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RESUMO 

 
A Hipertensão Portal (HP) é decorrente de uma obstrução no sistema venoso portal, 

com aumento progressivo da pressão local. Essa elevação de pressão desencadeia 

o estabelecimento de uma circulação colateral hiperdinâmica, com a dilatação 

vascular em diferentes locais, como por exemplo, no intestino. A ligadura parcial da 

veia porta (LPVP) é um modelo experimental eficaz e amplamente utilizado para 

indução da HP. A Glutamina é o aminoácido livre mais abundante no plasma e está 

envolvido em diferentes funções, como a participação no sistema antioxidante. Com 

isso, a Glutamina é uma boa candidata para o tratamento da HP. Este estudo teve 

como objetivo avaliar a ação da Glutamina no intestino grosso de ratos com HP, 

submetidos ao modelo experimental de LPVP. Para isso, foram utilizados 24 ratos 

Wistar machos (±250g) divididos em quatro grupos experimentais (n=6): Sham-

operated (SO), SO+Glutamina (Glu), LPVP, LPVP+Glu. No 8º dia após a cirurgia, a 

Glutamina  (25 mg/kg,ip) foi administrada diariamente durante 7 dias. No 15º dia foi 

mensurada a pressão portal, posteriormente foram eutanasiados e o intestino 

grosso foi coletado para análises histológicas, de estresse oxidativo e nitrosativo. 

Observamos uma elevação na pressão portal no grupo LPVP quando comparado 

ao grupo controle, e quando tratado com Glutamina (LPVP+Glu) ocorreu uma 

diminuição estatisticamente significativa. Observamos um aumento do estresse 

oxidativo avaliado por TBARS no tecido intestinal dos ratos do grupo LPVP com 

relação aos grupos controles, sendo a Glutamina eficaz na redução no grupo 

LPVP+Glu. Também observamos uma redução na atividade das enzimas SOD no 

grupo doente, em contrapartida o grupo LPVP + Glu restaurou sua atividade. 

Quanto aos metabólitos do óxido nítrico, houve um aumento no grupo LPVP com 

relação aos controles; e quando administrado a Glutamina, observa-se um 

reestabelecimento nos níveis. Na avaliação histológica do intestino grosso do grupo 

LPVP, observamos uma diminuição das células caliciformes da mucosa, assim 

como desorganização das criptas, presença de edema e aumento de vasos 

sanguíneos na submucosa, já o grupo LPVP+GLU não apresenta estas alterações, 

com características similares aos controles. Sugerimos a partir destes 
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resultados, a ação antioxidante da Glutamina e seus efeitos benéficos no intestino 

grosso de animais submetidos à LPVP. 
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ABSTRACT 

 
 

Portal Hypertension (PH) is established due to an obstruction in the portal venous 

system, with progressive increase in local pressure. This increase in pressure 

triggers the establishment of a hyperdynamic collateral circulation, with vascular 

dilation in different places, such as the intestine. Partial portal vein ligation (PPVL) 

is an effective and widely used experimental model for inducing PH. Glutamine is 

the most abundant free amino acid in plasma and is involved in different functions, 

such as the participation in the antioxidant system. Thus, glutamine is a good 

candidate for the treatment of PH. This study aimed to evaluate the action of 

glutamine in the large intestine of rats with PH, submitted to the experimental model 

of PPVL. For this, 24 male Wistar rats (± 250g) were used, divided into four 

experimental groups (n = 6): Sham-operated (SO), SO + Glutamine (Glu), PPVL, 

PPVL + Glu. On the 8th day after surgery, Glutamine (25 mg/kg, ip) was 

administered daily for 7 days. On the 15th day, portal pressure was assessed, then 

the rats were euthanized and the large intestine was collected for histological, 

oxidative and nitrosative stress analyzes. We observed an increase in portal 

pressure in the PPVL group when compared to the control group, and when treated 

with Glutamine (PPVL + Glu) there was a statistically significant decrease. We 

observed an increase in oxidative stress assessed by TBARS in the intestinal tissue 

of rats in the PPVL group compared to the control groups, with glutamine being 

effective in reducing the PPVL + Glu group. We also observed a reduction in the 

activity of SOD enzymes in the sick group, in contrast the PPVL + Glu group restored 

its activity. As for the nitric oxide metabolites, there was an increase in  the LPVP 

group when compared to controls; and when glutamine is administered, levels are 

restored. In the histological evaluation of the large intestine of the PPVL group, we 

observed a decrease in the goblet cells of the mucosa, as well as disorganization of 

the crypts, the presence of edema and an increase in blood vessels in the 

submucosa, whereas the PPVL + GLU group no longer presents these changes, 

presenting characteristics similar to controls. We suggest from these results the 

antioxidant action of Glutamine and its beneficial effects on the large intestine of 

animals submitted to PPVL. 
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INTRODUÇÃO 

 
 

A hipertensão portal (HP) é caracterizada por um aumento patológico da 

pressão portal, decorrente de um fluxo sanguíneo portal e/ou resistência vascular 

aumentados [1]. 

Esse aumento gradativo da pressão no sistema porta acarreta o 

desenvolvimento de vasos colaterais, no intuito de redistribuir o fluxo sanguíneo do 

sistema porta para a grande circulação [2]. 

A dilatação dos vasos, principalmente no estômago e esôfago, leva a um 

quadro de gastropatia da hipertensão portal (GHP), caracterizado pela 

vasodilatação na submucosa gástrica [4]. 

Ainda, outros locais comumente afetados por essa vasodilatação são a 

submucosa do reto, parede abdominal anterior e veia renal esquerda. No caso do 

reto, as varizes retais são formadas em virtude da anastomose entre as veias 

hemorrodárias superior e média, bem como a hemorroidária inferior [1]. 

A hipertensão portal desencadeia distúrbio no trato gastriontestinal, 

comprometendo a função do intestino delgado. Esta pode ser uma das causas do 

íleo paralítico, decorrente de alteração eletrofisiológica intestinal [3]. Ectasias 

vasculares também têm sido descritas em outras partes do trato gastrointestinal. 

como o cólon [1]. 

O sangramento digestivo está presente em 80-90% dos pacientes com HP [4], 

devido à progressiva dilatação dos vasos, que se rompem e levam à hemorragia [2]. 

Esse alto índice de sangramento aponta a necessidade de estudar a 

fisiopatologia da hipertensão portal, na tentativa de minimizar as conseqüências 

decorrentes dessa alteração hemodinâmica. O modelo de ligadura parcial da veia 

porta (LPVP) é o mais utilizado para estudar a hipertensão portal pré-hepática. Esse 

modelo foi desenvolvido por Sikuller em 1985 [5], e diversos estudos experimentais 

demonstraram que, em animais, a LPVP manifesta anormalidades equivalentes à 

HP em humanos. 
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O estresse oxidativo é apontado como fator desencadeante para a progressão 

de diferentes doenças. Na hipertensão portal, está relacionado à evolução da 

circulação colateral [6]. Dessa forma o uso da terapia antioxidante parece ser uma 

tentativa promissora para minimizar o quadro da HP [7]. 

A Glutamina é o aminoácido livre mais abundante no plasma, com uma 

importante função em atenuar os processos inflamatórios intestinais, e  atuar sobre 

os radicais livres de oxigênio [8]. 

Esse antioxidante já foi utilizado previamente em trabalhos do Laboratório 

de Hepatologia e Gastroenterologia Experimental, no modelo experimental de 

ligadura parcial da veia porta [9]. Após a administração da Glutamina, foram obtidos 

resultados satisfatórios na redução da circulação colateral hiperdinâmica, 

principalmente no estômago. 

A vasorreatividade desempenha um importante papel na patofisiologia da HP. 

Recentemente, mudanças estruturais como o remodelamento vascular e a 

angiogênese foram identificadas nesse processo, sendo a primeira uma resposta 

adaptativa ao estresse de cisalhamento e a segunda promovida através da 

proliferação de células musculares lisas e endoteliais [9]. 

O eixo intestino-fígado, no modelo de Ligadura Parcial Da Veia Porta  (LPVP), 

não determina alterações estruturais significativas no fígado, entretanto, pela 

alteração circulatória vasodilatação, angiogênese e aumento da pressão portal, 

possibilita alterações na absorção de nutrientes, translocação bacteriana, absorção 

de endotoxinas e mudanças imunológicas locais (citocinas e interleucinas)  e da 

microbiota, que circulando no sistema porta atingem o fígado  e a circulação 

sistêmica. 

