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RESUMO

Introducdo: A Insuficiéncia Hepética Aguda Grave (IHAG) é uma sindrome clinica
rara, caracterizada por uma disfuncdo grave e subita das células do figado. A
tioacetamida (TAA) é uma hepatotoxina, cuja administracdo em ratos causa a morte
de células hepéticas por necrose centro lobular e promove o aumento da formacao
de espécies reativas de oxigénio (ERO). A glutamina € um aminoacido precursor
para a sintese de glutationa. Objetivo: Avaliar o efeito antioxidante da glutamina em
modelo experimental IHAG induzida por TAA em ratos. Métodos: Foram utilizados
ratos machos Wistar, divididos em 4 grupos por tempo de avaliacdo: controle,
glutamina (25 mg/kg), tioacetamida (400 mg/kg) e animais que receberam
tioacetamida e glutamina. Os animais foram avaliados em 24, 36 e 48 horas. Foi
coletado sangue para analises de AST, ALT, FA, BT e CRE e amostras de figado
para avaliar a lipoperoxidacdo (TBARS), a atividade das enzimas antioxidantes
(SOD, GPx, CAT e GST), avaliacdo histoldgica e analise imuno-histoquimica de NF-
kB, TNF-a. e INOS. Resultados: Os niveis de TBARS e a atividade das enzimas
antioxidantes SOD e GST mostraram-se significativamente diminuidos nos animais
dos grupos tratados com glutamina quando comparados com 0s animais dos grupos
TAA. A atividade da CAT mostrou-se aumentada nos animais que receberam a
glutamina em comparagdo aos animais dos grupos TAA. A atividade da GPx
diminuiu significativamente nos grupos tratados com glutamina quando avaliada em
36 e 48 horas quando comparada com os animais dos grupos TAA, nestes tempos.
O dano tecidual e a expressdo de NF-«kB, TNF-o e iINOS foram significativamente
menores nos animais tratados com glutamina. Concluséo: A tioacetamida causa
alteracbes em alguns parametros bioquimicos, histolégicos e no processo
inflamatorio, por sua vez a glutamina exerce acao protetora ao figado dos danos

gerados pela tioacetamida no modelo de IHAG.

Palavras-Chave: hepatotoxicidade, lipoperoxidagao, radicais livres, antioxidantes,

figado.



ABSTRACT

Introduction: Severe acute liver failure (SALF) is a rare clinical syndrome
characterized by severe and sudden dysfunction of liver cells. The administration of
the hepatotoxin thioacetamide (TAA) in rats causes the death of liver cells by
necrosis and lobular center promotes increased formation of reactive oxygen species
(ROS). Glutamine is a precursor for the synthesis of glutathione amino acid.
Objective: To evaluate the antioxidant effect of glutamine in IHAG experimental
model in rats induced by TAA. Methods: Male Wistar rats were divided into 4 groups
by evaluation period: control, glutamine (25 mg / kg), thioacetamide (400 mg / kQ)
and animals that received thioacetamide and glutamine. Animals were evaluated at
24, 36 and 48 hours. Blood was collected for analysis of AST, ALT, ALP, BT and
CRE and liver samples to assess lipid peroxidation (TBARS), the activity of
antioxidant enzymes (SOD, GPx, CAT and GST), histological and
immunohistochemical analysis NF-«B, iINOS and TNF-a. Results: The levels of
TBARS and the activity of antioxidant enzymes SOD and GST were significantly
decreased in animals in groups treated with glutamine compared with those for
groups TAA. CAT activity was shown to be increased in animals receiving glutamine
compared to groups TAA. The GPx activity decreased significantly in the groups
treated with glutamine when evaluated at 36 and 48 hours compared with those for
groups TAA in these times. The tissue damage and the expression of NF-kB, INOS
and TNF-a were significantly lower in animals treated with glutamine. Conclusion:
The thioacetamide causes changes in some biochemical, and histological
parameters in the inflammatory process, in turn glutamine exerts protective of the

liver damage caused by thioacetamide in IHAG model action.

Keywords: hepatotoxicity, lipid peroxidation, free radicals, antioxidants, liver.
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1 INTRODUCAO

O figado exerce muitas fungdes vitais sendo essencial na regulacdo do
metabolismo, na sintese de proteinas e de outras moléculas, no armazenamento de
proteinas e de ferro, na degradacéo dos horménios e na inativacdo e excrecdo de
drogas e de toxinas (1).

Por desempenhar um papel importante no metabolismo de drogas, o figado é
suscetivel a um elevado grau de toxicidade. A hepatotoxicidade implica lesdo
hepética causada por produtos quimicos. Certas drogas quando administradas em
doses terapéuticas e algumas em overdose podem lesar o figado. O reconhecimento
precoce da droga € fundamental para minimizar os efeitos da lesdo. A incidéncia de
doenca do figado induzida por drogas parece estar relacionada a um ndamero
crescente de novos agentes que foram introduzidos em uso clinico ao longo das
Ultimas décadas. As drogas tém sido relatadas como sendo responsaveis por
aproximadamente 10% dos casos de hepatite e menos do que 5% dos casos

hospitalares com ictericia (2).

Devido a baixa incidéncia de doenca hepatica induzida por drogas, o potencial
hepatotoxico de uma droga usualmente ndo € reconhecido durante os ensaios de
pré-comercializacdo. S0 se manifesta depois da droga ter sido comercializada e

utilizada por muito mais pacientes do que os incluidos em ensaios clinicos (3, 4).

A hepatotoxicidade induzida por drogas € o mais comum evento adverso que
interrompe o desenvolvimento de um novo medicamento ou leva a retirada de
medicamentos autorizados do mercado. A identificacdo de novos fatores de risco e
uma melhor compreensdo dos mecanismos patogénicos certamente implicardo
melhorias na assisténcia médica e na evolugcdo farmacéutica no futuro proximo.
Assim, a melhor compreensdo dos mecanismos que contribuem para o dano
hepatico induzido por drogas pode levar ao desenvolvimento de novas estratégias

de tratamento (5).

Este estudo tem como objetivo avaliar as alteragdes hepaticas decorrentes do
modelo de Insuficiéncia Hepatica Aguda Grave (IHAG) e os efeitos do tratamento

com a glutamina.
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Esta dissertacdo esta estruturada em secdes. Apés a introducdo (se¢édo 1)
sera apresentada a revisdo da literatura (secao 2), em seguida, o0 marco conceitual
(secédo 3), a justificativa (secado 4), os objetivos do estudo (sec¢éo 5) e as referéncias

bibliograficas (secao 6) utilizadas na secéo 1 e 2.

Na sétima secdo, sera apresentado o artigo cientifico intitulado: “Effect of
glutamine on oxidative stress and inflammation in fulminant hepatic failure”,

submetido para publicacéo na revista Toxicology and Applied Pharmacology.
As consideracdes finais serdo apresentadas na oitava sec¢ao.

Este trabalho foi desenvolvido no Laboratério Experimental de
Gastroenterologia e Hepatologia do Centro de Pesquisas do Hospital de Clinicas de
Porto Alegre e no Laboratério de Estresse Oxidativo e Antioxidantes da Universidade

Luterana do Brasil.

Contou com o auxilio financeiro do Fundo de Incentivo a Pesquisa e Ensino
do Hospital de Clinicas de Porto Alegre (FIPE/HCPA), processo niumero 12-0116, e
da Coordenacéao de Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior (CAPES).



2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 ESTRATEGIAS PARA LOCALIZAR E SELECIONAR INFORMACOES

Revisando a literatura, procuramos explorar os principais aspectos envolvidos
na IHAG, relacionando o envolvimento do estresse oxidativo e 0S processos

inflamatorios bem como o uso da glutamina como tratamento.

Foi realizada uma busca na literatura envolvendo as bases de dados: PubMed
(MEDLINE) e Scielo (Figura 1). Foram consultados também, bancos de disserta¢cfes

e teses de instituicdes nacionais e internacionais e livros-texto.

Os termos que aparecem ao longo da dissertacdo e que foram selecionados
para busca sdo: Severe acute liver failure (incluindo Fulminant hepatic failure),

Thioacetamide, Oxidative stress, Inflammation, Liver, Antioxidants, e Glutamine.



1 - Severe acute liver failure (SALF) - (Fulminant hepatic failure)

' PALAVRAS CHAVE I

2 - Thioacetamide (TAA)
3 - Oxidative stress (OS)
4 - Inflammation (IF)

5 - Liver (L)

6 - Antioxidants (AOX)
7 - Glutamine (G)

' PubMed |

1- SALF: 2.876

2-TAA: 1.824

3-0S:133.085

4 - |F: 455.321
5-L1:903.499

6 - AOX: 385.829

7-G:36.035

' Scielo |

1- SALF: 37
2-TAA: 13
3-0S:1.105
4-1F:2.264
5-L:5.109
6 - AOX: 551
7-G: 236

1+2=6
1+3=37
1+4= 267
1+5= 232
1+6= 145
1+7=21
1+2+3=1
1+2+3+7=0

1+2=0
1+3= 2
1+4= 26
1+5= 186
1+6=24
1+7=1
1+2+3=0

J

1+2+3+7=0

Figura 1. Estratégia de busca em banco de dados
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Dentre os artigos encontrados, foi utilizado um total de 159 artigos divididos

entre a revisao bibliografica da dissertacado e o artigo produzido.
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2.2 ESTRUTURA E FUNCAO DO FiGADO

O figado é o maior 6rgéo interno do organismo, pesando em média 1.200 a
1.500 g e medindo 12 a 15 cm no plano coronal e 15 a 20 cm no plano transversal.
Situa-se entre o quinto espaco intercostal e a margem costal direita. No adulto o
figado equivale de 1,8 a 3% do peso corporal total e na crianca € relativamente
maior, chegando a 5% do peso (6). Apresenta dois lobos (o direito com
aproximadamente 6 vezes as dimensfes do esquerdo) e 8 segmentos. Cada

segmento possui suprimento sanguineo e canais biliares independentes (7).

