de ligadura parcial de veia porta como
também foram induzidos desenvolver hipertensdo 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
Experimentacio Animal do Centro de Pesquisas do Hospital de Clinicas de Porto
Alegre, em caixas plasticas individuais, de 47x34x18cm, forradas com maravalha, em
ciclo de doze horas claro/escuro (luz das 7 as 19 horas) e temperatura de 22 £ 2 °C. A
agua e a racdo Nutripal (Moinhos Purina, Porto Alegre, RS/Brasil) foram fornecidos
livremente. O niumero de animais utilizados no estudo foi baseado em calculo amostral,
o qual referia que para detectar uma diferenca entre as médias das varidveis em estudo
de 1,5 de desvio padrido (magnitude de grande efeito), considerando a=0,05 e poder de

confianca de 90%, sdo necessarios, no minimo, seis animais por grupo.
Os procedimentos com os animais ocorreram conforme o preconizado pela
Comissdo de Pesquisa e Etica em Satde do Grupo de Pesquisa e Pds-Graduacdo de

Clinicas de Porto Alegre [121].

3.2.2.2 Grupos experimentais
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O modelo utilizado foi o de hipertensdo portal, de acordo com o estabelecido por
Sikuler [122], mediante ligadura parcial de veia porta. Os animais foram divididos nos

seguintes grupos:

e Grupo 1 - Sham Operated + Veiculo (SO) - Grupo submetido a simulac¢do da
cirurgia de ligadura parcial da veia porta e a administragdo de Veiculo (NaCl

0,9%) por via intragéstrica;

e Grupo 2 - Ligadura parcial da veia porta + Veiculo (LPVP) - Grupo submetido
a cirurgia de ligadura parcial da veia porta e a administragdo de Veiculo (NaCl

0,9%) por via intragastrica;

e Grupo 3 - Sham Operated + Glutamina (SO + G) Grupo submetido a simulagio
da cirurgia de ligadura parcial da veia porta e a administracdo de glutamina

(25mg/Kg) por via intraperitoneal;

e Grupo 4 - Ligadura Parcial da veia porta + glutamina (LPVP + G) — Grupo
submetido a cirurgia de ligadura parcial da veia porta e a administragdo 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 administracdo de
farmacos 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 interven¢do cirdrgica iniciou com
realizacdo de tricotomia e desinfec¢do da regido abdominal, seguida de uma
laparotomia ventral média, as algas intestinais foram expostas delicadamente por sobre
uma gaze umidificada com soro fisioldgico 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 apds a ligadura. Deve-se certificar de que ndo tenha ocorrido a

trombose da veia porta durante sua manipulagdo [122]. A cavidade abdominal foi
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fechada com pontos individuais no plano cutineo, e o peritonio e a camada muscular
abdominal foram fechados com pontos continuos. Os animais recuperaram-se da
anestesia em caixas individuais forradas com maravalha em encubadora para recém-
nascidos (FANEM - SP), antes de serem devolvidos as condi¢des padrio da Unidade de

Experimentagao.

Os animais dos grupos 1 (SO) e 3 (SO+G) ndo foram submetidos a ligadura
parcial da veia porta, sendo realizada somente a manipulacdo da veia porta mediante o

estresse cirargico. Apos 14 dias, os animais foram mortos por exsanguinagao [123, 124].

3.2.3.2 Administra¢io do veiculo e da glutamina
O tratamento com a glutamina iniciou a partir do 8° dia do procedimento
cirtrgico, diariamente, por via intragastrica (gavagem), na dose de 14 mg de glutamina
por Kg de peso do animal. Os animais controle receberam o veiculo (solugdo fisioldgica

—NaCl 0,9%) no volume de 1mL.

3.2.33 Afericdo da pressdo venosa portal; Morte dos animais e
Obtencao das amostras de tecido e sangue

No 15° 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 puncdo de plexo veno retro-
orbital com tubo capilar de vidro [125]. Esse material foi utilizado para avaliar
integridade hepatica por meio das andlises das enzimas séricas aspartato-

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

Posteriormente, realizaram-se tricotomia e desinfec¢do da regido abdominal,
seguida da intervengdo cirurgica, que iniciou com laparotomia ventral média, exposi¢ao
das alcas intestinais para visualizagdo da veia mesentérica, em que foi realizada a
afericdo da pressdo portal através de um catéter introduzido no vaso, ligado a um
poligrafo (Lettica) que registra a pressdo e expressa o valor aferido em mmHg. Apds, o

estdmago foi retirado, pesado e dividido em fragmentos para as demais analises.
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1°) Um pequeno fragmento do estomago foi imergido em solucdo de formolaldeido 10%

durante doze horas para posterior analise imunohistoquimica;

2°) Um pequeno fragmento do estomago foi imergido em eppendorfs em nitrogénio

liquido e apds congelado a -80°C para andlises de Western Blot;

3°) O restante do estomago foi congelado a -80°C para posteriores analises de

lipoperoxidagdo, enzima antioxidante e avaliagdo de nitritos e nitratos,

3.2.3.4 Preparac¢ao do homogeneizado

Para homogeneizar o estdbmago, foram colocados 10uL de PMSF por cada mL
de KCIl, por grama de tecido. A homogeneizagdo foi realizada em um aparelho Ultra-
Turrax (IKA-WERK) durante quarenta segundos, a temperatura de 0 a 4° C.
Posteriormente, o homogeneizado foi centrifugado em uma centrifuga 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, a temperatura de —80 °C, para posteriores dosagens.

3.2.3.5 Preparacio do extrato celular para analise de Western blot

A mucosa gastrica foi lavada rapidamente com PBS gelado e homogeneizada em
tampao de lise (50mM Tris-HCI pH 7,4, 0,2% de deoxicolato de sédio, 0,5% de Triton
X-100, 5SmM Na3;VO,4, ImM Naf, ImM NaPPi e ImM 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 centrifuga Beckman
J-21B rotor JA 20. Apds aliquotagem das amostras, realizou-se rea¢do de Bradford
[133] para determinagdo da concentra¢do de proteinas. As amostras foram armazenadas
a —80°C para posterior utilizagdo para ensaios de pull down e co-imunoprecipitagdo
para posteriores estudos de interagdo e caracterizacdo de parceiros moleculares das

proteinas estudadas.

3.2.3.6 Dosagem de Proteina
A concentragdo de proteinas no homogeneizado de figado foi determinada,

utilizando, como padrdo, uma solu¢do de albumina bovina Img/mL (utilizaram-se
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volumes de 50, 100 e 150 uL). Colocou-se uma aliquota do homogeneizado (20uL) em
780 uL de agua destilada e 2,0 mL do reativo C que foi preparado com 50 ml de
NaHCOs, 0,5 mL do reativo B1 (CuSO4.H,O 1%) e 0,5 mL do reativo B2 (tartarato de
sodio e potassio 2%). Apos a adicdo do reativo C, foram aguardados dez minutos e
colocou-se 0,2 mL de reativo de Folin-Ciocalteau diluido na propor¢do 1:3 em 4gua

destilada. Apos trinta minutos, realizou-se a medida em espectrofotdometro a 625 nm
[126].

3.2.3.7 Determinacio das substincias que reagem ao acido
tiobarbiturico

Foi determinada a lipoperoxidacdo por meio do método de substincias reativas

ao acido tiobarbiturico (TBA-RS). A técnica de TBA-RS consiste no aquecimento do
material homogeneizado na presenga de acido tiobarbitdrico e consequente formacao de
um produto de coloragdo rosea, medido em espectrofotometro a 535nm. O aparecimento
de coloragdo ocorre devido a presenca do malondialdeido e outras substincias
provenientes da peroxidagdo lipidica no material bioldgico. Foram colocados em tubo
de ensaio, nessa ordem de adicdo, 0,5 mL de 4cido tiobarbiturico (TBA) 0,67%, 0,25mL
de agua destilada, 0,75mL de acido tricloroacético (TCA) 10% e 0,25mL do
homogeneizado. O TBA reagiu com produtos da lipoperoxidacdo formando uma base
de Schiff, e o TCA teve funcdo de desnaturar as proteinas presentes, além de acidificar
o meio de reagdo. A seguir, agitaram-se os tubos, os quais foram aquecidos a
temperatura de 100° C durante 15 minutos. Apos, os tubos foram resfriados, e
acrescentou-se 1,5 mL de élcool n-butilico, 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 ultimo, o produto corado foi retirado e realizada a
leitura em espectrofotometro (CARY 3E — UV — Visible Spectrophotometer Varian)
com comprimento de onda de 535nm. A concentracdo de TBA-RS foi expressa em

nmoles/mg de proteina [127].

3.2.3.8 Atividade da enzima superoxido dismutase (SOD)
A atividade da SOD foi definida por sua capacidade para inibir um sistema de
detecco que reage com 0 O,". A técnica de medida dessa enzima baseou-se na inibi¢ao
dessa reagdo. Para isso, utilizou-se adrenalina que, no meio alcalino, transformou-se em

adrenocromo, produzindo O®; que € o substrato da enzima. Antes de realizar a
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determinag@o com o homogeneizado, fez-se a medida do meio de reagéo (glicina-NaOH
50 mM, pH 9,6) com 50 uL 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 inibigdo da reagdo. A atividade enzimatica foi expressa em unidades
SOD/mg de proteina (quantidade de SOD que inibe em 50% a velocidade de redugdo da

adrenalina) [129].

3.2.3.9 Glutationa total

As quantidades de GSH e GSSG intracelulares, bem como a relagdo entre as
concentracdes desses dois metabdlitos fornecem o indice do estado redox intracelular.
Para analise de GSH e GSSG, foi utilizada técnica, onde os figados foram
homogeneizados com 5% (w/v) de acido metafosforico. Apds a centrifugagdo (16000
xg, durante 2 minutos), o tecido homogeneizado foi avaliado espectrofotometricamente
(415 nm) em um leitor de microplacas, por modificacio 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 preparacdo da
amostra GSSG. Amostras (10 ml) tanto para GSH e determinagdes GSSG, foram
analisadas em 105 mLvolumes, em placas de 96 pogos de poliestireno (Corning) a 37 °
C na presen¢a de 10 mM DTNB, 0.17mm B-NADPH (Sigma, dissolvido em 0,5% (w/v)
NaHCO; como um agente estabilizador) e 0,5 U/ml GSSG reductase. Os resultados

foram expressos em pmol/mg de proteina'®’.

3.2.3.10 Avaliacio dos metabolitos do 6xido nitrico
Inumeras células em diferentes tecidos do corpo humano podem produzir 6xido
nitrico (NO) sendo que, na auséncia de estimulacdo imunoldgica, a maior parte do NO
é produzida pelas células endoteliais e do sistema nervoso central. E uma substancia

extremamente 1abil, com uma meia vida de apenas alguns segundos em sistemas
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biologicos. Dessa forma, a medida do NO faz-se de forma indireta, por meio da

medida de nitritos e nitratos.

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

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

Para realizar a técnica foram necessarios 500 uL de amostra, 100 uL NADPH (0,2
mM), 70 uL Tris Buffer 1M, pH 7,5, 230 uL de uma mistura formada por glicose 6-
fosfato (50 mM) e glicose 6-fosfato dehidrogenase (100 U/mL), 100 pL de nitrato
redutase (10/mL), essa mistura foi incubada a temperatura ambiente durante 30 minutos.
Posteriormente foram utilizados 750 puL dessa mistura e adicionados 750 uL do reativo
de Griess, incubando-a novamente, a temperatura ambiente, durante 10 minutos. A
leitura foi realizada a 550 nm e serd feita uma curva padrido para a determinacio de

nitritos e nitratos [132].