Desta forma, o objetivo deste estudo será avaliar a ação antioxidante da 

Glutamina sobre o estresse oxidativo e o papel do óxido nítrico sobre o intestino no 

modelo de hipertensão portal. 
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1 REFERENCIAL TEÓRICO 

 
 
 

1.1 CIRCULAÇÃO VENOSA PORTAL 

 
 

A circulação venosa portal engloba todas as veias que transportam sangue da 

região intra-abdominal do tubo digestivo, baço, pâncreas e vesícula biliar em 

direção ao fígado. O sangue venoso proveniente destas regiões, chega ao fígado 

através da veia porta formada anatomicamente pela união da veia mesentérica 

superior e esplênica [10]. 

A organização desse sistema permite que todo o sangue venoso, drenado do 

trato gastrointestinal, passe pelo território hepático antes de atingir a circulação 

sistêmica. O sangue portal é levado pelos ramos terminais da veia porta até os 

sinusóides e, desses, para as veias centrolobulares, que drenam para as veias 

hepáticas e essas, por sua vez, para a veia cava inferior, desembocando na 

aurícula direita e, após, na grande circulação [11]. 

 

Figura 1: Sistema venoso portal. 
Fonte: adaptada [18]. 

 
O sangue direcionado ao fígado representa cerca de 25% do débito cardíaco 

(cerca de 1.200 ml/min), sendo esse alto volume sanguíneo necessário para que o 

fígado realize suas funções de principal órgão regulador da 
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homeostase metabólica e filtro de toxinas e de microorganismos provenientes da 

absorção intestinal. [12]
 

O fluxo venoso no sistema porta é caracterizado por uma baixa resistência, 

alto fluxo e baixa pressão. Qualquer alteração homeostática nesse sistema, 

desencadeada principalmente em virtude de uma obstrução ao fluxo sanguíneo, 

acarretará no aumento de pressão no sistema portal levando a graves 

consequências e ao quadro denominado de hipertensão portal. Esse quadro é 

caracterizado por um aumento da resistência vascular e/ou fluxo sanguíneo no 

sistema portal, que acarreta em um aumento da pressão e conseqüente 

desenvolvimento de colaterais portossistêmicos, que desviam o sangue desse 

sistema obstruído diretamente para a circulação sistêmica, contornando o fígado 

[14]. 

 

1.2 HIPERTENSÃO PORTAL 

 
 

A pressão portal normal varia entre 5 a 10 mmHg, considera-se hipertensão 

portal quando existe um aumento persistente da pressão portal acima desses 

valores [15].
 

A Hipertensão Portal é uma síndrome hemodinâmica caracterizada pelo 

aumento do gradiente de pressão portal, que é definido pela diferença de pressão 

entre a veia porta e a veia cava inferior [15]. 

O gradiente de pressão portal é definido matematicamente através da interação 

entre o fluxo sanguíneo portal e a resistência vascular (∆P = Q X R), assim, um 

aumento em qualquer um desses dois parâmetros, ou ambos, afeta diretamente a 

pressão no sistema portal [1]. 

Dentre esses parâmetros, o aumento da resistência vascular é considerado o 

mecanismo inicial na gênese da hipertensão portal. Tal distúrbio é desencadeado 

devido ao surgimento de um obstáculo anatômico, que pode ocorrer em qualquer 

nível do sistema venoso portal [16]. 

A síndrome da hipertensão portal é apontada como a principal causa de 

mortalidade entre pacientes cirróticos. Nesse caso, o aumento da resistência é 
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decorrente da fibrose tecidual e da regeneração nodular, que alteram a  

arquitetura hepática [20]. 

 

 

 

 

Figura 2: Causas da hipertensão portal. 
Fonte: adaptada [1]. 

 

O aumento progressivo da pressão no sistema porta leva à dilatação dos 

vasos, com consequente formação de colaterais portossistêmicos, que desviam o 

sangue proveniente do sistema portal diretamente para a circulação sistêmica, 

contornando o fígado [19]. O surgimento dessas varizes pode ocorrer em qualquer 

segmento do tubo digestivo. 

Figura 3: Fotografia da região abdominal, mostrando os colaterais portossistêmicos. 

Fonte adaptada: Doenças do Aparelho Digestivo – Fiocruz MS 
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1.3 ALTERAÇÕES INTESTINAIS 

 
 

Dentre os locais suscetíveis à dilatação vascular consequente à hipertensão 

portal, o estômago, esôfago, a parede abdominal anterior, veia renal esquerda e 

submucosa do reto são considerados os mais frequentes. [1]
 

 

 
Figura 3: Dilatação vascular presente na hipertensão portal. 
Fonte: adaptada [21]. 

 

Quando nos referimos aos danos os quais o intestino é acometido na 

hipertensão portal, podemos correlacionar estes ao aumento progressivo da 

pressão no sistema portal, bem como à hipóxia intestinal decorrente desse 

desarranjo hemodinâmico [22]. 

O intestino é um órgão de defesa imunológica, além de suas funções 

imprescindíveis no processo de digestão e absorção de nutrientes. A fisiologia 

intestinal, ainda, vincula um importante eixo com o sistema portal hepático, uma vez 

que todo o sangue proveniente desse local é conduzido ao fígado através da veia 

porta [23]. 

A circulação êntero-hepática traduz uma possibilidade de translocação 

bacteriana. Da mesma forma que os nutrientes e o aporte sanguíneo intestinal 
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percorrem esse trajeto, a possibilidade de que bactérias presentes na microbiota 

intestinal sejam direcionadas ao fígado não pode ser desconsiderada [24]. 

Em uma situação não fisiológica, a homeostasia desse sistema pode ser 

perturbada. No caso da hipertensão portal, o quadro de infecção ou sepse está 

diretamente associado com o aumento da permeabilidade intestinal. O 

desenvolvimento do quadro de circulação hiperdinâmica pode acarretar  mudanças 

estruturais na parede intestinal, bem como o surgimento de infecções bacterianas 

espontâneas e sepse. [25]
 

A hipertensão portal, isolada ou consequência de doença hepática, leva a 

severas alterações também na perfusão intestinal. O aumento da resistência 

vascular esplâncnica e do fluxo venoso leva a uma congestão no sistema portal, 

acarretando uma hipoperfusão intermitente intestinal. O dano oxidativo na 

integridade da mucosa intestinal em virtude do aumento da conversão da enzima 

xantina desidrogenase (XD) em xantina oxidase (XO) é frequente, contribuindo para 

o quadro de estresse oxidativo característico da hipertensão portal [25].
 

Da mesma forma, o aumento da produção de óxido nítrico (NO) nesta 

circulação hiperdinâmica, devido ao estresse de cisalhamento é diretamente 

correlacionado com o estresse nitrativo [26].
 

 

1.4 ESTRESSE OXIDATIVO E NITRATIVO 

 
 

1.4.1 Espécies reativas de oxigênio e radicais livres 
 

O oxigênio (O2) é um elemento essencial à vida aeróbica. No entanto, em 

determinadas situações, é também potencialmente tóxico para as células [27]. 

A molécula de oxigênio, em seu estado natural, é um birradical que possui dois 

elétrons desemparelhados. Dessa forma, essa molécula é considerada um agente 

oxidante, capaz de oxidar outros átomos ou moléculas aceitando um par de 

elétrons. 

Esse processo de transferência de elétrons, ou a absorção de energia, pode gerar 

as espécies reativas de oxigênio (EROs) através de intermediários gerados durante 

o processo de redução parcial do oxigênio [28]
. 
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Nos organismos aeróbicos, o O2 é reduzido à água (H2O) no final da 

respiração mitocondrial. Durante esse processo, por receber apenas um elétron de 

cada vez, ocorre a redução parcial do O2, gerando o radical ânion superóxido (O2
°-

). Ao se adicionar um hidrogênio ao ânion superóxido, este se reduz a peróxido de 

hidrogênio (H2O2). Se um terceiro elétron for acrescido, ocorrerá a formação de um 

radical hidroxil (OH°). Assim, a formação de espécies reativas de oxigênio deve-se 

ao fato de o O2 se reduzir à água de forma monovalente, permitindo a geração de 

metabólitos intermediários durante o processo. 

 
 
 
 

 

 
 

Figura 4: Formação de espécies reativas de oxigênio e radicais livres. 

Fonte: adaptada [29]. 

 

Os intermediários gerados durante a redução parcial do oxigênio são o ânion 

superóxido (O2
•-), o peróxido de hidrogênio (H2O2), o “oxigênio singlet” (1O2) e o 

radical hidroxil (OH•). Essas moléculas são capazes de existir independentemente, 

e são denominadas espécies reativas de oxigênio [28]
. 

