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RESUMO  



RESUMO  
 

Mazza RPJ. Influencia da infusão parenteral de aminoácidos sobre a expressão 

gênica de fatores de crescimento e timidina quinase no remanescente hepático de 

ratos desnutridos [Tese]. São Paulo: Faculdade de Medicina, Universidade de São 

Paulo; 2004. 85p. 

 

Introdução: Nutrição parenteral (NP) enriquecida com L-alanil-L-glutamina (Ala-Gln) 

aumenta a síntese de DNA, favorecendo a regeneração hepática em ratos nutridos. 

Nós demonstramos anteriormente que Ala-Gln via parenteral aumenta o crescimento 

do remanescente hepático em ratos desnutridos. Objetivos: Avaliar o efeito da NP 

enriquecida com aminoácidos e do estado nutricional sobre a expressão gênica dos 

fatores de crescimento (HGF,TGF-α), interleucina-6 (IL-6) e timidina kinase (TK) no 

remanescente hepático. Método: 52 ratos Wistar machos adultos pesando 

aproximadamente 270 g foram randomizados em seis grupos. Três grupos Nutridos 

(N) foram alimentados com dieta padrão normocalórica (100 kcal/kg/dia) e 

normoprotéica (14% de caseína) por 10 dias. Após esse período, dois destes grupos 

foram submetidos a hepatectomia parcial (HP) e NP enriquecida com Ala-Gln (N-

Gln=10) ou com solução de prolina mais alanina (N-Pro=10). O terceiro grupo nutrido 

foi usado como controle fisiológico sem HP e sem NP (N-Controle=06); Três grupos 

Desnutridos (D) foram alimentados com dieta hipocalórica (60kcal/kg/dia) e 

hipoprotéica (4% de caseína) por igual período e submetidos aos mesmos 

procedimentos e NP descritos anteriormente (D-Gln=10; D-Pro=10 e D-Controle=06). 

Todos os grupos experimentais receberam imediatamente após a cirurgia, NPT 

isocalórica (188 Kcal/Kg/dia) e isonitrogenada (1,12 g N/kg/dia) por 96 horas. 

Posteriormente, amostras do RH foram armazenadas em nitrogênio líquido e 

processadas para extração de RNA hepáticos. A expressão gênica dos fatores de 

crescimento (HGF,TGF-α), IL-6 e timidina kinase (TK) foram avaliados semi-

quantitativamente por reação em cadeia da polimerase com transcriptase reversa 

(RT-PCR). Resultados: 1. O RNA total hepático foi menor nos grupos N-Gln e N-Pro 



em relação ao grupo controle nutrido sem hepatectomia (p<0,05); 2. No grupo D-Pro 

o teor de RNA total hepático foi maior em relação aos grupos N-Pro, D-Gln e D-

Controle (p<0,05); 3. A expressão gênica do HGF foi maior no grupo D-Gln em 

relação ao D-Controle e no D-Pro em relação aos grupos D-Gln, N-Pro e D-Controle 

(p<0,05); 4. A expressão gênica do HGF foi maior no grupo D-Experimental em 

relação ao grupo N-Experimental e D-Controle (p<0,05); 5. Não houve diferença na 

expressão gênica de TGF-α e TK entre os grupos experimentais e controles 

descritos.  Conclusões. Nas condições da presente pesquisa concluímos que: 1.O 

RNA total hepático foi menor nos ratos nutridos submetidos a HP independente da 

administração de glutamina ou prolina; 2. No grupo desnutrido submetido a HP a 

prolina aumentou o teor de RNA total; 3. Ocorreu relação inversa entre desnutrição e 

teor de RNA total no remanescente hepático (RH) dos animais com prolina; 4. A 

administração de aminoácidos aumentou a expressão gênica do HGF após 

hepatectomia parcial em ratos desnutridos, sendo que a prolina teve efeito mais 

expressivo que a glutamina; 5. Ratos desnutridos submetidos a HP tiveram maior 

expressão gênica de HGF do que aqueles sem hepatectomia ou nutridos com 

hepatectomia; 6. A oferta de aminoácidos não se associou a modificação da 

expressão gênica de TGF-α e TK no (RH). 

 

 

 

Descritores: Regeneração hepática; glutamina; expressão gênica; substancias de 

crescimento; ratos Wistar; reação em cadeia por polimerase via transcriptase 

reversa. 



ABSTRACT 
 

Mazza RPJ. Influence of parenteral infusion of amino acids on the gene expression of 

growth factors and timidin kinase on the hepatic remnant of malnourished rats. 

[Thesis] São Paulo: University of São Paulo Medical School; 2004. 85p. 

 

Introduction: Parenteral nutrition (PN) enriched with L-alanyl-L-glutamine (Ala-Gln) 

increases the synthesis of DNA, favoring hepatic regeneration in nourished mice. We 

demonstrated previously that parenteral Ala-Gln increases the growth of the hepatic 

remnant in undernourished mice. Objective: To evaluate the effect of PN enriched 

with amino acids and of the nutritional state on the gene expression of growth factors 

(HGF, TGF-α) and timidin kinase (TK) in the hepatic remnant. Methods: Fifty-two 

adult male Wistar rats weighing approximately 270 g each, were divided at random 

into six groups. Three nourished groups (N) were fed with a standard normocaloric 

(100 kcal/kg/day) and normoproteic (14% casein) diet for 10 days. After that period, 

two of these groups were submitted to partial hepatectomy (PH) and PN enriched 

with Ala-Gln (N-Gln = 10) or with proline/alanine solution (N-Pro = 10). The third 

nourished group was used as a physiologic control (N-Control = 06); Three 

undernourished groups (D) were fed with hypocaloric (60 kcal/kg/day) and 

hypoproteic (4% casein) diet for an equal period and submitted to the same 

procedures and PN as described previously (D-Gln = 10; D-Pro = 10 and D-Control = 

06). Immediately after the surgery, all of the experimental groups received isocaloric 

(188 Kcal/Kg/day) and isonitrogenated (1.12 g N/kg/day) total PN for 96 hours. Later, 

samples of hepatic remnant were stored in liquid nitrogen and processed for 

extraction of hepatic RNA. The gene expression of the growth factors (HGF, TGF-α) 

and TK were evaluated semi-quantitatively by reverse transcriptase polymerase 

chain reaction (RT-PCR). Results: 1) Total hepatic RNA was less in the N-Gln and 

N-Pro groups in relation to the control group that was nourished and not subjected to 

hepatectomy (p <0.05); 2) The D-Pro group presented a higher content of hepatic 

total RNA than groups N-Pro, D-Gln and D-Control (p <0.05); 3) The gene expression 



of HGF was higher in group D-Gln compared to the D-Control and also for D-Pro in 

relation to groups D-Gln, N-Pro and D-Control (p <0.05); 4) The gene expression of 

HGF was greater in the D-Experimental group in relation to the N-Experimental and 

D-Control groups (p <0.05); and 5) There was no difference in the gene expression of 

TGF-α and TK between the experimental and control groups. Conclusions: We 

concluded that under the conditions of the present research: 1) hepatic total RNA 

was less in the nourished rats submitted to PH, irrespective of the administration of 

glutamine or proline; 2) The malnourished group submitted to PH and proline 

presented an increased content of total RNA; 3) There was an inverse relationship 

between malnutrition and total RNA content in the hepatic remnant of animals with 

proline; 4) The administration of amino acids increased the gene expression of HGF 

after PH in undernourished rats and proline had a more marked effect than 

glutamine; 5) There was a greater gene expression of HGF among malnourished rats 

submitted to PH compared to those without hepatectomy or nourished with 

hepatectomy; and 6) The provision of amino acids was not associated to a 

modification in the gene expression of TGF-α and TK in the hepatic remnant.  

 

 

 

Key-words: Hepatic regeneration; glutamine; gene expression; growth factor; Wistar 

rats; reverse transcriptase polymerase chain reaction / RT-PCR. 

 

 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

INTRODUÇÃO 
 



 1

1. 1. Introdução.  

 

1.1. Considerações Iniciais.  

 

 O lóbulo hepático é formado por células parenquimatosas (hepatócitos) e 

não parenquimatosas. Os sinusóides hepáticos são formados por três tipos de 

células não parenquimatosas: células endoteliais, células de Kupffer e células 

estreladas do fígado (Kmiec, 2001; Svensson et al., 1992). As células 

estreladas abrangem as células que estocam lipídios: células de Ito, lipócitos, 

células peri-sinusoidais ou células ricas em vitamina A (Kmiec, 2001). 

Adicionalmente, no lúmen dos sinusóides encontram-se localizados linfócitos 

hepáticos denominados de células de pit ou células natural “killer” específicas 

do fígado (Williams e Iatropoulos, 2002). 

 A ressecção hepática geralmente está indicada como tratamento curativo 

em pacientes portadores de carcinoma hepatocelular principalmente decorrente 

de cirrose por hepatite C. No entanto, o pós-operatório da hepatectomia 

extensa requer cuidados adicionais, pois o risco de insuficiência hepática é 

significativo e a recuperação funcional do órgão depende da capacidade 

regenerativa do remanescente hepático (Franco et al., 1990).   

 Após a ressecção hepática para tratamento de carcinoma hepatocelular 

(HCC), observa-se taxa de complicações em torno de 21%, taxa de mortalidade 

pós-operatória de 7,5% (Khuhaprema, 1999) e sobrevida após cinco anos da 
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ressecção cirúrgica de aproximadamente 12% (Khuhaprema, 1999; Lai et al., 

1990). 

A regeneração hepática pode ser induzida experimentalmente utilizando-

se procedimentos agudos cirúrgicos ou químicos, que removam ou destruam 

significativamente o parênquima hepático (Masson et al., 1999b). 

Imediatamente após a perda de tecido hepático ocorrem alterações celulares, 

bioquímicas e moleculares como a super expressão de vários genes que 

regulam a restauração hepatocelular (Fukuhara et al., 2003).  

O processo regenerativo induzido pela ressecção hepática ocorre por 

hiperplasia e hipertrofia compensadora dos lobos remanescentes, com 

conseqüente aumento das dimensões hepáticas e restauração do peso inicial 

do órgão (Arias et al., 1994). Este processo é controlado e mediado por fatores 

intra e extra-hepáticos como hormônios, neurotransmissores, nutrientes, 

oncogenes e fatores de crescimento que regulam a síntese de glicolipídios e 

proteínas (Jesus et al., 2000; Michalopoulos e DeFrances 1997). 

 Imediatamente após hepatectomia parcial ocorre formação de grupos 

contendo 10 a 14 hepatócitos, inicialmente desprovidos de sinusóides e matriz 

extracelular. Posteriormente, duas a três células são removidas para inclusão 

do espaço vascular, então células de Ito e células endoteliais fenestradas se 

posicionam entre os hepatócitos para restaurar a estrutura vascular do tecido 

hepático recém formado.  Assim que a vascularização é restabelecida, ocorre a 

ativação nas células de Ito, de genes relacionados com a síntese de laminina, 
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entactina e outras proteínas que compõe a matriz extracelular, dando fixação 

ao novo tecido hepático (Martinez-Hernandez e Amenta 1995).   

 As células endoteliais próximas aos hepatócitos remanescentes atuam 

em sinergia com as células do parênquima hepático para promover o 

crescimento e desenvolvimento do órgão (Matsumoto et al., 2001).  

 Em condições tanto fisiológicas como patológicas várias funções 

exercidas pelos hepatócitos, são reguladas por substâncias liberadas pelas 

células não parenquimatosas adjacentes.  As células que compõe o endotélio 

sinusoidal possuem pequenas fenestrações, as quais permitem difusão de 

substâncias entre o sangue e a superfície dos hepatócitos, constituindo assim a 

função de filtração do fluxo sangüíneo (Kmiec Z, 2001).  Desta forma, as células 

fenestradas que compõem o tecido endotelial ou sinusóide, possibilitam a 

irrigação do parênquima hepático com oxigênio, nutrientes e fatores de 

crescimento que estimulam a regeneração hepática.   