3.23.11  Western Blot

A técnica utilizada para essa quantificacdo foi a de Western blot, utilizando o
sistema descrito por Laemmli para a eletroforese [134], ¢ para o blotting a técnica
descrita por Towbin e colaboradores [135]. Foi determinada a expressdo das proteinas
eNOS, PI3K, p-Akt e VEGF. As proteinas (80ug) 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 solu¢do de bloqueio Tris/salina-tamponada/Tween-20 (TBST - 5% de leite
em po6 desnatado em tampao fosfato salina-Tris contendo 0,05% Tween 20) durante 60
minutos, a 37° C. A membrana ficou incubada durante toda a noite a 4°C 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 proteinas foram detectadas mediante
quimiluminescéncia, utilizando o kit comercial ECL (Amersham Pharmacia Biotech,
Uppsala, Suécia) e a densidade das bandas especificas foi quantificada com um

densitometro de imagem (ImageJ, USA).
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3.2.3.12 Imunohistoquimica

Os cortes do tecido (4um de espessura) embebido em formalina e fixado em
parafina foram submetidos a técnica de imunohistoquimica [136]. A técnica consiste nas
seguintes etapas: desparafinizagdo, rehidratacdo, recuperagdo antigénica, inativagdo da
peroxidase enddgena e bloqueio de reacdes inespecificas. O anticorpo primario foi
incubado por 12 horas a 4C, conforme dilui¢do especifica indicada na bula de cada
anticorpo utilizado. Apos foi aplicado o complexo estreptavidina-biotina-peroxidase
(LSAB, DAKO), revelagdo 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 gastrica.

3.2.3.13 Analise estatistica
Os dados foram calculados e analisados utilizando ANOVA. Post hoc de
multiplas comparagdes foi executado com teste de Student Newman-Keuls. Os valores
foram considerados significativos quando P<0,05. Todos os célculos foram realizados

utilizando o programa estatistico Prisma Graphpad versao 14.0 (SPSS Inc., Chicago,

IL).
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ABSTRACT

Background and rationale. Portal hypertension (PHI) is a clinical syndrome characterized by increases of
the blood flow and/or of the vascular resistance in the portal system. A direct consequence of PHI can
appearance different lesions on the gastric mucosa and submucosa, cumulatively termed portal hyperten-
sive gastropathy (PHG). Aims. To investigate the effects of glutamine on oxidative stress in an experimental
model of PHG induced by partial portal vein ligation (PPVL). Material and methods. Portal pressure, transa-
minase and alkaline phosphatase activity were quantified. Gastric tissue damage was assessed by histologi-
cal 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 (50D), glutathione pe-
roxidase (GPx), and catalase (CAT) were analyzed. Results. 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 produc-
tion were significantly increased in PPVL animals. A reduction of SOD activity was found. Glutamine admi-
nistration markedly alleviated histological abnormalities and oxidative stress, normalized 50D activity, and
blocked NO overproduction. Conclusions. 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.

Key words. Portal hypertension. Glutamine. Nitric oxide.

INTRODUCTION

Portal hypertension (PHI) is a clinical syndrome
which is usually secondary to intrahepatic or extra-
hepatic obstruction of portal flow. Increased resis-
tance to portal blood flow is the primary factor in
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the pathophysiology of portal hypertension.! As the
portal pressure elevates, portal-systemie collaterals
develop gradually to diverse blood flow from the por-
tal system. Gastroesophageal varices are most pro-
minent collaterals and gastroesophageal variceal
hemorrhage can lead to a high morbility and morta-
lity. Different lesions characterized by marked dila-
tation of the gastric mucosa and submucosa, with a
mosaic-like pattern with or without red spots, have
been detected in both patients with cirrhotic or non-
cirrhotic portal hypertension.?® These morphological
alterations have been cumulatively termed portal
hypertensive gastropathy (PHG), as they are consi-
dered a direct consequence of PHI.*

The lesions of the gastric mucosa observed du-
ring endoscopy in patients with portal hypertension
and cirrhosis are very common, oceurring in bet-
ween 7 and 98% of cases, according to different se-
ries.*® Approximately 65-90% of those patients have
mild PHG, whereas 10-25% of patients have severe
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PHG.® The likelihood of developing PHG is thought
to be dependent on the aetiology of portal hyperten-
sion and the severity of liver disease. However,
PHG can oceur in patients who do not have eirrho-
sis,”® in patients awaiting liver transplantation,® or
in patients undergoing transjugular intrahepatic
portosystemic shunt (TIPS) therapy for portal hy-
pertension associated bleeding.1?

The molecular mechanisms involved in the patho-
genesis of PHG have not been fully elucidated. Cellu-
lar redox state is a consequence of the precise balance
between the levels of oxidizing and reducing equiva-
lents, such as reactive oxygen species (ROS) and endo-
genous antioxidants. ROS are kept at physiologically
optimal levels under normal conditions by antioxidant
defense systems, including the enzymes superoxide
dismutase (SOD), glutathione peroxidase (GPx), and
catalase (CAT). Perturbation of this equilibrium due
to increased ROS production and/or reduced antioxi-
dants leads to oxidative stress. A role for oxidative
stress in the development of the hyperdynamic circula-
tion associated to PHI has been proposed by some au-
thors,1! and recently gastric tissue oxidative changes
in patients with PHG have been described.!?

Increases in the synthesis of nitric oxide (NO) have
also been reported in liver of rats with PHI.13 Mo-
reover, NO production has been implicated in the pa-
thogenesis of PHG, with increases in NO serum levels
in patients with PHG. The enhanced synthesis of NO
induces hyperdynamic circulation and peroxynitrite
overproduction by reaction with ROS, inereasing the
susceptibility of gastric mucosa to damage.314

Glutamine, a nonessential amino acid, has recei-
ved increasing attention because it becomes essen-
tial during stress and catabolic conditions.1%-16
Glutamine administration can result in an enhanced
antioxidant capacity in different situations such as
critical illness or sepsis.l” In stomach, glutamine is
able to protect against peptic uleceration, and impro-
ves the healing process of ulcers.!® Because glutami-
ne plays a role in the efficient treatment of various
diseases, the present study was designed to investi-
gate the potential beneficial effects of glutamine ad-
ministration on gastric oxidative stress, NO
production, and the histological modifications in an
experimental model of PHG.

MATERIAL AND METHODS

Animals and experimental groups

Male Wistar rats with mean weight of 250 g were
used. Animals were obtained from the Center for

Breeding of Laboratory Animals (CREAL) of the Fe-
deral University of Rio Grande do Sul (UFRGS).
Rats were caged at 20-24 °C, with a 12 h light/dark
eycle, and free access to food and water. All animals
received humane care according to the criteria outli-
ned in the Guide for the Care and Use of Laboratory
Animals prepared by the National Academy of Scien-
ces and published by the National Institutes of
Health (NIH publication 86-23 revised 1985). The
rats were randomly divided into four groups of four-
teen animals each:

* S (sham- operated rats receiving only ClNa as
vehicle).

* S+G (sham-operated rats receiving glutamine).

* PPVL (PPVL rats receiving vehicle).

* PPVL+G (PPVL rats receiving glutamine).

Experimental procedures

During the procedure, rats were anesthetized
with ketamine chlorhidrate (Ketalar, Parke Dawvis,
100 mg/kg), and xilazine 2% (Rompun, Bayer, 50
mg/kg) cocktail 1.p. PHI was induced by partial por-
tal vein ligation (PPVL) as described by Moreira, et
al.* Briefly, the portal vein was isolated and a 3-0
silk ligature was tied around both the portal vein an
adjacent 20 gauge blunt-tipped needle. The needle
was then removed, and the vein allowed to re-ex-
pand. A second loose ligature was left around the
portal vein with two endings of the ligature placed
on each side in the abdominal cavity. The abdomen
was then closed and the animal allowed to recover.
Control rats underwent a similar operation but
without oeclusion of portal vein. Sham operated ani-
mals received only vehiele (ClNa, 1 mL/kg, 1.p.).
Glutamine was administrated daily (25 mg/kg, daily,
1.p.) by 7 days, beginning on the eighth day after
the surgical protocol. All rats were anesthetized and
sacrificed on the fifteenth day of the protocol. Stom-
achs were immediately removed and blood samples
were centrifuged at 1,800 g for 15 min at 4 °C to ob-
tain plasma.

Histology

For histological examination a piece of the stom-
ach was trimmed, and fixed by immersion in Bouin’s
solution for 12 h, and then transferred to 10% buffe-
red formalin. The blocks were dehydrated in a gra-
ded series of ethanol and embedded in paraffin wax.
Serial 3-um. It was performed a semi-quantitative
analysis, being used as a parameter 0 to 4 (absent,
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very small amount, small, moderate and heavy), by
two observers.

Sections were stained with hematoxilin and eosin.
Five sections from each sample were analyzed by
two independent pathologists who had no prior
knowledge of the animal groups.

Hemodynamic studies
and plasma enzyme activities

Portal pressure (PP) was evaluated by cannula-
ting the superior mesenteric vein with PE-50 catheter
connected to a pressure transducer (Braun AG, Mel-
sungen, Germany). PP recordings were made on a
Letica polygraph (Letica, Rochester, MI, USA). The
plasma activity of aspartate animotransferase (AST),
alanine aminotransferase (ALT), and alkaline phos-
phatase (ALP) was estimated by commerecially availa-
ble kits (Boehringer, Mannheim, Mannheim,
Germany).

Oxidative stress determinations

Gastric oxidative stress was evaluated by measu-
ring both the concentration of aldehydic products
(TBARS), and the hydroperoxide-initiated chemilu-
minescence (QL). Briefly, the frozen tissue was ho-
mogenized in 140 mM KCIl, 20 mM phosphate
buffer (pH 7.4) and centrifuged at 14,000 g for
10min. For TBARS analysis the amount of alde-
hydie products generated by lipid peroxidation was
measured by the thiobarbituric acid reaction using
3 mg of protein per sample. The samples were incu-
bated at 90 °C for 30 min after adding 500 mL of
0.37% thiobarbituric acid in 15% trichloroacetic
acid, and then centrifuged at 2,000 g for 15 min.
Spectrophotometric absorbance was determined in
the supernatant at 535 nm.!® For QL determina-
tion, 0.5 mL of homogenate were added to 120 mM
KCI, 30 mM phosphate buffer (pH 7.4), and 3 mM
tert-butyl hydroperoxide at 30 °C and assayed for
chemiluminescence in a liquid scintillation counter
in the out-of-coincidence mode.

NO quantification

Nitrie oxide production in the gastric tissue was
measured indirectly using a quantitative colorime-
tric assay based on the Griess reaction. This me-
thod is sensitive for both nitrite and nitrate ions.?°
Briefly, the samples were deproteinized and subse-
quently centrifuged for 20 min at 12,000 g. After in-
cubation of the supernatants with E.coli nitrate

reductase (37 °C, 30 min) to convert nitrates to ni-
trites, 1 mL of Griess reagent (0.5% naphthylethyle-
nediamine dihydrochloride, 5% sulfonylamide, 25%
phosphorie acid) was added. The reaction was per-
formed at room temperature for 20 minutes, and ab-
sorbance at 546 nm was measured, using a sodium
nitrate solution as standard.

Antioxidant enzyme activities

Cytosolic superoxide dismutase (SOD; EC 1.15.1.1)
was assayed spectrophotometrically by rate of epine-
phrine auto-oxidation, which is progressively inhibi-
ted by amounts of SOD in the homogenate, the
amount of enzyme that inhibits auto- oxidation at
50% of the maximum inhibition is defined as 1 unit of
SOD activity.?! Glutathione peroxidase (GPx, EC
1.11.1.19) was carried out according to Flohé and
Gunzler,??2 cummene hydroperoxide was used as the
substrate, and 1 unit of enzyme activity was defined
as the amount of protein that oxidizes 1 umol of re-
duced NADPH/min. Catalase (CAT; EC 1.11.1.6) acti-
vity was determined by measuring the exponential
disappearance of H202 at 240 nm.23

Statistical analysis

Results are expressed as mean values + SEM.
The data were compared by analysis of variance
(ANOVA); when the analysis indicated the presence
of a significant difference post hoe comparisons
were carried out using the Newman-Keuls test.
Statistical significance was set at p < 0.05. Data
were analyzed using the statistical software SPPS+
version 15.0 (SPSS, Inc., Chicago, IL).
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Figure 1. Effects of partial portal vein ligation (PPVL) and
glutamine (G) administration on portal pressure. Portal pres-
sure was evaluated by cannulating the superior mesenteric.
Values are means + SEM for 14 rats. *p < 0.05 against sham-
operated group.
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Figure 2. Effects of partial portal vein ligation (PPVL) and
glutamine (G) administration on serum transaminases (AST
and ALT) and alkaline phosphatase (ALP) activities. Values
are means + SEM for 14 rats.

RESULTS

Portal pressure and transaminase activities. The-
re was a significant difference in portal pressure bet-
ween sham-operated rats and those with portal vein
ligation (+80%). This increase was partially preven-
ted by glutamine administration in PPVL+G rats
(Figure 1). Transaminase and alkaline phosphatase

activities did not significantly differ between the di-
fferent experimental groups (Figure 2).

