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RESUMDPO

Objetivo: Avaliar a regeneracdo hepética em ratos submetidos a hepatectomia de 60% com e sem suplementacdo de L-glutamina
através de alteracdo ponderal do figado, pardametros laboratoriais e estudo histologico. Métodos: Foram usados 36 ratos machos,
distribuidos em dois grupos: grupo controle e grupo glutamina. Cada um foi subdividido em mais trés subgrupos com 6bito em 24h,
72h e sete dias. O grupo glutamina recebeu agua e dieta padrao suplementada com L-glutamina e o controle solucao fisiolégica a
0,9%. Em todos os subgrupos foi feita anélise da regeneracao hepatica através da formula de Kwon, estudo da funcdo hepatica
(AST, ALT, gama GT, bilirrubina total, bilirrubina indireta e indireta e albumina) e analise de mitose celular pela coloracdo de
Hematoxilina — Eosina. Resultados: Nos dois grupos houve regeneracdo hepética pelo ganho ponderal. Gama GT aumentou
significativamente no grupo controle (p<0,05) j& albumina aumentou no da glutamina. Os demais indicadores da funcdo hepatica
nao apresentaram diferencas significantes. A anélise histolégica em 72h mostrou maior nimero de mitoses no grupo glutamina, ndo
havendo diferenca nos demais subgrupos. Conclusdo: A suplementacdo de L-glutamina a dieta é benéfica para a regeneracdo

hepética.

Descritores: Avaliacdo. Hepatectomia. Regeneracao hepatica. Dieta. Glutamina.

INTRODUCAO

figado é considerado um dos érgdos mais complexos

do corpo humano. Ele tende a manter a mesma mas-
sa ao longo de toda a vida, e para tal necessita de regene-
racao’.

Os bons resultados em hepatectomias extensas
sao constantes gracas as técnicas operatoérias e manejo
perioperatério mais aprimorados, bem como a capacidade
de regeneracao do figado?.

Em seres humanos, a regeneracdo apos
resseccao hepatica acontece em trés meses; no rato em
sete a dez dias, por isso, 0 modelo experimental para ava-
liar regeneracao hepética em ratos é muito utilizado e efi-
ciente?.

Em evento com perda substancial de tecido, como
na hepatectomia, ocorre divisao celular, intenso crescimen-
to de tecido promovendo a regeneracéo e alteracao da fun-
cao do 6rgao. A capacidade energética e de sintese da massa
hepética neoformada é mantida. Este processo implica em
hiperplasia celular compensatéria e hipertrofia, controlado e
mediado por nutrientes e fatores de crescimento?.

O uso de dietas enriquecidas com glutamina
mostrou beneficios para pacientes cirtrgicos; assim, é inte-
ressante que se pesquise a relagcao da regeneracao hepati-
ca com o uso suplementar de glutamina. Provavelmente
os beneficios da suplementacdo com dipeptidios sdo devi-
dos a sua participacdo na ureagénese, gliconeogénese e
sintese de proteinas®.

Assim, o objetivo deste estudo foi avaliar a
regeneracdo hepdtica em ratos submetidos a
hepatectomia de aproximadamente 60% com e sem
suplementacdo de L-glutamina através de alteracao
ponderal do figado, parametros laboratoriais e estudo
histoldgico.

METODOS

0 estudo foi aprovado pela Comissao de Etica e
Experimentacdo Animal da Universidade Estadual do
Maranhdo sob nimero 036/2012.

Utilizou-se 36 ratos (Rattus norvegicus albinus,
Rodentia mammalia), da linhagem Wistar, machos, adul-
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tos, pesando entre 195 e 330g. Foram acomodados quatro
animais por gaiola, receberam livremente agua e racao
padrdo para espécie (Purina® Labina), sob temperatura de
23 +2°C, em ambiente arejado e sem ruidos, obedecendo
ao ciclo claro/escuro de 12h. Eles foram distribuidos alea-
toriamente em 18 animais por grupo. O primeiro, foi defi-
nido como controle e o segundo, recebeu L-glutamina.
Ambos foram subdivididos em trés subgrupos: morte em
24h, 72h e sete dias.