Na prática clínica a sobrevida dos pacientes submetidos à ressecção 

hepática depende do processo regenerativo do fígado vinculado à extensão da 

ressecção, as alterações do estado nutricional e terapia nutricional introduzida 

no intra-operatório (Plauth et al., 1997).  

Os pacientes submetidos a hepatectomia parcial geralmente apresentam 

distúrbios nutricionais importantes (Capacci, 1996; MacCullough et al., 1989). 

Portanto é de interesse estudar em animais desnutridos o efeito da infusão de 
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glutamina ou prolina via parenteral sobre a expressão de genes envolvidos na 

regeneração hepática.  

 

1.2. Revisão da Literatura.  

 

A Regeneração hepática é um processo altamente orquestrado induzido 

por estímulo químico, viral ou cirúrgico que envolve diversas alterações 

seqüenciais na expressão gênica (Fausto et al., 1995; Michalopoulos e 

DeFrances 1997). O perfil da expressão gênica identificado experimentalmente 

no remanescente hepático de ratos submetidos a hepatectomia parcial, 

demonstrou que dentre os 116 genes estudados, 41 estavam envolvidos na 

regeneração hepática, 65 estavam super-expressos e 51 possuíam baixa 

expressão  durante processo  de proliferação celular (Fukuhara et al., 2003).  

Sabe-se que após a hepatectomia parcial alguns fatores de crescimento 

e citocinas, como fator de crescimento hepático  (hepatocyte growth factor - 

HGF) (Nakamura et al., 1984), fator transformador de crescimento alfa 

(transforming growth factor alpha - TGF-α) (Scotte  et al., 1997), interleucina 6 

(interleukin IL-6) e fator de necrose tumoral (tumor necrosis factor - TNF-α) 

(Michalopoulos e DeFrances 1997), são expressos e liberados no sangue 

periférico por hepatócitos e células não parenquimatosas, desempenhando 

importante função durante o processo de proliferação celular e regeneração 

hepática (Fausto 1996;  Mullhaupt, 1994, LaBrecque, 1994). 
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 O HGF foi descrito inicialmente como fator com ação específica para o 

fígado (Fleig, 1988). Atualmente sabe-se que o HGF atua como mitógeno em 

vários tipos celulares, como melanócitos e células dos túbulos renais (Arias et 

al., 1994). HGF é sintetizado por células mesenquimais intra ou extrahepáticas, 

mas não por hepatócitos ou outras células epiteliais do corpo. (Ankoma-Sey, 

1999). No fígado, as células de Kupffer, células endoteliais e de Ito produzem 

HGF, principalmente quando o fígado é submetido à agressão química, tóxica 

ou cirúrgica (D’Errico et al., 1996).  

O HGF foi o primeiro agente mitogênico identificado no sangue em altas 

concentrações durante o processo regenerativo hepático (Arias et al., 1994). Ao 

induzir até dez vezes mais a proliferação celular em relação ao TGF-α (Masson 

et al., 1999a), o HGF é considerado o mais potente estimulador da proliferação 

de hepatócitos, vindo a exercer seu efeito mitogênico por mecanismos 

parácrino e endócrino (Michalopoulos e DeFrances, 1997; Shiota et al., 1994).  

Durante a regeneração hepática, ocorre expressão gênica do HGF no 

fígado, baço e pulmões, associado ao aumento do nível de HGF no fígado e 

corrente sangüínea, antes mesmo do início da síntese de DNA hepático 

(Gohda, 2002 ). 

Em ratos a concentração plasmática de HGF aumenta mais do que 20 

vezes no período de um a três horas após a hepatectomia, vindo a normalizar 

lentamente até alcançar 72 horas do pós-operatório (Arias et al., 1994). Os 
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níveis plasmáticos do HGF persistem elevados acima do nível basal, durante 

todo o processo regenerativo do fígado (Michalopoulos e DeFrances, 1997). 

O fator de crescimento TGF-α atua sobre o mesmo receptor que o fator 

de crescimento epidérmico (epidermal growth factor - EGF), sendo eqüipotente 

na capacidade de estimular a proliferação de hepatócitos  in vitro (Mullhaupt et 

al., 1994). O TGF-α é sintetizado por hepatócitos em regeneração, mas não por 

células não parenquimatosas e estimula a proliferação celular por mecanismo 

autócrino (Mead e Fausto, 1989).  A cinética da elevação dos níveis hepáticos 

do RNA mensageiro (m-RNA) para o TGF-α após hepatectomia é conhecido. 

Seus níveis sobem 10 vezes acima do normal, durante as primeiras quatro a 

cinco horas após a HP, com pico máximo 24 h após a cirurgia. Já os níveis 

plasmáticos do TGF-α, se elevam 8 h após a HP, com picos máximos 24 e 72 h 

após a cirurgia (LaBrecque, 1994).  

 Experimentalmente os níveis plasmáticos e hepáticos de TGF-α 

aumentam em consonância com o pico mitótico dos hepatócitos em modelos de 

regeneração hepática após HP e intoxicação química. (Tomiya et al., 1998). 

Isto sugere que a super-expressão do mRNA para TGF-α ocorre 

simultaneamente com o pico de divisão de DNA característico da fase “S” do 

ciclo celular (Scotte et al., 1997).  

 Devido a expressão gênica do TGF-α estar intimamente relacionada com 

a síntese de DNA, sugere-se que um dos principais mecanismos de ação do 
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TGF-α durante o processo de regeneração hepática envolve controle da 

duração da resposta proliferativa induzida após HP (Nagy et al., 2000). 

Existe relação entre citocinas pró-inflamatórias e a via de sinalização 

imediata que induz a regeneração hepática após HP. No fígado as citocinas 

são produzidas por monócitos, macrófagos e células endoteliais em resposta à 

lesão tecidual (Michaloupoulos e DeFrances, 1997; Wadamori et al., 1996; 

Arias et al., 1994; LaBrecque, 1994).  

Após a HP, as células de Kupffer (macrófagos hepáticos) e células 

endoteliais secretam interleucina-6 (IL-6) sob estímulo da lesão tecidual e fator 

de necrose tumoral alfa (TNF-α).  Provavelmente, uma das funções do TNF-α é 

regular a secreção de IL-6, citocina que possui ação co-mitogênica restrita ao 

fígado e estimula a síntese de proteína de fase aguda pelos hepatócitos 

caracterizando a resposta inflamatória global. (Nagy et al., 2000; 

Michaloupoulos e DeFrances, 1997).  

A Timidina quinase (TK), enzima essencial para divisão celular, está 

relacionada  diretamente com a incorporação de H3timidina no núcleo celular e 

mitose. Alterações na expressão do gene que codifica a TK podem estar 

relacionadas com crescimento e proliferação celular (Beyer et al., 1991).   

A atividade da TK no tecido hepático em condições fisiológicas é muito 

baixa.  No entanto, 12 a 24 horas após a HP ocorre aumento significativo desta 

enzima que permanece em níveis elevados por três a quatro dias. Isto coincide 
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com a maior atividade da divisão celular e síntese de DNA observadas durante 

a regeneração hepática (Zieve et al., 1985; Kahn et al., 1980). 

 Fatores de transcrição como STAT3 (signal transduction and activator of 

transcription) e NF-kappa B (Nuclear transcription factor–kappaB), ativam a 

resposta de crescimento primário com ativação de genes imediatos (immediate-

early genes), os quais regulam as fases mais tardias do ciclo celular no 

remanescente hepático. Desta forma, o fígado mantém a homeostase 

metabólica, por meio da sua capacidade de restabelecer a massa hepática 

simultaneamente com a manutenção da capacidade funcional do órgão durante 

a regeneração (Taub, 1996). 

A resposta orgânica observada imediatamente após a hepatectomia 

parcial, é um fator crítico que induz os hepatócitos a transitarem da fase de 

quiescência para o ciclo celular, iniciando a seqüência de mitoses e proliferação 

dos hepatócitos. A identificação da cascata de eventos decorrentes da resposta 

imediata a hepatectomia pode colaborar para compreensão dos mecanismos 

moleculares que envolvem a regeneração hepática (Xu et al., 2000).  

Para estimular a proliferação celular em modelos experimentais, diversos 

estudos testaram nutrientes especiais, os quais são ofertados aos animais 

imediatamente após a hepatectomia para identificar se os mesmos são 

capazes de estimular o processo de regeneração hepática. Dentre esses 

nutrientes, destaca-se a glutamina, que é um aminoácido condicionalmente 

essencial para indivíduos gravemente enfermos, poli-traumatizados ou 

pacientes cirúrgicos críticos (Buchman, 2003; Ziegler et al., 1998). A glutamina 
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é o substrato preferencial para células de rápida proliferação como enterócitos, 

colonócitos, fibroblastos, macrófagos e linfócitos (Wischmeyer, 2003; Morlion et 

al., 1998; Haque et al., 1996).  

Experimentalmente em ratos nutridos, a suplementação da nutrição 

parenteral com dipeptídio L-alanil-L-glutamina (Ala-Gln), aumenta a taxa de 

regeneração hepática por estimular a síntese de DNA nos hepatócitos 

remanescentes (Yamaguchi et al., 1997; Yoshida et al., 1995). 

A administração intravenosa de glutamina em cães nutridos submetidos 

a hepatectomia parcial, aumenta o suprimento de energia para proliferação e a 

síntese de fatores de crescimento que estimulam a regeneração hepática (Ito e 

Higashiguchi, 1999).  

Nutrição Parenteral (NP) suplementada com glutamina e glucagon-

insulina oferecida a ratos submetidos a hepatectomia parcial de 70% promove 

aumento do DNA hepático, indicando estímulo precoce da regeneração 

hepática (Yamaguchi et al., 1997). 

Nós demonstramos previamente que ratos desnutridos submetidos a 

hepatectomia parcial de 70% e recebendo NP enriquecida com Ala-Gln 

apresentam maior crescimento do remanescente hepático com manutenção da 

morfologia durante a regeneração hepática (Passos de Jesus Mazza et al., 

2003).  

Diante das evidências existentes na literatura a respeito do papel da 

glutamina na regeneração hepática de animais eutróficos e possibilidade da 

aplicação de técnicas sensíveis para avaliar o remanescente hepático,  surge o 
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interesse em identificar se a suplementação da NP com o dipeptídio L-alanil-L-

glutamina ou com solução de alanina mais prolina, pode alterar o teor de RNA 

total, a expressão gênica do HGF, TGF-α, IL-6 e timidina quinase no 

remanescente hepático de ratos desnutridos. 

Os resultados deste trabalho científico poderão colaborar com questões 

ainda não elucidadas, no que diz respeito à influência da glutamina e prolina 

sobre determinados aspectos da regeneração hepática em condição de 

desnutrição e grandes ressecções hepáticas. 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

OBJETIVOS 
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2. Objetivos.  

Geral.  

 

 Verificar a influência da administração via parenteral do dipeptídio         

L-alanil-L-glutamina ou da solução de alanina mais prolina sobre o teor de RNA 

total e da expressão gênica de fatores de crescimento e enzima envolvida na 

regeneração hepática, após hepatectomia parcial em ratos desnutridos. 

 

Específicos.  

 

 Em animais nutridos e desnutridos submetidos a hepatectomia parcial e 

infusão endovenosa do dipeptídio L-alanil-L-glutamina ou da solução de alanina     

mais prolina, determinar: 

 

1. Concentração do RNA total do remanescente hepático dos animais dos 

diversos grupos estudados; 

2. Expressão gênica dos fatores de crescimento HGF, TGF−α, Interleucina-6 

(IL-6), e enzima timidina quinase, nos diversos grupos experimentais. 

3. Influência da desnutrição e ressecção hepática na expressão dos genes 

estudados. 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

MÉTODO 
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3. Método. 