Histology

Histological examination of gastric sections in
PPVL animals showed modifications of normal
structure, with congestion and oedema in the sub-
mucosa, vasodilatation and proliferation of blood
vessels (Figure 3A and 3B). Administration of gluta-
mine markedly alleviated the histological abnormali-
ties (Figure 3C and 3D). No histological changes
were detected in the livers of different groups (data
not shown).

Markers of oxidative stress

The eytosolic concentration of TBARS increased
in the animals with portal hypertension (PPVL
group) (+620%), while values did not significantly
differ from the controls in PPVL rats treated with
glutamine (Figure 4A). A significant increase in li-
poperoxidation measurement by hydroperoxide-ini-
tiated chemiluminescence (QL) was also observed in
PPVL rats (+127%). This increase was precluded by
the administration of glutamine in PPVL+G rats
(Figure 4B).

Nitric oxide levels

Figure 5 shows concentration of nitrites in gastric
tissue. Values were significantly higher in PPVL rats
(+100%). Moreover, this parameter was completely
normalized in animals receiving glutamine.

Antioxidant enzyme activities

Analysis of antioxidant enzyme activities showed
that portal vein ligation induced an important re-
duction of gastric SOD activity in the PPVL group
(-45%). Values were increased by glutamine adminis-
tration. However, no significant difference in both
GPx and CAT activities was found between the diffe-
rent experimental groups (Figure 6).

DISCUSSION

PHG is recognized as a clinical entity in PHI, but
the exact pathogenesis of PHG is still unclear. The
PPVL animal model has been extensively studied
and found to be a useful tool for understanding the

pathophysiology of PHI and PHG.32* This model has

been developed in different animal species such as
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PPVL

PPVL+G

PPVL+G

Figure 3. Representative micrographs of gastric tissue in rats with partial portal vein ligation (PPVL) (A and B) and rats with
portal vein ligation and glutamine treatment (PPVL + G) (C and D). G: glandular tissue. MM: muscular mucosa. SM: submucosa.
Hematoxilin and eosin staining; original magnification x 25 (A and B), x 400 (B and D). Oedema (OE) and vasodilatation (V) were
evident in PPVL-rats. Glutamine treatment was able to ameliorate histological changes.
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Figure 4. Effect of partial portal vein ligation (PPVL) and glutamine (G) administration on gastric oxidative stress. (A) TBARS
concentration. (B) chemiluminescence (QL). Values are means + SEM for 14 rats. *p < 0.05, against sham-operated group.

rats, mice or rabbits,?® and it is presently accepted
to be suitable for investigating the pathogenesis of
PHI and PHG, because is very reproducible and easy
to perform, and portal hypertension develops rapi-
dly.2® The model used in our study is characterized
by prehepatic portal hypertension, with a maintai-
ned hepatie structure, an hyperdynamiec circulation
and portal-systemic shunting.2425 The percentage of
portal-systemic shunting approaches 100% after the

Tth. day. Moreover, mesenteric vasodilatation and
increased cardiac output are detectable at the 4th
day.24 This model can provide measurements in the
portal circulation which eannot be performed accu-
rately in humans because of ethical and technical li-
mitations.

In our experimental work, portal hypertension
was accompanied by the presence of edema and dila-
ted vessels in the gastric submucosae (Figure 3) but
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show that glutamine is able to protect against peptic
ulceration, and improves the healing of uleers in
stomach.3!

Oxidative stress can be the result of excessive ge-
neration of reactive oxygen species (ROS), depletion
of intracellular defenses or a combination of both,
leading to an imbalance in the redox status of cell.
ROS overproduction have been implicated on several
pathophysiological situations,2%32 and have been
also described in PHI and PHG.3:3% Moreover, the
fact that PPVL results in oxidant injury was first
demonstrated by Fernando, et al.,3* which conclu-
ded that formation of ROS may be important in the
pathogenesis of hemodynamic changes and the deve-
lopment of the hyperdynamic circulation. Our data
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Figure 5. Effect of partial portal vein ligation (PPVL) and B 30
glutamine (G) administration on gastric nitric oxide (NO) pro- -
duction. Values are means + SEM for 14 rats. *p < 0.05, =
against Sham-operated group. E
% 20
no alteration was seen 1n liver histology or transa- o
minase activities (Figure 2). This confirms previous §
findings that the procedure of PPVL, although cau- § 10
sing a transient reduction in the metabolic activity >
of the liver,26 does not produce hepatocellular dama- o)
ge,?’ and supports the suggestion that portal hyper-
tension seems to be the key factor for the 0 S G PPVL  PPVL+G
development of PHG, being equally common in por-
tal hypertensive patients with or without liver di- c o038
sease.”® Different authors have demonstrated that
PPVL rats show abnormalities of the gastric micro- £
vasculature comparable to those observed in PHG E 0.6
in humans.?%?? In our study glutamine administra- T
tion was able to reduce portal hypertension and g
ameliorate all the gastric histopathological changes, 3 0.4
with reduection of edema and vasodilatation. It has 3
been described that administration of a mixture of Py 0.2
aminoacids containing glutamine is able to reduce 3
the histological changes on acid-induced gastric da-
mage in starved rats.3 Moreover, other studies 0
S S5+G PPVL PPVL+G

Figure 6. Effect of partial portal vein ligation (PPVL) and
glutamine (G) administration on gastric antioxidant enzyme
activities. A. Superoxide dismutase (SOD) activity. B. Gluta-
thione peroxidase (GPx) activity. C. Catalase (CAT) activity.
Values are means + SEM for 14 rats. *p < 0.05, against sham-
operated group.

demonstrate that glutamine 1s able to induce a sig-
nificant reduction of oxidative stress induced by
PHG, as indicated by the lowering of TBARS con-
centration and hydroperoxide-initiated chemolumi-
nescence (Figure 4). Different studies have shown
the antioxidant capacity of different aminoacids or
their derivates, such as eysteine, methionine, glyci-
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ne, glutamine, ete.? Glutamine is required for gluta-
thione synthesis, the most abundant intracellular
thiol and antioxidant. A decrease of glutathione le-
vels in portal hypertensive rats has been reported
by different authors. Studies about the effect of toxic
agents on the gastric mucosa have revealed that a
decrease in glutathione (20-25%) can lead to signifi-
cant damage to the gastric mucosa by lipid peroxi-
dation.®! Moreover, it has been described that
enteral glutamine supplementation in an animal mo-
del of ileitis enhances the intestinal glutathione con-
tent,? and it has been reported that prophylactic
glutamine administration is associated with decrea-
sed TBARS and increased glutathione levels in colo-
nic mucosa of rats with TNBS-induced colitis.?®
Studies have demonstrated increased oxygen free ra-
dicals and lipid peroxidation in the pathogenesis of
HP in gastric mucosa. Demonstrating the involve-
ment of lipid peroxidation, but also an increase in
the levels of nitrotyrosine in gastric mucosa.?” Some
research, conducted with other antioxidants like vi-
tamin E and lazaroid show the reduction of lipid pe-
roxidation in a model of intestinal injury scheme
and HP, respectively, induced by oxidative stress.
These studies demonstrated a reduetion of lipid pe-
roxidation in experimental groups subjected to these
models.?8 Therefore, antioxidant properties of gluta-
mine?? could contribute to their beneficial effects in
experimental PHG.

Nitric oxide (NO), 1s a potent vasodilatador, is
generated from L-arginine by an enzyme called NO
synthase (NOS). Distinet cDNAs for NOS enzyme
have been described for an inducible i1soform (iINOS)
and 2 constitutive isoforms (eNOS and nNOS).%°
Studies have shown the activation of eNOS and, al-
though this increase in their levels may explain the
increased levels of NO in gastric mucosa of HP ani-
mals, we know the existence of other pathways in-
volved in this mechanism. For example, via PI
3-kinase-Akt. These data suggest that activation of
eNOS in gastric mucosa is not only caused by the
increase of eNOS protein, but is also caused by di-
rect phosphorylation of eNOS through the activa-
tion of PI 3-kinase-Akt and contributes to increase
NO production.*! Molecular studies indicate that
the lesion secondary to HP in the gastrie mucosa
induced by alcohol may inhibit ERK2 activation in
response to injury, with an elevation of MKP-1. Re-
search conducted in transfected cell lines shows an
overexpression of MPK-1, suggesting an inhibition
of ERK, indicating a pre-expression of MPK-1 in le-
sions of HP, in an experimental model induced by
alcohol.#?

In the gastric mucosa, NO can play different ro-
les. NO protects the gastric mucosa against injury
by ethanol and endothelin-1, whereas the inhibition
of NO can increase the gastric mucosal injury.*
However, the excessive increase of NO production
has a cytotoxic potential, enhancing mucosal injury.
We have detected an increased production of NO in
our experimental model, which can be related to the
induction on eNOS, nNOS, and iNOS mRNA expre-
ssion, previously described in portal hypertensive
gastric mucosa.*** Excessive NO synthesis, asso-
ciated with ROS production, plays an important role
1n the increased susceptibility to gastric damage by
peroxynitrite overproduction, which initiates mem-
brane lipid peroxidation and thus contribute to cell
injury.*® As a result, NO and peroxynitrite overpro-
duction may be an underlying mechanism for the in-
creased susceptibility to damage and 1s probably
related to the pathogenesis of PHG. Some authors
have described a reduction on gastric damage by in-
hibition of endogenous NO production, which may
be in part associated with a significant decrease in
expression of gastric mucosa iNOS mRNA.35 A pre-
vious report of our group has shown that the admi-
nistration of quercetin, an antioxidant molecule, 1s
able to reduce NO production by a reduction of
iNOS protein level in PPVL rats.? Considering that
NO levels rise in the experimental groups, this could
be the explanation for the reduction of portal pres-
sure by glutamine. And NO produced through the
action of NOS on L-arginine, which are released
from L-eitrulline and NO. Reliant addition, it is sug-
gested that L-arginine would have a limited role in
the presence of glutamine, inhibiting the formation
of NO by reducing portal pressure.64” Furthermo-
re, 1In a rat model of acetic acid-induced colitis, we
have also found that glutamine administration can
reduce both iNOS expression and oxidative stress.*®

Antioxidant enzymes such as SOD, GPx and CAT
play eritical roles in oxidative stress protection by
converting ROS into less harmful products. Our re-
sults indicate that LLPV induces an important
reduction of the SOD activity, without changes on
GPx and CAT activities. The decrease of SOD activi-
ty 1s in line with previous studies which have shown
a similar effect in NSAID-induced gastropathy and
in PPLV rats.34 The drop of SOD activity could be
explained by the increase in NO production. In this
way, 1t has been previously described that SOD inac-
tivation can be induced by NO overproduction; mo-
reover, administration of NO synthase inhibitors
can prevent the loss of SOD activity.? This redue-
tion may enhance lipid peroxidation as well as
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aggravate the injury to gastric mucosa. In our stu-
dy, glutamine administration was able to block the
reduction on SOD activity, thus contributing to nor-
malize the gastric antioxidant defense. Although the
potential role of antioxidant therapy has not been
studied widely, our group has deseribed previously
that the administration of quercetin was able to nor-
malize SOD activity and reduce oxidative stress,
alleviating gastric damage induced by PHI, in PPLV
rats.? The non-significant increase in SOD activity
induced by glutamine even in absence of PHI 1s diffi-
cult to explain, but could be, at least partly related
to the induction of superoxide generation that has
been occasionally reported in different cell types.
Moreover, the increase in SOD activity in PPLV
group can be related to its capacity to block the NO
overproduction by reduction of iNOS expression in
portal hypertensive gastric mucosa,*® ameliorating
the SOD inactivation by NO.50

In this paper, we describe the beneficial effects of
glutamine treatment on oxidative stress, but more
experimental studies are needed to better unders-
tand the molecular mechanisms of action of this
amino acid in hypertensive gastropathy. The reduc-
tion of portal pressure, associated with a marked re-
duction of histological changes, the normalization of
S0D, the reduction in NO production and inhibition
of lipid peroxidation induced by glutamine, confirms
that use of molecules with antioxidant capacity
could provide a new therapeutic modality for protec-
ting the gastric tissue in portal hypertension. Stu-
dies have shown that the formation of L-citrulline
from L-arginine is inhibited by high levels of gluta-
mine. As the formation of NO oceurs through the
action of NOS on L-arginine, it is suggested that
glutamine acts by inhibiting the release of endothe-
lium-derived NO, the main modulator of HP, thus
reducing the pressure in the splanchnie.
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Abstract

AIM: To investigate the effects of glutamine on oxidative/nitrosative stress and the
VEGE-Akt-eNOS signaling pathway in an experimental model of portal hypertension induced
by partial portal vein ligation (PPVL).

