Exendin-4 ameniza o dano hepatico induzido
pela morte encefalica do doador em ratos
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Introducao

O intenso estresse inflamatorio produzido pela morte encefalica
(ME) do doador causa danos em varios orgaos destinados a transplante,
Inclusive o figado, e esta entre os fatores que impactam negativamente
as taxas de sucesso dos transplantes hepaticos. Estudos anteriores
demonstram que a ME do doador aumenta a taxa de apoptose no tecido
hepatico, alem de induzir aumento de transaminases hepaticas na
circulacao.

Exendin-4, um analogo do glucagon-like peptide-1 (GLP-1), € uma
droga reconhecida por suas atividades antiinflamatorias e anti-
apoptoéticas sobre células-beta pancreaticas. Recentemente, beneficios
dessa droga sobre ceélulas hepaticas foram demonstrados in vitro. Alem
disso, Exendin-4 apresentou papel protetor em modelos de doencas
hepaticas em ratos.

Objetivos

» Avaliar o efeito da ME sobre o tecido hepatico em relacéo a niveis de
marcadores de dano hepatico, apoptose e expressao génica de citocinas
pro-inflamatarias.

» Avaliar o possivel papel protetor da Exendin-4 contra os danos no
figado causados pela ME no doador.

Material e Métodos

» O modelo de ME explosiva em ratos Wistar foi executado através de
trepanacao da regiao fronto-lateral esquerda do cranio, seguida de
Insercao de um cateter de embolectomia com insuflacdo de 0,60 ml de
solucao salina durante 60 segundos. O diagnostico da ME foi confirmado
por meio de critérios clinicos e hemodinamicos. Apds os procedimentos
de inducao da ME, os animais foram mantidos com ventilacao mecanica
por 6 horas adicionais e amostras do sangue periférico e tecido hepatico
foram coletadas ao final deste periodo (Fig. 1).

» Animais machos pesando entre 300 e 350 gramas foram
randomizados em trés grupos experimentais: Controle, sem lesao
cerebral; ME, inducdo da morte encefalica; ME+Exendin-4,inducao da
morte encefalica seguida de administracao intraperitoneal de 5 ug/Kg de
Exendin-4.

» Foram realizados Western Blot e imunohistoquimica para a
identificacao de Caspase 3 ativada (marcador de apoptose); dosagem
de proteinas hepaticas na circulacado por métodos bioquimicos de rotina
e PCR quantitativo em tempo real (RTQPCR) para avaliacao da
expressao génica de citocinas pro-inflamatorias.

Figura 1. Modelo murino de morte encefalica.

Resultados

» Os niveis plasmaticos das proteinas aspartato aminotransferase
(AST), alanina aminotransferase (ALT), lactato desidrogenase (LDH) e
fosfatase alcalina (AP) foram dosados no plasma dos animais (Fig. 2).
Foi observado um aumento de AST e LDH nos animais do grupo ME
guando comparados com 0s animais do grupo controle e uma protecao
contra esse aumento foi observada em animais do grupo ME+Ex-4 para
niveis de AST (p<0.001) e LDH (p<0.01). Os niveis de ALT e AP néao
diferiram significativamente entre 0s grupos.

» A expressao génica das citocinas pro-inflamatorias TNF, IL-1b, CCL2 e
IL6 € mostrada na Fig. 3. Observou-se um aumento significativo da
expressao de TNF no grupo ME (p<0.01); entretanto, o tratamento com
Exendin-4 n&o apresentou efeito sobre esse aumento (pP<0.05). As
expressoes génicas de IL-1b, CCL2 e IL6 nao diferiram entre 0s grupos.

»A apoptose no tecido hepatico foi avaliada por Western Blot e
imunohistoquimica (Fig. 4), através da identificacdo da forma ativa da
Caspase-3. Bandas correspondentes a forma ativa da Caspase-3 foram
apenas observadas em amostras do grupo ME. Efeitos similares foram
observados quando a apoptose foi estimada pela técnica de
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Figura 2: Niveis de enzimas hepaticas na circulacao
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Figura 3. Expressao génica de citocinas e quimiocinas pro-
iInflamatorias no figado
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Conclusoes

Nossos dados confirmam que a ME induz apoptose no figado, alem de
aumentar os niveis de enzimas hepaticas na circulacao. O tratamento
com Exendin-4 protegeu contra esses efeitos deleterios causados pela
ME. Entretanto, o tratamento com exendina-4 nao parece alterar a
Inflamacao induzida pela ME (aumento de TNF).
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