 

3.1. Local de Execução das atividades. 

 

As atividades práticas deste trabalho científico foram desenvolvidas no 

Laboratório de Fisiologia e Distúrbios Esfincterianos (LIM 35), Grupo de 

Metabologia e Nutrição em Cirurgia do Departamento de Gastroenterologia, em 

parceria com o Laboratório de Genética Molecular do Câncer da Disciplina de 

Oncologia do Departamento de Radiologia (LIM-24) da Faculdade de Medicina 

da Universidade de São Paulo (FMUSP). 

 

3.2. Animais.  

 

Foram utilizados 52 ratos (Rattus Norvegicus Albinus, Rodentia 

Mammalia) Wistar, machos, adultos, com peso entre 240 e 300 gramas, 

provenientes do Centro de Bioterismo da FMUSP, mantidos à temperatura 

ambiente sob ciclos diurnos de luz. Dez dias antes do experimento, os animais 

foram adaptados em gaiolas metabólicas individuais, com livre acesso à 

ingestão de água. 

Este experimento foi aprovado pelo Comitê de Ética da Faculdade de 

Medicina da Universidade de São Paulo. Todos os animais receberam cuidado 

adequado e uso de anestésicos em todos os procedimentos experimentais.  
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3.3. Estudo Experimental. 

 

3.3.1. Classificação e Requerimentos nutricionais dos animais. 
 

Inicialmente 52 animais foram distribuídos de forma randomizada em 

dois grupos: experimental e controle, subdivididos em nutridos e desnutridos. 

Os grupos nutridos foram alimentados com dieta equilibrada, normocalórica 

(100 kcal/dia) e normoprotéica (14% de caseína) por dez dias, até atingir peso 

corpóreo em torno de 270 gramas. (Reeves et al., 1993). Os grupos 

desnutridos receberam dieta hipocalórica (60 kcal/dia) e hipoprotéica (4% de 

caseína) por igual período, quando alcançaram perda de peso corpóreo entre 

10 a 15% (Passos de Jesus Mazza et al.,2003; Rozovsky  e Temkin, 1984). 

 

3.3.2. Procedimentos cirúrgicos. 

 

3.3.2.1. Anestesia. 
 

Após o período de adaptação e preparo nutricional todos os animais dos 

grupos experimentais foram pesados em balança de alta precisão (Petit 

Balance Chyo), com o auxílio de um recipiente apropriado de peso previamente 

conhecido. 

Realizou-se administração intraperitoneal de 0,011 mL/kg de Ketamine 

(Ketalar/Parke-Davis, uk) utilizando-se seringa de 1,0 mL. Após a sedação, os 
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animais foram tricotomizados nas regiões ventral do pescoço, supraclavicular 

direita, dorsal e abdominal utilizando álcool iodado para assepsia. 

Em seguida, os animais foram contidos em tábua de cortiça coberta por  

campo cirúrgico  estéril para início dos procedimentos cirúrgicos. 

 

3.3.2.2. Cateterização da  veia jugular  direita. 

  

Realizou-se conforme técnica desenvolvida por Lima-Gonçalves et al., 

(1990), em que a extremidade distal do cateter é posicionada na veia cava 

superior e a extremidade proximal acoplada a uma peça de metal é fixada no 

dorso do animal.   

Com o animal em decúbito dorsal, realizou-se incisão transversa de 

aproximadamente um centímetro na região supraclavicular direita. A seguir, o 

animal foi posicionado em decúbito ventral e com auxílio de uma agulha de 

“Intracath®” (Biotecno Produtos Plásticos e Médicos Ltda. – São Paulo) 

confeccionou-se um túnel pelo tecido sub-cutâneo a partir da borda distal da 

incisão até a região dorsal, exteriorizando sua extremidade entre a região 

retroauricular. Pelo interior desta agulha passou-se o cateter de silicone  

“silastic”  nº 602-175 (D’Altomare Química Ltda. – São Paulo), de 

aproximadamente 1 mm de diâmetro e 70 mm de comprimento, o qual foi 

tracionado pelo túnel em direção a incisão ventral.  A peça intermediária para 

infusão foi representada por uma agulha dotada de curvatura de 

aproximadamente 80º, soldada a uma peça metálica, com duas asas laterais 
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tipo “borboleta” contendo dois orifícios paralelos em cada extremidade. Esta 

peça foi fixada ao dorso do animal, por meio de pontos separados de fio de 

algodão 4.0, atravessando a pele, tecido subcutâneo e musculatura dorsal, 

passando pelos orifícios paralelos das asas da peça metálica. 

Posteriormente, procedeu-se à identificação, dissecção e reparo da veia 

jugular direita com fio de algodão 4.0. A veia jugular interna foi então ligada 

distalmente e cateterizada na sua porção proximal pelo tubo de silicone 

“silastic” posicionado anteriormente. Em seguida a incisão foi suturada de forma 

contínua utilizando-se fio mononylon 3.0 e realizada assepsia com álcool 

iodado. Figuras 2(a), 2(b), 2(c), 2(d). 

Ao cateter de silicone foi adaptado um intermediário de livre rotação 

acoplado a um cateter de polietileno de aproximadamente 120 mm, formando 

uma via preenchida por solução fisiológica heparinizada, que foi inserida a 

bomba de infusão, segundo método descrito em nosso meio por Yamaguchi et 

al., em 1989. Figura 3. 
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3.3.2.3. Hepatectomia Parcial (HP): 

  

Foi realizada com o animal em posição de decúbito dorsal e remoção dos 

lobos mediano e lateral esquerdo conforme  técnica desenvolvida  por Higgins e 

Anderson (1931). Inicialmente realizou-se incisão subcostal bilateral com cerca 

de 4,5 cm margeando o rebordo costal e apêndice xifóide e remoção dos 

ligamentos gastro-hepáticos e diafragmáticos. Figuras 4(a) e 4(b). Os lobos 

hepáticos foram removidos com instrumental de microcirurgia apropriado, 

efetuando-se previamente ligadura do pedículo hepático com fio de algodão 

3.0, perfazendo HP de aproximadamente 68 a 70% (Eguchi et al., 1996).   

Figuras 4(c) e 4(d). 

Após esses procedimentos, realizou-se revisão hemostática da cavidade 

abdominal, sutura da parede abdominal em dois planos: tecido muscular e pele. 

Posteriormente os animais foram hidratados com administração de 3,0 mL 

de soro glicosado  a 10% e 1,0 mL de bicarbonato de sódio a 10% por via 

endovenosa para corrigir eventual hipovolemia e acidose metabólica  (Passos 

de Jesus Mazza et al., 2003). 

Ao término dos procedimentos cirúrgicos, os animais foram aquecidos 

com auxílio de almofada térmica por duas horas, para combater a hipotermia e 

recolocados em gaiolas metabólicas  individualizadas, com livre acesso a água 

e regime de NP, segundo Lima-Gonçalves et al., (1990) e acompanhados 

clinicamente até o momento do sacrifício. 
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A partir do pós-operatório imediato, todos os animais dos grupos 

experimentais receberam solução de nutrição parenteral (NP) isocalórica e 

isonitrogenada durante 96 horas, por via venosa. Nas primeiras 24 horas após 

os procedimentos cirúrgicos, os animais receberam apenas 50% da fórmula 

prescrita. 

A figura 1 ilustra o planejamento do experimento desde a fase de 

adaptação até o sacrifício. 

 

Figura 1:  Esquema ilustrativo da seqüência de procedimentos realizados na 

presente pesquisa:                            

                   10  dias                                                           04 dias                     

  

        Preparo nutricional: nutrição ou desnutrição         Monitorização da administração de NP 

       

  

 

 

 

 

Pesagem 
inicial do 
animal 

Acompanhamento 
periódico do peso 

corpóreo 

Intervenções 
cirúrgicas, 
Coleta de 
amostras 
hepáticas;    

início da NP.

NP isocalórica 
e 

isonitrogenada 

   Sacrifício, 
coleta de 
material: 

congelamento 
em N líquido 



 18

Figura 2: Cateterização da jugular. 
 

 
(a) Identificação e dissecção da veia jugular direita; 
(b) Visualização da veia jugular direita; 
(c) Introdução do cateter de silicone no interior da veia; 
(d) Fixação da extremidade externa. 

 

 
 
 
 

b.

d.

a.

c. 
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Figura 3. Animal após recuperação do procedimento cirúrgico, com esquema 

de NP para ratos montado. 

 

 
 
 
 
(1) dispositivo para livre rotação swivel;  
(2) Esquema de NP = cateter de polietileno; 
(3) Bomba de infusão. 
 
 
 
 
 
 
 

 
 

1 

2 

3 
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Figura 4: Hepatectomia Parcial 
 

 
 
 

 

(a).  Incisão  subcostal bilateral com visualização dos lobos hepáticos; 
(b).  Remoção dos ligamentos gastro-hepáticos; 
(c).  Ressecção dos lobos mediano e lateral esquerdo; 
(d).  Ligamento do pedículo hepático com visualização dos lobos lateral direito e 

apêndice.  

b.

d c. 

a. 
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3.3.3. Grupos Experimentais e Controles 

 

Para compor os grupos experimentais, 40 ratos previamente 

classificados como nutridos ou desnutridos, foram distribuídos de forma 

randomizada, logo após os procedimentos cirúrgicos para receber solução de 

NP administrada durante o período de tratamento, suplementada com 

dipeptídio L-alanil-L-glutamina (Ala-Gln) ou com solução de alanina mais prolina 

( Ala+Pro), conforme quadro 1.  

Outros 12 ratos foram classificados de forma randomizada para compor 

os grupos controles. Os animais dos grupos controle nutrido (N-Controle) e 

desnutrido (D-Controle), não foram submetidos ao estresse cirúrgico decorrente 

da hepatectomia e cateterização venosa para serem utilizados como padrão 

fisiológico.  
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Quadro 1: Denominação dos grupos de acordo com o estado nutricional, dieta 

via oral ou solução de NP administrada. 

 

Grupos 
 

Experimentais

    Estado 
Nutricional 

Número 
   de 

 Animais 

 
Nutrição 

 
    N-Gln 

   
   Nutrido 

 
     10 
 

Solução de  NP  padrão  +  dipeptídio 
L-alanil-L-glutamina 
 

 
    D-Gln 

 

   
Desnutrido

 
     10 

Solução de NP padrão  +   dipeptídio 
L-alanil-L-glutamina 
 

 
    N-Pro 
 

 
      Nutrido 

 
     10 

Solução padrão + solução neutra à base   
de alanina     mais prolina 
 

 
    D-Pro 

  
   Desnutrido

 
     10 
 

Solução padrão + solução neutra à 
base de alanina  mais prolina 
 

 
N-Controle 
 

     
      Nutrido 

 
     06 

Dieta normocalórica e normoprotéica 
 via oral 
 

 
D-Controle 
 

  
Desnutrido

 
     06 

Dieta hipocalórica e hipoprotéica  
via oral 
 

 
TOTAL 
 

       
     _ 

 
     52 

 
                               _ 
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3.3.4.  Nutrição  pós-operatória.  

 

3.3.4.1.  Regime de nutrição parenteral   

 

Os animais que compõe os grupos experimentais foram submetidos 

imediatamente após os procedimentos cirúrgicos, à Nutrição Parenteral (NP), 

regime glicídico 188 Kcal/Kg/dia e 1,12 g N/Kg/dia, durante  96 horas 

(Yamaguchi et al., 1997). Os grupos experimentais N-Gln e D-Gln receberam 

solução de NP suplementada com o dipeptídio L-Alanil-L-Glutamina, enquanto 

os outros grupos experimentais N-Pro e D-Pro receberam solução de NP 

isocalórica e isonitrogenada suplementada com solução neutra de alanina mais 

prolina especialmente produzida para este fim. Os grupos controles N-Controle 

e D-Controle não foram submetidos a hepatectomia parcial nem a infusão 

parenteral de aminoácidos. Os quadros 02 e 03 demonstram composição da 

solução parenteral total enriquecida com o dipeptídio L-Alanil-L-Glutamina ou 

com a solução neutra de alanina  mais prolina. 
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Quadro 2: Composição da fórmula de NP, dipeptídio de glutamina (Ala-Gln) e 

solução de alanina mais prolina (Ala+Pro) utilizados. Concentrações expressas 

em  g/L.  