METHODS: Portal hypertension was induced by partial portal vein ligation (PPVL). The
PPVL model consists of a partial obstruction of the portal vein, performed using a 20G blunt
needle as a guide, which is gently removed after the procedure. PPVL model was performed
for 14 d beginning treatment with glutamine on the seventh day. On the fifteenth day, the
mesenteric vein pressure was checked and the stomach was removed to test immunoreactivity
and oxidative stress markers. 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.

RESULTS: All data are presented as the mean + standard error (SE). The production of TBARS
and NO was significantly increased in PPVL animals. A reduction 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.

CONCLUSION: Glutamine treatment demonstrated to reduce oxidative damage but does not
reduce angiogenesis induced by PH in gastric tissue, demonstrating a beneficial role for the

IPK3-Akt-eNOS pathway.
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INTRODUCTION

Portal hypertension (PH) is a clinical syndrome that is usually secondary to obstruction of the
intra- or extra-hepatic portal flow. It is considered the main complication of liver disease, being
responsible for the development of other liver diseases, such as portal hypertensive
gastropathy, ascites, spontaneous bacterial peritonitis, hepatorenal syndrome,
hepatopulmonary syndrome, portopulmonary hypertension, hyperkinetic syndrome and
hepatic encephalopathy [11.

PH is characterized by an increase in pressure above 5 mmHg in the portal venous system.
When the pressure reaches 8 to 10 mm Hg, in the esophagus and stomach, gastroesophageal
varices arise, which develop from a network of collateral circulation through the vessels that
form the splanchnic circulation. Bleeding from gastroesophageal varices can occur when the
portal pressure gradient reaches values above 12 mmHg [24.

Numerous veins dilate, including the hemorrhoidal plexus, abdominal wall and
esophagogastric junction. The umbilical vein communicates with and dilates the superficial
veins of the abdominal wall, and the presence of abdominal collateral circulation is an
important clinical sign of portal hypertension, which is characterized by dilated and tortuous
veins radiating from the navel to the upper abdomen and lower chest [> 6. Collateral
circulation of the left gastric vein to the azygos vein is responsible for esophagogastric varicose
veins and increased circulation in the gastric mucosa, which characterize the complications of
portal hypertension referred to as portal hypertension gastropathy (PHG) 151

The vascular endothelium releases vasodilators, including nitric oxide (NO) and
prostacyclins, and vasoconstrictors, including endothelin, angiotensin and thromboxane. The
function of vascular tone is maintained by balancing these agents. The increased peripheral
resistance is maintained by elevation of vasoconstrictors or vasodilators or by reducing the
levels of both. The blood exerts a force against endothelial cells, which are the main agonist in
the release of NO [7l.

Increases in NO synthesis have also been reported in the liver of rats with PH. Moreover,
NO production has been implicated in the pathogenesis of PHG, with increases in NO serum
levels being detected in patients with PHG [5l. When present in high concentrations, NO acts as
a free radical, forming two molecules of dinitrogen trioxide (N203) or peroxynitrite (ONOO),
which are responsible for cytotoxic effects such as inflammation and septic shock. Recently,

NO has been presented as an important signal of the maintenance of homeostasis, as well as a



cytotoxic agent involved in numerous diseases [8-101.

Increased formation of blood vessels in the splanchnic region occurs through the process of
angiogenesis, which is involved in the maintenance of hyperdynamic circulation in portal
hypertension. This hypothesis is based on recent studies that demonstrate the presence of
increased splanchnic angiogenesis and neovascularization, which are responsible for the
formation of portosystemic collaterals in experimental models of PH [11l. The stimulus for the
proliferation of new blood vessels occurs through a complex cascade of angiogenic events, and
it is the main modulator of this mechanism, vascular endothelial growth factor, VEGF, that
stimulates the proliferation and migration of endothelial cells. Overproduction of NO is
stimulated by eNOS, which can be stimulated by both VEGF and
phosphatidylinositol-3-kinase (PI3K). In turn, PI3K-Akt also receives stimulation through the
VEGF pathway, and the shear stress that occurs in PH can be a factor in stimulation via
PI3K-Akt as well 1214, The Akt protein directly stimulates eNOS by increasing the capacity of
eNOS to generate NO. There are several ways to stimulate the Akt pathway, including through
growth factors, cytokines and the mechanical force of shear stress in a blood vessel, which
activates the NO release mechanism in a PI3K-dependent manner [1516]. Overproduction of
vascular NO plays a central role in both systemic and splanchnic vasodilations, which are
characteristics of portal hypertension that cause it to be recognized as a major complication of
liver cirrhosis. The increased expression and activity of eNOS are well-established events in
chronic models of portal hypertension [17, 18],

Glutamine, a nonessential amino acid, has received increasing attention because it becomes
essential during stress and catabolic conditions [l. Glutamine administration can result in an
enhanced antioxidant capacity in various situations, such as critical illness or sepsis [20]. In the
stomach, glutamine is able to protect against peptic ulceration and improves the healing of
ulcers [21l. The present study was designed to investigate the potential beneficial effects of
glutamine administration on gastric oxidative stress and to evaluate the role of the

VEGEF-PI3K-Akt-eNOS pathway in NO overproduction in an experimental model of PHG.

MATERIALS AND METHODS
Ethics
All animals received humane care according to the criteria outlined in the Guide for the Care

and Use of Laboratory Animals prepared by the National Academy of Sciences and published



by the National Institutes of Health (NIH publication 86-23, revised 1985).

Animals and experimental groups

Male Wistar rats with a mean weight of 250 g were used. The animals were obtained from the
Center for Breeding of Laboratory Animals of the Federal University of Rio Grande do Sul. The
rats were held in cages at 20°C -24°C with a 12 h light/dark cycle and given free access to food
and water. They were randomly divided into the following four groups of fourteen animals
each: (1) [sham-operated (SO) rats receiving only NaCl as a vehicle]; (2) SO+G (SO rats
receiving glutamine); (3) PPVL (PPVL rats receiving vehicle); and (4) PPVL+G (PPVL rats

receiving glutamine).

Partial partial portal vein ligation and sham operation

During the procedure, rats were anesthetized with a ketamine (Ketalar, Parke Davis, 100
mg/kg) and xylazine 2% (Rompun, Bayer, 50 mg/kg) cocktail i.P. PH was induced by partial
portal vein ligation (PPVL) as described by Moreira et al [22. Briefly, the portal vein was
isolated, and a 3-0 silk ligature was tied around both the portal vein and an adjacent 20 gauge
blunt-tipped needle. The needle was subsequently removed, and the vein was allowed to
re-expand. The abdomen was then closed, and the animal was allowed to recover. Control rats
underwent a similar operation but without ligature of the portal vein. Sham-operated animals
received only vehicle (NaCl, 1 mL/kg, i.g.). Glutamine was administrated daily (14 mg/kg,
daily, i.g.) for 7 d beginning on the eighth day after the surgical protocol. All rats were
anesthetized and sacrificed on the fifteenth day of the protocol. Their stomachs were
immediately removed and divided into four subsamples that were stored in a freezer at -80°C

for analysis of oxidative stress, total glutathione, immunohistochemistry and Western blotting.

Oxidative stress determinations

Gastric oxidative stress was determined by measuring the concentration of aldehydic products
(TBARS). Briefly, the frozen tissue was homogenized in a solution containing 140 mmol KCI
and 20 mmol phosphate buffer (pH 7.4) and centrifuged at 14000 xg for 10 min. For TBARS
analysis, the amount of aldehydic products generated by lipid peroxidation was measured via
the thiobarbituric acid reaction using 3 mg of protein per sample. The samples were incubated

at 90°C for 30 min following the addition of 500 mL of 0.37% thiobarbituric acid in 15%



trichloroacetic acid and then centrifuged at 2000 xg for 15 min. The spectrophotometric

absorbance of the supernatant was determined at 535 nm [23].

Nitric oxide quantification

Nitric oxide production in the gastric tissue was measured indirectly using a quantitative
colorimetric assay based on the Griess reaction. This method is sensitive for both nitrite and
nitrate ions [24. Briefly, the samples were deproteinized and subsequently centrifuged for 20
min at 12000 xg. After incubation of the supernatants with E. coli nitrate reductase (37°C, for 30
min) to convert nitrates to nitrites, 1 mL of Griess reagent (0.5% naphthylethylenediamine
dihydrochloride, 5% sulfonylamide, 25% phosphoric acid) was added. The reaction was
allowed to proceed at room temperature for 20 min, after which the absorbance at 546 nm was

measured using a sodium nitrate solution as a standard.

Antioxidant enzyme activities

Cytosolic superoxide dismutase (SOD; EC 1.15.1.1) was assayed spectrophotometrically based
on the rate of epinephrine autooxidation, which is progressively inhibited by increasing
amounts of SOD in the homogenate; the amount of enzyme that results in 50% of the
maximum inhibition of autooxidation is defined as 1 unit of SOD activity [?l. For analysis of
GSH and GSSG, the livers were homogenized with 5% (w/v) metaphosphoric acid. After
centrifugation (16000 xg for 2 min), the tissue homogenate was assessed
spectrophotometrically (415 nm) in a microplate reader employing a modified version of the
5,5 '-dithiobis (2-nitrobenzoic acid) [DTNB, Sigma]/GSSG reductase (Sigma) recycling method
using the 43 N-ethylmaleimide (NEM, Fluka) conjugating sample preparation technique for
GSSG. Samples (10 L) for both GSH and GSSG determination were assayed in 96-well
polystyrene plates (Corning) at 37°C in the presence of 10 mmol DTNB, 0.17 mm B-NADPH
(Sigma, dissolved in 0.5% (w/v) NaHCO3 as a Stabilizing agent) and 0.5 U/mL GSSG

reductase.

Western blot analysis
The technique used for this measurement was protein expression by Western blot analysis
employing the system described by Laemmli et all?”l for electrophoresis and the blotting

technique described by Towbin and colleagues [28l. Proteins (80 g) were separated in a



10%-15% polyacrylamide gel and transferred electrically to polvinylidene difluoro membranes
(Millipore, Bedford, MA, United States). Subsequently, the membranes were placed in
Tris/saline-tamponade/Tween-20 blocking solution (TBST-5% milk powder in Tris-buffered
saline containing 0.05% Tween 20) for 60 min at 37°C. The membrane was incubated overnight
at 4°C with polyclonal eNOS and VEGF (Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA, United
States), P-Akt and PI3K (Cell Signaling Technology, Danvers, MA, United States ). Thereafter,
the membranes were washed with TBST and incubated for one hour at room temperature with
an anti-rabbit immunoglobulin antibody coupled to HRP (SIGMA, Glostrup, Denmark). The
proteins were detected by chemiluminescence using a commercial ECL kit (Amersham
Pharmacia Biotech, Uppsala, Sweden), and the density of specific bands was quantified using a

densitometer image (Image]J, United States).

Immunohistochemistry

Tissues sections (4 m) soaked in a formalin fixative and embedded in paraffin were subjected
to immunohistochemical analysis [?°l. This technique consisted of the following steps:
deparaffinization, rehydration, antigen retrieval, inactivation of endogenous peroxidase and
blocking of nonspecific reactions. The samples were incubated with the primary antibody for
12 h at 4°C using the specific dilution of each antibody indicated in the instructions. After we
applied the streptavidin-biotin complex (LSAB, DAKO) using a diaminobenzidine revelation
tetrahydrochloride Kit (DAB, DAKO) and the samples were counterstained with hematoxylin.
The antibodies used in the gastric mucosa samples were eNOS and VEGF (Santa Cruz
Biotechnology, Santa Cruz, CA, United States), AKT (Cell Signaling Technology, Danvers, MA,
United States) and NTT (Sigma, United States).

Statistical analysis

The data were calculated and analyzed using ANOVA. A post-hoc multiple comparisons test
was performed using the Student Newman-Keuls test. Values were considered significant
when P <0.05. All calculations were performed using the statistical program Graphpad Prism,

version 14.0 (SPSS Inc., Chicago, IL,United States).