O termo radical livre é utilizado para definir uma espécie química, que pode 

ser um átomo, um metal de transição ou uma molécula que possua um elétron não 

pareado no seu último orbital. Esse elétron confere a essas moléculas uma alta 

reatividade, devido a sua tendência de adquirir um segundo elétron para esse 

orbital desestabilizado. A estabilização ocorre através da remoção de elétrons de 

moléculas vizinhas; dessa forma essas espécies possuem o poder de oxidar 

moléculas biológicas, como proteínas, lipídios, glicídios e ácidos nucléicos [30]. 

Podemos citar como radicais livres o radical hidroxila (OH•), o ânion radical 

superóxido (O2
•-) e o óxido nítrico (NO), que podem ser formados durante o 

metabolismo normal de qualquer célula pela perda de elétrons de um não-radical 
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ou pelo ganho de um elétron por não-radical. Também podem ser formados quando 

uma ligação covalente é quebrada se cada um dos átomos ficar com um elétron, 

num processo conhecido como fissão homolítica [31]. 

O estresse oxidativo é caracterizado por um aumento das espécies reativas 

de oxigênio (EROs) em relação aos seus níveis fisiológicos, levando a um 

desequilíbrio entre os agentes pró-oxidantes e antioxidantes. Esse desequilíbrio 

apresenta efeitos prejudiciais, tais como a peroxidação de lipídios de membrana e 

agressão às proteínas dos tecidos e das membranas, às enzimas, carboidratos e 

DNA. Assim, está relacionado a várias doenças, como artrite, choque hemorrágico, 

doenças do coração, doenças do fígado, diabetes mellitus, catarata, disfunções 

cognitivas, câncer e AIDS, podendo ser a causa ou o fator agravante do quadro 

geral [29]. 

Na hipertensão portal, o papel do estresse oxidativo no desenvolvimento da 

circulação hiperdinâmica foi proposto, inicialmente, por Fernando et al., 1998 que 

utilizaram o modelo experimental de ligadura parcial da veia porta [32]. Sendo a 

hipertensão portal uma doença relacionada ao estresse oxidativo, a possibilidade 

de dano ao DNA neste modelo experimental é plausível. 

Estudos anteriores demonstraram que o óxido nítrico parece exercer um papel 

importante na patogênese da hipertensão portal [33], bem como elevados níveis do 

fator de necrose tumoral (TNF-α) [34], ambos estando relacionados ao dano 

oxidativo. 

 

1.4.2 Óxido nítrico 

 
O óxido nítrico (NO) é uma molécula gasosa, altamente tóxica, 

habitualmente encontrada no ar atmosférico em pequenas quantidades. Tal 

toxicidade é associada à presença de sete elétrons de hidrogênio e oito de oxigênio, 

possuindo, dessa forma, um elétron desemparelhado, fato esse que o torna um 

agente químico extremamente reativo [31]. 

Essa molécula pode atuar como oxidante ou redutor, é rapidamente 

destruída pelo oxigênio, sendo que sua oxidação produz nitritos e nitratos [35], e 

também pode reagir facilmente com o radical superóxido ou metais como ferro, 

cobalto, manganês ou cobre [36]. 
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A síntese do NO é catalisada pela enzima NO-sintase (NOS); para tanto, 

ocorre a oxidação de um dos dois nitrogênios guanidino da L-arginina, que é 

convertida em L-citrulina e óxido nítrico [37]. 

 
 

 

Figura 5: Reação que mostra a formação do NO. 
Fonte: adaptada [38]. 

 
Muitas isoformas de NOS já foram identificadas em diferentes tecidos, e 

diversas delas já tiveram seus genes clonados. Através da análise sequencial de 

aminoácidos, chegou-se à conclusão de que essas isoformas representam uma 

família de proteínas e, aparentemente, são produtos de três genes distintos. Dessa 

forma, são agrupadas em duas categorias: NOS constitutiva (c-NOS) e NOS 

induzível (i-NOS), diferindo em relação ao peso molecular, forma de  ativação e 

capacidade de síntese de NO [37]. 

 
 

Figura 6: Esquema que mostra as isoformas da NO-sintase. 
Fonte: adaptada [31]. 

 
 

Na categoria da NOS constitutiva, encontramos a NOS neuronal (n-NOS), 

normalmente presente nos neurônios e a NOS endotelial (e-NOS), presente nas 

células endoteliais vasculares e nas plaquetas [39]. Ambas são expressas 

continuamente na ausência de agentes indutores, ou seja, apresentam uma 

concentração basal e são dependentes de íons cálcio (Ca++) e calmodulina [38]. 

No entanto, na categoria da NOS induzível, ao contrário da primeira, a i- NOS 

não é detectada em condições basais, requerendo, para sua expressão e 
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atividade, síntese protéica. Endotoxinas bacterianas, juntamente com citocinas 

como TNF-α, interleucinas (IL-1ß) ou imunoglobulinas (IG-g), induzem a sua 

síntese nas 2-4 primeiras horas após a exposição a um agente, e esta pode ficar 

ativa por até 20 horas posteriores a sua síntese [36]. 

Quanto à ação de cada uma das NOS, sabe-se que a eNOS favorece a 

diminuição da pressão sanguínea e auxilia na inibição da agregação plaquetária; a 

nNOS regula a transmissão neuronal e responde por funções de um 

neurotransmissor; e as iNOS formam NO induzido por certas citotoxinas, estando 

intimamente relacionada aos processos de defesa do organismo [38]. 

O óxido nítrico é considerado essencial para a homeostase vascular e 

prevenção de doenças cardiovasculares. Da mesma forma, é o principal mediador 

citotóxico de células imunes, e tem papel mensageiro/modulador em diversos 

importantes processos biológicos. No entanto, como dito anteriormente, o NO é 

altamente tóxico, sendo essa toxicidade proeminente em situações de estresse 

oxidativo e na deficiência do sistema antioxidante [31]. 

Os efeitos fisiológicos e fisiopatológicos das isoformas do óxido nítrico 

sintase estão relacionados aos seus níveis de concentração. Quando atuam em 

baixas concentrações, comportam-se como mensageiro e fator de proteção celular 

(antioxidante), interagindo com metais de transição e outros radicais livres. Em 

concentrações altas, e formando trióxido de dinitrogênio (N2O3) ou peroxinitrito 

(ONOO), o NO passa a agir como espécie ativa de nitrogênio, responsável por 

inúmeras ações citotóxicas em um quadro conhecido como estresse nitrosativo 

[28,37]. 

A hipertensão portal já foi previamente associada ao estresse oxidativo e à 

super-produção de óxido nítrico, ambos possuindo um importante papel nesse 

distúrbio hemodinâmico [38]. 

Kanwar et al.,1996 demonstraram um aumento na atividade da NOS 

dependente de cálcio após estenose da veia porta [41]. Muitos fatores, incluindo o 

estresse de cisalhamento, vasopressina, angiotensina II e norepinefrina, podem 

elevar a forma constitutiva da NOS, e todos esses fatores estão aumentados na 

hipertensão portal [40]. 
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Dessa forma, observamos na HP uma alta concentração de óxido nítrico, 

estando esse aumento intimamente relacionado com o desenvolvimento da 

circulação hiperdinâmica e estresse oxidativo [46]. 

 

1.5 Defesas antioxidantes 

 
 

A fim de se proteger contra os danos acarretados pelo estresse oxidativo, 

necessitamos de um sistema capaz de prevenir a formação de radicais livres e 

neutralizar os danos oxidativos, o que é feito através dos antioxidantes, que podem 

ser definidos como qualquer substância que, quando presente em baixas 

concentrações – comparadas àquelas de um substrato oxidável (macromoléculas 

como proteínas, lipídios, hidrato de carbono e DNA) – atrasa ou impede a oxidação 

daquele substrato. Dentre esses sistemas de defesa, encontramos o enzimático, 

formado por enzimas como a superóxido dismutase (SOD), catalase (CAT), 

glutationa peroxidase (GPx), glutationa redutase (GR) e glutationa s- transferase 

(GST), e/ou não enzimático, como o ácido ascórbico (vitamina C), α- tocoferol 

(vitamina E), flavonóides e ß-carotenos [30]. 

 
 

1.5.1 Antioxidantes enzimáticos 

 
 

Os antioxidantes enzimáticos compreendem agentes que cataliticamente 

removem os radicais livres e outras espécies ativas. Dentre essas enzimas, 

podemos destacar a superóxido dismutase (SOD), catalase (CAT) e glutationa 

peroxidase (GPx) [30]. 