 
COMPOSIÇÃO 

kcal/ 
1000 mL 

volume 
(mL) 

gramas/ 
1000 mL 

Soro glicosado a 50% 
 

968 484 242 

Soro glicosado a 75% 
 

324 108 81 

Solução padrão de 
aminoácidos a 10% 

Aminosteril* 

 
_ 

 
385 

 
38,5 

Solução de dipeptídio Ala-
Gln** a 20% ou 

_  
48,0 

 
9,6 

Solução de  Ala+Prl***  
20% 

_  
40,0 

 
8,0 

Gluconato de Cálcio a 
10% 

_ 6,5 0,65 

KCl a 19,1% _ 2,0 
 

0,38 

NaCl a 30% 
 

_ 6,0 1,8 

Solução B – K2HPO4  a 
25% 

_ 8,5 
 

2,04 

Total  da  NP 
 

1292 1000 366,37 

           
    Nota: Concentração final da solução - 1,29 kcal/mL 

        * B. Braun; ** Fresenius-Kabi do Brasil; *** Farmoterápica 
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Quadro 3: Composição da solução de aminoácidos e dipeptídios utilizados nos 

grupos experimentais e controles. Concentrações expressas em g/L da solução 

de nutrição parenteral (NP).   

PRODUTO 
 

COMPOSIÇÃO 
     Aminosteril  10% - Fresenius ® 

Aminoácidos essenciais 

      Grupo 
    Ala-Gln 

    Grupo 
   Ala-Pro 

L-Isoleucina         3,85       3,85 
L-Leucina         5,70       5,70 
L-Lisina         5,08       5,08 

L-metionina         3,31       3,31 
L-Fenilalanina             3,93       3,93 

L-Treonina         3,39       3,39 
L-Triptófano         1,54       1,54 

L-Valina         4,77       4,77 
   Aminoácidos semi-essenciais 

L-Arginina         9,24       9,24 
L-Histidina         2,31       2,31 

Aminoácidos não-essenciais 
Glicina        10,78      10,78 

L-Alanina            11,55      11,55 
L-Prolina        11,55      11,55 

Carboidratos 
Ácido acético         6,17       6,17 

Dipeptiven  20% - Fresenius® 
Aminoácidos 

L-Alanina             3,94          - 
L-Glutamina         6,46          - 
Alanil+Prolina 20% - Farmoterápica 

Aminoácidos 
L-Alanina               -       4,88 
L-Prolina           -       6,32 

 
 

             Total de aminoácidos 
      110,4      111,2 

  Concentração total de nitrogênio       18,22      18,35 
        Total de calorias (kcal/L)        441,6     444,80 
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3.3.5.  Sacrifício.  

 

No quarto dia do pós-operatório todos os animais dos grupos 

experimentais foram anestesiados por meio de injeção intraperitoneal de 100 

mg/kg de peso corpóreo de cloridrato de ketamina (Ketalar® - Parke-Davis, uk). 

Em seguida realizou-se laparotomia mediana para inspeção da cavidade 

abdominal e averiguação de possíveis alterações hepáticas macroscópicas 

como áreas necrosadas ou fibrosadas. Após ligadura das veias porta, cava 

inferior e superior, procedeu-se ressecção do fígado remanescente utilizando-

se instrumentos, campo cirúrgico e equipamentos estéreis. Com auxílio de um 

bisturi amostras do tecido hepático foram colhidas e imediatamente congeladas 

em nitrogênio líquido, acondicionadas em frascos criogênicos devidamente 

etiquetados e armazenadas em freezer a – 70ºC. Posteriormente realizou-se 

extração de RNA total e identificação da expressão gênica do HGF, TGF-α,  IL-

6, e enzima timidina quinase por RT-PCR.  

Após período de adaptação e alimentação com dieta oral específica para 

cada grupo durante 10 dias, os animais foram anestesiados e submetidos a 

laparotomia para obtenção de amostras hepáticas em condições fisiológicas.  
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3.4. Biologia molecular.  

 

3.4.1.   Extração de RNA total 
 

A extração do RNA total do remanescente hepático de todos animais 

que compuseram o experimento foi realizada seguindo-se método descrito por 

Chomczynski e Sacchi (1987). Inicialmente pesou-se aproximadamente 0,15 g 

de cada amostra do remanescente hepático, sempre utilizando nitrogênio 

liquido para proceder a extração de acordo com o protocolo descrito no item 

3.4.1.1. Posteriormente,  realizou-se a transformação dos valores de RNA 

obtidos com auxílio do espectofotometro e expressos em µg/mL para µg/mg de 

tecido hepático, por meio da equação: 

 

Teor de RNA hepático =   Cc da amostra RNA x volume final  
                                       mg de tecido analisado  
 

Onde:  

Cc = concentração da amostra de RNA total (µg/µL). 
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3.4.1.1. Protocolo para extração do RNA total 

 

1. Separar o tecido hepático reservado no Freezer –70ºC e pesar uma 

amostra de aproximadamente 0,15 g. 

2. Pulverizar o tecido utilizando Termovax e Nitrogênio líquido; 

3. Colocar o pó nos tubos contendo 200µl de solução D e homogeneizar 

por inversão; 

4. Acrescentar 200 µl de Acetato de Na 2,0M (pH: 4,0 – 4,6); 

5. Acrescentar 200 µl de fenol saturado (pH:5-6); 

6. Acrescentar 500 µl de Clorofórmio isoamílico (49:1); 

7.  Manter no gelo picado por 15 minutos; 

8. Centrifugar por 20 minutos a 10.000 RPM; 

9.  Retirar o sobrenadante e transferir a fase aquosa para novos tubos; 

10.  Acrescentar 2ml de Álcool isopropílico; 

11.  Colocar por 60 minutos no freezer  -20ºC; 

12.  Centrifugar 20 minutos a 10.000 RPM; 

13.  Desprezar o sobrenadante, preservando o pellet; 

14.  Adicionar  300µl de solução D e 300µl de álcool isopropílico; 

15.  Deixar “overnight” no freezer à – 20ºC; 

16.  Transferir o conteúdo para “eppendorfs”; 

17.  Centrifugar 10 minutos a 10.000 RPM; 

18.  Desprezar o sobrenadante; 
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19.  Acrescentar 300µl de etanol a 75%;  

20.  Centrifugar 10 minutos à 10.000 RPM; 

21.  Desprezar o sobrenadante; 

22.   Ressuspender o pellet no próprio “eppendorf” com H2O Q 

autoclavada acrescida de SDS (0,1%); 

23. Realizar leitura da concentração de RNA total com auxílio do 

espectofotometro e realizar corrida eletroforética em gel de 

agarose, para visualização da integridade do RNA; 

24.  Reservar no freezer –70ºC; 

25. Tabulação e análise dos dados. 
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3.4.2. Tratamento das amostras de RNA. 

 

Em seguida, procedeu-se ao tratamento enzimático para purificação de 

todas as amostras de RNA, seguindo-se o protocolo esquematizado no quadro 

4 (Maniatis et al.,1989). 

 

  Quadro 4: Protocolo para tratamento de RNA 

 

Reagentes e amostras Quantidades 

Tris HCL 1M 2,0 µl 

MgCl2 α100 3,0 µl 

DNAse pura I 1,0 µl 

Água  Suficiente para alcançar 50 µl 

Amostra de RNA 1,0 µl 

 

1. Adicionar em tubos “eppendorfs” os reagentes e amostra de RNA a 

ser tratado, obedecendo-se à ordem dos componentes dispostos no 

quadro 4. 

2. Permanecer uma hora no banho Maria à 37ºC; 

3. Adicionar 5,0 µl de acetato de sódio 2M e 125 µl de etanol 

absoluto; 

4. Permanecer “overnight” para precipitar a – 20ºC; 
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5. Centrifugar as amostras por 30 minutos a 10.000 RPM em 

centrífuga refrigerada; 

6. Desprezar o sobrenadante e acrescentar 200 µl de etanol 75% e 

centrifugar por 20 minutos à 10.000 RPM; 

7. Desprezar o sobrenadante, secar o excesso de álcool na Sarvant 

(à vácuo); 

8. Ressuspender as amostras em 20 µl de água deidonizada e 

autoclavada; 

9. Reservar no Freezer – 70ºC. 

 

3.4.3. Reação em Cadeia por Polimerase via Transcriptase Reversa (RT-

PCR) 

 

 Para desenvolver as reações de RT-PCR utilizou-se o “kit Superscript 

one-step RT-PCR with Platinum® Taq”, desenvolvido pela Life 

TECHNOLOGIES. O protocolo encontra-se esquematizado no quadro 5. Este 

kit permitiu realizar de uma só vez as reações de síntese de DNA 

complementar (cDNA) utilizando-se a enzima transcriptase reversa (RT) e 

amplificação das seqüências estudadas por meio da enzima DNA polimerase 

(PCR), com a utilização de oligonucleotídios ou primers, previamente 

elaborados. 
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 Quadro 5: Protocolo Padrão de RT-PCR, com utilização do ”Superscript one-

step” 

Reagentes Volume  (µl ) 
Tampão de reação (“2xreact”) 25 µl 
“Sense Primer” 0,5 µl 
“Anti-sense Primer” 0,5 µl 
Enzima RT-Taq 1,0 µl 
 
Amostra de RNA  estudada 

1 µg em relação a concentração da 
amostra 

H2O  livre de RNA Até atingir volume de 50 µl 
 

O referido protocolo foi elaborado em “eppendorfs” previamente 

identificados, como “mixs” individuais correspondentes aos oligonucleotídios 

estudados. Tomou-se o cuidado de administrar as enzimas Transcriptase 

Reversa e Taq-Polimerase por último, para evitar denaturação das mesmas. 

Em seguida distribuiu-se individualmente as amostras analisadas e os “mixs” 

contendo  os reagentes em “eppendorfs” com capacidade para 100 µl e 

amplificar no ciclador térmico  Perck  Elmer® (Modelo 9600).  

Após padronização das condições das reações de RT-PCR para os 

genes HGF, TGF-α e timidina quinase, tentou-se padronizar as condições da 

reação de RT-PCR para a IL-6.  

 A tentativa de padronização das condições das reações de RT-PCR para 

IL-6, envolveu realização de várias reações com diferentes "primers", 2 

amostras selecionadas de forma randomizada de cada grupo experimental, e 

variações programadas da temperatura de denaturação, "anneling" e extensão, 
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número de ciclos e concentração de sulfato de Magnésio de acordo com a 

literatura especializada, numa tentativa de visualização do produto estudado.  

Foi necessário desenvolver experimentos para indução de septicemia, 

condição onde ocorre super-expressão da IL-6, para obtenção de controles 

positivos e facilitar a padronização das reações desta citocina. A especificidade 

dos oligonucleotídios foi confirmada realizando-se reações de RT-PCR com 

amostras de RNA provenientes do baço de ratos sépticos e do remanescente 

hepático dos animais experimentais, no mesmo experimento. 
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 Experimento para indução de septicemia: 
 

 Realizou-se a indução de "sépse" em 02 animais por meio de 

laparotomia, punção do ceco com agulha de grosso calibre e contaminação da 

cavidade abdominal com fezes. Posteriormente realizou-se anastomose 

intestinal, sutura da cavidade abdominal e re-alimentação com dieta oral por 48 

horas (O'Leary et al., 2001). O sacrifício foi realizado após este período com 

remoção do baço para extração e purificação do RNA total para estudo da 

expressão gênica da IL-6. A extração, purificação do RNA do tecido estudado e 

realização das reações de RT-PCR foram realizadas de acordo com protocolo 

previamente descrito.  

 As amostras de RNA provenientes do baço de animais sépticos foram 

utilizadas para identificação da expressão gênica da IL-6 e usadas como 

controle positivo das reações.  