O figado representa um 6rgéao vital, pois desempenha funcdes essenciais no
organismo, com atividades de sintese e de excrecdo (8). Para realizar as suas
funcbes, o figado possui uma estrutura complexa (Figura 2), constituido
principalmente por células hepaticas (hepatdcitos), que se anastomosam entre si,

formando unidades morfolégicas chamadas de I6bulos hepaticos (9).

Cada lobulo hepéatico é uma unidade funcional basica do figado que
apresenta uma veia central onde € drenado o sangue aportado pela artéria hepatica
e a veia porta. Na sua periferia ha um espaco porta contendo o ducto biliar, radicula
da veia porta e ramo da artéria hepatica (7). No I6bulo, os hepatoécitos dispdem-se
em placas orientadas radialmente a partir de uma veia central, entrelacadas de
forma ordenada por sinusoides hepdaticos. Os sinuséides sdo a consequéncia da
convergéncia dos ramos intra-hepaticos da artéria hepatica e da veia porta. Existem
grandes fenestracfes nos sinusoides hepaticos, que sdo altamente permeéaveis (6,
7). Sao formados por capilares compostos de dois tipos celulares: células endoteliais
tipicas dos capilares sanguineos e os macréfagos que no figado sdo denominados

como células de Kupffer (6).

As células de Kupffer sdo ativadas por muitos agentes, incluindo endotoxinas,
sepse, choque, interferon-y, &cido araquidénico e fator de necrose tumoral (TNF).
Como resultado dessa ativacdo ocorre producdo de: citocinas, peréxido de
hidrogénio, 6xido nitrico, TNF, interleucina (IL) 1, IL 6 e IL 10, interferon a e B, fator

transformador de crescimento e varios prostanoides (6).
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Veia porta Sinusdides

Ductos biliare

‘1_‘ & - -’ —

...‘ | L. % 7""’

Hepatdcitos
Ductos periportais
Canaliculos biliares

Figura 2: Esquema tridimensional da arquitetura do figado normal. Fonte: modificado (7)

Dentre suas funcdes vitais e essenciais @ manutencdo da homeostasia
corporal, o figado destaca-se pelo seu papel imunoldgico, participa na sintese
proteica e de outras moléculas é responsavel pela regulacdo do metabolismo de
diversos nutrientes, armazenamento de vitaminas e ferro, degradacdo hormonal e a

inativacao e excrecao de drogas e toxinas (10).

2.3 INSUFICIENCIA HEPATICA AGUDA GRAVE

A Insuficiéncia Hepéatica Aguda Grave (IHAG) caracteriza-se pela subita
instalacao entre pacientes com figado previamente normal ou em alguns portadores
de doenca hepatica crbnica. Em geral, assume evolucdo rapida, levando a
insuficiéncia hepatocelular, traduzida por profundos distarbios metabdlicos,
suscetibilidade particular a infec¢cdes bacterianas ou fungicas, faléncia de multiplos
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orgaos, coagulopatia e disturbio do sistema nervoso central, traduzido por letargia,
sonoléncia e coma (11).

A conceituacao original foi feita por Lucke e Mallory (1946) (12), que definiram
hepatite aguda fulminante “pelo aparecimento agudo de ictericia progressiva,
reducdo volumétrica do figado e coma hepético, com alargamento do tempo de
protombrina (TP), hipertransaminasemia, além de aumentos nos valores sanguineos
de bilirrubina, nitrogénio e amoénia”, com a faléncia hepatica instalando-se em oito
semanas desde o inicio do quadro clinico (11). Atualmente a definicdo mais bem
aceita inclui a evidéncia de coagulopatia (com indice internacional de normalizacédo

[RNI] = 1,5) e de qualquer grau de encefalopatia hepatica (13).

O tempo de instalacéo para definicdo da IHAG é variavel, conforme diferentes
autores. A maioria considera um intervalo inferior a oito semanas desde o
aparecimento de ictericia até o aparecimento de encefalopatia em doentes sem
doencga hepética anterior ou inferior a duas semanas em paciente com doenca
hepatica subjacente. Outros consideram um tempo inferior a 26 semanas para o
aparecimento do quadro clinico (14). No entanto, pacientes com Hepatite
Autoimune, Doenca de Wilson, Hepatite B podem evoluir para IHAG,
independentemente da presenca de hepatopatia crbnica (15).

A IHAG constitui um grande desafio para a medicina atual. Em vez de uma
doenca especifica, é considerada uma sindrome com elevada mortalidade e
morbidade, sendo de baixa prevaléncia, podendo ter mudiltiplas etiologias com

diferentes prognaosticos (13).

2.3.1 Epidemiologia e Etiologia

7

A hepatite viral € a causa mais comum de IHAG nos paises em
desenvolvimento, com incidéncia maior entre individuos expostos ao virus em fase
mais avancada da vida, ocorrendo em 0,2 a 4% destes doentes (11). E a lesdo
hepatica induzida por farmacos predomina na Europa e na América do Norte. A
incidéncia da IHAG nao estd bem definida, estimando-se cerca de 2.000 casos por
ano nos Estados Unidos da América (EUA). A hepatoxicidade por farmacos é
responsavel por mais de 50% da IHAG, incluindo a toxicidade por paracetamol em

doses excessivas (40%) ou reacao idiosincratica por farmacos (12%) (13, 14).
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Apesar dos avancos significativos nas técnicas de diagndstico, os casos de
etiologia indeterminada (criptogénico), definidos por resultados sorolégicos negativos

e sem outras etiologias identificadas variam entre 15 e 44% (14).

A agressdo aguda grave ao parénquima hepatico pode ser de diferentes
etiologias, tais como: doenca hepatica induzida por farmacos e toxinas (DILI),
xenobioticos, hepatites virais, doencas hepaticas metabdlicas, vasculares ou auto-
imunes, entre outras causas(16). Determinar a etiologia € essencial (Tabela 1), uma
vez que esta constitui o fator mais importante para a determinacdo do prognostico
(14).

Tabela 1:Causas de insuficiéncia hepéatica aguda grave.

Viral
- Virus de Hepatie 4 (VIHA) - Wirus de Epsten —Bam (EBY)
- Virus de Hepatie B (VHB) - Citomegalovirus {CMV)
- Virus de Hepatie E (VHE) - Virus de Herpes simplex (HEV)
- Virus da Hepatie D (VHD) - Virus de Faricels zoster
Finmacos/toxinas
- acelaminnizno parace tarmol - Bonazida
- dcido valpriico - metildopa
- dlcool - QLD
- amindaroma - rifimpicing
- antidepressivos ricichoos - sulfonarmidas
- anti inflamatérios nlo esterdides - tetracicling
- Cetooonaznl - tetracloreto de carbonn
- fenitnina - Amanita phalloides
- halotano - produtos de hervaniria
- inbidoras da monoaming-oxidase (MAD) - suplementos digtéticos
Vascular
- Trombose da vei porta - Sindrome de Obstrugio siusoidalDeengca Veno-oclusive
- Sindrome de Budd Chiari - Hepatile squémica
Metabilica

- Doence de Wilson - HELLP (complicacéo arave da pré-eclampsia)
T - - Sidrome de Reve
Outros

- Infiltra¢fic malipma - Hepatii auto-rmine
- Bépsis - Indeterming da

Fonte: (14)

Pode-se estabelecer a causa da IHAG em cerca de 60 a 80% dos casos,

sendo a sua maioria por hepatotoxicidade a farmacos e diversas plantas utilizadas
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em chas e homeopatias (Tabela 2). A Hepatotoxicidade é a principal razéo pela qual

alguns medicamentos e ervas séo retirados do mercado (13, 14, 16).

Tabela 2: Exemplos de ervas que podem causar IHAG e suas aplicagdes.

Nome popular Funcéo

Kava-Kava Ansiedade

Escutelaria Ansiedade, rugas, protetor solar
Poejo Arrepio, espasmos

Confrei Asma, febre, acne, queimadura
Carvalho pequeno Antipirético, antiséptico

Crista de galo ou erva de ferro  Asma, constipacao, diurético
Licopddio Cistite
Chaparral Anti-reumatico, anti-inflamatorio

Fonte: Modificado (14)

2.3.2 Fisiopatologia

A IHAG ocorre quando a morte celular excede a capacidade de regeneracao
hepatica. Apesar das multiplas causas possiveis de morte celular, este processo
segue normalmente dois padrdes: necrose ou apoptose. A necrose envolve a
deplecdo de adenosina trifosfato (ATP), que resulta em tumescéncia e lise celular,
com liberacédo do conteudo celular e inflamacdo secundaria. A apoptose representa

uma morte celular programada, dependente de ATP, e leva a reabsorcdo do

citoplasma e ndcleo, minimizando a resposta inflamatéria (13).

A capacidade de metabolizacdo de substancias endogenas, como hormonios,
bilirrubinas, vitaminas e mesmo medicamentos, encontra-se depletada, necessitando
de extrema precaucdo na prescricdo de farmacos para estes pacientes,
principalmente aqueles dependentes de passagem e metabolizacdo hepética ou
potencialmente hepatotoxicos (16).

As alteracbes no metabolismo de hidratos de carbono manifestam-se pela
hipoglicemia. Proteinas de meia-vida curta como as alfa-1 e alfa-2 globulinas
diminuem rapidamente. Diversos fatores da coagulacdo sanguinea, sintetizados no

figado e de meia-vida curta, também estdo diminuidos na IHAG, como o fator V,
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alterando a atividade da protombrina. O mau funcionamento das células de Kupffer
na IHAG permite o livre transito de micro-organismos e endotoxinas provenientes do
intestino, que alcancam a circulacdo sanguinea, piorando as funcdes metabdlicas e
favorecendo a instalacdo de infeccbes e a liberacdo de citocinas com graves

consequéncias circulatdrias, agravando ainda mais a doenca (16, 17)

2.3.3 Manifestacdes clinicas e Diagndéstico

Os primeiros sintomas da IHAG ndo sdo especificos — nausea, mal-estar,
fadiga. O sintoma mais expressivo € a encefalopatia hepética (EH), que pode
aparecer antes ou depois da ictericia. Em concomitancia com o desenvolvimento de
alteracdes neuropsiquicas proprias da EH, € comum a instalacdo de infeccoes,
sépsis, ma nutricdo, hemorragias alteracdes hemodinamicas, insuficiéncia renal,
coagulopatia, insuficiéncia respiratoria, alteracdes metabdlicas, sendo possivel
caracterizar a sindrome de faléncia mdaltipla de 6rgaos. Além desses dados
inespecificos, o surgimento de edema cerebral € Unico na IHAG, sendo causa

frequente do aumento de mortalidade (13, 15, 16).