A SOD atua na dismutação do ânion superóxido (O2
•-) em H2O2 e  O2, sendo 

que o primeiro é menos reativo, e pode ser degradado por outras enzimas (equação 

1) [42]. 
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O H2O2 formado pela ação da enzima SOD, apesar de não ser um radical, 

facilmente reage, originando radical hidroxila. Assim, a remoção dos peróxidos 

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

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

peróxido de hidrogênio e de hidroperóxidos orgânicos [44]. 

 

A ação da CAT, que é bastante específica, pode ser observada na equação 

2, na qual essa enzima catalisa a dismutação do peróxido de hidrogênio em água 

e oxigênio. 

 
Entre as peroxidases, destaca-se a enzima glutationa peroxidase (GPX), 

localizada no citosol e na matriz mitocondrial. Esta enzima catalisa a redução do 

peróxido de hidrogênio e de hidroperóxidos orgânicos através da oxidação da 

glutationa reduzida (GSH), que será, por sua vez, regenerada por ação da 

glutationa redutase com consumo de fosfato nicotinamida adenina dinucleotídeo 

(NADPH). Neste processo de oxirredução, os grupamentos sulfidrilas doam dois 

hidrogênios para os peróxidos, transformando-os em álcool e/ou água, formando 

glutationa dissulfeto (GSSG) [30] (equação 3). 

 
 

 
 

Assim como as enzimas que atuam removendo os radicais livres, existem 

substâncias com propriedades antioxidantes, capazes de evitar reações oxidativas 

em cadeia, como a lipoperoxidação (LPO), conhecidas como defesas antioxidantes 

não-enzimáticas, sendo as mais conhecidas a glutationa, o ácido ascórbico 

(vitamina C), o -tocoferol (vitamina E), os -carotenos e os flavonóides. [44]
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1.5.2 Antioxidantes não-enzimáticos 

 
 

Dentre as substâncias antioxidantes não enzimáticas, podemos comentar 

algumas que se destacam. A glutationa participa de reações de enzimas 

antioxidantes tais como a glutationa peroxidase e a transferase. Dessa forma, uma 

alta concentração de GSH intracelular protege a célula contra a ação de espécies 

reativas de oxigênio, através de uma via não enzimática. A glutationa é um 

tripeptídeo de ácido α-glutamínico, cisteína e glicina, cuja ação deve-se à presença 

de um grupamento sulfidrila, que atua como doador de elétrons [44]. 

O ácido ascórbico (vitamina C) é um composto hidrossolúvel que atua como 

cossubstrato na biossíntese de colágeno, catecolaminas e carnitina. Este composto 

atua como scavenger de O2
°- e OH°-, ou seja, um antioxidante varredor de radicais 

livres [30].
 

O -tocoferol (vitamina E) possui a capacidade de neutralizar radicais, 

absorvendo a sua energia de excitação. A vitamina E age principalmente com o 

oxigênio singlet, em concentrações baixas e com alta afinidade à luz [45]. 

Os flavonóides são fitoterápicos descritos como antioxidantes, presentes nas 

folhas e partes externas das plantas. Muitos desses compostos estão sendo 

estudados e vêm apresentando resultados bastante promissores. Nosso laboratório 

obteve dados importantes ao estudar, por exemplo, o flavonóide quercetina, em 

modelos experimentais de cirrose induzida por ligadura de ducto biliar [48] e 

tetracloreto de carbono (CCl4) [47], bem como em modelo de diabetes induzida por 

streptozotocina [49]. 

O uso de substâncias antioxidantes na prevenção ou tratamento de diferentes 

doenças relacionadas ao estresse oxidativo parece ser uma alternativa viável na 

tentativa de minimizar ou reverter os danos. Uma das substâncias com tais 

propriedades, utilizada na clínica médica, é a Glutamina. 

 
1.6 GLUTAMINA 

 
A Glutamina (GLU) é um aminoácido polar sem carga não essencial ou 

ocasionalmente essencial, hidrofílico encontrado na superfície das proteínas onde 

interage com a água [50]. 
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Figura 7: Fórmula química da Glutamina. 
Fonte: adaptada [51]. 

 
A Glutamina apresenta um papel fundamental na defesa imunológica da 

barreira mucosa do intestino através da sua participação na formação de 

imunoglobulinas, especialmente IgA. Esta substância foi inicialmente utilizada de 

forma profilática em pacientes a serem submetidos à radioterapia, onde se 

observou uma diminuição da incidência e da gravidade da enterite actínica [53]. 

 

Ainda, a ação protetora da Glutamina foi demonstrada em estudos 

experimentais como promissora na prevenção e diminuição da geração de radicais 

livres e citocinas pró-inflamatórias. Häussinger & Schliess (2007) avaliaram a ação 

protetora da Glutamina contra lesões hepáticas induzidas por choque hemorrágico 

em ratos. Este aminoácido age sobre a atividade dos macrófagos interferindo na 

fagocitose em sítios inflamatórios. A Glutamina, na presença de inflamação, 

aumenta o fluxo de glutationa no fígado e no trato gastrointestinal [54]. 

 
Em estudos realizados em nosso laboratório demonstram que a 

administração da Glutamina melhorou a resposta inflamatória reduzindo a geração 

de radicais livres e citocinas envolvidos em modelo experimental de colite induzida 

por TNBS. Em outro estudo, utilizando o modelo experimental de ligadura parcial 

de veia porta (LPVP), foi sugerido que tratamento com a Glutamina protege a 

mucosa gástrica e diminui o dano oxidativo do trato gastrointestinal por sua possível 

ação antioxidante [64]. 
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A intrínseca conexão e cooperação entre intestino e fígado representam 

uma entidade funcional denominada eixo intestino-fígado. 

A integridade da barreira intestinal é crucial para a manutenção da 

homeostase hepática. 

Dentro deste contexto é importante avaliar nesse modelo experiment 

hipertensão porta, uma das complicações da cirrose, o intestino desses animais. 

Tendo em vista tais considerações, propomo-nos a desenvolver o modelo 

experimental de hipertensão portal em ratos e utilizar a Glutamina como tratamento 

antioxidante, com o intuito de avaliar as alterações intestinais, estresse oxidativo e 

nitrosativo decorrentes da HP. 
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2 Justificativa 
 

Este projeto de pesquisa está direcionado a área de fisiologia digestiva, com 

enfoque em modelo experimental relacionado ao estresse oxidativo e à possível 

proteção de um tratamento antioxidante. 

Dentro dessa linha de pesquisa, procuramos investigar as alterações intestinais 

na hipertensão portal, decorrente da excessiva pressão no sistema portal, que 

acarreta o desenvolvimento de colaterais portossistêmicos que provocam a 

dilatação vascular. 

O Laboratório de Hepatologia e Gastroenterologia Experimental desenvolve 

modelos experimentais de diferentes doenças relacionadas ao estresse oxidativo, 

dentre eles o modelo de ligadura parcial da veia porta utilizando diferentes 

antioxidantes como a quercetina, melatonina, N-acetilcisteína. Neste projeto 

pretendemos utilizar a Glutamina um antioxidante já utilizado em outros modelos 

experimentais, na tentativa ampliarmos o entendimento dos mecanismos 

fisiológicos presentes na hipertensão portal, bem como a possível intervenção de 

um tratamento antioxidante nesta doença. 

 
 

3 Objetivo geral 

 
 

Este trabalho tem por objetivo geral avaliar a ação da Glutamina em ratos  com 

Hipertensão Portal, submetidos ao modelo experimental de ligadura parcial da veia 

porta (LPVP). 

 
 

3.1 Objetivos específicos 

 

 
1. Avaliar a pressão portal nos animais dos diferentes grupos experimentais. 

2.  Avaliar a lipoperoxidação no intestino através da técnica de TBARS nos 

animais dos diferentes grupos; 

3.  Avaliar a atividade da enzima antioxidante superóxido dismutase no 

intestino nos animais dos diferentes grupos 
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4.  Determinar os metabólitos do óxido nítrico (nitritos/nitratos) no intestino 

nos animais dos diferentes grupos 

5.  Avaliar as alterações histológicas no intestino nos animais dos diferentes 

grupos . 
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4 MATERIAIS E MÉTODOS 
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4 MATERIAIS E MÉTODOS 

 
 

4.1 Delineamento da Pesquisa 

 
 

Este estudo teve caráter experimental qualitativo e quantitativo, e para isso, foi 

realizado a indução da hipertensão portal, pelo modelo de ligadura parcial de veia 

porta (LPVP). 