A quantidade de ciclos de amplificação, temperatura das reações de 

denaturação, agrupamento (annealing) e extensão das moléculas de c-DNA 

dos genes estudados, encontram-se esquematizadas no quadro 6. No quadro 

7, encontram-se disponíveis as seqüências dos oligonucleotídios utilizados no 

presente estudo.  
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Quadro 6: Condições das reações de RT-PCR 

 

Temperatura das Reações  
Substância 

Ciclos de 
amplificação Denaturação Agrupamento 

“Annealing” 
Extensão 

 
HGF-α 

 
26 

 
94ºC 

 
60ºC 

 
72ºC 

TGF 
 

22 
 

94ºC 
 

55ºC 
 

72ºC 
 
TK 

 
28 

 
94ºC 

 
60ºC 

 
72ºC 

 
IL-6 

 
30 

 
94ºC 

 
62ºC 

 
72ºC 
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Quadro 7: Seqüência dos oligonucleotídios e tamanho dos produtos esperados 

da PCR. Incluir seqüência β-microglobulina 

 

 
cDNA  amplificado 

 
Seqüência dos "primers"  5'  3' 

Tamanho  
do Produto (pb)

 
HGF* 

CCC GGT GCT GCA GCA TGT CCT 
TCC CCT CGA GGA TTT CGA CAG 

530 

TGF-α∗ GAC AAG TTG AAC AAG AAC CTC 
CGT CAT CCA CCT AAT ACA TAA G 

250 

IL-6** 
 

ACA GCG ATG ATG CAC TGT CAG 
ATG GTC TTG GTC CTT AGC CAC 

337 

Timidina quinase (TK)* GCA GAT CCA GGT GAT TCT CG 
ATC GAT GCC AAT GAC AGC CA 

234 

 

Ref: * Masson et al., 1999a;  ** Demetris et al., 1997; 

 

Em seguida, procedeu-se corrida eletroforética em gel de agarose para 

posterior semi-quantificação dos produtos amplificados por meio de 

densitometria e comparação dos resultados obtidos. 

 

3.5. Análise  Estatística.   

 

Para a análise dos resultados obtidos utilizaram-se testes não 

paramétricos, levando-se em consideração a natureza de distribuição das 

variáveis estudadas. Fixou-se em 0,05 ou 5% (α ≤ 0,05%) o nível de rejeição da 

hipótese de nulidade, assinalando-se com um asterisco (S*) os valores 

significantes. 
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1-   Análise de Variância por postos de Kruskal-Wallis 

complementada pelo teste de comparações múltiplas (Siegel e Castellan, 

1988), para comparar os subgrupos em cada um dos grupos estudados e para 

cada variável pesquisada. 

 

2- Teste de Mann-Whitney (Siegel e Castellan, 1988), para comparar 

ratos nutridos com ratos desnutridos em cada subgrupo, para cada variável 

estudada. 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

RESULTADOS 
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4. Resultados.   
 
                                                                                                                                                     

           4.1. Teor de RNA total do remanescente hepático. 

 

O teor de RNA total, sempre expresso em µg/mg de tecido hepático, foi 

menor nos grupos experimentais nutridos (N-Gln e N-Pro) após hepatectomia 

parcial em relação ao teor de RNA encontrado no fígado intacto dos animais 

nutridos controles sem hepatectomia (N-Controle), independente da 

suplementação da fórmula parenteral com alanina  ou prolina (0,75 e 0,63 < 

1,67), conforme tabela 2, figuras 5 e 6. Resultados estatisticamente 

significativos p < 0,05. 

Os animais do grupo nutrido com glutamina (N-Gln=0,75) obtiveram 

maior teor de RNA total do remanescente hepático do que os animais do grupo 

nutrido com prolina (N-Pro=0,63). Resultados estatisticamente significativos 

com p < 0,05, conforme demonstrado na tabela 2, figuras 5 e 6. 

No grupo controle nutrido (N-Controle) o teor de RNA total foi superior a 

do grupo controle desnutrido (D-Controle) {1,67 > 1,10 (p < 0,05)}.  

A administração de NP suplementada com alanina mais prolina nos 

animais desnutridos (D-Pro) aumentou o teor do RNA total neste grupo em 

relação aos grupos nutridos com prolina (N-Pro), desnutrido com glutamina D-

Gln e D-Controle, respectivamente (3,18 > 0,63; 0,93 e 1,10), conforme tabela 

2, figuras 5 e 6. Resultados estatisticamente significativos p < 0,05. 
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Tabela 1: Teor de RNA total do remanescente hepático de ratos nutridos e 

desnutridos submetidos a hepatectomia parcial (HP) e NP enriquecida com Ala-

Gln ou Ala+Pro, comparados com controles não hepatectomizados. Valores 

expressos em µg/mg de tecido hepático.   

   

RNA Total  
Grupos Experimentais  

Média ±DP
Máximo após   
96 h da HP 

N-Gln 0,94 ± 0,36 54% 
N-Pro 0,56 ± 0,20 32% 
N-Controle 1,73 ± 0,51 100% 
D-Gln 0,98 ± 35 94% 
D-Pro 2,58 ± 1,39 248% 
D-Controle 1,04 ± 0,37 100% 
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Tabela 2: Teor de RNA total do remanescente hepático de ratos nutridos e 

desnutridos submetidos a hepatectomia parcial e NP suplementada com Ala-

Gln ou Ala+Pro, comparados com controles nutridos e desnutridos não 

hepatectomizados.  Valores expressos em µg/mg de tecido hepático.   

     
 NUTRIDO (N) DESNUTRIDO (D)  

Nº N-Gln  N-Pro N-Controle D-Gln D-Pro D-Controle  
1 0,55  0,90 1,67 0,77 3,18 1,07  
2 0,50  0,63 2,50 1,37 3,44 0,60  
3 1,25  0,53 1,43 1,10 4,07 1,13  
4 0,65  0,30 1,27 1,53 4,26 1,42  
5 1,40  0,65 1,03 0,53 3,18 0,43  
6 1,50  0,38 2,40 0,93 0,76 1,52  
7 1,08  0,65 1,80 0,60 1,02 1,10  
8 0,75  0,75   0,76   
9 0,75  0,30      
 

Mediana 0,75 
 

0,63 1,67 0,93 3,18 1,10 
 

 

Teste de Mann-Whitney       U crítico = 37          p < 0,05       

 
1. Glutamina x Prolina:     
       
N-Gln > N-Pro      S               (U calculado =17)        p = 0,04*   
D-Pro  >  D-Gln    S               (U Calculado = 13)      p = 0,02*   
       
2. Hepatectomizado x Não hepatectomizado:   
       
N-Gln < N-Controle    S       (U Calculado = 7,0)      p =  0,05*   
N-Pro < N-Controle    S       (U Calculado = 1,0)      p =  0,001*   
D-Gln x D-Controle     NS    (U Calculado = 22)       p = 0,07   
D-Pro > D-Controle    S       (U Calculado = 15,0)    p =  0,01*   
       
3. Nutrido x Desnutrido:     
       
N-Gln x D-Gln           NS       (U Calculado = 28,0)      p = 0,7                  
D-Pro > N-Pro            S        (U Calculado = 2,0)        p = 0,001*                                  
N-Controle > D-Controle  S  (U Calculado = 8,0)        p = 0,03*         
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Figura 5: Teor de RNA total do remanescente hepático de ratos nutridos e 

desnutridos submetidos a hepatectomia parcial e NP suplementada com Ala-

Gln ou Ala+Pro, comparados com controles nutridos e desnutridos não 

hepatectomizados.  Valores expressos em µg/mg de tecido hepático.   

  

N=Nutrido; D=Desnutrido; Gln=Glutamina; Pro=Prolina. 
Resultados: Média e DP 
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Figura 6: Teor de RNA total do remanescente hepático de ratos nutridos e 

desnutridos submetidos a hepatectomia parcial e NP suplementada com Ala-Gln 

ou Ala+Pro, comparados com controles nutridos e desnutridos não 

hepatectomizados.  Valores expressos em µg/mg de tecido hepático.   
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* Em relação aos grupos controles sem HP: p<0,05    
   N-Gln e N-Pro < N-Controle 
   D-Gln = D-Controle 
   D-Pro > D-Controle 
   N-Controle > D-Controle 
 
 + Em relação aos grupos experimentais: p<0,05    
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   N-Pro < D-Pro                           D-Gln < D-Pro   
 

+ 

* 
+

*

*

+

*
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 4.2. Reações de RT-PCR.  

   

Os presentes resultados foram obtidos por meio das reações de RT-PCR 

para identificação da transcrição dos genes estudados (IL-6, HGF, TGF-α e 

timidina quinase - TK), envolvidos na regeneração hepática de ratos nutridos e 

desnutridos submetidos a hepatectomia parcial, conforme mostra a tabela 3.   

Observou-se maior expressão gênica do HGF no grupo D-Gln em 

relação ao grupo D-Controle {0,31>0,23 (p<0,05)} e no grupo desnutrido com 

NP suplementada com prolina (D-Pro=0,46) em relação aos grupos: nutrido 

suplementado com prolina (N-Pro=0,33), desnutrido suplementado com 

glutamina (D-Gln=0,31) e controle fisiológico desnutrido sem hepatectomia (D-

Controle=0,23), conforme mostra a tabela 5 e figura 10.  (p<0,05). 

Ao se comparar os valores da expressão gênica do HGF, TGF-α e TK, 

considerando apenas o estado nutricional, verificou-se aumento da expressão 

gênica do HGF no grupo desnutrido experimental (D-Experimental=0,44) em 

relação ao grupo nutrido experimental (N-Experimental=0,27) e ao grupo 

controle desnutrido sem hepatectomia (D-Controle=0,23), conforme tabela 7 e 

figura 10 com p<0,05. Já para o grupo N-Experimental verificou-se inversão 

desta relação, pois neste grupo a expressão gênica do HGF foi inferior ao seu 

respectivo controle sem hepatectomia (N-Controle). {0,27<0,48 (p<0,05)}. 

Verificou-se ainda maior expressão do HGF no grupo N-Controle, em relação 
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ao D-Controle. Estes resultados encontram-se apresentados na tabela 7 e 

figura 12. 

Não ocorreram diferenças significativas da expressão gênica de TGF-α e 

timidina kinase nos diferentes grupos experimentais do presente trabalho, 

conforme tabelas 4 e 6, figuras 8 e 11. 

Não se detectou a expressão gênica da IL-6 nas amostras do 

remanescente hepático dos grupos experimentais 96 horas após hepatectomia 

parcial, conforme demonstra a figura 7D. Observou-se na mesma reação de 

RT-PCR, presença de amplificação da IL-6 nas amostras de RNA obtidas de 

baço de ratos sépticos e ausência de amplificação da IL-6 nas amostras de 

RNA proveniente do remanescente hepático 96 horas após hepatectomia 

parcial. (Figura 7D).  
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Figura 7: Análise semi-quantitava por RT-PCR de fatores de crescimentos, 

Interleucina 6 (IL-6) e timidina quinase (TK) de ratos nutridos e desnutridos 

após hepatectomia parcial.  A: hepatocyte growth factor (HGF); B: Transforming 

growth factor-alfa (TGF-α); C: Timidina quinase (TK); D: Interleucina-6; E: 

β2Microglobulina (β2MG);   
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Tabela 3: Valores  da mediana da expressão gênica de HGF, TGF-α e timidina 

quinase (TK) no remanescente hepático de ratos nutridos e desnutridos com 

NP suplementada com Ala-Gln ou Ala+Pro, normalizada com β2microglobulina 

(β2MG). Resultados expressos em unidades arbitrárias (UA).  

 

  

 Nutridos (N) Desnutridos (D) 

Gene 
N-Gln N-Pro N-Controle D-Gln D-Pro D-Controle

TGF-α 0,39 0,43 0,54 0,48 0,62 0,42 

HGF 0,26 0,33 0,48 0,31 0,45 0,23 

TK 0,40 0,46 0,53 0,53 0,39 0,58 
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Tabela 4: Valores da expressão gênica do TGF-α, no fígado remanescente de 

ratos nutridos e desnutridos submetidos à hepatectomia parcial e NP 

suplementada com Ala-Gln ou Ala+Pro, comparados com Controles Nutridos e 

desnutridos não hepatectomizados. Resultados normalizados com 

β2microglobulina (β2MG) e expressos em unidades arbitrárias (UA). 