O diagnostico consiste na analise da historia clinica e na realizacdo de
exames laboratoriais, bioquimicos, enzimaticos, hematologicos, que auxiliardo na
avaliacdo das condicdes organicas e das eventuais complicacbes, e exames
especializados, virais, toxicologicos, de imagens ou anatomo-patologicos, que

possibilitardo o possivel diagndstico etioldgico (13, 16).

2.3.4 Prognastico e Terapéutica

Os fatores prognésticos da IHAG podem ser estaticos ou dindmicos. Tém sido
considerados como fatores progndésticos estaticos a idade do paciente e a etiologia
da doenca, sendo que tanto a hepatite A como aquela causada pela intoxicagdo com
paracetamol sdo consideradas de melhor prognostico, com taxas de mortalidade ao
redor de 50%. J& os casos de etiologia provavelmente viral, classificados como néo
sendo do tipo A ou E, bem como outros medicamentos, costumam ter pior

prognostico (Tabela 3) (16).
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Tabela 3: Fatores prognésticos na IHAG.

Mau progndstico

Idade <10 ou > 40anos
Fatores estéticos Etiologia Hepatites (exceto tipo A)

Drogas (exceto Paracetamol)

Nivel de bilirrubinas > 18 mg/dL
T. de protombrina > 100 segundos
_ _ Fator V > 20%
Fatores dinamicos _ .
Grau de Encefalopatia Hepatica Grau IV
Necrose hepatocelular extensa
Complicacgbes presentes

Fonte: adaptada (16)

A abordagem terapéutica inclui o tratamento da etiologia responsavel pela
IHAG e das suas complicagbes sistémicas. Inicialmente, devem ser efetuadas
medidas intensivas de suporte, com correcdo das alteracbes hemodinamicas, da
coagulacdo ou do equilibrio hidro-eletrolitico, até se determinar a etiologia exata. E
também necessario manter uma vigilancia de possiveis infeccbes e manutencéo da

nutricao (14).

Apesar da significativa melhoria na terapia de cuidados intensivos, a IHAG
apresenta elevada mortalidade, podendo chegar a mais de 80% dos casos. Em
muitos pacientes, a insuficiéncia hepatica é reversivel, e terapias rapidas de suporte
ao figado podem ajudar na regeneracdo hepatica, e 0os pacientes que sobrevivem
podem recuperar totalmente a funcdo do figado e ter uma expectativa de vida
normal (18). No entanto, existem muitos pacientes em que o Unico método capaz de
salvar a sua vida € o transplante de figado. Porém, sua aplicag&o clinica em grande

escala é limitada pela falta de disponibilidade de doadores de érgdos (19).

Sendo assim, as atencdes tém sido focadas na possibilidade de restaurar a
massa e a funcédo hepatica através de terapias diversas, na tentativa de retardar ou

impedir a progressdo da doenca (2, 16).
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2.3.5 Modelos experimentais de IHAG

A pesquisa em modelos experimentais de IHAG tem uma fungéo
extremamente importante para o estudo da patogénese dessa doenca. A eficacia
dos modelos experimentais de insuficiéncia hepatica pode auxiliar na avaliacdo da
fisiopatogenia, no aspecto molecular e no uso de drogas indutoras da doenga (5, 20,
21).

Os modelos animais de IHAG podem ser classificados em trés categorias:
cirdrgicos, quimicos e modelos cirargico e quimico combinados. Os modelos
quimicos (drogas hepatotdxicas) sdo amplamente utilizados no desenvolvimento de
IHAG experimental. As drogas mais comumente utilizadas sao paracetamol,

galactasamina, tetracloreto de carbono, tioacetamida, entre outras (21).

Em estudo classico, onde foram avaliadas as exigéncias de um modelo
animal ideal de IHAG, os autores sugeriram critérios que um modelo deve satisfazer:
reversibilidade, reprodutibilidade, morte decorrente da faléncia hepaética, janela
terapéutica, utilizacdo de animais que possibilitem a utilizacdo de terapias aplicaveis
ao ser humano e a droga utilizada deve apresentar riscos minimos para o pessoal

envolvido no experimento (20).

2.4 XENOBIOTICOS

Os seres vivos estado continuamente expostos a compostos quimicos naturais
e/ou ndo naturais, a eles estranhos. Estes compostos sao denominados

xenobidticos e podem interagir de maneira deletéria ao organismo (22).

A detoxificagcdo enzimética de xenobidticos pode ser classificada em duas
fases distintas. As enzimas de fase |, ou enzimas de ativacdo, representadas pela
superfamilia do citocromo P450, ativam o xenobiético, tornando-o mais eletrofilico e
desta forma mais reativo, normalmente com a introdugdo de um grupo funcional. J&
as enzimas de fase I, ou de detoxificacdo, normalmente atuam com a conjugacgao
dos metabolitos com um substrato enddgeno, por enzimas transferases. Essa fase

do metabolismo de xenobidticos compreende um importante passo para a



26

eliminacdo do xenobidtico do meio celular, podendo em alguns casos envolver a
participacdo de transportadores. E o caso, por exemplo, dos transportadores dos
conjugados de glutationa/xenobioticos A seguir, estes metabdlitos sao transportados
para o exterior da célula e entdo excretados, impedindo seu acumulo e,
consequentemente, o surgimento de danos nas biomembranas e no material
genético. (Figura 3) (22-26).

FASE | FASE Il Metabolito
Metabdlito conjugado
- Oxidacao
biot —P . -
xenobiotico . Reducdo — ' — Conjugacéo -
Hidrélise
= <
excrecao

Figura 3: Vias de biotransformacéo de xenobidticos. Fonte: modificado (24).

No entanto, quando os produtos formados na fase | ndo sofrem inativacao ou
sdo ativados a substédncias mais reativas pelas enzimas da fase 2, estes
intermediarios reativos podem se ligar covalentemente a macromoléculas e causar
diversas formas de dano ao organismo, pois poderdo agir como agentes
mutagénicos e/ou carcinogénicos (Figura 4) (25, 27). Os substratos (eletrofilicos)
mais comuns das glutationa transferases incluem: haletos de alquila, epoxidos,
compostos a,B-insaturados (como quinonas, iminoquinonas, aldeidos, cetonas,
lactonas e ésteres), haletos de arila, nitro aromaticos, dimetilnitrosamina e

tioacetamida (23).
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Figura 4. Modelo proposto para lesédo hepatica induzida por drogas. Fonte: (5)

2.4.1 Tioacetamida

A tioacetamida (TAA), CoHsNS, € um composto organo-sulforoso obtido a
partir da reacdo de acetamida com pentassulfeto de fésforo. E uma substancia
sOlida, cristalina, incolor e hidrossoluvel. A TAA é fonte de &cido sulfidrico na sintese
de compostos organicos e inorganicos, utilizada nas industrias de couro, papel e
téxtil. E empregada como acelerador na vulcanizac¢éo de borracha e estabilizador de
combustiveis (28, 29). Outro uso conhecido da TAA era como fungicida nas lavouras
de citricos, no entanto, estudos demonstraram seus efeitos hepatotdxicos, cuja

administracao cronica levava a cirrose e a carcinoma hepatocelular (5, 29).

A TAA requer ativacdo metabdlica para que seu efeito seja tdxico. Essa
bioativacdo ocorre através do complexo microssomal citocromo P-450 que é um
sistema enzimatico formado por diversas enzimas, dentre as quais a CYP2E1l
parece ser a mais implicada no metabolismo da TAA (30, 31). ApGs a administracao,
a TAA e rapidamente convertida em acetamida e tioacetamida-S-6xido (TASO) que
€ metabolizada, posteriormente, a tioacetamida-S-dioxido (TASO,;). O efeito

citotoxico da droga é atribuido ao ultimo metabdlito, um composto instavel,
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altamente reativo, que se liga covalentemente a macromoléculas das células do
figado (29, 31, 32). Este composto é responsavel por causar o dano hepatico
induzido pela TAA uma vez que € capaz de formar espécies reativas de oxigénio
(ERO) e necrose (Figura 5) (5, 33).

CH,CONH,

cYP2E
CH;CSNH, CH;CSONH;  (1aso

CYP2E1

CH,CSO,NH, (1As0,)

Dano Hepatico <= Ligacdo Covalente

Figura 5. Metabolismo da tioacetamida. Fonte: modificado (34)

2.5 ESTRESSE OXIDATIVO E ESTRESSE NITROSATIVO

2.5.1 Espécies Reativas de Oxigénio e Radicais Livres

No processo de oxidacao do oxigénio (O,), 95 a 98% recebem quatro elétrons
de uma vez, formando ATP, liberando agua e gas carbdnico. Porém em 2 a 5% da
reducdo monoeletrénica o O, tem forte tendéncia em receber apenas um elétron de
cada vez, formando durante as reagbes uma seérie de intermediérios toxicos e
reativos, as ERO (Figura 6) (35). Essas espécies sdo geradas em todos os
organismos aerobicos, em condicdes metabdlicas normais. Ocorre também a
formacdo destes compostos em situacdes particulares, como pela exposi¢cdo a

radiacdo, produtos de células fagocitarias ativadas e drogas (36).
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Figura 6: Reducdo do oxigénio molecular com formacgéo de RL. Fonte: adaptado (37)

Os intermediarios da reducdo monovalente do O, sdo 0 anion superoxido
(O,e-), 0 peréxido de hidrogénio (H,O,) e o radical hidroxil (OH+). Dentre estes
intermediarios, o O,*- e OHe sdo chamados de Radicais Livres (RL). Essas
moléculas sdo geradas em condicdes fisiologicas ou patolégicas e sdo danosas
quando produzidas em excesso. O H,O, ndo é um radical livre; no entanto,
representa um metabdlito de oxigénio parcialmente reduzido. Outra espécie reativa

de interesse é o0 oxigénio singlet, uma forma de oxigénio spin-alterada (35, 37, 38).