Apbs jejum pré-operatério de 6h, e 15min antes
do ato operatorio, foi administrada por gavagem com sonda
plastica, a primeira dose de L-glutamina (1ml por 100g de
peso corporal). No grupo controle foi introduzido o mesmo
volume por 100g de peso corporal de soro fisiolégico a 0,9%.

Os animais foram anestesiados ap6s pesagem em
balanca eletronica digital. Administracdo do anestésico foi
por injecao intramuscular de 40mg/Kg de ketaminaa 5% e
10mg/Kg de xilazina a 2%, aplicados na face posterior da
coxa. A analgesia pés-operatéria foi feita com aplicacdo de
dipirona na dose 0, Tml (apresentacdo 500mg/ml).

A resseccdo hepatica (de 60%) foi padronizada
de acordo com o peso do animal e o peso do figado; isto
foi estabelecido ap6s medicdo em quatro animais fora do
estudo exclusivamente para esta funcao, tendo em conta
a proporcao rato/figado. Seis horas ap6s o ato operatério,
0s ratos tiveram livre acesso a dgua e apés 12h a alimenta-
¢do padrao; o grupo glutamina além de agua e alimenta-
¢do recebeu uma vez ao dia no mesmo horario por gavage
1ml de solucdo de L-glutamina e o controle 1ml de solu-
cao de cloreto de sédio a 0,9%.

Em cada subgrupo foi coletado 4ml de sangue
para analise da funcdo hepatica (AST, ALT, gama GT,
bilirrubinas e albumina); em seguida, foram mortos por
overdose anestésica. O figado foi retirado, exsanguinado,
pesado e fotografado. Para calcular a taxa de regeneracdo
baseada no peso foi utilizada a formula de Kwon et aP, ou
seja: % de regeneracao= D/E x 100 (E = R/0,7 - onde D=
peso do figado por 100 g do peso do animal no dia do
sacrificio, E= estimativa do figado ressecado por 100 g antes
da hepatectomia e R= peso do figado ressecado).

As pecas cirlrgicas retiradas no dia do experi-
mento foram imersas em formaldeido a 10% e entao en-
caminhadas ao laboratério de patologia para cortes
histologicos e coloracao por H-E.

Para a andlise estatistica foi usado o programa
SPSS for Windows 17.0 (2007). Primeiramente foi realiza-
do o teste de normalidade de Shapiro-Wilk e apenas as
varidveis peso inicial e final do animal, peso final do figado
e ALT apresentaram distribuicao normal (p>0,05); as de-
mais ndo. Nas variaveis com distribuicdo normal foi aplica-
do o teste de Analise de Variancia Multivariada (MANOVA)
com dois fatores (grupo e tempo) e depois o teste de Tukey
para fazer as comparagdes post hoc em relacdo ao tempo.
Nas varidveis sem distribuicdo normal foram aplicados os
testes nao paramétricos de Mann-Whitney para avaliar o
efeito do grupo e o teste de Kruskal-Wallis para o tempo.

O nivel de significancia para se rejeitar a hipdtese de nuli-
dade foi de 5%, ou seja, foi considerado como estatistica-
mente significante valor de p<0,05.

RESULTADOS

No grupo glutamina, um animal morreu nas pri-
meiras 24h ap6s a operacao, antes do tempo previsto para
seu grupo e foi relacionada a inducao anestésica. Portanto
este animal foi retirado da andlise.

Quando analisados o peso inicial dos ratos e do
fragmento hepatico ressecado eles foram comparaveis inter
e intra-grupos (p<0,05).

Avaliando-se os resultados do ganho ponderal do
figado em relacao ao tempo de 6bito, observou-se que gru-
po glutamina e controle juntos, e em ambos os grupos ana-
lisados separadamente, houve ganho (p<0,05); embora nao
significante, ele foi maior no grupo controle (Figura 1).

Avaliando a funcao hepatica em relacdo aos gru-
pos, observaram-se alteracdes da gama GT e albumina
em ambos 0s grupos; porém, o da glutamina foi melhor
(Tabela 1).