     
 NUTRIDO (N) DESNUTRIDO (D)  

Nº N-Gln  N-Pro N-Controle D-Gln D-Pro D-Controle  
1 0,61  0,67 0,25 0,67 0,85 0,60  
2 0,85  0,32 1,67 0,53 0,81 0,54  
3 0,85  0,20 1,51 0,44 0,28 0,00  
4 0,02  1,18 1,49 0,70 0,67 0,52  
5 0,86  0,69 0,49 0,24 0,71 0,26  
6 0,39  0,53 0,54 0,19 0,50 0,31  
7 0,27  0,22 0,36 0,48 0,41   
8 0,60  0,41  0,52 0,62   
9 0,39  0,46  0,28 0,60   

10 0,28  0,40  0,48 0,09   
11 0,37  0,33   0,79   
12 0,32  0,35      
13 0,51  1,58      
14   0,87      
 

Mediana 0,39 
 

0,43 0,54 
 

0,48
 

0,62 0,42 
 

       
 

1. Análise de Variância por  Postos de Kruskal-Wallis 
                      (Ala-Gln x Ala-Prl x Controle) 
                                 H crítico = 5,99 

                       Grupo Nutrido                                                                           Desnutrido 
                  H Calculado =  1,62                                                                H Calculado = 3,88 
                          p=0,446                                                                                     p=0,144 

                            NS                                                                                             NS 
2. Teste de Mann-Whitney 

                                            (Nutrido x Desnutrido) 
      z Crítico = 1,96 

 
L-alanil-L-glutamina                            Alanina    +Prolina                                  Controle   
z Calculado =  0,25                            z Calculado = 0,66                         z Calculado = 1,14 
              NS                                                      NS                                                 NS 
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Figura 8. Valores da expressão gênica do TGF-α, no fígado remanescente de 

ratos nutridos e desnutridos submetidos à hepatectomia parcial e NP 

suplementada com Ala-Gln ou Ala+Pro, comparados com controles nutridos e 

desnutridos não hepatectomizados. Resultados normalizados com 

β2microglobulina (β2MG) e expressos em unidades arbitrárias (UA). 

 

 

N=Nutrido; D=Desnutrido; Gln=Glutamina; Pro=Prolina 
Test Mann-Whitney e Kruskal-Wallis (p>0,05). 
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Tabela 5: Valores da expressão gênica do HGF, no fígado remanescente de ratos 

nutridos e desnutridos submetidos a hepatectomia parcial e NP suplementada 

com Ala-Gln ou Ala+Pro, comparados com controles nutridos e desnutridos não 

hepatectomizados. Resultados normalizados com β2microglobulina (β2MG) e 

expressos em unidades arbitrárias (UA). 

 NUTRIDO (N) DESNUTRIDO (D)  
Nº N-Gln  N-Pro N-Controle D-Gln D-Pro D-Controle  
1 0,55  0,24 0,69 0,31 0,53 0,23  
2 0,33  0,19 0,94 0,25 0,31 0,19  
3 0,13  0,33 0,49 1,07 0,35 0,33  
4 0,21  0,44 0,48 0,46 0,46 0,16  
5 0,26  0,45 0,32 0,44 0,76 0,27  
6 0,26  0,49 0,26 0,32 0,60 0,23  
7 0,17  0,16  0,27 0,32   
8 0,33  0,16  0,20 0,44   
9 0,46  0,43  0,18 0,44   

10 0,23  0,49  0,91 0,53   
11 0,24  0,33   0,76   
12 0,47  0,25      
13 0,29  1,23      
 

Mediana 0,26 
 

0,33
 

0,48 
 

0,31
 

0,46
 

0,23 
 

 

1. Análise de Variância por  Postos de Kruskal-Wallis –  H crítico = 5,99 
Glutamina (Ala-Gln) x Prolina (Ala-Pro) x Controle (C-Nutrido e C-Desnutrido): 

 
N-Gln <  N-Controle       S        H Calculado = 6,83               p = 0,03* 
N-Pro x  N-Controle       NS      H Calculado = 3,19               p = 0,07 
D-Gln > D-Controle        S        H Calculado = 9,79               p = 0,007*  
D-Pro > D-Controle        S        H Calculado = 9,75               p = 0,002* 
N-Gln x  N-Pro               NS      H Calculado = 0,17               p = 0,68    
D-Pro >  D-Gln               S        H Calculado = 7,20               p = 0,04*   
 
2. Teste de Mann-Whitney   –   p < 0,05      U crítico = 37 

 
Nutrido x Desnutrido: 

 
N-Gln x D-Gln     NS                    U = 51,5    p = 0,40                 
D-Pro  >  N-Pro    S                     U = 28       p = 0,019*                                         
N-Controle > D-Controle   S        U = 3         p = 0,016*    
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Figura 9. Valores da expressão gênica do HGF, no fígado remanescente de ratos 

nutridos e desnutridos submetidos a hepatectomia parcial e NP suplementada 

com Ala-Gln ou Ala+Pro, comparados com controles nutridos e desnutridos não 

hepatectomizados. Resultados normalizados com β2microglobulina (β2MG) e 

expressos em unidades arbitrárias (UA). 
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Figura 10. Valores da expressão gênica do HGF, no fígado remanescente de ratos 

nutridos e desnutridos submetidos a hepatectomia parcial e NP suplementada 

com Ala-Gln ou Ala+Pro, comparados com controles nutridos e desnutridos não 

hepatectomizados. Resultados normalizados com β2microglobulina (β2MG) e 

expressos em unidades arbitrárias (UA). 
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+
*

* 
*
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Tabela 6: Valores da expressão gênica da Timidina kinase (TK), no fígado 

remanescente de ratos nutridos e desnutridos submetidos a hepatectomia parcial 

e NP suplementada com Ala-Gln ou Ala+Pro, comparados com controles nutridos 

e desnutridos não hepatectomizados. Resultados normalizados com 

β2microglobulina (β2MG) e expressos em unidades arbitrárias (UA). 

 NUTRIDO (N) DESNUTRIDO (D)  
 N-Gln  N-Pro N-Controle D-Gln D-Pro D-Controle  
 1,07  0,43 0,53 0,61 0,76 0,19  
 0,37  0,23 0,64 0,86 0,67 0,12  
 0,26  0,43 0,44 0,54 0,80 1,76  
 0,32  0,42 0,42 0,38 0,70 0,19  
 0,54  0,30 0,57 0,26 0,19 0,63  
 0,41  0,76 0,62 0,53 0,12   
 0,30  0,52 0,53 0,45 0,22   
 0,24  0,35  0,64 0,34   
 0,99  1,12  0,31 0,67   
 0,64  0,50  1,11 0,31   
 0,57  0,73   0,39   
 0,64  0,62      
 0,18  0,99      
   0,18      
 

Mediana 0,40 
 

0,46
 

0,53 
 

0,53
 

0,39
 

0,58 
 

 
1. Análise de Variância por  Postos de Kruskal-Wallis p<0,05 

(Ala-Gln x Ala-Pro x Controle) 
H crítico = 5,99 

Grupo Nutrido                                                                            Desnutrido 
H Calculado = 0,82                                                                 H Calculado = 1,26 

p=0,663                                                                                  p=0,533 
                         NS                                                                                          NS 

3. Teste de Mann-Whitney 
(Nutrido x Desnutrido) 

z Crítico = 1,96 
 
   L-alanil-L-glutamina                               Alanina + Prolina                           Controle 
    z Calculado = 0,74                           z Calculado = 0,60                     z Calculado = 0,73 
                NS                                                    NS                                               NS 
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Figura 11. Valores da expressão gênica da Timidina kinase (TK), no fígado 

remanescente de ratos nutridos e desnutridos submetidos a hepatectomia parcial 

e NP suplementada com Ala-Gln ou Ala+Pro, comparados com controles nutridos 

e desnutridos não hepatectomizados. Resultados normalizados com 

β2microglobulina (β2MG) e expressos em unidades arbitrárias (UA). 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

                 Testes de Mann-Whitney  e Kruskal-Wallis (p>0,05). 
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Tabela 7: Valores  da mediana da expressão gênica de HGF, TGF-α e timidina 

quinase (TK) no remanescente hepático de ratos nutridos e desnutridos 

submetidos a hepatectomia parcial (grupos experimentais) comparadas com 

controles sem hepatectomia (grupos Controles), normalizados com 

β2microglobulina (β2MG). Resultados  expressos em unidades arbitrárias (UA).  

 

Resultados estatísticos da expressão gênica do HGF 

1. Análise de Variância por  Postos de Kruskal-Wallis –  p < 0,05       
Nutrido Experimental (N-Gln + N-Pro) x Desnutrido Experimental (D-Gln + D-

Pro) x Controle (C-Nutrido e C-Desnutrido): 
 
N-Experimental <  N-Controle                      p = 0,04 
D-Experimental >  D-Controle                      p = 0,05  
 
2. Teste de Mann-Whitney   –   p < 0,05       

 
Nutrido x Desnutrido: 

 
D-Experimental   >   N-Experimental           p = 0,02 
N-Controle  >  D-Controle                            p = 0,05 

 Nutrido (N) Desnutridos (D) 

Genes 
N-Experimental N-Controle D-Experimental D-Controle 

TGF-α 0,43 0,54 0,52 0,42 

HGF     0,27+ *   0,48*     0,44+ * 0,23* 
TK 0,49 0,53 0,53 0,58 

N-Experimental = N-Gln + N-Pro; D-Experimental = D-Gln + D-Pro; 
Gln=Glutamina; Pro=Prolina; N = Nutrido; D = Desnutrido 
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Figura 12. Valores  da mediana da expressão gênica do HGF no remanescente 

hepático de ratos nutridos e desnutridos submetidos a hepatectomia parcial 

(grupos experimentais) comparadas com controles nutridos e desnutridos sem 

hepatectomia (grupos Controles), normalizada com β2microglobulina (β2MG). 

Resultados expressos em unidades arbitrárias (UA). 
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5. Discussão 
 

5.1. Do modelo apresentado 
 

O fígado tem uma capacidade regenerativa extremamente eficaz. Após 

remoção de aproximadamente 70% do parênquima hepático, ocorre intensa 

hipertrofia e hiperplasia compensatória até o remanescente atingir peso original 

em 7 a 10 dias. No entanto, a restauração da massa hepática se dá 

preferencialmente por hipertrofia dos hepatócitos periportais (Nagy et al., 2001).  

Em animais nutridos já foi demonstrado que a suplementação da 

nutrição parenteral (NP) com dipeptídio L-alanil-L-glutamina (Ala-Gln) aumenta 

a taxa de regeneração hepática e concentração de DNA total do fígado (Ito e 

Higashiguchi, 1999; Yamaguchi et al., 1997, Yoshida et al., 1995).  

Considerando que na prática clínica os pacientes submetidos a 

hepatectomia parcial geralmente estão desnutridos em decorrência da 

hepatopatia crônica (McCullough et al., 1998; Plauth et al., 1997; Capacci, 

1996), nós idealizamos um modelo experimental para verificar se a 

administração de Ala-Gln na (NP) poderia alterar aspectos moleculares da 

regeneração hepática na condição de desnutrição.   
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5.2. Do teor de RNA total. 

 

 Amostras de RNA total nas células eucarióticas são compostas 

principalmente por RNA ribossômico (rRNA), com visualização das bandas 28S 

e 18S por meio de eletroforese corada com brometo de etídio (Palmer e 

Prediger, 2004).  Considerando que o RNA total contém apenas 1 a 3% de 

RNA mensageiro (mRNA), o qual não é prontamente detectável  (Palmer e 

Prediger, 2004), a concentração de RNA total reflete basicamente a quantidade 

de RNA ribossômico e portanto está relacionado intrinsecamente com síntese 

protéica.  