A adicdo de um elétron a uma molécula de O, no estado fundamental gera a
formacao do radical O,e-. Ao receber mais um elétron e dois ions hidrogénio forma
H,O, através do processo chamado dismutacdo. Essa reacdo é catalisada pela
enzima superéxido dismutase (SOD) que € encontrada em quantidades elevadas
nas células de mamiferos e que acelera a reacdo de 10* vezes a frequéncia para

dismutacado espontanea num pH fisiolégico (reacéo 1) (37).

Reacdo 1: 2 Oye-+2H" SOD | Hy0,
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O H,0, € uma molécula estavel, e ndo é essencialmente tdxica para as
células, mas com a adi¢cdo de um elétron forma o OH+ que pode ser formado através
de duas reacdes: Fenton quando reage com ions ferro ou cobre (reacéo 2), e Haber-

Weiss quando reage com ions de metais de transicéo (reacéo 3)(35, 37).

Reacdo 2: Fe?+/Cu* + H,0, > OHe + OH- + Fe3+/Cu®*

Reagdo 3: HyO, + 00 7" L OHe+ OH + O,

O OH- é o0 mais reativo, mais lesivo e, portanto, o RL mais instavel que reage
com uma grande variedade de compostos organicos. Apresenta meia-vida
extremamente curta, ndo se distancia do seu sitio de formacéo, é altamente fugaz e

apresenta-se em baixas concentracdes nos tecidos (35, 39).

RL é definido como “qualquer espécie quimica (atomo ou molécula) capaz de
existéncia independente, que possua um ou mais elétrons desemparelhados em
qualquer orbital, normalmente no orbital mais externo”(40). Por serem muito reativas,
assim que se formam, essas moléculas reagem principalmente com os lipidios de

membrana ocasionando o fendémeno denominado lipoperoxidagéao (LPO) (35).

Em decorréncia da LPO, h& perda da seletividade na troca ibnica e liberacéo
do contetdo de organelas, como as enzimas hidroliticas dos lisossomos, e formacéao
de produtos citotoxicos, culminando com a morte celular (41). A LPO também pode
estar associada aos mecanismos de envelhecimento, de cancer e a exacerbacdo da
toxicidade de xenobidticos (42). Assim como na formacéo das ERO, nem sempre 0s
processos de lipoperoxidagédo séo prejudiciais, pois seus produtos s&o importantes
na reacdo em cascata a partir do 4cido aracdénico (formagéo de prostaglandinas) e,
portanto, na resposta inflamatoria (43). No entanto, o excesso de tais produtos pode
ser lesivo. A LPO é uma reacdo que ocorre em cadeia, representada pelas etapas

de iniciagéo, propagacao e terminacéo (Figura 7) (35, 36).
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Figura 7: Etapas envolvidas nareacédo de lipoperoxidac&o. Fonte: modificado (35)

Na iniciacdo, o RL, geralmente o OHe, ataca uma molécula organica,
abstraindo um &tomo de hidrogénio de um grupamento quimico (metileno
pertencente a um acido graxo poli-insaturado da membrana), promovendo um
rearranjo molecular. Na propagacao os radicais formados sdo capazes de abstrair
hidrogénio de outra molécula lipidica, formando um hidroperoxido. Na etapa de
terminacéo, dois radicais formam um tetréxido instavel que se decompde originando
0 oxigénio singlet e carbonilas excitadas que retornam ao seu estado fundamental
emitindo luz visivel (35, 36, 44).

Em circunstancias nas quais a producdo de RL estd muito acima da
capacidade dos sistemas de defesa antioxidante do organismo remové-los ocorre
um desequilibrio entre os sistemas pré-oxidantes e antioxidantes estabelecendo,

assim um quadro de estresse oxidativo (EO) (37).

2.5.1 Oxido nitrico

O 6xido nitrico (NO) é uma molécula inorganica que participa de muitos
processos fisioldgicos e patologicos, sendo um sinalizador ou fator de relaxamento

derivado do endotélio. O NO pode ser dividido de acordo com o0 mecanismo de agao
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da molécula com sua célula-alvo. Esse mecanismo pode ocorrer de duas formas:
quando interage diretamente com a molécula do sistema-alvo e quando existem
intermediarios que podem reagir com o NO, podendo levar a formacéo de espécies

ativas de nitrogénio, como o peroxinitrito (ONOO") (45, 46).

O NO é sintetizado em diferentes tecidos por meio da converséo da L-arginina
em L-citrulina pela acdo da enzima o6xido nitrico sintase (NOS). Podem ocorrer
formas constitutivas que sdo responsaveis pela producdo de oxido nitrico neuronal
(nNOS) e endotelial (eNOS), que sdo essenciais para a integridade vascular,
neurotransmisséo, nos processos de defesa do organismo e na manutencdo de
tecidos (45, 47). Além disso, existe a forma induzivel (iNOS), gerada por macrofagos
e outras células ativadas por citocinas. Cada uma das formas possui capacidade de
gerar NO por meio de mecanismos regulatérios complementares e distintos(48). A
principal via metabdlica do NO envolve sua oxidacdo rapida a éxidos de nitrogénio
superiores: nitrito (NO) e nitrato (NOg) (Figura 8) (45).

NOS (iNOS, eNOS, nNOS)

ornitina / \

+ uréia ~ @ L-Arginina L-Citrulina

NO—— | o,
Inibigao da (Atividade endécrina)
agregagdo
plaquetaria
Moléculas ; =
Vasodilatagao -
de Adesao ¢ NO;

Figura 8: Metabolismo do NO. Fonte: modificado (45)

A producdo descontrolada de NO pode levar a uma resposta macica toxica,
implicada em uma série de processos destrutivos teciduais na inflamacgéo aguda ou
cronica. Além disso, o O,*- pode reagir diretamente com o NO gerando peroxinitrito.
Este pode levar a formacdo de um oxidante bastante lesivo (peroxinitrito), com
caracteristicas semelhantes ao radical hidroxil (reag&o 4) (37).



33

Reagdo 4: 02 +- + NO — ONOO™ — ONOO + H" — OH-

Atualmente, estudos sugerem que o metabolismo oxidativo anormal pode ter
uma grande importancia na fisiopatologia de diversas doencas. Os efeitos
prejudiciais decorrentes do EO podem ser pouco expressivos ou muito agressivos,
incluindo peroxidacgdo dos lipidios de membrana dano as biomoléculas, agressao as
proteinas dos tecidos e membranas, as enzimas, carboidratos e dano ao acido
desorribonucléico (DNA) como interrupcdo do sinal de transducdo e mutacao

podendo levar a morte celular (49).

Tanto as ERO quanto as espécies reativas de nitrogénio e outros Radicais

Livres sao intermediarios criticos na fisiologia e fisiopatologia dos hepatécitos (45).

2.7 PROCESSO INFLAMATORIO

A perda de hepatdcitos, caracteristica da IHAG, leva a uma sindrome de
resposta inflamatoria sistémica com faléncia multiorganica e posteriormente morte
do individuo. A resposta inflamatdria estd4 envolvida na vasodilatacdo, no estresse
oxidativo e nitrosativo, que potencialmente reforca os efeitos citotoxicos e agrava a

crise metabdlica (13).

No figado normal, a expressédo de mediadores inflamatérios é baixa, estando,
contudo, aumentada nos hepatdcitos, colangiocitos, epitélio sinusoidal e células
inflamatorias em varias doencas agudas e crbnicas hepéaticas, incluindo a IHAG.
Dentre esses mediadores, o Fator de Necrose Tumoral o (TNF-a) parece ser
particularmente importante por levar a ativagcdo do fator de transcricdo nuclear kappa
B (NF-kB) (13, 44).

As moléculas NF-kB s&o reguladoras génicas envolvidos na maioria das
respostas inflamatdrias. Estas respostas fazem parte das reacdes a infeccdo ou a
lesdo e ajudam a proteger as células desses estresses (50). O NF-kB pode ser
ativado por uma variedade de sinais resultantes de fisiopatologia inflamatéria. Esses

estimulos podem ser intracelulares e/ou extracelulares, como: produtos bacterianos
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(endotoxinas, peptideoglicanos), virus e componentes virais, protozoarios, citocinas

(TNF-q, interleucinas) e radicais livres (51, 52).

Dessa forma, o NF-«kB regula a expressao de agentes envolvidos em um
grande numero de processos celulares, como nas respostas inflamatérias e
imunologicas, aumentando a taxa de transcricdo de genes. A ativacdo do complexo
NF-kB, na presenca de injaria, contribui com maior expressdo génica dos
mediadores pro-inflamatoérios (citocinas, enzimas, receptores imunolégicos e
moléculas de adesé&o) além de iniciar a transcricdo de citocinas como TNF-q, IL-1b,
IL-2 e IL-6 (Figura 9) (51, 53).
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Figura 9: Via classica de ativagao do NF-kB. Fonte: modificado (51)

2.8 ANTIOXIDANTES

O desequilibrio no estado redox tem efeito potencialmente deletério sobre a

biologia celular. Por isso, existem varios mecanismos antioxidantes envolvidos na
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protecdo das células e dos organismos por um eventual dano causado por
guantidades excessivas dos mediadores altamente reativos (35). Antioxidante (AOX)
€ qualquer substancia que, quando presente em baixas concentracfes, comparadas
as de um substrato oxidavel, retarda ou inibe significativamente a oxidacdo deste

substrato enzimético ou ndo enzimético (54).