 
 

4.2 Animais 

 
 

Foram utilizados 29 ratos machos Wistar, com 60 dias, pesando entre 200 e 300 

gramas, adquiridos conforme as especificações da Unidade de Experimentação 

Animal de fornecedores cadastrados do Hospital de Clínicas de Porto Alegre. 

Durante o experimento, os animais foram mantidos em grupos de 3 animais por 

caixa, em caixas plásticas, de 47x34x18cm, forradas com maravalha, em ciclo de doze 

horas claro/escuro (luz das 7 às 19 horas), temperatura de 22  2 C e umidade 

relativa de 40-60% e exaustão de ar. A água e a ração foram administradas livremente, 

sendo tratados diariamente com água e ração padrão da Unidade de Experimentação 

Animal do Centro de Pesquisa do Hospital de Clínicas de Porto Alegre (UEA). 

Os animais ao chegarem à Unidade de Experimentação Animal do Centro de 

Pesquisa do Hospital de Clínicas de Porto Alegre (UEA) ficaram em um período 

denominado de quarentena, sendo este composto de 15 dias de separação, para 

prevenir a propagação doenças, analisar a saúde do animal e adaptar o mesmo após 

ter sido transportado de outro local. 

Os procedimentos com os animais foram executados de acordo com o 

preconizado pela Comissão de Pesquisa e Ética em Saúde do Grupo de Pesquisa e 

Pós-Graduação (GPPG) do Hospital de Clínicas de Porto Alegre (HCPA) bem como o 

preconizado no Guide Laboratory for the care and use of animals e Principles for 

Research Involving Animals. [55] Os procedimentos foram desenvolvidos em 

conformidade à legislação vigente no Brasil para a prática de pesquisa científica com 
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uso de animais (Lei 11.794 (Diário Oficial da União - 08/10/2008), Diretriz Brasileira 

para o Cuidado e a Utilização de Animais para Fins Científicos e Didáticos - DBCA 

(2016) e Diretriz da Prática de Eutanásia do CONCEA (2018). Resoluções Normativas 

do CONCEA 37 (2018), 33 (2016) e RN 30 (2016). 

Para detectar uma diferença na magnitude de 1,5 desvio padrão (magnitude de 

efeito grande) mantendo-se um α=0,05 e ß=90%, foram calculados seis ratos por 

grupo (n=6), totalizando 24 ratos, na qual esse cálculo foi baseado em estudos 

anteriores do grupo baseado da lipoperoxidação no intestino. Neste modelo não há 

indicação de morbimortalidade inerente ao procedimento. 

 
4.3 Grupo piloto 

 
 

Foi necessário um grupo piloto, composto de 5 animais para a adequação do 

equipamento de avaliação pressórica. 

Após a análise e aprovação do projeto de pesquisa, deu-se início ao ensaio 

piloto, que foi fundamental para amadurecer e definir parâmetros analíticos, no que 

concerne à amostra e aos procedimentos a fim de obter uma maior uniformidade 

possível em sua execução. 

Os animais submetidos a este estabelecimento foram anestesiados com indução 

(4-5%) e manutenção (2-3%) anestésica com isoflurano diluído em 100% de O2 (fluxo 

de O2 = 0,5L/min), onde posteriormente foi realizado uma incisão mediana no abdome 

(na linha alba), e localizada da veia mesentérica, onde nesta foi feito a aferição da 

pressão portal utilizando-se um cateter de calibre 21G ligado a um polígrafo que 

registra a pressão no sistema portal. Ao final, os animais sofreram eutanásia por 

exsanguinação sob anestesia profunda, conforme descrito na Diretriz da Prática de 

Eutanásia do CONCEA (2018), normativa vigente no país. As carcaças dos animais 

foram acondicionados em embalagens específicas para descarte e recolhimento 

conforme rotina empregada no Hospital de Clínicas de Porto Alegre. 
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4.4 Grupos experimentais 

 

 
O modelo utilizado foi de indução da hipertensão portal através de ligadura 

parcial de veia porta (LPVP), e os animais foram divididos em 4 grupos experimentais, 

com 6 animais por grupo, totalizando 24 animais. 

I. Controle (SO - sham-operated) + Veículo (NaCl)- Grupo submetido à 

simulação da cirurgia, e administração de veículo por 7 dias; 

II. Controle (SO - sham-operated) + Gutamina (GLU) - Grupo submetido à 

simulação da cirurgia e tratamento com GLU por 7 dias; 

III. Hipertensão Portal (LPVP) + Veículo (NaCl) - Grupo submetido à cirurgia de 

ligadura parcial da veia porta e administração de veículo por 7 dias; 

IV. Hipertensão Portal (LPVP) + Glutamina (GLU) - Grupo submetido à cirurgia 

de ligadura parcial da veia porta e tratamento com GLU por 7 dias. 

 

 
Os animais após o procedimento cirúrgico ficaram em gaiolas devidamente 

identificadas, com 3 animais por caixa, onde tendo sido necessário foi realizado o 

enriquecimento ambiental, visando promover um ambiente mais agradável, permitindo 

que os animais conseguissem expressar seu comportamento natural para obterem 

melhores respostas, não somente pelo bem-estar promovido para o animal, mas 

também por resultados mais fidedignos, uma vez que os animais passaram a se 

comportar de maneira mais similar à natural. Não houve restrições quanto ao uso de 

enriquecimento ambiental (rolo de papel, papel, semente de girassol). 

Os animais tiveram monitoramento clínico e foram pesados periodicamente a 

cada 3 dias, onde nesse momento também foi avaliado quanto a composição corpórea 

(perda de peso/caquexia, atrofia muscular, ganho de peso), grau de alerta mental 

(inquietação, depressão/apatia), mobilidade (letargia, ataxia), postura (incapacidade 

de permanecer em pé, arqueamento do dorso), alteração em frequência e padrão 

respiratório, coloração de mucosas (cianose, palidez), grau de hidratação (aumento 

do tempo de pregueamento da pele, enoftalmia, oligúria), alimentação (anorexia), 

defecação (diarreia, constipação, distensão abdominal), aspectos da ferida cirúrgica 

(deiscência, infecção), etc. 
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Os animais que apresentaram quaisquer alterações nesses parâmetros clínicos 

receberam maior atenção e doses mais seguidas do analgésico, mas devido a 

experiência do grupo no mesmo modelo, não houve nenhum incidente. Caso 

houvesse seria realizado a antecipação de morte relacionado com perda de peso 

superior a 10% na primeira semana ou 15% até o final do protocolo experimental ou 

outras alterações clínicas não revertidas/minimizadas com manejo, analgésicos. 

 
 

4.5 Procedimentos experimentais 

 
4.5.1 Desenvolvimento do modelo de hipertensão portal pela ligadura 

parcial de veia porta 

 
Os animais foram anestesiados com indução (4-5%) e manutenção (2-3%) 

anestésica com isoflurano diluído em 100% de O2 (fluxo de O2 = 0,5L/min). 

Imediatamente após a cirurgia foi administrado Tramadol (20 mg/kg) 

intraperitonealmente, e depois por 3 dias no período pós operatório a cada 12 horas. 

Após terem sido anestesiados, realizou-se uma incisão mediana no abdome (na linha 

alba), as alças intestinais foram retiradas da cavidade delicadamente e colocadas 

sobre uma gaze umidificada com soro fisiológico para a localização da veia porta e 

isolação da mesma. Uma agulha de 20G foi colocada paralelamente sobre a veia porta 

e ambas foram amarradas em fio de seda 3.0. Após, a agulha foi retirada 

delicadamente, deixando o vaso parcialmente obstruído para a indução da 

hipertensão portal experimental [5]. 
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Figura 8: Modelo de ligadura parcial da veia porta. 
Fonte: adaptada [5]. 

 

Após, as alças intestinais foram recolocadas delicadamente no abdome e, com 

pontos contínuos, fechou-se o peritônio, antes tendo o cuidado de infundir cerca de 

10mL de solução fisiológica na cavidade abdominal. Após a suturação do peritônio,  a 

parede exterior foi suturada com pontos isolados utilizando fio de vicryl 4.0 

Uma solução antisséptica iodada foi aplicada, e os animais permaneceram  em 

incubadoras até plena recuperação pós-cirúrgica, antes de serem direcionados para 

suas respectivas caixas. Após a recuperação pós cirúrgica, da anestesia, os animais 

recuperaram-se em caixas individuais, forradas com maravalha e em incubadoras 

para recém-nascidos (aquecimento e suporte de oxigênio), onde foram analgesiados 

no pós-operatório com tramadol (20 mg/kg) intraperitoneal, e a cada 12 horas por 3 

dias. A primeira dose foi administrada antes do procedimento cirúrgico. 