RESULTS

Markers of oxidative stress



The cytosolic concentration of TBARS increased in PPVL group, compared to SO. And
decrease significantly on PPVL+G group compared to PPVL. Glutamine administration was

effective in diminishing TBARS production (Figure 1A).

Nitric oxide levels

The concentrations of nitrites in the gastric tissue (Figure 1B), the values were significantly
higher in PPVL group compared to SO. Moreover, nitrite concentrations were similar to
PPVL+G and SO groups. This parameter was restored to baseline levels in animals PPVL

receiving glutamine.

Antioxidant enzyme activities

Analysis of antioxidant enzyme activities showed that portal vein ligation induced a
considerable reduction of gastric SOD in PPVL group compared to SO, SO+G and PPVL+G.
Glutamine treatment increased SOD activity and GSH activity (Figure 1C) on PPVL+G group.

Western blot analysis

Analyses of the protein expression of IPK3 (Figure 4B), P-Akt (Figure 4A) and eNOS (Figure
2A) showed that there was reduced expression in the PPVL + G group compared with the
PPVL group. This effect was not observed for the expression of VEGF (Figure 2B), for which a
significant increase was observed in the PPVL group compared with the SO group, although

no reduction was observed when compared with the PPVL + G group.

Immunohistochemistry

Analyses of the reactivity of the eNOS (Figure 3A), Akt (Figure 3C) and NTT (Figure 3D)
proteins in the gastric mucosa of rats showed that there was reduced expression in the
PPVL+G group compared with the PPVL group. This effect was not observed for the
expression of VEGF (Figure 3B), for which a significant increase was observed in the PPVL
group compared with the SO group, although no reduction was observed when compared

with the PPVL + G group.

DISCUSSION

PHG is recognized as a clinical conditition in PHI, but the exact pathogenesis of PHG is still



unclear. The PPVL model has been extensively studied and found to be a useful tool for
understanding the pathophysiology of PHI and PHG. This model has been developed in
different animal species, such as rats, mice and rabbits, and it is presently accepted to be
suitable for investigating the pathogenesis of PHI and PHG because is highly reproducible and
easy to perform, and portal hypertension develops very rapidly. The model used in our study
is characterized by prehepatic portal hypertension with maintenance of hepatic structure,
hyperdynamic circulation and portal-systemic shunting. Treatment of portal hypertension to
prevent complications, particularly gastrointestinal bleeding, is of fundamental importance
and occurs under three clinical scenarios: prevention of first bleeding (primary prophylaxis),
treatment after an episode of bleeding and prevention of secondary bleeding (secondary
prophylaxis). These treatments can be performed using vasoconstrictors, which reduce portal
venous flow; vasodilators, which reduce intrahepatic resistance; or a combination of both
treatments [30].

Treatment using chemicals or natural products that would prevent complications of PH
would represent a significant advance in therapy and could be a way to decrease mortality.
Development of experimental models exhibiting pathogenic characteristics similar to those of
human disease may help in understanding the mechanisms of portal hypertension and allow
testing of new therapeutic modalities. Thus, an experimental model of PH was employed in
this study and has contributed to improving our understanding of the pathophysiological
conditions presented in humans. PH may be triggered by various agents, leading to cirrhosis.
A study assessing the damage caused by oxidative stress in the gastric mucosa showed that
there was an increase of LPO and decreases in the levels of the enzymes SOD, CAT and GPx in
injured animals, suggesting that oxidative stress is involved in gastric tissue damage [311. When
we assessed lipid peroxidation in the stomachs of rats, an increase in the level of substances
reacting with thiobarbituric acid (TBA-RS) was detected in the PPVL group compared with the
SO group, which is suggested to be related to increased oxidative stress. This conclusion was
supported by the amounts of TBA-RS observed in the PPVL + G group compared with the
PPVL group. Similar results have been shown in other studies that used the flavonoid
quercetin and NAC, suggesting that the amino acid glutamine exhibits antioxidant potential [32.
In the present study, glutamine reduced submucosal edema and vasodilation as well as
reducing lipid peroxidation in homogenized stomachs from animals in the PPVL + G group.

Glutamine, as a potential antioxidant, appears to protect the gastric mucosa and decrease



oxidative damage to the gastrointestinal tract, which was observed both in this study and in
previous studies of colitis employing glutamine [331.

The enzyme superoxide dismutase (SOD), which is responsible for the dismutation of
superoxide anion radicals into hydrogen peroxide, is the first line of defense against cellular
oxidative stress. The SOD activity determined in the gastric mucosa in a study of patients with
liver disease showed that this enzyme is found at reduced levels in these patients compared
with control subjects with cirrhosis. However, individuals with chronic liver disease showed
no significant changes in the levels of SOD. In liver diseases such as hepatitis, cirrhosis and
hepatocellular carcinoma, there are high levels of LPO in the stomach, suggesting involvement
of oxidative stress in gastric mucosal lesions in these liver diseases [34. Studies relate the
decrease in SOD enzyme activity to increased oxidative stress [35.3¢]. In the present study, we
observed a decrease in SOD activity in the PPVL group compared with other groups, which
could be related to the inactivation of superoxide anions, as this enzyme was acting in the
dismutation of EAOS and the formation of H202. In contrast, animals in the PPVL +G group
maintained values of SOD enzyme activity similar to controls. This increased activity of SOD
in the PPVL group was due to the increased formation of EAOS, causing oxidative stress. Total
glutathione (GSH) has a special physiological importance because glutamine serves as a
substrate for glutathione formation. Studies have demonstrated the direct involvement of GSH
in colitis B7l. A relationship was shown with glutathione colitis, in which rats with
experimental colitis caused by TNBS showed a significant decrease in the level of glutathione
compared with the control group [381.

In the evaluation of NO metabolites in stomach homogenates, we observed a reduction in
the production of these metabolites in the PPVL+G group compared to the PPVL group. This
increase in NO production in the PPVL group can be explained by the process of angiogenesis,
which occurs in this model for the purpose of shunting of blood from the obstructed area to
the systemic circulation. Moreover, these increased levels of nitric oxide could be reacting with
superoxide anions to form peroxynitrite radicals, which are extremely harmful. This NO
release becomes more pronounced due to the need for the formation of new blood vessels so
that blood can reach the systemic circulation, triggering an increase in RL, thus stimulating
lipid peroxidation and oxidative stress [3.

Oxidative stress plays an important role in the pathogenesis of PH because in association

with the overproduction of superoxide anions and nitric oxide observed in the model of partial



portal vein ligation, peroxynitrite formation occurs. Researchers have noted specific actions of
ONOO as a modulator of intracellular signaling pathways regulating inflammatory responses,
including induction of angiogenesis and vascular endothelial growth factor (VEGF).

The significant reduction of lipid peroxidation observed in animals in the PPVL + G group
demonstrates effective action of the glutamine in the process of lipid peroxidation. This result
is consistent with the expected capacity of glutamine in the formation of inactivating EAOS,
especially in reducing the formation of peroxynitrite. Peroxynitrite reacts with free tyrosine
and tyrosine residues in protein molecules to produce nitrotyrosine. Alternatively, EAOS can
activate tyrosine to form tyrosyl, a radical that in turn oxidizes NO to produce nitrotyrosine
(NTT) [40.41]. The generation of peroxynitrite was assessed based on the level of expression and
immunoreactivity of NTT, with significant reductions being observed for both parameters in
animals in the PPVL + G group, demonstrating the effectiveness of glutamine with respect to
the oxidative/nitrosative damage that occurs in the gastric mucosa.

Upregulation of eNOS initiates the post-translational level mediated by Akt, which increases
its activity at any concentration of cytosolic Ca?* [42l. During early cirrhosis, this pathway is
stimulated by different types of stimuli, such as VEGF, inflammatory cytokines and
mechanical shear forces [42. In advanced stages of portal hypertension, bacterial translocation
also activates eNOS via tumor necrosis factor, increasing tetrahydrobiopterin, which is an
essential element that acts as a cofactor of the enzyme. According to several studies, other
mechanisms, such as changes in the subcellular localization of eNOS [43], S-nitrosylation [44]or
degradation of asymmetrical dimethylarginine, may be involved in regulating the activity of
eNOS 1451 We observed in this study that glutamine reduced eNOS protein expression and the
immunoreactivity of the enzyme in the gastric mucosa of animals in the PPVL + G group. One
explanation for this finding is that glutamine, due to its involvement in NO synthesis, is
involved in reduction of the cytosolic levels of Ca?*, which is related to the levels of Akt; in
turn, Akt levels are stimulated by mechanical stress shear. Throughout this process, this
hemodynamic mechanism would be inhibited due to reduced levels of NO triggered by the
action of glutamine.

Angiogenesis is characterized by the formation of new vascular structures and a
pathophysiological phenomenon that has been further investigated in recent years due to the
critical role it plays in the pathogenesis of disease and its potential as a therapeutic target.

Additionally, angiogenesis contributes to a number of physiological processes, such as wound



healing and the reproductive cycle [46l. NO released by dilation and increased vascular
permeability as well as the migration, proliferation and survival of endothelial cells plays a
crucial role in angiogenesis. Many molecules have been implicated as modulators of the
angiogenic process, such as tumor necrosis factor, interleukins, angiopoeitins and growth
factors, including VEGF. Indeed, VEGF stimulates NO production by NOS, increasing vascular
permeability and the proliferation and survival of endothelial cells [471.

Furthermore, overproduction of peroxynitrite (ONOO), which is formed by the reaction of
superoxide anions and nitric oxide, is observed under inflammatory conditions [#8, whereas
cytotoxic actions of ONOO have been reported via the modulation of intracellular signaling
pathways that regulate inflammatory responses, including induction of angiogenesis and
increased levels of VEGF. Studies in the retina of rats with diabetes induced by streptozotocin
demonstrated the formation of nitrotyrosine and increased effects regarding stimulation of
VEGEF. These conditions have been studied because they induce the generation of reactive
oxygen species (ROS). EAOS are involved in triggering the overexpression of VEGF in various
cell types [4.50], but the molecular mechanisms underlying this effect remain to be elucidated.
Studies in patients, in animals and in vitro indicate that formation of nitrotyrosine, a marker of
ONOQO, is associated with increased VEGF expression during diabetic microvascular disease,
atherosclerosis and tumor angiogenesis [ 52, In addition, studies using a cultured cell line
showed that formation of ONOO stimulates an increase in VEGF [53l. In the present study, we
observed increased expression and immunoreactivity of VEGF in animals in the PPVL group,
but there was no significant reduction of these parameters in animals in the PPVL + G group.
We suggest that these results demonstrate direct action of glutamine on NO synthesis to
reduce its levels, rather than only affect the action of growth factors and the associated cascade
of events.

VEGEF also acts by stimulating phosphatidylinositol 3-kinase (PI3K), which activates eNOS in
an Akt-dependent manner, resulting in activation of eNOS and increased NO production. PI3K
phosphorylates Akt, which can rapidly activate eNOS [34. The Akt pathway has emerged as a
signaling pathway in all cells of higher eukaryotes, and Akt has been found to be one of the
most important and versatile kinases for understanding human physiology and disease.
Recent studies have been performed to elucidate the molecular details of the regulation of Akt
and its role in human disease. The NO released due to eNOS stimulation is involved in

vasodilation, vascular remodeling and angiogenesis [%l. The Akt signaling pathway also leads



to increased production of transcription factors induced by hypoxia (HIFla and HIF2a), partly
through the activation of an mTOR-dependent mechanism [*°l. The activation of eNOS through
Akt/B kinase leads to increased NO production, vasodilatation and increased splanchnic
circulation [571. Akt activation occurs due to an increase in shear stress-induced endothelial
disruption, although other mechanisms may be involved [38].

In this study, we observed a significant increase in the expression and immunoreactivity of
Akt in the PPVL group and a reduction in these parameters in the PPVL+G group. These
results can be explained by the role that glutamine plays in the production of NO, which in
turn, triggers a chain reaction, is overproduced and dilates the splanchnic vessels, gradually
increasing shear stress, which is the mechanical stimulus for the activation of Akt. In addition,
it was observed that VEGF levels are unchanged in the PPVL + G group compared to the PPVL
group, and the VEGF RTK pathway acts as a means for the release of PIK3, eNOS and P-Akt,
leading to the production of more NO, which is a feature present in the hyperdynamic
circulation associated with PH. Therefore, glutamine acts to mitigate this situation not by
reducing the levels of NO via VEGF, but by reducing the shear stress triggered by NO
synthesis through inhibition of L-arginine, thereby reducing the levels of Akt, which is
stimulated by mechanical stress in blood vessels. In conclusion, we describe the beneficial
effects of glutamine treatment on oxidative stress, including reduced portal pressure,
normalization of SOD and reduction of NO production by eNOS, mediated by the
PIBK-Akt-eNOS pathway. VEGF levels tended to decrease, although this trend was not found

to be statistically significant.