As ERO produzidas pelo metabolismo celular sGdo mantidas em baixas
concentracfes intracelulares pela acdo do sistema de defesa antioxidante
enzimatico que inclui as enzimas: superoxido dismutase (SOD), enzima inativadora
do anion superoxido, glutationa peroxidase (GPx), que é inativadora dos peroxidos
lipidicos e do perdxido de hidrogénio e catalase (CAT), também inativadora do
peréxido de hidrogénio. Estas enzimas trabalham com intensa cooperacéo entre si
(Figura 10) (35, 36). A SOD é considerada a primeira linha de defesa contra as
ERRO (55).
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Figura 10: A¢des das enzimas do sistema de defesa antioxidante. Fonte: (39)

As células apresentam ainda outras enzimas importantes para a acgao
antioxidante, como a familia das glutationas S-transferases (GSTs). As GSTs
demonstram uma capacidade peroxidase contra os hidroperéxidos organicos e

também estdo associadas a biotransformacdo de herbicidas, inseticidas e

xenobiodticos. Estas enzimas catalisam a reacdo de conjugacao da glutationa em sua
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forma reduzida (GSH) a estes compostos, aumentando a sua solubilidade e, assim,
facilitando a sua excrecéo (Figura 11) (25, 26, 39, 43).
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Figura 11: Conjugacdo de GSH com um xenobidtico genérico. Fonte: modificado (25)

Dessa forma o sistema de defesa primario constitui-se por substancias que
impedem a geragédo de ERO, ou sequestram-nas de forma a impedir sua interagéo

com alvos celulares (39).

J& o sistema antioxidante ndo enziméatico inclui compostos sintetizados pelo
organismo humano como Dbilirrubina, ceruloplasmina, hormdnios sexuais,
melatonina, coenzima Q, acido urico, e outros, ingeridos atraves da dieta regular ou
via suplementacdo como acido ascorbico (vitamina C), a-tocoferol (vitamina E), B-
caroteno (precursor de vitamina A) e grupos fendis de plantas (flavonoides), além da

glutationa e da glutamina (37).
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2.8.1 Glutamina

A glutamina (Figura 12) é o aminoacido livre mais abundante no plasma e no
corpo, tornando-se um importante combustivel e precursor metabdlico para as
células imunes (52, 56, 57). Em humanos, representa cerca de 20% do total de
aminoécidos livres no plasma. Ndo era considerado um aminoécido essencial
porque € sintetizado pelo organismo. Contudo em algumas condigcbes como trauma,
septicemia e cancer e, eventualmente, no esforco fisico extremo, a concentracao
intracelular e do plasma desse aminoacido diminui em até 50%. Assim, quando a
demanda é maior que a producdo estabelece-se um quadro de deficiéncia de
glutamina e, por esta razdo, este aminoacido foi recentemente reclassificado como
essencial (57-59).

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 (58, 60). Esta presente em diferentes tecidos, em que

este aminoacido desempenha diferentes funcgdes fisioldgicas.
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Figura 12: Estrutura quimica da molécula de glutamina. Fonte: adaptado (58)

O sistema da glutationa € um dos maiores mecanismos de reducdo do

estresse oxidativo. A glutamina fornece a fonte de glutamato para este sistema em



38

muitos sitios, como figado e masculo esquelético, e tem sido utilizada para preservar

0s niveis de glutationa total em modelos hepaticos e intestinais (23, 61).

A glutamina tem mdultiplos efeitos na estrutura e funcdo do trato
gastrointestinal (TGI), além de efeitos na reducdo da morbidade e mortalidade em
modelos animais com dano neste local. O TGl € um dos maiores sitios de utilizagéo
da glutamina, obtida a partir da circulagéo sistémica, sendo consumida em mais da
metade do territorio esplancnico (aproximadamente 15g/dia). A glutamina ingerida
pela dieta (aproximadamente 5g/dia) € menos importante que a glutamina circulante,
especialmente em condi¢cdes de doenca, associadas com reducdo substancial na
ingesta de alimento (59).

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

glutamina no pulmé&o e dano epitelial no intestino (62).

s

A glutamina é considerada um nutriente importante, capaz de melhorar a
isquemia e reperfusdo hepatica, a lesdo hepética induzida pelo alcool, diminui o
estresse oxidativo e reduz a liberacéo de citocinas inflamatérias (56). Outros estudos
tém demonstrado que a glutamina é capaz de proteger em situacfes de isquemia-
reperfusdo hepdtica, de lesédo hepética induzida por alcool, de colite ulcerativa e na

gastropatia da hipertensao portal (52, 56, 63, 64).



3 MARCO TEORICO

Diversos estudos indicam que o0 estresse oxidativo esta intimamente
relacionado a leséo celular hepatica decorrente da IHAG visto que a lipoperoxidagao
exerce um papel importante na fisiopatogenia da doenca. O desequilibrio no balanco
redox decorrente da producdo de ERO potencializa o dano hepatico por promover o
processo inflamatério e a necrose hepatocelaular. Neste trabalho, abordamos as
guestdes envolvidas no processo oxidativo e inflamatério decorrentes do modelo de

IHAG induzida por tioacetamida (Figura 12).

O estresse oxidativo esta envolvido com o agravamento da doenca e a

glutamina é capaz de reduzir o dano celular.

O dano tecidual, evidenciado pela perda da arquitetura hepatica com
presenca de infiltrado inflamatério e necrose é atenuado com a administracdo da

glutamina.

A presenca de inflamacdo € evidenciada pela expressdo de moléculas
envolvidas no processo inflamatério. A glutamina pode diminuir a expresséao dessas

proteinas e com isso melhorar a inflamacéao.
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4 JUSTIFICATIVA

A IHAG leva a deficiéncia funcional do figado, com alteracdo em seu
metabolismo. A capacidade de metabolizacdo de substancias enddgenas como
hormdnios, bilirrubinas, vitaminas e mesmo medicamentos encontra-se deteriorada,
com deplecéo de enzimas de protecdo de seu parénquima.

As taxas de mortalidade sao elevadas, portanto os cuidados devem ser
precoces, ja que o Unico tratamento € o de suporte intensivo as complicacdes.
Sendo o transplante hepatico o Unico tratamento efetivo.

Sendo assim, ocorre uma importante busca por novos tratamentos que
possam controlar ou eliminar a doenca. O uso de drogas hepatotdxicas que
desenvolvam a sindrome de IHAG é importante para o conhecimento das rotas
fisiopatogénicas e fisiopatoldgicas envolvidas na sindrome. Além de permitir o
conhecimento a eventual acdo de substancias eficazes com finalidade terapéutica.

Por este motivo, avaliamos a agédo da Glutamina no modelo experimental de
insuficiéncia hepética aguda grave.

O uso da Glutamina foi baseado no histérico do grupo de pesquisas, no qual
foi desenvolvido o estudo. A glutamina é utilizada por seus efeitos antioxidantes e
anti-inflamatérios em diversos modelos experimentais, incluindo colite ulcerativa
induzida por acido acético, gastropatia da hipertensao portal induzida por ligadura de
veia porta, isquemia e reperfusdo intestinal, entre outros.

Este modelo, envolvendo a insuficiéncia hepatica aguda grave induzida por
tioacetamida e a acdo da glutamina apresenta uma nova situacdo com potencial

terapéutico.



5 OBJETIVOS

5.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar o efeito da glutamina sobre o tecido hepatico em ratos wistar com
IHAG, induzida por tioacetamina, na tentativa de elucidar a acéo terapéutica

envolvida nesse modelo experimental.

5.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Avaliar a sobrevivéncia dos animais submetidos a administracdo de TAA e

tratados com glutamina, através da curva de Kaplan-Meier.

- Avaliar as alteracbes de integridade hepatica nos animais submetidos a
administracdo de TAA e tratados com glutamina através da andlise das enzimas
alanina aminotransferase (ALT), aspartato aminotransferase (AST), Fosfatase
Alcalina (FA), bem como as altera¢Bes bioquimicas sistémicas de Bilirrubina Total
(BT) e Creatinina (CRE).

- Verificar as caracteristicas histolégicas da IHAG no figado dos animais

submetidos a administragéo da TAA e tratados com glutamina.

- Quantificar a expressao imuno-histoquimica das proteinas NF-kB, TNF-a e
INOS nos animais submetidos a administracdo de TAA e tratados com glutamina.
- Quantificar as proteinas totais no tecido hepatico nos animais submetidos a
administracao de TAA e tratados com glutamina.

- Avaliar a LPO no tecido hepatico através do TBARS nos animais submetidos

a administragéo de TAA e tratados com glutamina.
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- Determinar no tecido hepético a atividade das enzimas antioxidantes GST,
SOD, CAT e GPx nos animais submetidos a administracdo de TAA e tratados com
glutamina.

- Correlacionar o dano celular, verificado na analise de LPO com os indices

de dano tecidual, observados na andlise histolégica.
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Abstract

Fulminant hepatic failure (FHF) is a rare clinical syndrome, characterized by sudden
and severe liver dysfunction. Thioacetamide (TAA) is a hepatotoxin whose
administration can induce centrilobular necrosis in liver cells and increase the
formation of reactive oxygen species (ROS) and lipid peroxidation in rats. Glutamine
is a precursor for glutathione synthesis. The objective of the study to assess the
antioxidant effects of glutamine in a rat model of TAA-induced FHF. Male Wistar rats
were divided into four groups according to treatment and time of assessment: control,
glutamine (25 mg/kg), thioacetamide (400 mg/kg) and thioacetamide plus glutamine.
Animals were assessed after 24, 36 and 48 hours. Blood samples were collected for
the analysis of AST, ALT, AP, TB and CRE levels, and liver samples were used to
evaluate lipid peroxidation (TBARS), antioxidant enzyme activity (SOD, GPx, CAT
and GST). NF-xB, TNF-a and INOS levels were assessed by histology and
immunohistochemistry. TBARS levels and the activity of SOD and GST were
significantly lower in the glutamine group as compared to the TAA group. CAT
activity was elevated in animals treated with glutamine as compared to the TAA
groups. GPx activity was also lower in the glutamine-treated groups than in TAA-
treated animals at 36 and 48 hours. Tissue damage and NF-«B, TNF-a and iNOS
expression were significantly lower in animals treated with glutamine.