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

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

Após a cirurgia de ligadura parcial da veia porta, os animais receberam o 

tratamento com a Glutamina, ou solução fisiológica, dependendo o grupo. Não há 

registro de morte nestes animais. 
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4.5.2 Administração do veículo e da Glutamina 

 
O tratamento com a Glutamina foi administrado na dose de 25mg/Kg que foi 

diluída em 0,6 mL de NaCl a 0,9%, e ocorreu no 8º dia após a cirurgia, por via 

intraperitoneal, uma vez ao dia, durante o período 7 dias.[9] . Os animais controle 

receberam o veículo (solução fisiológica – NaCl 0,9%) no volume de 0,6 mL, por via 

intraperitoneal, pelo mesmo período. 

 
4.5.3 Aferição da pressão venosa portal 

 

 
No 15º dia após a cirurgia, os animais foram novamente anestesiados com 

indução (4-5%) e manutenção (2-3%) anestésica com isoflurano diluído em 100% de 

O2 (fluxo de O2 = 0,5L/min). Novamente foi realizado uma incisão mediana no abdome 

(na linha alba), e posteriormente localizou-se veia mesentérica, onde foi feito a 

aferição da pressão portal utilizando-se um cateter de calibre 21G introduzido na veia 

mesentérica ligado a um polígrafo que registrou a pressão no sistema portal (Biopac 

Systems, Inc Santa Barbara, Califórnia) [64]
 

 
4.5.4 Morte dos animais e obtenção das amostras 

 
Após os procedimentos de aferição, o intestino grosso foi coletado para as 

posteriores análises. 

1º) Um pequeno fragmento das amostras foi retirado e emergido, em formol 10% 

para posterior análise histológica; 

2º) O restante foi pesado e congelado a –80ºC para as análises de 

lipoperoxidação, enzimas antioxidantes, nitritos e nitratos. 

Ao final do experimento, os animais foram eutanásia por exsanguinação sob 

anestesia profunda, conforme descrito na Diretriz da Prática de Eutanásia do 

CONCEA (2018), normativa vigente no país. RN 33/2016. 

As carcaças dos animais foram acondicionadas em embalagens específicas para 

descarte e mantidos em freezer até o recolhimento para incineração conforme 
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rotina empregada pela Unidade de Experimentação Animal (UEA) do Hospital de 

Clínicas de Porto Alegre. 

 
4.6 Avaliações bioquímicas 

 
4.6.1 Preparação do homogeneizado 

 
 

Após terem sido retirados, os intestinos grossos dos animais foram pesados e 

armazenados em freezer -80ºC. Posteriormente, estes órgãos individualmente foram 

homogeneizados durante 1 minuto em Ultra-Turrax (IKA-WERK), na presença de 

cloreto de potássio (KCl) 1,15% (5 mL por g de tecido) e fluoreto de fenil metil sulfonina 

(PMSF), na concentração de 100 mM em isopropanol (10µL por mL de KCl 

adicionado). O PMSF é um inibidor de proteases, e será utilizado para que não 

houvesse degradação das enzimas, cuja atividade será medida. Em seguida, os 

homogeneizados foram centrifugados por 10 minutos a 3000 rpm (1110 x g) em 

centrífuga refrigerada (SORVALL RC-5B Refrigerated Superspeed Centrifuge), e o 

sobrenadante retirado e congelado em freezer -80ºC para as dosagens posteriores 

[56]. 

4.6.2 Dosagem de proteína 

 
 

A concentração de proteínas nos homogeneizados foi determinada através do 

método de Bradford, onde foi utilizada uma curva de albumina bovina (SIGMA) como 

padrão. As amostras foram mensuradas espectrofotometricamente à 595 nm, e os 

valores expressos em mg/mL. Esses valores foram utilizados para calcular 

posteriormente o TBARS e os valores das enzimas antioxidantes [57]. 
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4.7 Determinação do estresse oxidativo 

 
4.7.1 Determinação das substâncias que reagem ao ácido tiobarbitúrico 

(TBARS) 

 
 

A lipoperoxidação foi determinada através do método de substâncias reativas ao 

ácido tiobarbitúrico (TBARS). A técnica de TBARS consiste no aquecimento do 

material homogeneizado na presença de ácido tiobarbitúrico e conseqüente formação 

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

aparecimento de coloração ocorre devido à presença do malondialdeído e outras 

substâncias provenientes da peroxidação lipídica no material biológico. 

Foram colocados em tubo de ensaio, nesta ordem de adição, 0,5 mL de ácido 

tiobarbitúrico (TBA) 0,67%, 0,25mL de água destilada, 0,75mL de ácido tricloroacético 

(TCA) 10% e 0,25mL do homogeneizado. O TBA reage com produtos da 

lipoperoxidação formando uma base de Schiff, e o TCA tem função de desnaturar as 

proteínas presentes, além de acidificar o meio de reação. A seguir, agitou-se cada 

tubo, os quais foram aquecidos à temperatura de 100º C durante 15 minutos. Após, 

os tubos foram resfriados, e acrescenta-se 1,5 mL de álcool n-butílico, para extrair o 

pigmento formado. Os tubos serão colocados em agitador (Biomatic) por 45 segundos 

e centrifugados por 10 minutos a 3000 rpm (1110 x g). Por último, o produto corado 

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

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

TBARS é expressa em nmoles/mg de proteína [58].
 

 
4.7.2 Determinação da atividade da enzima superóxido dismutase (SOD) 

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

sistema de detecção que reage com o O2
•-. 

 
A reação catalisada é a seguinte: 
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A técnica de medida da SOD baseia-se na inibição dessa reação. Para tanto, 

se utilizará adrenalina que, no meio alcalino, se transforma em adenocromo, 

produzindo O2
•- que é o substrato da enzima. Antes de realizar a determinação com o 

homogeneizado, se fará a medida do meio de reação (glicina-NaOH 50 mM, pH 9,6) 

com 50 L de adrenalina (60 mM, pH 2,0), esta correspondendo a 100% da reação. 

Essa mistura será agitada e lida a 480 nm. Posteriormente, se adicionará diferentes 

volumes do homogeneizado e medira-se a inibição da reação. A atividade enzimática 

será expressa em unidades SOD/g de tecido (quantidade de SOD que inibe em 50% 

a velocidade de redução da adrenalina). 

Para cada amostra medida, foi repetido os seguintes passos: 

1. Foi colocado 950 L de tampão junto com 50 L de amostra e 17 L de 

adrenalina, após o aparelho ser zerado. 

2. Será acrescentado 975 L de tampão junto com 25 L de amostra e 17 L de 

adrenalina, após o aparelho ser zerado. 

3. Após será colocado 990 L de tampão junto com 10 L de amostra. 
 

Com os 17 L de adrenalina, se procederá da mesma forma que nos itens 

anteriores. 

Todas as medidas anteriormente citadas correspondem ao valor de (b). Ao 

valor de (a) somente corresponde a leitura até ser zerado o aparelho [59]. 

 
 

4.8 Medidas de nitritos e nitratos 

 
O Óxido Nítrico é uma substância extremamente lábil, com uma meia vida de 

apenas alguns segundos em sistemas biológicos. Dessa forma, a medida do NO faz- 

se de forma indireta, através da medida de nitritos e nitratos. 

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

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

Para realizar a técnica serão necessários 500 L de amostra, 100 L NADPH 

(0,2 mM), 70 L Tris Buffer 1M, pH 7,5, 230 L de uma mistura formada por glicose 
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6-fosfato (50 mM) e glicose 6-fosfato desidrogenase (100 U/mL), 100 L de nitrato 

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

minutos. 

Posteriormente será utilizado 750 L dessa mistura e será adicionado 750 L do 

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

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

determinação de nitritos e nitratos [61]. 

 
 

4.9 Avaliação histopatológica do intestino por hematoxilina e eosina 
 

Para a dissecação anatômica, amostras do intestino foram colocados em formol 

10%.   Na   etapa   seguinte,  os  blocos  de  parafina   foram   fixados  ao Micrótomo 

(Leitz   1512) onde se realizaram cortes com 3 micra (3 Na fase de coloração, as 

lâminas são mergulhadas nos corantes hematoxilina-eosina durante 5 minutos cada 

uma, intermediadas por um banho de água corrente. Na fase de desidratação, as 

estruturas passaram por três recipientes com álcool absoluto e por dois de xilol. 