Foi realizada andlise da regeneracéo hepatica
utilizando o ndmero de mitoses (Tabela 2); observou-se
gue entre os grupos nao houve significancia estatistica, mas
guando avaliados os tempos de 6ébito dentro de cada gru-
po (controle e glutamina), destaca-se o aumento das
mitoses nas 72h (Figuras 3 e 4).

Quando avaliado o posto médio, observou-se que
a regeneracao hepética foi melhor nas 72h no grupo
glutamina em relacao ao controle (Figura 2).

DISCUSSAO

Sao conhecidas complexas interacdes entre nu-
tricdo, funcdo da barreira mucosa, imunorregulacdo e
afeccdes graves, e hoje ha esperancas de que determina-
das formas de terapia nutricional possam ter beneficios em
doencas especificas. Varias formulacées contém nutrien-
tes considerados ndo essenciais, mas que em determina-
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Figura 1 - Ganho ponderal do figado em relagdo ao tempo.
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Tabela 1 - Avaliacdo da fungao hepatica entre grupos.
Variavel Grupo n Mediana p
AST Controle 18 2435 a 0,064
Glutamina 17 318,0 a
ALT Controle 18 164,5 a 0,448
Glutamina 17 202,0 a
Gama GT Controle 18 50a 0,015
Glutamina 17 25b
Bilirrubina total Controle 18 0,90 a 0,722
Glutamina 17 0,90 a
Bilirrubina indireta Controle 18 0,30 a 0,242
Glutamina 17 0,30 a
Bilirrubina direta Controle 18 0,60 a 0,541
Glutamina 17 0,60 a
Albumina Controle 18 0,90 b 0,027
Glutamina 17 1,00 a
a, b (letras diferentes) significam p<0,05 em relacdo ao tempo
Tabela 2 - Andlise das mitoses.
Grupo Tempo N Mediana p
Controle 18 40 A 0,056
24 h 6 7,5a 0,088
72 h 6 10,5 a
7 dias 6 20a
Glutamina 17 1,0 A
24 h 5 1,0b 0,003
72 h 6 6,0 a
7 dias 6 1,0b

A = p>0,05 para grupo

a, b (letras diferentes) significam p>0,05 para o tempo dentro do grupo

dos agravos tornam-se condicionalmente essenciais. Den-
tre estes nutrientes estao: glutamina, arginina e os acidos
graxos 6mega-3°.

A glutamina tem sido indicada como detentora
de inumeras propriedades que favorecem a regeneracdo de
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Figura 2 - Numero de mitoses em relacdo ao grupo.

muitos tecidos, assim como do hepatico. O estudo dessas
propriedades tornou-se cada vez mais importante’. Dados
de metandlise realizada por Novak et al8, revelaram que a
suplementacdo com glutamina pode estar associada com a
reducao de complicacdes infecciosas, estresse oxidativo e
taxas de mortalidade em pacientes gravemente enfermos.

A regeneracao hepética avaliada pela férmula
de Kwon no trabalho de Gama-Filho et al.?, foi significativa
tanto no grupo controle como no experimento (uso de
Tacrolimus) nas primeiras 24h e no sétimo dia poés-
hepatectomia. Quando foram comparados os valores den-
tro de cada grupo houve aumento em ambos, mais pro-
nunciado no grupo de estudo. Estudo semelhante ao des-
tes autores, também utilizando a férmula de Kwon para
calcular a taxa de regeneracao hepatica em ratos, revelou
gue o remanescente hepatico ganhou maior volume nos
dois grupos (controle/experimento) tanto com 24h quanto
com sete dias, mas sem significancia estatistica. O grupo
experimento utilizou glutamina suplementada na dose 50ug/
dia por via oral’.
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Figura 3 - Fotomicrografia de corte hepatico do grupo glutamina

corado pelo he - presenca de mitose (setas).

Os resultados deste trabalho quanto a taxa de
regeneracao hepatica pela formula de Kwon mostram gan-
ho ponderal estatisticamente significante do figado rema-
nescente em ambos os grupos (controle/glutamina), quan-
do comparado ao tempo do experimento, porém, mais sig-
nificativo no grupo controle. Na comparacao entre os gru-
pos a diferenca foi significante apenas nas 72h, melhor no
grupo controle.