COMMENTS

Background

Portal hypertension (PH) is the main complication of cirrhosis and is through its development
is arising other liver diseases. Among them we mention the gastropathy of portal hypertension,
which is characterized by the development of hyperdynamic splanchnic circulation. The main
modulator of this process is nitric oxide release and their pathways in the pathophysiology of
PH is still being studied. As there is no effective treatment forhp, it was decided to study the
role of glutamine, an amino acid that has been used in the treatment of colitis, the clinic and
evaluate its involvement both in oxidative stress, as in the intracellular stimulus for release

nitric oxide (NO).



Research frontiers

Studies are relevant in clinical hypertension, especially in hepatology. In addition, PH may be
associated with other diseases such as schistosomiasis and budd-chiari syndrome. Therefore,
the study of PH has a great clinical relevance for gastroenterology, since there is still no

effective therapeutic treatment.

Innovations and breakthroughs

There are numerous studies using the experimental model of partial portal vein ligation,with
which it mimics the complications of PH. Have been evaluated for treatment of other
molecules such as PH, quercetin and NAC. The results were similar with glutamine to these

molecules, but there is when the comparative results on the role of intracellular pathways.

Applications
These results suggest that the amino acid glutamine is a molecule with therapeutic potential
and can be used in the treatment of portal hypertension, reducing damage to the gastric

mucosa caused by hypertension portal gastropathy.

Terminology

Portal hypertension is characterized by increased vascular resistance and/or blood splanchnic
flow. Glutamine: Essential amino acid involved in several cellular functions, among them
acting as a substrate for the synthesis of antioxidants such as glutathione. Gastropathy of
portal hypertension: clinical syndrome secondary to cirrhosis, which is characterized by the

formation of edema and dilation of gastric submucosal tissue.

Peer review

This is a quantitative study, in which the authors analyze the antioxidant effect and the
possible involvement of glutamine in the gastric mucosa in an animal model of PH. The results
are interesting and show that this molecule may have therapeutic potential in treatment of

gastric mucosal lesions triggered by PH.
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Figure 1 Effect of partial portal vein ligation and glutamine administration on gastric
oxidative stress, nitric oxide production, antioxidant enzyme activities. A: Effect of partial
portal vein ligation and glutamine administration on gastric oxidative stress; B: Effect of partial
portal vein ligation and glutamine administration on gastric nitric oxide production; C: Effect
of partial portal vein ligation and glutamine administration on gastric antioxidant enzyme

activities: (1) SOD activity; (2) GSH activity. TBARS concentration. Values are the mean + SE



for 14 rats. 2P < 0.05 vs the sham-operated group. PPVL: Partial portal vein ligation; G:
Glutamine; SOD: Superoxide dismutase; GSH: Glutathione; TBARS: Thiobarbituric acid

reactive substances; SO: Sham-operated.
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Figure 2 Expression of eNOS and VEGF determined by Western blotting in gastric tissue
from rats in the sham-operated group, the partial portal vein ligation group and rats
subjected to partial portal vein ligation and glutamine treatment. A: An increase in eNOS
expression was observed in the PPVL group compared with the SO group. The PPVL + G
group showed reduced expression of this enzyme compared with the PPVL group; B: An
increase in VEGF expression was detected in the PPVL group compared with the SO group.
The PPVL + G group did not show a reduction in the expression of VEGF when compared
with the PPVL group. SO: Sham-operated; PPVL: Partial portal vein ligation; G: Glutamine.
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Figure 3 Representative expression of Enos, VEGF, Akt and nitrotyrosine determined by
immunohistochemical analysis of gastric tissue from rats in the sham-operated group, the

partial portal vein ligation group and rats subjected to partial portal vein ligation and



glutamine treatment. A: An increase in eNOS expression was observed in the PPVL group
compared with the SO group. The PPVL + G group showed reduced expression of this enzyme
when compared with the PPVL group; B: An increase in VEGF expression was observed in the
PPVL group compared with the SO group. The PPVL + G group did not show a reduction in
the expression of VEGF compared with the PPVL group; C: An increase in Akt protein
expression was found in the PPVL group compared with the SO group. The PPVL + G group
showed a reduction in the expression of this enzyme when compared with the PPVL group; D:
An increase in nitrotyrosine expression was observed in the PPVL group compared with the
SO group. The PPVL + G group showed reduced expression of this enzyme compared with the
PPVL group. Analysis of the field was carried out precisely in the submucosal region, where
there is evidence of edema and vasodilatation. eNOS staining; original magnification 10%. SO:

Sham-operated; PPVL: Partial portal vein ligation; G: Glutamine.
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Figure 4 Expression of P-Akt and IP3K determined by Western blotting in gastric tissue
from rats in the sham-operated group, the partial portal vein ligation group and rats
subjected to portal vein ligation and glutamine treatment. A: An increase in P-Akt protein
expression was detected in the PPVL group compared with the SO group; B: An increase in
PI3K protein expression was found in the PPVL group compared with the SO group. The
PPVL + G group showed reduced expression of this enzyme compared with the PPVL group.
SO: Sham-operated; PPVL: Partial portal vein ligation; G: Glutamine.
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5. DISCUSSAO GERAL

A hipertensdo portal (HP) ¢ uma complicagdo grave da cirrose, que se
caracteriza pelo aumento do fluxo sanguineo e/ou aumento da resisténcia vascular no
sistema porta e causa a mortalidade entre os pacientes com cirrose hepatica pelas suas

complicag¢des [2].

O mecanismo primario da HP, nos casos de cirrose hepatica, relaciona-se com a
alteracdo da estrutura hepdtica e a formacdo de nddulos, que determinam aumento de
pressdo no leito sinusoidal. Essa situa¢do faz com que ocorra o desenvolvimento de uma
circulagdo hiperdinamica no territério esplacnico e pelo processo angiogénico instalado

onde ha grande circulacdo colateral [2].

O termo gastropatia da hipertensdo portal (GHP) caracteriza as lesdes
macroscopicas que aparecem na mucosa gastrica de pacientes com hipertensdo portal,
como consequéncia da formagao excessiva de vasos. Histologicamente, essas alteracdes
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 hipertensdo portal, para previnir as suas complicagdes,
principalmente a hemorragia digestiva alta, ¢ de fundamental importancia e ocorre em
trés cenarios clinicos: a prevenc¢do do primeiro sangramento (profilaxia primaria), o
tratamento apos o episodio de sangramento e a prevengdo do segundo sangramento
(profilaxia secundaria). Os tratamentos podem ser realizados mediante uso de
vasoconstritores, que reduzem o fluxo venoso portal, vasodilatadores, que diminuem a
resisténcia intra-hepdtica ou da associacdo de ambos. Cirurgicamente utilizam-se

“shunts™ que realizam o desvio do sangue para a circulacao sistémica [48].
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A utilizacdo de substancias quimicas ou produtos naturais que impedissem as
complica¢des da HP seria um avango significativo na terapéutica e um caminho para a
diminui¢do da mortalidade. O desenvolvimento de modelos experimentais com
processos patogénicos semelhantes aos das doengas dos humanos pode auxiliar na
compreensdo dos mecanismos da hipertensdo portal e permitir testes de novas
modalidades terapéuticas. Nesse sentido, o modelo experimental de HP vem sendo
utilizado e tem contribuido para uma melhor compreensdo do quadro fisiopatoldgico
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 cléssico estabelecido por
Sikuler ef al., em 1985, que simula a hipertensdo portal e suas consequéncias. Em 7
dias, a HP encontra-se estabelecida, porém ndo evidenciando complicagdes hepaticas

[122].

Em estudos anteriores, foi observado que o fluxo sanguineo venoso portal
aumentado € resultante da vasodilatagdo arteriolar e contribui para o agravamento e
manutencdo da HP. A interven¢do com glutamina, via intraperitonial, teve inicio depois
do desenvolvimento da circulagdo hiperdindmica para demonstrar o efeito benéfico

desse aminoacido no processo da HP [138, 139].

Os valores da pressdo portal (mmHg), verificados no 15° dia de experimento,
mostraram que houve aumento significativo no grupo LPVP, comparado ao grupo
LPVP+G e SO, o que mostrou a eficiéncia do modelo de ligadura parcial de veia porta.
Os animais LPVP+G tiveram uma redu¢@o de 39% da pressao portal em comparagdo ao
grupo LPVP. Esses resultados foram semelhantes em animais tratados com quercetina

[90, 140].

Os resultados das analises das enzimas AST, ALT e FA nido mostraram
comportamento alterado no modelo empregado no estudo. A AST e a ALT estdo
diretamente relacionadas a lesdo e a necrose celular, € a FA esta diretamente relacionada

a doenca hepatobiliar. Com esses resultados, confirma-se que ndo ha alteracdo da
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integridade hepatica, achados caracteristicos do modelo de LPVP, modelo pré-hepatico

de HP, onde ndo ha dano hepatico [122, 141].

A avaliagdo do estresse oxidativo no desenvolvimento da circulagdo
hiperdindmica associado a HP foi proposta, em 1998, em animais submetidos ao
modelo LPVP e tratados com o antioxidante N-acetilcisteina (NAC). Esses animais
LPVP tratados com NAC nfo apresentaram desenvolvimento de circulacio
hiperdindmica, quando comparados aos LPVP [142]. Foram encontrados resultados
semelhantes, utilizando o tratamento com acido lipdéico como antioxidante. Entretanto,
nesses estudos, os mecanismos para esclarecer os efeitos antioxidantes dessa substancia

ndo foram bem definidos [143].

Recentemente a administracdo aguda de vitamina C tem mostrado reverter a
hiporreatividade dos vasoconstritores em territorio arterial de pacientes cirrdticos, o que
pode explicar o efeito de antioxidantes, prevenindo a sindrome hiperdindmica

circulatoria e a redug@o do fluxo portal, além de reduzir o estresse oxidativo [144].

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

oxidativo estd envolvido em lesdes no tecido géstrico [145].

Quando se avalia a lipoperoxidacdo, no estdbmago de ratos, observa-se um
aumento das substancias que reagem ao acido tiobarbitirico (TBA-RS) e também da
quimioluminescéncia (QL), no grupo LPVP em rela¢do ao grupo SO. Sugere-se que
esse aumento esteja relacionado ao aumento do estresse oxidativo. Tal fato foi
manifestado pela redug@o de 40% nos valores de TBA-RS e de QL no grupo LPVP+G,
comparado com o grupo LPVP. Esses resultados ja foram evidenciados em outros
trabalhos que utilizaram o flavondide quercetina e NAC, sugerindo um potencial
antioxidante do aminoécido glutamina [90, 146]. Em nosso estudo, a glutamina reduziu
o edema da submucosa e a vasodilatacdo, além de reduzir a lipoperoxida¢do no
homogeneizado de estomago dos animais do grupo LPVP+G. A melhora nos achados
histoldgicos da mucosa gastrica vem acompanhada de uma modificagdo dos parametros

enzimaticos, assim como a restauracdo da integridade da membrana plasmatica
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traduzida pela redug¢do da LPO [147]. A glutamina, por sua possivel acdo antioxidante,
parece proteger a mucosa gastrica 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 enzimatico, convertem
espécies oxidantes em moléculas ndo-tdxicas e protegem o organismo dos efeitos
deletérios do estresse oxidativo. Esse sistema & encarregado da detoxificacdo das
espécies ativas de oxigénio (EAOs) e € representado, principalmente, pelas enzimas
superoxido dismutase (SOD), catalase (CAT), glutationa peroxidase (GPx) e glutationa
redutase (GR). Essas enzimas ndo estdo exclusivamente no citosol, mas também nas

mitocondrias, onde grande parte dos radicais livres € produzida [149, 150].

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

célula contra o estresse oxidativo [36].