Coloca-se a lamínula sobre a lâmina utilizando-se Bálsamo do Canadá ou Entellan, 

finalizando, assim, o processo de preparação. As lâminas foram analisadas em 

microscópio binocular Nikon Labophot nos diferentes aumentos, no serviço de 

patologia do Hospital de Clínicas de Porto Alegre, por um patologista cegado para o 

experimento 

 
 

5. Análise estatística 

 
 

A partir dos dados coletados, as médias e os desvios padrões de cada grupo 

foram calculadas, utilizando, para análise estatística, GraphPad Instat versão 3.0. O 

teste utilizado para a análise de variância dos resultados foi o de ANOVA ONEWAY, 

seguido do teste de Student-Newman- Keuls para dados paramétricos. 

Os resultados foram considerados estatisticamente significativo quando 

obtivemos um nível de significância de pelo menos 5% ( p<0,05). 
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6 RESULTADOS 
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6.1 VERIFICAÇÃO DA PRESSÃO PORTAL 

 
 

Observando a Figura 9 nota-se um aumento estatisticamente significativo na 

pressão portal dos animais do grupo LPVP em relação aos demais grupos 

experimentais. Observa-se diminuição significativa nos valores de pressão portal nos 

animais do grupo LPVP+GLU sendo p<0,05 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

. 

Figura 9: Efeito da administração da Glutamina (GLU) sobre os níveis de pressão 

portal nos grupos SO, SO+GLU, LPVP e LPVP+GLU. 

Dados expressos como a média ± desvio padrão, n = 6 animais cada grupo. As 

notações sobrescritas têm a seguinte significância: 

*: diferença significativa do grupo LPVP em relação aos demais grupos (p<0,01). 

#: diferença significativa do grupo LPVP+GLU em relação ao grupo LPVP (p<0,05) 

 
6.2 MEDIDA DE SUBSTÂNCIAS REATIVAS AO ÁCIDO TIOBARBITÚRICO 

(TBARS) 

 
Os valores de lipoperoxidação no intestino demonstraram aumento 

estatisticamente significativo no grupo LPVP, sendo p < 0,01 em relação a todos os 

demais grupos (SO, SO + GLU e LPVP+GLU). Os animais LPVP+GLU apresentaram 

uma diminuição significativa (p<0,05) quando comparados ao grupo LPVP. 
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Figura 10: Efeito da administração da Glutamina (GLU) sobre os níveis de TBARS 

nos grupos SO, SO+GLU, LPVP e LPVP+GLU. 

Dados expressos como a média ± desvio padrão, n = 6 animais cada grupo. As 

notações sobrescritas têm a seguinte significância: 

*: diferença significativa do grupo LPVP em relação aos demais grupos (p<0,01). 

#: diferença significativa do grupo LPVP+GLU em relação ao grupo LPVP (p<0,05) 

 
6.3 AVALIAÇÃO DA ATIVIDADE ENZIMÁTICA DA SUPERÓXIDO DISMUTASE 

(SOD) 

Na Figura 11, são apresentados os resultados da atividade da enzima 

superóxido dismutase (SOD) no homogeneizado de intestino dos animais nos 

diferentes grupos, mostrando uma diminuição significativa no grupo LPVP em 

relação aos demais (p<0,05). 
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Figura 11: Efeito da administração da Glutamina (GLU) sobre os níveis de SOD nos 

grupos SO: Sham-operated, SO+GLU, LPVP e LPVP+GLU. 

Dados expressos como a média ± desvio padrão, n = 6 animais cada grupo. As 

notações sobrescritas têm a seguinte significância: 

*: diferença significativa do grupo LPVP em relação aos demais grupos (p<0,01). 

#: diferença significativa do grupo LPVP+GLU em relação ao grupo LPVP (p<0,05) 

 
6.4 AVALIAÇÃO DOS METABÓLITOS DO ÓXIDO NÍTRICO (NO) 

 
 

Na Figura 12, observamos os valores referentes aos nitritos e nitratos no 

homogeneizado de intestino de animais dos diferentes grupos experimentais. 

Observa-se aumento significativo dos metabólicos nos grupos LPVP em relação aos 

grupos SO, SO+GLU e uma diminuição significativa quando administrado a 

Glutamina no grupo LPVP+GLU, sendo p <0,05 

 

 

 
 

Figura 12: Efeito da administração da Glutamina (GLU) sobre os níveis de NO nos 

grupos SO, SO+GLU, LPVP e LPVP+GLU. 

Dados expressos como a média ± desvio padrão, n = 6 animais cada grupo. As 

notações sobrescritas têm a seguinte significância: 

*: diferença significativa do grupo LPVP em relação aos demais grupos (p<0,01). 

#: diferença significativa do grupo LPVP+GLU em relação ao grupo LPVP (p<0,05) 
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6.5 ANÁLISE HISTOLÓGICA POR HEMATOXILINA E EOSINA 

 
 

Observa-se a estrutura microscópica do intestino de animais SO, SO+GLU, 

LPVP e LPVP+GLU. A fotomicrografia do intestino dos animais dos grupos controle 

(SO) e do grupo SO+GLU mostra o intestino com padrão normal apresentando as 

criptas, as células caliciformes, a mucosa normal e submucosa sem edema. No 

grupo (LPVP), mostra alterações na mucosa, com diminuição das células 

caliciformes, vasos sanguíneos dilatados e edema. Na fotomicrografia do intestino 

dos animais do grupo LPVP tratado com Glutamina (LPVP+GLU), observa-se a 

redução do edema, desaparecimento de vasos sanguíneos dilatados, e 

reestruturação da mucosa à semelhança dos grupos controles. 

 
 

Figura 13 – Análise histológica intestino de ratos com LPVP e tratados 
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7 DISCUSSÃO 
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7. Discussão 

 
 

A hipertensão portal é associada com o desenvolvimento de uma circulação 

hiperdinâmica, que é caracterizada por vasodilatação e aumento de débito cardíaco 

e/ou fluxo sanguíneo [67]. 

O desenvolvimento de colaterais porto sistêmicos é a resposta do aumento da 

pressão portal [68]. Essa circulação de colaterais portossistêmicos ocorre para desviar 

o fluxo sanguíneo da região obstruída que poderá ser antes do fígado (pré- hepática), 

dentro do fígado (intra-hepática) ou após (pós-hepática). No modelo utilizado neste 

estudo a obstrução é pré-hepática resultando daí mecanismos compensatórios como 

a formação de varizes distribuídas ao longo do trato gastrointestinal. Varizes 

gastroesofágicas são mais preponderantes e estudadas neste modelo com uso de 

diferentes antioxidantes, como quercetina nos trabalhos de Moreira et al., 2004; 

Glutamina nos estudos de Marques, et al., 2011 e 2013; e de Licks et al.,2016 

analisando o intestino de animais com LPVP frente a NAC. 

Modelos experimentais em animais são importantes ferramentas de estudo e a 

Ligadura Parcial da Veia Porta (LPVP), é um modelo de obstrução pré-hepática 

desenvolvendo a Hipertensão Portal (HP), levando a uma circulação hiperdinâmica, 

possibilitando o estudo dos mecanismos patológicos e fisiológicos envolvidos  nessa 

doença [67; 71]
 

Uma das complicações advinda da hipertensão portal é a colopatia da 

hipertensão portal, com risco de sangramento em pacientes cirróticos, de 1-8% em 

varizes cólon e de 44-89% em varizes do reto em pacientes cirróticos [74; 75 e 76]
 

A LPVP resulta em injúria oxidativa como foi descrito por vários pesquisadores 

Moreira et al., 2004 em estômago; Fernando et al.,1998 e Licks, et al.,2014 na 

mucosa gástrica e em Licks, et al.,2016 no intestino. 

. Em nosso trabalho observamos um aumento na pressão portal dos animais 

LPVP que foi acompanhada com alterações histológicas evidenciadas com edema, 

vasoditatação na submucosa do intestino, desruptura da mucosa. 

A Glutamina é descrita como hábil em reduzir dano oxidativo avaliado pela 

diminuição da lipoperoxidação, com efeito antioxidante verificado na mucosa gástrica 

[64; 77]. 
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A Glutamina determinou diminuição significativa da pressão portal neste 

modelo, resultados similares obtidos por outros autores com o uso de quercetina e 

NAC bem como restabeleceu as criptas da mucosa intestinal, diminuiu o edema e o 

diâmetro dos vasos [71; 72].
 