Thioacetamide causes alterations in biochemical and histological parameters, and
affects the inflammatory process. Glutamine was shown to have protective effects

against liver damage in a rat model of TAA-induced FHF.

Keywords: hepatotoxicity; lipid peroxidation; free radicals; antioxidants; liver.
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Introduction

Fulminant hepatic failure (FHF) is a rare clinical syndrome, characterized by
severe and sudden liver dysfunction resulting in coagulopathy and encephalopathy in
previously healthy individuals with no underlying liver disease. The condition can
rapidly progress to coma and death by cerebral edema or multiple organ failure. FHF
has a mortality rate of up to 85%, and, to date, can only be effectively treated by liver
transplantation (Adukauskiene et al.,, 2008). FHF has been attributed to several
etiologies, including hepatotoxic drugs, viral hepatitis and stroke. However, the
mechanisms by which liver cells are destroyed, and the processes responsible for
liver regeneration, are still unknown (Bantel and Schulze-Osthoff., 2012). Despite
recent advances and technological improvements in intensive care medicine, the
treatment of FHF remains among the most challenging issues in clinical practice

(Demirel et al., 2012).

Experimental models of toxin-induced hepatotoxicity have contributed to the
elucidation of the physiopathology of several hepatic diseases, and to the
identification and evaluation of many hepatoprotective agents. In rats, thioacetamide
(TAA) has been found to induce FHF or cirrhosis, depending on the dosage and
duration of exposure (Shapiro et. al., 2006). TAA induces oxidative stress (OS) by
increasing the formation of free radicals, which may cause extensive damage to
proteins, lipids and deoxyribonucleic acid (DNA) molecules (de David et al., 2011).
The hepatotoxic effects of TAA are caused by S-dioxide (thioacetamide S-dioxide),
an unstable reactive metabolite which induces necrosis and the formation of reactive
oxygen species (ROS) through covalent bonding to macromolecules in the liver

(Adukauskiene et. al., 2008).
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Hepatotoxicity triggers the activation of signaling molecules such as nitric
oxide (NO), which have been implicated in the regulation of several physiological
processes including vasodilation, inhibition of platelet aggregation,
neurotransmission, neural plasticity and the modulation of inflammatory and immune
responses (Kimet et al.,, 2013). NO is synthesized from L-arginine by nitric oxide
synthase (NOS), which exists in one of three isoforms, depending on the tissue
analyzed: eNOS (endothelial NOS), nNOS (neuronal NOS) and INOS (inducible
NOS) (Hartmann et al., 2012). In most cells, INOS expression is regulated by several
cytokines, such as interleukins and tumor necrosis factors (TNF-a). TNF-a is a
multifunctional cytokine which mediates acute phase responses in the liver, where it
is regulated by nuclear factor kB (NF-xB), a transcription factor responsible for the
induction of several genes involved in the expression of mediators and
proinflammatory cytokines in response to several types of liver damage (Bautista et.

al., 2013; Kim et. al., 2013).

The human body employs several defenses against ROS, including
antioxidant enzymes such as superoxide dismutase (SOD), catalase (CAT),
glutathione peroxidase (GPx) and glutathione S-transferase (GST), and non-
enzymatic antioxidants such as glutathione (GSH), alpha-tocopherol (vitamin C), and
flavonoids. The function of these enzymes is to maintain low levels of ROS so as to
avoid the production of excess free radicals (Hartmann et. al., 2013). Antioxidants
have been found to have an important role in protecting the liver from TAA-induced
damage (de David et al., 2011; Li et al., 2012; Wong et. al., 2012; Singh and Mondal,

2014).

Glutamine is a free amino acid which accounts for approximately 60% of the

amino acid content of the human body. Although this compound can be synthesized
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by the body under physiological conditions, a relative lack of glutamine may be
observed under pathological conditions, leading to alterations in energy metabolism.
Glutamine is also an important nutrient, and has been found to be involved in the
reduction of liver ischemia, reperfusion injury, and alcohol-induced liver damage, in
the protection from oxidative stress and in the reduction of inflammatory cytokine
expression (Lin et al., 2013). The glutathione system plays a major role in reducing
oxidative stress. Glutamine provides glutamate to this system in several tissues, such
as liver and skeletal muscle, and has been shown to preserve total glutathione levels
in hepatic and gut models (Prem et. al., 1999). Glutamine may also have a protective
effect against ischemia-reperfusion damage, alcohol-induced liver damage,
ulcerative colitis and stomach damage resulting from portal hypertension (Fillmann et

al., 2007; Sozen et al., 2012; Lin et al., 2013; Marques et. al., 2013).

Thioacetamide (TAA) is a hepatotoxin whose administration can induce
centrilobular necrosis in liver cells (Diez-Fernandez et al., 1996; de David et al.,
2011), and lead to increased ROS formation and lipid peroxidation in rats. The
investigation of these phenomena may make important contributions to the
development of treatment strategies for these conditions. In the present study, a rat
model of thioacetamide-induced FHF was used to investigate the antioxidant effects

of glutamine and its associated mechanisms.

Material and Method

Ethical considerations

The present study was approved by the Health Research Ethics Committee of

the Graduate School (GPPG) of the Clinical Hospital of Porto Alegre (project number
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12-0116). All procedures were performed according to federal law 11.794 (Brazil,
2008) and the European Council Directive regarding animal experimentation (Council

Directive 86/609/EEC).

Animals

A total of 84 male adult Wistar rats (Rattus norvegicus albinus) with a mean
weight of 250 g were kept in the Animal Experimentation Unit of the Clinical Hospital
of Porto Alegre (UEA-HCPA) throughout the experiment, under 12 hour light/dark

cycles at 20° to 25°C and ad libitum access to food and water.

Induction of Severe Acute Liver Failure

Animals received two intraperitoneal injections of 400 mg/kg TAA (Sigma
Chemical Co., St. Louis, MO, EUA), diluted in saline, at 8 hour intervals. This
procedure was adapted from Rahman and Hodgson (2003)(, and David (2011) and

Shapiro (2006).

Glutamine Administration

Powdered glutamine (Sigma Chemical Co., St. Louis MO, USA) was dissolved
in saline and administered intraperitoneally at a dose of 25mg/kg body weight,
according to the protocol outlined below. The dose of glutamine was determined
based on previous studies of its protective effects in experimental models of

gastrointestinal damage (Fillmann et al., 2007; Marques et al., 2013).
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Experimental Protocol

Animals were randomly assigned to one of three groups according to the time
of assessment: 24, 36 or 48 hours (28 rats/group). Each group was then further
divided into four subgroups (n=7 / group): CO (control group), G (glutamine control
group), TAA (thioacetamide group) and TAA+G (glutamine-treated thioacetamide
group). Animals in the CO group received 2 intraperitoneal injections of 0.9% NacCl
solution at 8 hour intervals. Thioacetamide was administered intraperitoneally in two
doses of 400 mg/kg given 8 hours apart. Glutamine was administered at a dose of 25
mg/kg ip half an hour after the second dose of TAA. Animals in the 36 hour-group
received an additional dose of glutamine 24 hours after the beginning of the
experiment, while those evaluated after 48 hours received a third dose of glutamine
36 hours after the beginning of the experiment, as shown in Figure 1. At the end of
each study period, rats were weighed and injected intraperitoneally with 95mg/kg
ketamine chlorohydrate and 8 mg / kg body weight xylazine chlorohydrate. Blood
samples were collected from the retro-orbital plexus to assess hepatic integrity, and
livers were removed for subsequent analysis. At the end of each study period,

animals were killed by exsanguination under deep anesthesia.
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Animal Survival

Animal survival was assessed 24, 36 and 48 hours after the administration of
the first dose of TAA using a Kaplan-Meier curve and Log-rank testing for between-

group differences.

Liver integrity analysis

Liver integrity was determined based on aspartate aminotransferase (AST),
alanine aminotransferase (ALT) and alkaline phosphatase (AP) levels in the blood.
Total bilirubin (TB) and creatinine (CRE) levels were also evaluated. Plasma AST
(340 nm), ALT (340nm), AP (405 nm), TB (546 nm) and CRE (510 nm) were

determined by kinetic immunoassay using a Liquiform Labtest® commercial Kit.

Histological and immunohistochemical analysis

Histological analyses were performed on liver samples preserved in 10%
formaldehyde solution for 24h, which were then embedded in paraffin and cut in 3um
slices using a rotating microtome. Histological examinations were performed using
hematoxylin-eosin staining. Slides were analyzed under a binocular Labophot NIKON
microscope, at 100 X magnification. Slides were assigned scores ranging from 0 to 3,
where O=normal, 1= mild damage with little inflammatory infiltrate; 2=moderate
damage and infiltrate and 3=intense damage and infiltrate with loss of hepatic

architecture, as described by Shapiro et al. (2006).
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NF-xB, TNF-a and INOS expression in liver tissue were determined by
immunohistochemistry. Antigen epitopes were retrieved in citrate buffer at 100° C.
VER SE OK Endogenous peroxidase activity was inhibited by incubation in methanol.
Slides were incubated overnight at 4° C with monoclonal iINOS (Santa Cruz, 1: 200),
TNF-a (Santa Cruz, 1:200) or NF-kB antibody (Santa Cruz, 1:200), before being
washed in buffer and incubated with a secondary antibody (rabbit anti-IgG, Santa
Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA, USA) for 30 min at room temperature. Images
were acquired and processed using a microscope equipped with a digital camera and
the Image-Pro Plus® software. NF-xB, TNF-a and iNOS expression were quantified
by counting the number of positive pixels in the stained area using Adobe Photoshop
CS3®. The level of expression was determined by multiplying the image density by

the percentage of positively-stained (brown) nuclei.

Liver homogenate preparation

Livers were weighed and homogenized for 40 seconds in an Ultra-Turrax
homogenizer (IKA-WERK) at 4° C in the presence of 1.15% KCI (9 ml per g of
tissue) and phenyl-methyl -sulfonyl fluoride (PMSF) at a concentration of 200 mM in
isopropanol (10 pl per ml of KCI). The homogenate was then centrifuged for 10 min
at 3000 rpm in a refrigerated centrifuge (SORVALL Super T21; Condensed
Operating Kendro Laboratory Products, USA). The precipitate was discarded and the
supernatant was recovered and frozen at -80 °C for subsequent biochemical analysis

(Llesuy et al., 1985).