A atividade da SOD, determinada em mucosa gastrica em um estudo com
pacientes com doenca hepatica, demonstrou que a enzima se encontra em niveis
reduzidos em relacdo ao grupo controle de individuos com cirrose. Entretanto,
individuos com doenga cronica do figado ndo apresentaram alteracdes significativas dos
niveis de SOD. Nas doengas hepaticas, tais como: hepatite, cirrose e hepatocarcinoma,
observa-se niveis elevados de LPO no estomago, sugerindo o envolvimento do estresse

oxidativo nas lesdes da mucosa gastrica nessas hepatopatias [151].

Trabalhos relacionam a diminui¢do da atividade da enzima SOD ao aumento do
estresse oxidativo [152, 153]. Em nosso estudo, observou-se uma diminuigdo da atividade
da SOD nos animais do grupo LPVP em relag@o aos demais grupos, o que poderia estar
relacionado com a inativag¢do do anion superoxido, pois a mesma estaria sendo utilizada
na dismutacdo das EAO e forma¢do de H,O,. 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, ndo
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apresentando diferenga estatisticamente significativa. Igualmente, descrevem que a
atividade da SOD varia em relag@o aos diferentes tipos de estresse oxidativo, pois seria

tecido-dependente ou tempo-dependente [90, 154].

A enzima SOD, ao dismutar o radical superoxido, forma o perdxido de
hidrogénio (H,0;), que € o substrato para a atividade da enzima catalase (CAT). Em
relacdo a atividade da CAT na mucosa gastrica, ndo se observou alteragdo significativa

entre 0s grupos.

A glutationa peroxidase (GPx) tem uma especial importancia fisioldgica, porque
ela cataliza a decomposi¢do de perdxido inorganico e perdxido organico, empregando
GSH como co-substrato. A glutamina atua como substrato para a forma¢do da GSH.
Estudos demonstram o envolvimento direto da GPx com a colite [155]. Foi demonstrada
a relagdo da colite com a glutationa, em que ratos submetidos a colite experimental, por
TNBS, apresentaram uma diminuicdo significativa de glutationa, quando comparado ao

grupo controle [156].

Neste estudo, observou-se a diminui¢do da GPx no grupo LPVP, quando
comparado ao controle, sugerindo que, durante o desenvolvimento da HP, ocorreu a
formacao de radicais livres e, com isso, formag¢ao de H,O,, indicando que a enzima foi
estimulada para neutralizar a formacdo 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
prevencdo da circulacdo hiperdindmica em animais LPVP e, assim, reduzir a
hipertensdo portal. Nos animais que foram tratados com NAC e quercetina, observou-se
uma reducdo dos niveis de NO em relacdo aos que ndo receberam o tratamento, animais

LPVP [90, 142].

Em individuos com cirrose, a hipertensdo portal ¢ frequentemente associada a
formacdo de uma circula¢do hiperdindmica, com alto débito cardiaco e diminui¢do da
resisténcia vascular sistémica e da pressdo arterial. A circulagdo hiperdindmica se deve
a vasodilatacdo arterial, que ocorre, principalmente, na circulagio esplancnica, enquanto

a resisténcia vascular nas outras areas ¢ normal ou aumentada, em conformidade com o
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grau de hipertensdo portal, insuficiéncia hepatica e ativagdo do sistema renina-
aldosterona e sistema nervoso simpdatico. O mecanismo que leva a vasodilatagio
esplancnica € incerto. Uma hipotese favorece a translocacao de bactérias intestinais e/ou
alguns dos seus produtos, tais como endotoxina, no espaco intersticial dos orgios
esplancnicos, resultando na liberagdo de vasodilatadores, tais como o NO, o monoxido

de carbono e outros [157].

Além disso, estudos observam que o aumento da resisténcia intra-hepatica ¢ o
primeiro evento para o aumento da pressdo portal e o desenvolvimento da hipertensao
portal na cirrose. O estreitamento dos sinusoides, devido as alteragdes anatomicas, € o
principal componente do aumento da resisténcia intra-hepatica. No entanto, um
elemento dindmico estd também envolvido no aumento do tonus vascular na cirrose: € o
desequilibrio entre a superproducdo de vasoconstritores (principalmente endotelina-1 e
ciclooxigenase-derivados prostaglandinas) e a produgdo de vasodilatadores,
principalmente 6xido nitrico (NO). Esses sdo os mecanismos responsaveis pelo aumento
do tonus vascular sinusoidal e pds-sinusoidal. Em contraste, a resisténcia vascular na
artéria hepdatica, que ¢ determinada na area pré-sinusoidal, ¢ diminuida devido ao
aumento de vasodilatadores (NO e adenosina). Isso sugere diferentes disponibilidades

de NO [158].

Na avaliagdo dos metabdlitos do NO, em homogeneizado de estdomago,
observou-se uma redu¢do de 19% na produgdo desses metabolitos, no grupo LPVP+G,
em relagdo ao grupo LPVP. Esse aumento da produ¢do de NO pelo grupo LPVP pode
ser explicado devido ao processo de angiogénese, que se instala nesse modelo, para
realizar o desvio do sangue da area obstruida para a circulag@o sistémica. Além disso,
esse aumento da produ¢do de dxido nitrico poderia estar reagindo com o 4anion
superdxido, formando o radical peroxinitrito, extremamente lesivo. Essa liberacdo de
NO ¢ cada vez mais acentuada, devido a necessidade da formagdo de novos vasos, para
que o sangue consiga chegar a circulagao sistémica, desencadeando um aumento de RL,

consequentemente, estimulando a lipoperoxidagao e o estresse oxidativo [89].

Estudo demonstrou que a glutamina inibe a producdo de oxido nitrico (NO)
vascular, investigando o efeito da dieta enriquecida com glutamina sobre a produgdo de

NO em rato. A suplementacdo com glutamina aumentou os niveis plasmaticos de
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glutamina (até 91%), arginina (até 17%) e citrulina (até 54%). E foi observado que, apds
uma semana de suplementagdo com glutamina, os niveis de NO foram
significativamente reduzidos em 50% em relagdo ao controle, independentemente da
quantidade de suplemento. Isso apontou para um efeito inibitorio “in vivo” de glutamina

na produgdo de NO [159].

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

consequente melhora da mucosa intestinal [115].

Para analisar os mecanismos em que aminodcidos modulam a producdo de 6xido
nitrico (NO), no fluxo sanguineo renal, foram perfundidos na mucosa renal de ratos
diferentes aminodacidos, entre eles a glutamina. Foi observada a redu¢@o da produgdo de
NO e o aumento da resisténcia vascular renal. Este estudo demonstrou que aminoacidos

podem modular a produ¢do de NO nas células endoteliais [160].

O NO ¢ o principal mediador da vasorreatividade e de anormalidades
angiogénicas [161]. Em modelo de colite por acido acético, o NO funciona como um
sinalizador celular, mediando a vasodilata¢do, quando produzido pela NOS em células
vasculares endoteliais, mas também como uma fonte altamente toxica e oxidante,
quando produzido em altas concentragdes [115]. Nessa situacdo, o NO pode reagir com
espécies ativas de oxigénio, formando o peroxinitrito, que é uma espécie oxidante

altamente reativa, contribuindo para o estresse oxidativo ou nitrosativo [162].

Em muitos estdgios da doenca vascular, a produ¢do de NO ¢ reduzida da
disfuncdo endotelial, em parte causada por uma diminui¢cdo na disponibilidade de
substrato (L-arginina). O metabolismo da L-arginina ¢ complexo, pois esta envolvido
em uma multiplicidade de outras vias, como a ureia, creatina e agmatina. A
suplementagcdo de L-Arginina em pacientes com doenca vascular é bem relatada, por
beneficiar terapeuticamente. A disponibilidade de L-Arginina depende do fluxo de
outros aminoacidos no organismo, incluindo L-glutamina, L-glutamato, L-ornitina, L-

citrulina e L-lisina [163].
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Na avalia¢do histologica da mucosa géstrica, por meio da coloracdo de
hematoxilina-eosina, confirmou-se o desenvolvimento de edema e vasodilatagdo no
grupo LPVP, devido ao processo de angiogénese instalado, quando comparado aos
animais SO. Os animais LPVP+G apresentaram uma atenuag¢do desse fendmeno,
semelhante aos achados em estudo que utilizou a quercetina como agente antioxidante

[90].

Os animais LPVP, quando submetidos ao tratamento com glutamina,
apresentaram reducdo de vasodilatagdo e do edema de mucosa géstrica. Isso ocorreu,
provavelmente, devido ao potencial antioxidante da glutamina, que reduz a lesdo
oxidativa na mucosa géstrica de animais com ligadura parcial de veia porta, acarretando

a sua melhora.

A discussdo que segue ¢ pertinente ao experimento II, apresentado no artigo I1.
O estresse oxidativo tem um importante papel na etiopatogenia da hipertensdo portal,
pois, com a superproducdo de anion superdxido e o6xido nitrico observados no modelo
de ligadura parcial da veia porta, ocorre formagdo de peroxinitrito. Estudos tém
observado as agdes especificas do ONOO™ como modulador de vias de sinalizagdo
intracelular regulando respostas inflamatoérias, incluindo a angiogénese e a indugdo de
fator de crescimento vascular endotelial (VEGF) [164]. Neste estudo, observou-se um
aumento da lipoperoxidacdo e uma redu¢@o nos niveis da enzima SOD nos animais do
grupo LPVP. Esses resultados podem ser uma resposta ao dano oxidativo que ocorre na
mucosa gastrica ocasionado pelo aumento na formacdo de EAOs, ocasionando aumento
da lipoperoxidagdo, como demonstrado pelo aumento de TBARS e, dessa forma,
provocando uma redug@o dos niveis da enzima SOD, que faz um importante papel no
balanco redox celular, na tentativa de dismutar radicais livres e proteger tecidos contra
possiveis 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
administracdo intraperitoneal, nesse experimento Il a administragcdo da glutamina foi via

intragdstrica (gavagem).

A reducio significativa da lipoperoxidag@o nos animais LPVP + G demonstra uma
acdo efetiva no processo da lipoperoxidagdo. Esse resultado estd de acordo com a

capacidade esperada pela glutamina em inativar a formacdo de EAOs, em especial, NO
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reduzindo a formag@o de peroxinitrito. O peroxinitrito reage com a tirosina livre e os
residuos 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 geragdo de ONOO"
teve seus niveis avaliados mediante expressdao da NTT, que neste estudo observou-se
uma reducdo significativa na sua expressdo nos animais LPVP+G em relagdo aos
animais LPVP, demonstrando a eficiéncia da glutamina ao dano oxidativo/nitrosativo

que ocorre na mucosa gastrica.

Um fato muito importante neste experimento foi o efeito protetor da glutamina
sobre a mucosa gastrica nos niveis dos metabolitos do NO, foi observado aumento nos
niveis de NO no grupo LPVP, quando comparado ao grupo SO, bem como uma redugio
nos niveis do grupo LPVP+G, quando comparado ao LPVP (Fig. 2). Estudos
demonstraram que a formagdo de L-citrulina a partir de L-arginina ¢ inibida pela agdo
de glutamina. Sugerindo que a L-arginina seria limitante para a formacdo de NO quando
a glutamina esta presente. Além disso, sabe-se que a glutamina inibe a liberacdo de NO
derivado do endotélio em resposta ao ADP. Isso levanta a possibilidade de que a
glutamina afeta a liberagdo de NO derivado do endotélio por outros mecanismos, ndo

apenas o de inibi¢ao de L-arginina [167] .

O NO, para que ocorra a vasodilatacdo, ¢ o responsavel por um aumento de
guanosina monofosfato ciclico (cGMP), que ¢ o agente responsavel final para o
relaxamento do sistema vascular por meio da liberacdo de Ca®" citosdlico. A NO
endotelial sintase (eNOS) ¢é responsavel por grande parte da sintese de NO vascular,
modulando a reagdo em que a L-arginina ¢ oxidada a L-citrulina e NO [168], Tem sido
observado que pode ocorrer reducdo na producdo de NO, apesar da expressdo de eNOS
apresentar-se em niveis normais [169]. Isso se atribui, em parte, a reducdo da atividade
da eNOS, causada pelas varias alteragdes na regulacdo enzimatica, como a expressio
aumentada da caveolina ou um defeito no co-fator da eNOS, tetrahidrobiopterina

(BH4), reduzindo sua fosforilagaol[170].