 A administração de aminoácidos livres regula a síntese hepática de 

proteína em ratos submetidos à inanição. A alanina, ornitina e prolina 

aumentam significativamente a agregação dos poliribossomos hepáticos 

existentes nesta condição. A alanina foi o aminoácido mais eficiente, 

promovendo agregação poliribossomal associado ao decréscimo do tempo de 

elongação da cadeia polipeptídica, indicando que alanina  estimula a síntese de 

proteína hepática durante a privação alimentar (Perez-Sala et al., 1987). 

O presente trabalho demonstrou que 96 horas após hepatectomia, a 

síntese de RNA total do remanescente hepático dos grupos nutridos 

experimentais (N-Gln e N-Pro), ainda não havia sido totalmente restabelecida 

em relação ao teor de RNA do fígado dos controles fisiológicos (sem 

hepatectomia), independente da adição de glutamina ou prolina. No entanto, 

observou-se grande tendência para aproximação dos valores basais (ver tabela 
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01) no grupo D-Gln e maior estímulo para a síntese de RNA total no grupo D-

Pro, sugerindo que a adição de Ala-Gln e principalmente de Ala-Pro na NP 

pode favorecer o rápido restabelecimento do teor de  RNA total do 

remanescente hepático após hepatectomia em animais desnutridos.  

Desde que Carrillo et al., (1996) demonstraram que o teor de RNA total 

hepático foi maior em ratos jovens desnutridos em relação aos animais 

nutridos, obtivemos evidencias a respeito da possibilidade da regeneração 

hepática ocorrer de forma eficiente, mesmo em condição de desnutrição.  

Portanto, esperávamos que os valores referentes ao teor de RNA total no 

remanescente hepático fossem maiores nos dois grupos desnutridos, 

similarmente aos resultados demonstrados por Carrillo et al., (1996). No 

entanto, obtivemos resultados diferenciados, uma vez que o teor de RNA total 

do grupo D-Gln foi similar ao RNA total encontrado no N-Gln, enquanto no 

grupo suplementado com prolina o grupo desnutrido (D-Pro) obteve valores de 

RNA total muito superiores aos grupos: nutrido com prolina (N-Pro), desnutrido 

com glutamina (D-Gln) e desnutrido controle (D-Controle).  (Tabela 2, Figuras 5 

e 6).  

Nossos resultados demonstraram que nos grupos desnutridos a 

suplementação da NP com prolina provavelmente favoreceu a síntese de RNA 

total durante o processo de regeneração hepática, talvez por acionar 

mecanismos compensatórios como maior absorção intestinal de prolina que 

resultam na economia de suprimentos energéticos e protéicos, para 
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proliferação, transcrição celular e síntese de proteínas (Waheed e Gupta, 

1997).  

 Existe correlação direta entre a concentração plasmática de prolina na 

veia porta e captação hepática deste aminoácido. Watanabe et al., (1999), 

demonstraram experimentalmente que após 8 horas da ingestão via oral de 

dieta contendo 16% de proteína, verifica-se captação hepática de 

aproximadamente 93,3% da prolina existente no sangue portal. No entanto, 

quando os ratos recebem dieta deficiente em prolina, aproximadamente 50% 

deste aminoácido liberado pelo intestino para a veia porta, é captado pelo 

fígado, evidenciando que quando a concentração de prolina na veia porta 

aumenta ou reduz, o fígado também aumenta ou reduz a captação de prolina, 

respectivamente. Estes dados sugerem que o aproveitamento hepático da 

prolina pode ser eficiente mesmo quando sua disponibilidade no sangue portal 

é baixa (Watanabe et al., 1999), justificando provavelmente os melhores 

resultados referentes ao teor de RNA total, obtidos no grupo desnutrido com NP 

suplementada com a solução de alanina mais prolina da presente pesquisa. 

  Outro aspecto que devemos considerar para compreendermos este 

resultado, é que além da prolina estar amplamente distribuída nos tecidos 

corporais, ela corresponde à cerca de 20% da composição aminoacídica do 

colágeno (Adams, 1970). Além disso, a enzima responsável pelo estágio final 

da síntese de colágeno, Pirrolina-5-carboxilase, possui atividade hepática já 

comprovada (Herzfeld et al., 1977; Small e Jones, 1978) e foi demonstrado que 
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a síntese de colágeno, ocorre de forma constitutiva nos hepatócitos (Guzelian 

et al., 1981).    

 Portanto, o fato de obtermos maior concentração de RNA total no grupo 

D-Pro em relação ao grupo N-Pro, pode indicar maior capacidade de síntese 

protéica nos animais desnutridos submetidos a NP enriquecida com prolina.  

Neste sentido, podemos inferir que se a prolina está relacionada ao aumento do 

RNA total e se isso reflete síntese protéica, provavelmente este aminoácido 

poderia estar sendo utilizado na produção de colágeno e não necessariamente 

na proliferação celular dos hepatócitos remanescentes. 

 O fígado em regeneração é capaz de manter diversos ciclos de 

proliferação celular simultaneamente com as funções altamente especializadas 

dos hepatócitos (LaBrecque, 1994), devido a super-expressão simultânea de 

genes relacionados com crescimento e inflamação verificada durante esta fase 

(Kelley-Loughnane et al., 2002).  

 A administração de L-prolina e L-glutamina no fígado de ratos 

perfundidos libera nitrogênio sob a forma de íons de amônia (NH4
+) para 

síntese de carbamil-P, molécula iniciadora do ciclo da uréia (Lehninger, Nelson, 

Cox, 2000; Bode e Nordlie, 1993). No entanto, a glutamina atua de forma mais 

eficiente que a prolina na ureagenese, pois uma molécula de L-glutamina pode 

fornecer adicionalmente ao ciclo da uréia, uma molécula de L-aspartato, 

enquanto a prolina pode fornecer apenas uma molécula de NH4
+ para síntese 

de uréia ou uma molécula de aspartato para gliconeogênese (Bode e Nordlie, 

1993).  
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 Portanto, outra hipótese que poderia justificar o maior teor de RNA total 

nos grupos suplementados com prolina, baseia-se na possibilidade da 

glutamina ter sido desviada para manutenção de funções metabólicas 

essenciais como a eliminação normal da amônia produzida durante a 

regeneração hepática em detrimento da sua ação como substrato utilizável na 

síntese de purinas e pirimidinas (Lehninger, Nelson, Cox, 2000; Murray, 1994). 

  Nossos resultados demonstraram que 96 horas após a hepatectomia 

parcial, o teor de RNA total do remanescente hepático dos grupos nutridos 

experimentais (N-Gln e N-Pro) ainda não atingiu os valores basais, em relação 

ao fígado intacto dos animais controles nutridos indicando que há um período 

de intensa adaptação e reformulação molecular que persiste provavelmente por 

alguns dias. A identificação dos fatores genéticos envolvidos na resposta 

imediata ao trauma cirúrgico poderia ser útil para melhor compreensão dos 

mecanismos moleculares envolvidos na regeneração hepática.  

 

5.3. Do Processo de Regeneração Hepática. 
 

 Após hepatectomia parcial, os genes que codificam a expressão de 

“proteínas de fase aguda” e gliconeogênese são rapidamente super-expressos 

para restaurar a homeostase metabólica e reparar o dano tecidual do 

remanescente hepático (Leu, 2001). A resposta celular imediata ao trauma 

cirúrgico é fundamental para induzir os hepatócitos para o ciclo celular (Xu et 

al., 2000).  
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Ocorre reprogramação da transcrição gênica após hepatectomia parcial 

que resulta na regeneração e desenvolvimento do fígado. Nesta fase ocorrem 

três padrões de expressão gênica: ativação de grupos de genes específicos 

para crescimento/inflamação e metabolismo; super-expressão de genes com 

função reguladora do crescimento hepático e resposta inflamatória e super-

expressão de ciclinas e outras proteínas envolvidas no ciclo celular. A ativação 

de genes com função específica para as diferentes fases do desenvolvimento 

hepático, mostra a importância da manutenção da demanda metabólica durante 

o crescimento do órgão (Kelley-Loughnane et al., 2002).  Por isso investigamos 

se a administração endovenosa de glutamina ou prolina poderia influenciar a 

expressão de genes envolvidos na regeneração hepática após a fase de 

resposta aguda ao trauma. 

Por outro lado à quantidade e qualidade da proteína dietética pode 

influenciar o perfil da expressão gênica de proteínas hepáticas. Em ratos 

submetidos à dieta isenta de proteína por uma semana, observou-se alteração 

na expressão gênica de 281 genes. Os genes envolvidos no crescimento, 

transporte de substâncias, sinal de transdução, receptores e metabolismo 

energético, são os mais afetados negativamente com a dieta sem proteína. 

Alguns dos genes que tem sua expressão reduzida com a privação protéica 

expressam proteínas como fator de crescimento semelhante à insulina (Insulin-

like growth factor -1 / IGF-1), além de proteínas envolvidas com transporte de 

substancias, controle da expressão gênica e genes envolvidos na biosíntese do 

colesterol e colágeno I e III (Endo et al., 2002).   
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A resposta regenerativa ocorre após ressecção hepática de qualquer 

extensão, mas o curso da regeneração está relacionado à quantidade de fígado 

removido. Após remoção de uma pequena porção do fígado, a resposta é mais 

baixa e mais gradual do que a observada na hepatectomia usualmente utilizada 

de 70% (Masson et al., 1999b).  

 Embora os hepatócitos sejam os principais responsáveis pela 

manutenção da homeostase metabólica, atualmente sabe-se que estas células 

não atuam isoladamente.  As células endoteliais remanescentes atuam em 

sinergia com hepatócitos para promover o crescimento hepático (Matsumoto et 

al., 2001).  

 A interação entre células parenquimatosas (hepatócitos) e não 

parenquimatosas (células de Kupffer, endoteliais, estreladas e ductais) é 

essencial durante o mecanismo de desenvolvimento e regeneração hepática 

(Matsumoto et al., 2001; Bezerra, 2002). As substâncias secretadas pelas 

células não parenquimatosas e hepatócitos como fatores de crescimento, 

citocinas e hormônios podem estimular ou inibir a proliferação de todos os tipos 

celulares do parênquima hepático remanescente (Evarts et al., 1992). As 

células não parenquimatosas são as principais reguladoras do metabolismo 

intermediário e crescimento quando ocorre dano tecidual que afeta os 

hepatócitos (Maher e Friedman, 1993) e, portanto, devem ser consideradas 

conjuntamente durante o processo de regeneração do parênquima hepático. 
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5.4. Da Expressão gênica do HGF, TGF, IL-6 e timidina quinase. 

 

TGF-α e HGF são os principais fatores de crescimento envolvidos na 

regeneração hepática (Tomiya et al., 1998). O TGF-α provavelmente participa 

da regeneração hepática nos estágios mais tardios e atua por mecanismo 

autócrino (Ankoma-Sey, 1999; Michalopoulos e DeFrances, 1997).  

Apesar do aumento significativo do mRNA que codifica o TGF, observa-

se elevação deste fator de crescimento apenas duas vezes o valor basal 

durante a regeneração hepática (Russell et al., 1993). No entanto, a expressão 

do TGF-α no remanescente hepático está sensivelmente associada com a 

mitose de hepatócitos e esta resposta regenerativa é proporcional à quantidade 

de tecido removido. O pico máximo da expressão do TGF-α ocorre dois dias 

após hepatectomia subtotal de 80%, simultaneamente à  fase “S” do ciclo 

celular, período caracterizado por ampla divisão de DNA (Scotte et al., 1997). 

 Ratos com função hepática normal, apresentam aumento significativo 

dos níveis de mRNA para TGF-α seis horas após a hepatectomia parcial, 

atingindo pico máximo da expressão gênica 24 horas após o procedimento 

cirúrgico. Os valores do mRNA permanecem elevados até o segundo dia pós-

operatório, declinando lentamente até atingir os valores basais, por volta do 

sexto dia da hepatectomia parcial (Masson et al.,1999a).    