Observamos um aumento significativo dos níveis de (TBARS) nos animais do 

grupo LPVP, comparados aos demais. A LPVP ocasiona dano oxidativo[32], afirmando 

que a geração de espécies reativas de oxigênio pode estar intimamente relacionada 

com as alterações hemodinâmicas observadas na hipertensão portal [17]. Zabot et al., 

2017 observaram níveis significativos de lipoperoxidação em intestino no modelo de 

isquemia e reperfusão. Associado ao dano oxidativo foi descrito em diferentes 

modelos experimentais de cirrose, seja por CCl4, inalatório ou intraperitoneal[79], cirrose 

por obstrução do duto biliar comum[48], e em modelo de hepatocarcinoma por DEN[71]. 

Nestes modelos foi observado o envolvimento do estresse oxidativo através do 

aumento de lipoperoxidação e diminuição das enzimas antioxidantes. Resultados 

semelhantes foram encontrados em nosso trabalho ao avaliarmos o nível de 

lipoperoxidação no intestino de animais submetidos ao modelo de LPVP. O uso de 

Glutamina diminuiu significativamente a lipoperoxidação. É interessante ressaltar que 

outros autores ao avaliar o estômago desses animais, utilizando quercetina ou 

Glutamina encontraram resultados semelhantes aos nossos[9; 71]. A Glutamina possui 

a habilidade de interagir com os agentes oxidantes, atuando como “scavenger” de 

radicais livres. Ainda, a Glutamina contribui para a restauração da glutationa, 

importante antioxidante não-enzimático[9]. 

Assim, a redução da lipoperoxidação neste trabalho, através do uso da 

Glutamina, é justificada pelas suas propriedades antioxidantes. 

Enzimas antioxidantes tais como SOD, CAT e GPx tem um papel importante 

protegendo a mucosa intestinal das agressões das EAO. 

A atividade da enzima SOD, tem uma redução significativa nos animais do 

grupo LPVP quando comparada aos demais grupos. Observação semelhante na 

mucosa gástrica por Marques et al., 2011. O decréscimo da atividade da enzima 

SOD, aumenta o estresse oxidativo, pois ela é responsável por dismutar os ânions 

radicais superóxido em peróxido de hidrogênio. A Glutamina foi capaz de restaurar 

a atividade da SOD, estando os valores do grupo LPVP+GLU significativamente 
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aumentados em relação ao grupo LPVP. O sistema de defesa antioxidante, tanto 

enzimático como não-enzimático, é encarregado de manter baixas as concentrações 

de ERO. Para tanto, esse sistema age prevenindo a formação dessas espécies, 

promovendo a sua captura, ou reparando o dano causado por tais moléculas. 

Podemos dizer que esse sistema compreende a primeira linha de defesa 

antioxidante do nosso organismo no combate às espécies reativas de oxigênio [59] . 

Wang et al.,2019 utilizando Bisferol, um importante agente oxidante, 

observaram um aumento significativo de EAO e de nitrogênio no fígado e no intestino 

sendo esses responsáveis pela detoxificação destas espécies, através do arsenal de 

enzimas antioxidantes, a SOD, a CAT, a GPx,. [78].
 

O óxido nítrico parece estar intimamente relacionado com o desenvolvimento 

da circulação hiperdinâmica na hipertensão portal. A obstrução ao fluxo sanguíneo, 

tanto pré, intra ou pós-hepática, leva ao represamento do sangue no sistema portal, 

ocasionando o aumento de pressão no território esplâncnico. Nessa região, ocorre 

estresse de cisalhamento e consequente liberação de agentes vasodilatadores, 

dentre eles o NO. Uma expressão e atividade aumentada da eNOS, fatores 

circulantes vasoativos (endotelina, angiotensina II, vasopressina, norepinefrina) e do 

fator de crescimento vascular endotelial (VEGF) também contribuem para o 

desenvolvimento da circulação colateral nesta doença [5]. 

Avaliando os níveis de metabólitos do óxido nítrico, nitritos e nitratos 

encontramos um aumento significativo de NO nos animais do grupo LPVP. O 

excessivo aumento de NO tem um potencial tóxico e lesivo para o intestino como foi 

observado neste trabalho, relacionando o aumento dos metabolitos do NO e a 

lipoperoxidação apresentada nos animais LPVP. Níveis elevados de NO associado 

à produção de EAO, tem um papel lesivo para a mucosa intestinal, aumentando a 

susceptibilidade da barreira intestinal através da formação de peroxinitrito 

contribuindo para as lesões apresentadas na histologia 

. Sendo assim, ao avaliarmos os metabólitos do NO em homogeneizado de 

intestino, observamos valores significativamente aumentados no grupo LPVP em 

relação aos demais. Esse aumento pode ser explicado pela progressiva dilatação 

dos vasos devido ao aumento de NO, um potente agente vasodilatador, e pela 
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histologia do intestino dos animais LPVP, onde visualizam-se edema de submucosa, 

vasodilatação e desarranjo da mucosa. Esse fenômeno contribui para o aumento de 

estresse oxidativo, uma vez que o NO pode reagir com o ânion superóxido e formar 

o radical peroxinitrito, espécie reativa extremamente danosa ao nosso organismo [80] 

. 

Nossos resultados demonstraram uma redução do NO nos animais tratados 

com a Glutamina, colaborando para a redução da pressão portal e a manutenção da 

integridade do intestino nesse modelo experimental. Moreira et al., 2004 e Marques 

et al., 2011 apontaram que o tratamento antioxidante com a quercetina e a Glutamina 

respectivamente, foram capazes de reduzir o NO, contribuindo para a redução da 

pressão portal e a manutenção da integridade da mucosa gástrica. A hipótese para 

a redução da biodisponibilidade do óxido nítrico com o uso da Glutamina se baseia 

em sua ação inibitória sob a produção de NO [81]
 

Neste trabalho nós descrevemos os benefícios do uso de Glutamina sobre a 

pressão portal, estresse oxidativo e nitrosativo e a proteção oferecida à barreia 

intestinal. Mais estudos são necessários para esclarecer efetivamente como ocorre 

a proteção da barreira intestinal e a translocação bacteriana, um sério problema para 

pacientes cirróticos. 

A diminuição da pressão portal, associada à restauração da mucosa  intestinal, 

o aumento da enzima SOD e a redução do NO, (inibindo a formação de peróxido 

nitrito) sugerem um potencial uso da Glutamina como terapia futura nas 

complicações da hipertensão portal. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

8. CONCLUSÕES 
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1) Através dos resultados obtidos nos valores da pressão portal, concluímos 

que grupo LPVP demonstrou um aumento significativo da pressão no 

sistema portal, sendo a Glutamina capaz de reduzir os valores nesse 

modelo experimental. 

2) Ao avaliarmos a lipoperoxidação no grupo LPVP, pela técnica de TBARS, 

concluímos que houve um aumento da lipoperoxidação sendo a Glutamina 

eficaz na redução desse dano. 

3) A enzima antioxidante superóxido dismutase (SOD) apresentou uma 

diminuição significativa nos animais do grupo LPVP, a  Glutamina restaurou 

a atividade desta enzima. 

4) Ao avaliarmos os metabólitos do NO, nitritos e nitratos, observamos um 

aumento significativo nos animais LPVP. A Glutamina foi capaz de reduzir 

a biodisponibilidade do NO, 

5) Na análise histológica o grupo LPVP observamos um desarranjo da mucosa 

do intestino, com aumento de edema na submucosa e vasodilatação. A 

Glutamina foi capaz de restaurar a histologia à semelhança dos controles. 

 
 

Por esses achados, constatamos que a Glutamina minimizou os danos na 

mucosa intestinal, avaliados pela histologia, acompanhada de uma melhora nos 

parâmetros de estresse oxidativo (avaliado por TBARS e pela SOD) e de uma 

redução dos metabólitos do óxido nítrico. Dessa forma, diante dos resultados, 

sugerimos que a Glutamina foi eficaz em reduzir os danos decorrentes do modelo de 

LPVP no intestino e assim, pode ser sugerida como uma alternativa terapêutica na 

atenuação dessa doença. 

 
 
 
 
 
 

 
9. PERSPECTIVAS FUTURAS 
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Alguns estudos apontam que o modelo de LPVP é o mais promissor para 

estudos frente a permeabilidade da “barreira intestinal” pois representa uma 

complicação da cirrose pela circulação hiperdinâmica nesse território. 

A translocação bacteriana e suas consequências mereceriam um estudo 

adicional, pois a microbiota é um campo aberto para muitas investigações futuras. 

Neste contexto, pretendemos ampliar os estudos do eixo intestino-fígado 

avaliando o processo inflamatório, envolvimento de interleucinas e outros marcadores 

inflamatórios na translocação bacteriana (microbiota) e o papel dos neutrófilos e 

macrófagos nessa fisiopatogenia. 
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