Observou-se, neste estudo, que a glutamina reduziu a expressdo da proteina eNOS,
em mucosa gastrica no grupo LPVP+G, quando comparado ao grupo LPVP (Fig. 4 e 6),

Durante a cirrose precoce, esse caminho € estimulado por diferentes fontes de estimulos,
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como VEGF, citocinas inflamatdrias e forgas mecanicas de cisalhamento [35, 67]. De
acordo com diversos estudos, outros mecanismos, tais como, altera¢des na localizacio
subcelular de eNOS [171] s-nitrosilagdo [172] ou degradagdo assimétrica da
dimetilarginina, podem estar envolvidos na regulacdo de sua atividade [173]. Uma
explicagdo para essas evidéncias ¢ a de que a glutamina, devido ao seu envolvimento na
sintese de NO, estaria envolvida na reducdo dos niveis citosolicos de Ca*’, os quais
estdo relacionados com os niveis de Akt, que por sua vez é estimulada pelo estresse
mecanico de cisalhamento. Dessa forma, todo esse mecanismo hemodindmico seria

inibido, devido a redugdo dos niveis de NO, desencadeados pela agao da glutamina.

A angiogénese se caracteriza pela formagdo de novas estruturas vasculares e
tornou-se um dos fendmenos fisiopatoldgicos mais investigados nos ultimos anos,
devido ao papel fundamental que desempenha na patogénese de doencas e seu potencial
como alvo terapéutico. Muitas moléculas tém sido implicadas como moduladoras do
processo angiogénico, como fator de necrose tumoral, interleucinas, angiopoetinas e
fatores de crescimento, dentre eles, o VEGF. De fato, o VEGF estimula a produgio de
NO pelas NOS, aumentando a permeabilidade vascular, proliferagdo e sobrevivéncia
das células endoteliais [63]. Neste estudo, observou-se aumento da expressdo do VEGF
nos grupo LPVP, quando comparado ao grupo SO, porém sem observar redugdo
significativa desses parametros no grupo LPVP+G, quando comparado ao LPVP (Fig.5S e
7.

Além disso, a superproducdo de peroxinitrito (ONOQO’), como observado neste
estudo, ¢ demonstrada pelo aumento da expressdo da NTT no grupo LPVP, quando
comparado ao grupo SO, bem como uma redug@o no grupo LPVP+G (Fig. 9). As acdes
citotéxicas do ONOO™ tém sido descritas através da modulacdo de vias de sinalizag¢do
intracelular que regulam respostas inflamatorias, incluindo a indugdo de angiogénese e
aumento dos niveis de VEGF. Estudos em retina de ratos diabéticos, induzidos por
estreptozotocina, demonstraram a formag¢ao de nitrotirosina e aumento dos efeitos na
estimulacdo do VEGF [164], Essas condigdes tém sido estudadas pois induzem a geragdo
de espécies ativas de oxigénio (EAOs). As EAOs estdo envolvidas no desencadeamento
da superexpressdo de VEGF em varios 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 formagdo de nitrotirosina, um marcador para ONOO’, esta

associado ao aumento da expressdo do VEGF durante a doenga microvascular diabética,
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aterosclerose e na angiogénese tumoral [176, 177], Além disso, estudos usando linhagens
celulares apresentaram formagdo de ONOO™ que estimula o aumento de VEGF [178].
Pode-se sugerir que esses resultados demonstram a a¢do da glutamina diretamente na
sintese de NO, para a reducgdo de seus niveis e ndo exatamente atuando sobre agdo de

fatores de crescimento e sua cascata de sinalizacao.

Neste estudo, observou-se um aumento significativo da expressdo da Akt no grupo
LPVP e uma redugdo desses parametros 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 ativagdo da eNOS e aumento da produg¢do de NO [67, 179],
PI3K ¢ a via de estimulo da Akt, que pode rapidamente ativar eNOS [179]. A Akt surgiu
como uma via de sinalizacdo em todas as células de eucariotos superiores, além de
apresentar-se como uma das proteinas mais importantes e versateis do grupo das
quinases no entendimento da fisiopatologia de doengas humanas. A liberagdo de NO
produzido pela estimulacdo da eNOS estd envolvida na vasodilatagdo, remodelamento
vascular e angiogénese [180]. A sinalizacdo via Akt também leva a um aumento da
produgdo de fator induzido por hipoxia (HIF1a e HIF2a), fatores de transcri¢do e, em
parte, através da ativacdo da via mTOR-dependente [181]. A ativagdo da eNOS através
da proteina Akt leva ao aumento da produg¢do de NO, vasodilatagdo e aumento da
circula¢do esplancnica [182, 183]. A ativa¢do de Akt ocorre devido a um aumento do
estresse de cisalhamento induzido pelo desarranjo endotelial, embora outros
mecanismos possam estar envolvidos [184]. Esses resultados sdo explicaveis devido ao
papel que a glutamina exerce na produ¢do de NO que, por sua vez, ird desencadear uma
reacdo em cadeia, sendo superproduzido e dilatando os vasos do territorio esplancnico,
aumentando gradativamente o estresse de cisalhamento, que € o estimulo mecanico de
ativagdo da Akt. Além disso, neste estudo foi observado que os niveis de VEGF nao se
alteram no grupo LPVP+G em relagdo ao grupo LPVP e o VEGF, via RTK, atua como
via de liberagdo de eNOS, através da via de Akt, produzindo mais NO, caracterizando a
circulagdo hiperdindmica presente na HP. Portanto, a glutamina atuaria atenuando esse
quadro, ndo reduzindo os niveis de NO, através do VEGF, mas pela redugédo do estresse
de cisalhamento, desencadeado pela sintese de NO, através da inibicdo de L-arginina e,

com isso, reduzindo os niveis de Akt, estimulada pela tensdo mecanica nos vasos.
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6. CONCLUSOES

6.1 Experimento I

1. Os valores da pressdo portal mostraram que houve aumento significativo no
grupo LPVP comparado ao grupo SO. A glutamina (LPVP+G) diminui a

pressdo portal nesse modelo utilizado.

2. Na avaliacdo dos testes de integridade hepatica, através de medidas de
concentracdo sérica de aminotransaminases (AST e ALT) e fosfatase alcalina
(FA), dos animais tratados com glutamina e veiculo, ndo se observaram

alteragdes nos valores dessas enzimas;

3. Em relagdo a lipoperoxidagdo, utilizando os métodos de substancias reativas ao
acido tiobarbitirico (TBA-RS) e quimiluminescéncia (QL) em estdmago 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 superoxido dismutase (SOD) apresentou uma diminui¢o
significativa nos animais do grupo LPVP em relacdo aos demais grupos, o que
pode estar relacionado com a inativagdo do anion superdxido. O grupo LPVP+G

manteve os valores da enzima aumentados, assim como os grupos controle;

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

mucosa gastrica;
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6. A atividade da enzima antioxidante glutationa peroxidase (GPx), demonstrou

aumento nos grupos SO+G e no LPVP+G, apresentando reducio significativa no

grupo LPVP em relagdo aos demais grupos.

A presenga dos metabdlitos do NO, através de nitritos e nitratos no estdmago de

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

Na avalia¢do histopatologica no estomago de ratos com hipertensdo portal,
observou-se o desenvolvimento de edema e vasodilatacdo no grupo LPVP. Os
animais LPVP tratados com glutamina apresentaram uma atenuagdo desse

fendmeno.

6.2 Experimento IT

1.

Os valores da pressdo portal mostraram que houve aumento significativo no
grupo LPVP comparado ao grupo SO. A glutamina (LPVP+G) diminui a

pressao portal nesse modelo utilizado.

O grupo LPVP apresentou aumento da lipoperoxidacdo na mucosa gastrica
avaliado por TBARS. O grupo tratado LPVP+G apresentou redugdo nos niveis
de LPO, quando comparado ao grupo LPVP. Demonstrando eficiéncia da

glutamina no combate ao dano oxidativo.

A administracdo da glutamina apresentou diferencas na dosagem dos
metabolitos do NO nos grupos estudados. O grupo LPVP apresentou aumento
nos niveis de NO, quando comparados ao grupo SO, bem como, houve uma

reducdo dos niveis de NO no grupo LPVP+G, quando comparado aos LPVP.

Houve redugdo da atividade da enzima SOD no grupo LPVP. No grupo
LPVP+G, a atividade da enzima permaneceu proxima aos indices encontrados
nos animais dos grupos SO. Sugerindo que a SOD estaria em atividade devido

aos niveis elevados de TBARS observados no grupo LPVP.
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5. Na glutationa total (GSH), a glutamina elevou os niveis no grupo LPVP+G,
apresentando reducdo significativa no grupo LPVP em relagdo aos demais
grupos. Esse padrio poderia ser explicado devido ao maior aumento na sintese
de glutationa, pois a glutamina atua como substrato para a producdo desse
antioxidante. Bem como, pela formacdo de peroxinitrito, onde o mecanismo de

dismutacdo ndo ocorresse;

6. A glutamina mostrou ser efetiva na reducdo da expressdao das proteinas eNOS,
PI3K e Akt em mucosa gastrica. Demonstrando papel importante na reducdo do
evento de sinalizagdo intracelular que desencadeia a liberagdo de NO. O mesmo

ndo foi observado na expressdo do VEGF.

7. A expressdo da eNOS, Akt e NTT em mucosa gastrica apresentou redu¢do nos
animais LPVP+G quando comparados ao grupo LPVP. Nos niveis de VEGF néo

houve alteracdo significativa entre os grupos analisado.

6.3 Conclusiao Geral

A glutamina, aminodcido utilizado neste experimento, por via i.p. e i.g., apresenta
propriedade antioxidante eficiente na redugdo do estresse oxidativo no modelo de
ligadura parcial da veia porta. Demonstra acdo benéfica no manejo da HP, melhorando
as complicagdes vasculares. Em contrapartida, observou-se que parece nao se envolver
na regulacdo dos niveis de fator de crescimento vascular endotelial, sugerindo que sua
acdo na rota VEGF-eNOS ndo seja tdo eficiente, porém demonstrando relagdo na
reducdo do estresse de cisalhamento, desencadeado pela circulagdo hiperdindmica que
caracteriza HP. E que, por sua vez, estimula a via de liberagdo AkT-eNOS-NO. A
glutamina atenua essa via sendo eficiente na reducdo dos niveis de formagdo de NO,
através da inibicdo da formacdo de citrulina e NO, pela L-arginina, reduzindo seus
niveis e seu efeito modulador da vasodilatacdo, atenuando o estresse de cisalhamento
que, por sua vez, inibe a ativagdo da Akt. Demonstra igualmente eficacia 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 regulagao.
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7. PERSPECTIVAS FUTURAS

A hipertensdo portal e a cirrose, em humanos ¢ em modelos animais, de doenca
hepatica, estdo associadas a disturbios vasculares devido ao desenvolvimento da
circulagdo hiperdinamica, caracterizada pelo aumento do débito cardiaco e diminui¢io
resisténcia vascular periférica presente. Além disso, as alteracdes vasculares na
homeostase também se manifestam pela resposta dos vasos sanguineos para diversos
agentes vasoconstritores e dilatadores influénciadas por reflexos regulados pelo centro
cardiovascular, como o barorreflexo [185]. Como exemplo, em casos de cirrose e
hipertensdo portal cronica, hd uma diminuicdo da sensibilidade pressdérica e uma
resposta cronotropica reduzida em respostas as catecolaminas [186]. Em modelos
animais, observou-se uma elevacdo do fluxo sangiiineo mesentérico arterial e uma
reducdo a resposta a vasoconstritores. Fatores neurais podem estar envolvidos na génese
deste desarranjo hemodindmico, envolvendo a fun¢do vascular, em especial o sistema

adrenérgico, o qual apresenta uma evidéncia indireta de hiperatividade [187].

Hé trabalhos demonstrando o envolvimento da regulacdo nervosa autondmica
nessa disfun¢do vascular associada a cirrose e/ou hipertensdo portal [186, 188, 189]. O
aumento da pressdo no territorio esplancnico pode determinar redugdo nos niveis de
catecolaminas, demonstrando um “downregulation” nos receptores adrenérgicos. Esses
achados sugerem que fatores neurais estejam envolvidos na génese dessa alteracdo
hemodinadmica, em especial o sistema simpatico, por apresentar um envolvimento

indireto nessa hiperatividade circulatdria. [190, 191].

Diante destes estudos, surge uma nova perspectiva propondo avaliar o papel da
regulagdo nervosa autondmica, em especial, a via adrenérgica, no desenvolvimento da

circulacdo hiperdinamica, desencadeada pela hipertensao portal.
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