59

Protein

Protein concentrations were determined using the Bradford method (1976)
with bovine albumin as a standard (SIGMA), followed by spectrophotometry at 595
nm. Results were expressed in mg/mL, and used to determine TBARS (thiobarbituric

acid-reactive substances ) and antioxidant enzyme levels.

Lipid peroxidation

The amount of aldehydes produced during lipid peroxidation was determined
using TBARS as a marker. Samples were incubated at 100° C for 30 min with 500
mL 0.37% thiobarbituric acid and 15% trichloroacetic acid, and centrifuged at 3000
rpm for 10 minutes at 4 © C. Absorbance was determined by spectrophotometry at

535 nm (Buege and Aust, 1976).

Antioxidant enzyme analysis

Glutathione S-transferase (GST) activity was estimated based on the
formation of glutathione conjugates of CDNB with absorption maximum at 340 nm.
One unit of the enzyme catalyzes the formation of 1 umol GSH per minute at 30°C.
Values were expressed as pmol/min/mg protein (Mannervik, 1981). Superoxide
dismutase (SOD) activity was determined by the inhibition of the reaction of
superoxide-dependent adrenaline auto-oxidation in a spectrophotometer at 480 nm.
Results were expressed as USOD/min/mg protein (Misra and Fridovich, 1972).
Catalase (CAT) activity was calculated based on the decomposition of hydrogen

peroxide in a spectrophotometer at 240 nm. The results of this procedure were
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expressed as pmol/mg protein (Boveris and Chance, 1973). Glutathione peroxidase
(GPx) activity was quantified based on NADPH consumption and reduced oxidized
glutathione levels, in a spectrophotometer at 340 nm, for 3 min. Measurements were

expressed as nmol/mg protein (Flohe and Gunzler, 1984).

Statistical analysis

Results were expressed as meanzstandard error. Statistical analysis was
performed using Graphpad Instat, v.3.0 or Prism v.6 for Windows. Survival curves
were constructed using Kaplan-Meier estimates, and analyzed using Log-rank tests.
Correlations were evaluated by Pearson coefficients, and the remaining data were
analyzed using analysis of variance (ANOVA) followed by Student's t tests and
multiple comparison Student-Newman-Keuls tests, with significance set at 5%

(P<0.05).

Results

Survival rates

All animals treated with glutamine after receiving thioacetamide survived until
the end of the experiment (48 hours). However, those who received TAA only had a
mortality rate of 85.7% (Figure 2). In this group, no changes in mortality were

observed after 24 or 36 hours.
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Biochemical and liver integrity analyses

Exposure to TAA was associated with significant alterations in enzyme
markers of liver damage (Table 1). Animals injected with TAA showed increased TB,
CRE, and liver damage marker levels at all assessment times. However, the
peritoneal administration of 25 mg/kg glutamine led to significant reductions in AST,

ALT, AP, TB and CRE levels.

Histology

Histological slides were stained with hematoxylin-eosin (HE) and analyzed at
100 X magnification. Alterations in liver tissue were assigned a score between 0 and
3. Necrosis and inflammatory infiltrate scores were significantly higher in the TAA
group as compared to controls, and lower in glutamine- than in TAA-treated animals
after 24, 36 and 48 hours (Figure 3A). In the absence of TAA, the liver parenchyma
was preserved, hepatocyte strings were adequately arranged, nuclei were well-
defined, and no inflammatory infiltrate was observed, as evidenced by the
photomicrographs of the livers of control (Figure 3B) and glutamine control animals
(Figure 3C). Figures 3C, 3D and 3F display photomicrographs of the liver of animals
in the TAA group after 24, 36 and 48 hours, respectively. These images show
extensive parenchymal damage, necrosis, and inflammatory infiltrate with
polymorphonuclear cells. Figures 3G, 3H and 3| show the preservation of liver tissue
and reduction in necrosis and inflammatory infiltrate after 24, 36 and 48 hours,

respectively, in animals treated with glutamine.
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NF-xB, TNF-o and iINOS expression

NF-xB (figure 4), TNF-a (figure 5) and iINOS (figure 6) levels did not differ
between control and control + glutamine groups at any time of assessment. Animals
exposed to TAA demonstrated lower staining for all proteins as compared to the
control groups. Glutamine exposure led to significantly decreased protein expression

in the TAA+G group.

Protein and Lipid peroxidation measurements

Figure 7A shows a significant reduction in total protein levels in all animals
exposed to TAA, and an increase in these values following the administration of
glutamine. In contrast, the TBARS content of liver cells indicated increased lipid
peroxidation in the TAA group as compared to the remaining animals, and decreased
peroxidation in the TAA+G group as compared to the TAA group at all assessment
times (Figure 7B). The elevated TBARS levels in the TAA groups are suggestive of
more severe liver damage. This finding was corroborated by the histological
evidence of necrosis and inflammatory infiltrate shown in Figure 8. These results

show a positive correlation between the markers studied.

Antioxidant enzymes

Figure 9 shows the results of antioxidant enzyme activity measurements. GST
and SOD (9A, 9B) levels were significantly higher in the TAA group as compared to
the remaining animals, and lower in TAA+G than TAA animals after 24, 36 and 48
hours. CAT (9C) activity was significantly lower in the TAA group as compared to the

remaining animals and higher in the TAA+G than in the TAA group at all three
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assessment times. GPx (9D) activity was significantly lower in TAA animals as
compared to the other groups after 24 hours, but was found to increase in TAA

animals and decrease in the TAA+G group after 36 and 48 hours.

Discussion

Although several studies have attempted to develop experimental models of
this condition, the mechanisms involved in the physiopathogenesis of FHF have not
been well established (Koblihova et al., 2014). Thioacetamide is a highly toxic
compound which can cause various degrees of liver damage in experimental
animals, ranging from necrosis and hepatocyte disarray to cirrhosis (Kim et al., 2000;
Salama et al., 2013). In the present study, glutamine was found to attenuate
oxidative stress and inflammation in TAA-induced FHF. TAA-administration led to
severe liver damage and a high mortality rate after a 36-to 48-hour interval. In a
study by Shapiro, et al (2006), a mortality rate of 60% was observed after rats were

administered 300 mg/kg TAA.

Histological analysis showed extensive necrosis and inflammation in the liver
tissue of animals exposed to TAA, which points to the toxicity of the substance.
Similar results have been obtained by other authors (Shapiro et al., 2006; de David et
al, 2011; Anbarasu et al., 2012; Salama et al., 2013). Animals treated with glutamine
exhibited a reduction in the parameters studied, demonstrating the protective effects
of this substance. These findings are in agreement with those obtained by authors
who assessed the protective effects of glutamine against gastrointestinal damage

(Fillmann et al., 2007; Sozen et al., 2012; Marques et al., 2013).
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NF-kB is an important transcription factor required for the expression of
several genes, especially those related to inflammation, interleukins and adhesion
molecules (Son et al., 2007). The TAA group showed increased expression of NF-«B,
TNF-a and iINOS. Similar findings were reported by Shapiro, et al. (2006) and Son, et
al. (2007). Glutamine decreased the expression of these proteins in liver tissue. An
association between glutamine treatment and decreased expression of NF-B and

TNF-B was also reported by Lin et al. (2014).

TAA led to an increase in AST, ALT, AP, TB and CRE levels, suggesting the
presence of liver damage. David et al. (2011) also reported an increase in AST, ALT
and AP levels in models of TAA-induced liver damage. Glutamine led to a reduction
in the levels of these enzymes, pointing to its protective role against hepatocellular
damage. Wu et al. (2013) found that glutamine improved AST, ALT, AP, CRE and

albumin levels in pigs exposed to the mycotoxin Deoxynivalenol.

TAA increased LPO by 69.7% after 24 hours, 162.07% after 36 hours and
124.24% after 48 hours. These results corroborate those obtained by Kucera et al.
(2011) and de David et al. (2011) who also performed experimental studies involving
TAA-induced liver damage. Glutamine, on the other hand, decreased LPO by
36.36% after 24 hours, 68.97% after 36 hours and 30.30% after 48 hours. The
decrease in TBARS following glutamine administration was also associated with a
decrease in necrosis and inflammation scores at all assessment points (Figure 8).
These findings speak to the hepatoprotective role of glutamine was also reported by

Marques et al. (2013).

GST is a detoxifying enzyme which metabolizes xenobiotic substances,

inactivating toxic metabolites by conjugation with reduced glutathione, thus protecting
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cells from exogenous and endogenous metabolites. In the present study, GST
activity increased following the administration of TAA, but decreased following
glutamine treatment. Similar findings were reported by Becker (2013), who noted an
increase in anion superoxide production following physical exercise in rats. In the
present study, SOD activity increased by 325.38%, 111.86% and 360.96% after 24,
36, and 48 hours, respectively, in the TAA group, possibly in an attempt to
compensate for the liver damage caused by the substance. Similar results were
reported by Oliveira et al. (2014), who studied the hepatotoxic effects of
polychlorinated biphenyls (PCB) in rats. SOD levels were lowest in glutamine-treated
animals at all assessment times (88%, 43% and 66%), corroborating the findings
obtained by Ren et al. (2014). Although CAT activity was consistently lower in TAA-
treated animals, it increased following glutamine administration, as has been
previously reported in the literature (Bona et al., 2012; Marcolin et al., 2013; Salama
et al., 2013; Oliveira et al., 2014). GPx activity was lowest in the TAA group after the
first 24 hours of the experiment, but exhibited an increase after 36 and 48 hours. In
TAA+G animals, however, the measurements taken after 36 and 48 hours evidenced

a decrease in GPx activity.