Neste estudo, quando os exames laboratoriais
foram avaliados, houve elevacdo dos valores de albumina
comparando o grupo glutamina com o controle (p=0,027).
Ja os niveis de gama GT aumentaram no grupo controle
em relacdo ao da glutamina (p=0,015). Varios testes
bioquimicos podem ser usados para avaliar o perfil hepati-
co, como dosagem da alanina-aminotransferase (ALT), da
aspartatoaminotransferase (AST), relacdo AST/ALT, gama
glutamiltranspeptidase (GGT), fosfatase alcalina, tempo de
protrombina, albumina e bilirrubinas. Entretanto, a doen-
ca hepatica grave pode manifestar niveis normais de
enzimas hepaticas, ou causar alteracdes de 1,5 a 3 vezes
acima dos niveis de referéncia’®. Em estudo experimental
em ratos com suplementacdo de dieta imunomoduladora,
Torres et al.' observaram aumento dos valores de albumina
no grupo suplementado com imunonutricao.

O aumento progressivo do figado se deve a
dois picos de mitoses, encontrados normalmente duran-

ABSTRACT

Fotomicrografia de corte hepético do grupo controle
corado pelo he - presenca de mitose (seta).

Figura 4 -

te o processo de regeneracao. O primeiro ocorre nas
primeiras 24h apos a hepatectomia e esta relacionado
exclusivamente aos hepatocitos 2. O segundo se da com
a participacdo de células ndo parenquimatosas e em
ratos ocorre em 72h, sendo evidente nas resseccoes
hepaticas maiores que 50%™. A suplementacdo de
glutamina a dieta de ratos leva a maior replicacdo de
hepatocitos com 24h sendo benéfica a regeneracao he-
patica’. Em seu estudo, testando o efeito do Tacrolimus
sobre a regeneracao hepatica, Gama-Filho et al.° en-
contraram diferenca estatistica inter e intra-grupo nos
periodos de 24h e sete dias, com aumento progressivo
do indice mitético, concluindo portanto que quanto mais
tempo sob a acao do Tacrolimus maior o efeito positivo
na regeneracdo hepatica, o que ndo corrobora com os
resultados deste trabalho, onde encontrou-se maior nu-
mero de mitoses intra-grupo (grupo glutamina) apenas
nas 72h de experimento (p=0,003). Entre os grupos houve
tendéncia a significancia estatistica (p=0,056). Tarla et
al.', destacaram que ap6s 72h o aspecto histolégico do
tecido hepatico muda bastante em relacdo ao tecido
normal, com proliferacdo de hepatécitos em aglomera-
dos ndo vascularizados e ainda sem sintese de nova
matriz extracelular.

Concluimos que a suplementacao de L-glutamina
a dieta foi benéfica para a regeneracdo hepatica.

Objective: To assess liver regeneration in rats after 60% hepatectomy with and without supplementation of L-glutamine through liver
weight changes, laboratory parameters and histological study. Methods: 36 male rats were divided into two groups: glutamine group
and control group. Each group was subdivided into three subgroups, with death in 24h, 72h and seven days. The glutamine group
received water and standard diet supplemented with L-glutamine, and the control recieved 0.9% saline. In all subgroups analysis of liver
regeneration was made by the Kwon formula, study of liver function (AST, ALT, GGT, total bilirubin, indirect and indirect bilirubin and
albumin) and analysis of cell mitosis by hematoxylin-eosin. Results: In both groups there was liver regeneration by weight gain. Gamma-
GT increased significantly in the control group (p < 0.05); albumin increased in the glutamine group. The other indicators of liver function
showed no significant differences. Histological analysis at 72h showed a higher number of mitoses in the glutamine group, with no
differences in other subgroups. Conclusion: Diet supplementation with L glutamine is beneficial for liver regeneration.

Key words: Evaluation. Hepatectomy. Liver regeneration. Diet. Glutamine.
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