In animals injected with TAA, lipid peroxidation was caused by an increase in
anion superoxide production, as evidenced by measures of SOD activity, which
catalyzes the dismutation of superoxide into hydrogen peroxide and water. Although
catalase degrades hydrogen peroxide, its activity was consistently low in TAA-treated
animals, suggesting that, in this group, GPx may have been responsible for
metabolizing ROS. Due to the toxic effects of TAA, GPx activity was still low at the
24-hour assessment, but increased at the 36 and 48-hour measurements, illustrating

its hepatoprotective effects.
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The present study confirmed the hepatotoxicity of TAA, as shown by its
association with increased oxidative stress, elevated liver-associated enzymes, high
levels of NF-xB and inflammatory cytokines, necrosis and inflammation. Glutamine
appears to decrease oxidative stress and affect the expression of inflammatory
cytokines, making it a promising agent for reducing hepatocellular damage and

treating liver toxicity.
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Figure 1: Study design.
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Figure 2: Kaplan-Meier survival curve for rats treated with 25 mg/kg (i.p.) glutamine
(TAA+G) vs 400 mg/kg (i.p.) thioacetamide (TAA). The results for the CO and G
groups were superimposed. P<0.01
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Table 1: Effect of glutamine on the enzymatic activity of aminotransferases, bilirubin

and creatinine.

AST (U/L) ALT (UIL) AP (U/L) TB (mg/dL)  CRE (mg/dL)
24 hours
co 42.03+£9.23 24.26+2.51 15.45+0.98 0.18+0.01 1.02+0.05
G 48.54+5.58 29.89+3.69 16.84+1.01 0.19+0.01 1.06+0.04
TAA 598.89+39.452 298.47+9.12¢ 58.78+2.692  (0.89+0.042 1.94+0.092
TAA+G 249.78+24.94b 5459+5159  19.65+1.255  0.31+0.02 1.22+0.07°
36 hours
co 44.05+6.56 26.54+1.94 19.1520.85 0.2240.12 1.11£0.07
G 452444 .49 27.63+£2.45 19.22+0.96 0.21£0.11 1.25+0.09
TAA 675.12+34.262 314.21+8.142 66.75£3.15¢  0.88+0.09° 1.89+0.07 @
TAA+G 312.15421.89° 66.84+7.84>  2355+2.069  0.41+0.06¢ 1.41+0.06°
48 hours
Cco 40.19+7.62 28.46£3.33 18.49+1.13 0.17£0.02 1.01£0.08
G 42.34+4.67 32.84+3.26 18.81+0.89 0.21£0.05 1.05+0.03
TAA 695.62+68.452 301.54+15.432 66.42+2.342  (0.92+0.08 2 1.98+0.122
TAA+G 238.49+38.12b  59.18+8.460  22.48+1.620  0.38+0.02° 1.32+0.07°

AST: Aspartate aminotransferase; ALT: Alanine aminotransferase; AP: Alkaline

phosphatase; TB: Total bilirubin; CRE: Creatinine; CO: Control group; G: Glutamine

group; TAA: Thioacetamide group; TAA+G: Glutamine-treated thioacetamide group.

Data are expressed as meanzstandard error. a=P<0.001 TAA vs control; b=P<0.001

TAA+G vs TAA; c=P<0.01 TAA vs control; d=P<0.01 TAA+G vs TAA.
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Figure 3: Effects of glutamine in a rat model of thioacetamide-induced fulminant
hepatic failure. Hematoxylin-eosin staining (HE). 100X magnification. Ne: necrosis;
IF: inflammatory infiltrate. (A) Microscopic alterations in liver tissue. Data are
expressed as meanzstandard error. a=P<0.0001 TAA vs CO and G; b=P<0.001
TAA+G vs TAA; c=P<0.05. (B) Control group, (C) Glutamine control group, (D) TAA
Group - 24 hours, (E) TAA Group - 36 hours, (F) TAA Group - 48 hours, (G) TAA+G
Group - 24 hours, (H) TAA+G Group - 36 hours, , (I) TAA+G Group - 48 hours, .
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Figure 4: Reduction in liver NF-xB expression following glutamine administration in a
rat model of thioacetamide-induced fulminant hepatic failure. Digital image
(photomicrograph, 400x). (A) Nuclear factor expression (B), Control group, (C)
Glutamine control group, (D) TAA Group - 24 hours, (E) TAA Group - 36 hours, (F)
TAA Group - 48 hours, (G) TAA+G Group - 24 hours, (H) TAA+G Group - 36 hours, ,
() TAA+G Group - 48 hours, .
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Figure 5: Reduction in liver TNF-« expression following glutamine administration in a
rat model of thioacetamide-induced fulminant hepatic failure. Digital image
(photomicrograph, 400x). (A) Tumor necrosis factor expression (B), Control group,
(C) Glutamine control group, (D) TAA Group - 24 hours, (E) TAA Group - 36 hours,
(F) TAA Group - 48 hours, (G) TAA+G Group - 24 hours, (H) TAA+G Group - 36
hours, (I) TAA+G Group - 48 hours.
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Figure 6: Reduction in liver INOS expression following glutamine administration in a
rat model of thioacetamide-induced fulminant hepatic failure. Digital image
(photomicrograph, 400x). (A) Protein expression (B), Control group, (C) Glutamine
control group, (D) TAA Group - 24 hours, (E) TAA Group - 36 hours, (F) TAA Group -
48 hours, (G) TAA+G Group - 24 hours, (H) TAA+G Group - 36 hours, (I) TAA+G
Group - 48 hours.
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Figure 7: Effects of glutamine on (A) total protein and (B) lipid peroxidation levels as
measured by TBARS in a rat model of thioacetamide-induced fulminant hepatic
failure. Data are expressed as meanzstandard error. * significant differences were
found between TAA animals and all other experimental groups (P<0.001). *
significant difference identified between the TAA+G and TAA groups (P<0.001).
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Figure 8: Correlation between TBARS and histological damage (necrosis and
inflammatory infiltrate) after (A) 24, (B) 36 and (C) 48 hours. Ne: necrosis; IF:
inflammatory infiltrate. R=0.7082, P<0.05.
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Figure 9: Effect of glutamine on antioxidant enzymes (A) GST, (B) SOD, (C) CAT
and (D) GPx in a rat model of thioacetamide-induced fulminant hepatic failure. Data
are expressed as meanzstandard error. * significant difference identified between the
TAA and control groups (P<0.001). # significant difference identified between the
TAA+G and TAA groups (P<0.001).



8 CONSIDERACOES FINAIS

O modelo experimental de IHAG induzido por tioacetamida mimetiza as

lesGes hepaticas da doenca em humanos, conforme € encontrado na pratica clinica.

O conhecimento dos mecanismos oxidativos e inflamatérios envolvidos na
doenca é de suma importancia para a compreensdo da fisiopatologia dessa
sindrome. Tratamentos futuros, onde a glutamina podera ser uma terapia de

escolha.

8.1 CONCLUSOES

A partir dos dados obtidos no presente trabalho conclui-se que, no modelo
experimental de insuficiéncia hepatica aguda grave induzida por tioacetamida, a

administracdo da glutamina:

- aumentou a sobrevivéncia dos animais;

- diminuiu os niveis séricos das enzimas que avaliam a integridade hepatica
AST, ALT, FA e BT, bem como da creatinina;

- reduziu o dano no parénquima hepatico, diminuindo a necrose e o infiltrado

inflamatorio evidenciado na analise histologica,

- diminuiu a expressdo das proteinas NF-xB, TNF-a e INOS no tecido

hepatico;
- aumentou as proteinas totais no figado dos animais;
- diminuiu a lipoperoxidacgao;
- alterou a atividade das enzimas antioxidantes.

- diminuiu a correlacdo entre dano celular e tecidual.
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Em decorréncia dos resultados apresentados neste trabalho, confirmamos a
efichcia do modelo experimental no desenvolvimento da IHAG e sugerimos que a
glutamina, por diminuir o estresse oxidativo e interferir nas citocinas inflamatérias,
parece ser promissora para minimizar as lesdes hepatocelulares e pode representar

uma potencial terapia para a toxicidade hepatica.



9 PERSPECTIVAS FUTURAS

Embora sendo uma condi¢do rara, a IHAG ainda é um dos mais dificeis
problemas de resolugéo na pratica clinica. Os mecanismos intrinsecos envolvidos na
fisiopatogenia da sindrome, bem como os processos de mediagéo a regeneracao do

figado, sdo ainda desconhecidos.

Dando continuidade ao estudo, utilizando o modelo experimental de IHAG
induzido por tioacetamida, avaliaremos 0s niveis plasmaticos de amoénia e o
desenvolvimento da encefalopatia hepatica. Investigaremos ainda, diferentes
marcadores inflamatérios e os mecanismos envolvidos nas rotas de apoptose e
necrose, avaliando a acédo da glutamina, por western blot e RT-PCR. Dessa forma
poderemos estreitar o eixo bancada experimental e o leito hospitalar. desenvolvendo

assim, uma pesquisa translacional.
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ANEXO A — Resultados para posterior publicacao
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ANEXO A1l: Agdo da glutamina nos niveis de Oxido nitrico (nitritos e nitratos) nos
tempos estudados (24, 36 e 48 horas).
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Figura 1: Os dados sédo expressos como meédiaterropadrdo. * diferenca significativa

no grupo TAA em relacéo aos grupos CO e G. (P<0,001). # diferenca significativa no
grupo TAA+G em relacdo ao grupos TAA (P<0,01).
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ANEXO B - Producéo Cientifica durante a vigéncia do mestrado

PARTICIPACAO EM PROJETOS DE PESQUISA

2013 - 2015: Estudo em modelos experimentais das doencas gastrointestinais e
hepéticas e avaliacdo do bindbmio estresse oxidativo e processos inflamatorios.
Situacdo: Em andamento

2012 - 2015: Inducéo da Insuficiéncia Hepatica Aguda Grave em diferentes tempos
e acao da Glutamina em ratos wistar.
Situacdo: Em andamento

2011 - 2013: Acédo de diferentes farmacos sobre estresse oxidativo em modelos
experimentais do trato gastrointestinal.
Situacédo: Concluido

2010 - 2013: Papel do estrogénio na hipertensdo portal e sua relagdo com o
estresse oxidativo.
Situacédo: Concluido
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