 O nosso modelo experimental não foi capaz de demonstrar diferenças no 

padrão de expressão do TGF-α entre os diversos grupos experimentais. Isto foi 
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devido provavelmente ao fato das nossas amostras terem sido coletadas 96 

horas após a hepatectomia, período onde já se observa um declínio 

significativo dos níveis do mRNA que codifica o TGF-α.  Além da expressão 

gênica do TGF-α se encontrar próxima aos valores basais neste período, sabe-

se que após a hepatectomia parcial, ocorre forte estímulo para expressão de 

alguns fatores de crescimento como o TGF-α, (Scotte  et al., 1997), mesmo 

sem qualquer estímulo exógeno. 

Desde que o HGF é considerado o mais potente estimulador da 

proliferação de hepatócitos, atuando por mecanismos parácrino e endócrino 

para estimular mitose celular (Michalopoulos e DeFrances, 1997), torna-se 

importante determinar se a administração de aminoácidos via parenteral 

influencia a expressão gênica deste fator de crescimento, em ratos desnutridos 

submetidos a hepatectomia parcial. 

Em ratos com a função hepática preservada, a expressão gênica do 

HGF aumenta significativamente 6 a 24 horas após hepatectomia parcial, com 

pico máximo da sua expressão verificado 12 horas após a ressecção hepática. 

Os níveis do mRNA para HGF permanecem elevados até o primeiro dia pós-

operatório, declinando para os níveis basais no segundo dia pós-operatório. 

Após este período, verifica-se nova ascensão da expressão gênica do HGF, 

com pico menos proeminente que o anterior no terceiro dia após a ressecção 

hepática. A partir do terceiro dia, ocorre um declínio da expressão gênica do 
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HGF no remanescente hepático até alcançar os valores basais, por volta do 

sexto dia pós-operatório (Masson et al., 1999a).   

A presente pesquisa demonstrou alterações na expressão gênica do 

HGF em determinados grupos experimentais, 96 horas após a ressecção 

hepática.  Observou-se nos grupos desnutridos experimentais (D-Gln e D-Pro), 

que os níveis de mRNA para HGF foram superiores ao controle desnutrido sem 

hepatectomia, enquanto nos grupos nutridos experimentais (N-Gln e N-Pro), os 

níveis de  mRNA para HGF permaneceram próximos aos valores basais, com 

tendência a redução dos valores, em relação aos controle nutrido sem 

hepatectomia. Observou-se também que o grupo D-Pro apresentou maior 

expressão gênica do HGF em relação ao grupo N-Pro, enquanto o grupo D-

Controle apresentou menor expressão do HGF, quando comparado com o 

grupo N-Controle, sugerindo que a expressão gênica do HGF possa sofrer 

maior influencia do estado nutricional e da hepatectomia parcial do que da 

infusão de aminoácidos nesses animais. 

A presente pesquisa não demonstrou diferença significativa da 

expressão gênica do HGF 96 horas após a ressecção hepática, nos grupos 

experimentais nutridos (N-Gln e N-Pro) quando comparados com os grupos D-

Gln e N-Controle respectivamente.  

No presente trabalho, realizamos um trabalho de intervenção nutricional, 

com quatro grupos experimentais e dois grupos controles, utilizando-se RNA 

extraído do remanescente hepático total, onde cerca de 90% do tecido é 

composto por hepatócitos. Já no experimento desenvolvido por Masson et al., 
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(1999a) as reações de RT-PCR foram realizadas com RNA extraído de células 

não parenquimatosas isoladas do fígado residual e os autores avaliaram 

apenas o nível de expressão gênica do HGF e outros fatores de crescimento, 

citocinas e ciclinas, durante vários períodos após a hepatectomia parcial em 

ratos cirróticos e saudáveis.  

Considerando que as células não parenquimatosas são as principais 

secretoras de HGF durante a regeneração hepática (Ankoma-Sey, 1999; 

Matsuda e Nakamura, 1993; Matsumoto e Nakamura, 1992), a utilização de 

RNA total proveniente destas células em relação ao RNA extraído do fígado 

total residual aumenta a quantidade do produto amplificado com os “primers” 

para o HGF, melhorando a sensibilidade do método e possibilitando a 

identificação de diferenças significativas no trabalho descrito anteriormente, em 

relação aos nossos resultados. Portanto, as diferenças existentes entre as 

variáveis metodológicas das duas pesquisas, provavelmente influenciaram a 

obtenção de resultados menos expressivos da expressão gênica do HGF nos 

grupos experimentais da presente pesquisa. 

Quando a expressão gênica do HGF foi comparada, considerando-se 

apenas o estado nutricional dos animais e presença ou ausência de 

hepatectomia observou-se no presente trabalho, aumento significativo do 

mRNA para HGF no grupo desnutrido experimental (D-Experimental), em 

relação ao grupo nutrido experimental (N-Experimental). Isto demonstra que a 

desnutrição pode estimular a expressão gênica do HGF no remanescente 
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hepático, provavelmente devido às alterações metabólicas e moleculares que 

ocorrem no fígado de ratos desnutridos (Park et al., 2003). 

 O processo inflamatório estimulado pela administração de LPS 

(lipopolysaccharide) induz significativo aumento da expressão gênica do HGF 

tanto no fígado total como em hepatócitos isolados. No entanto, quando a 

hepatectomia parcial é precedida pela inflamação provocada pela LPS ou 

TNFα, ocorre aumento dos níveis de mRNA para HGF no fígado total e um  

decréscimo significativo da expressão gênica do HGF nas células não 

parenquimatosas. Isto sugere que na ocorrência de inflamação sistêmica, o 

HGF hepático pode ser secretado principalmente pelos hepatócitos em 

detrimento das células não parenquimatosas. Portanto, em situações não 

fisiológicas como a inflamação, o HGF pode atuar na proliferação de 

hepatócitos por mecanismo autócrino (Masson et al., 2001; Shiota et al.,1994).   

 Em camundongos com cirrose induzida por tetracloreto de carbono 

(CCl4), o pré-tratamento com IL-6 reduz o dano hepático como fibrose e 

apoptose (Kovalovich et al., 2000), e pode influenciar diretamente o 

crescimento hepático (Cressman et al., 1996). A IL-6 e TNF-α são as principais 

citocinas envolvidas na regeneração hepática, estimulando as células do 

remanescente hepático a transitarem da fase “G0” para “G1” e da fase “G1” 

para a fase “S” do ciclo celular (Michalopoulos e DeFrances, 1997).   

A IL-6 prepara os hepatócitos para ação dos fatores de crescimento, 

induz a resposta de fase aguda, estimula precocemente a entrada de 
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hepatócitos quiescentes no ciclo celular, inibe a apoptose e favorece a 

manutenção da homeostase durante a regeneração hepática (Zimmers et al., 

2003; Blindenbacher et al., 2003; Leu et al., 2001).   

 Imediatamente após a hepatectomia parcial ocorrem alterações da 

expressão gênica de citocinas pró-inflamatórias como a interleucina-6 (IL-6) no 

fígado de ratos com função hepática normal ou com cirrose. Nas células não 

parenquimatosas isoladas do fígado residual, verifica-se que o pico máximo da 

expressão da IL-6 ocorre 12 horas após a ressecção hepática e permanece 

elevada até o segundo dia pós-operatório. A partir daí observa-se declino 

progressivo até atingir os valores basais no terceiro dia após a hepatectomia 

parcial, sugerindo que ocorre resposta inflamatória no fígado residual, 

imediatamente após a agressão tecidual (Masson et al., 1999a). 

No presente trabalho não se detectou amplificação do mRNA para IL-6 

nas amostras do remanescente hepático, 96 horas após a hepatectomia 

parcial, provavelmente por se tratar de uma proteína de fase aguda com 

expressão gênica e ação imediata (2 a 4 horas) após a ressecção hepática 

(Blindenbacher et al., 2003).  

A timidina quinase (TK), enzima essencial para divisão celular está 

diretamente relacionada com a incorporação de H3timidina no núcleo celular e 

mitose. Esta enzima catalisa a adição de fosfato na timidina, passo fundamental 

para a síntese e utilização da purina na cascata de reações que envolvem a 

síntese de DNA  (Kahn,  1980). 
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Normalmente a atividade da TK é muito baixa em condições fisiológicas.  

No entanto, observa-se 12 a 24 horas após a hepatectomia aumento 

significativo da atividade e expressão desta enzima, as quais permanecem 

elevadas por vários dias (Masson et al., 1999b; Beyer, 1991). Tal evento 

coincide com maior atividade da divisão celular, observada durante a 

regeneração hepática (Zieve et al., 1985; Kahn et al., 1980). 

Em ratos com a função hepática normal, ocorre aumento da atividade 

enzimática 24 horas após a hepatectomia parcial, com pico máximo 36 horas 

após o procedimento cirúrgico. No fígado em regeneração, a atividade da TK 

pode aumentar até 50 vezes o valor normal e permanece elevada no máximo 

por 60 horas após a hepatectomia parcial, declinando para os valores basais 

em sete a oito dias do pós-operatório (Zieve et al.,1985).  

Inicialmente ocorre redução dos níveis de mRNA para TK, seis horas 

após a hepatectomia. A partir deste momento, verifica-se aumento significativo 

da expressão gênica da TK, atingindo pico máximo da sua expressão no 

primeiro dia do pós-operatório. Os valores do mRNA da TK permanecem 

significativamente elevados até o terceiro dia  após a hepatectomia parcial, 

quando declinam lentamente. No entanto, a expressão gênica da TK no 

remanescente hepático continua acima dos valores basais até o sexto dia pós-

operatório (Masson et al., 1999a). 

Desde que o aumento da expressão gênica da TK pode estar 

relacionado com o crescimento e proliferação celular (Beyer et al., 1991), nós 
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estudamos a expressão gênica desta enzima 96 horas após hepatectomia 

parcial, para verificar se ocorre super-expressão com conseqüente pico de 

divisão de DNA (fase “S”) neste período, de forma a estudar aspectos 

moleculares da regeneração hepática mais tardiamente. No entanto, os  

resultados da presente pesquisa não demonstraram alterações na expressão 

gênica da TK neste período, nos diversos grupos experimentais, confirmando 

que o aumento da atividade enzimática até 96 horas após a ressecção hepática 

não ocorre associada à modulação gênica, evento condicionalmente mais 

precoce.   

 

5.5. Considerações Finais. 
 

Em síntese, os resultados da presente pesquisa demonstraram que a 

desnutrição e hepatectomia parcial induzem alterações no teor de RNA total do 

remanescente hepático 96 horas após a hepatectomia. Observou-se que a 

suplementação de aminoácidos glutamina ou prolina na NP, após hepatectomia 

parcial em ratos desnutridos foi capaz de aumentar a expressão gênica do 

HGF, quando comparados aos animais nutridos nas mesmas condições. 

Quando os dados foram analisados considerando-se apenas estado nutricional, 

confirmamos esses resultados uma vez que ocorreu aumento da expressão 

gênica do HGF no grupo desnutrido experimental, quando comparado com o 

grupo nutrido experimental, ambos, submetidos a hepatectomia parcial. 

Contudo, não houve alterações na expressão gênica do TGF-α, interleucina 6 
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(IL-6) e timidina quinase (TK) nos vários grupos experimentais do modelo 

utilizado.  

Nosso trabalho reúne evidências que a desnutrição, bem como a infusão 

endovenosa de aminoácidos, são capazes de alterar o teor de RNA total e o 

padrão de expressão gênica do HGF no remanescente hepático dos ratos 

utilizados neste estudo. No entanto, são necessárias pesquisas adicionais 

envolvendo administração de nutrientes, modelos diferenciados de 

hepatectomia e utilização de métodos sensíveis para estudo do remanescente 

hepático, de forma a esclarecer a função metabólica e molecular de 

aminoácidos como a glutamina e prolina, durante a regeneração hepática em 

várias condições de nutrição, para obtermos evidencias irrefutáveis sobre a 

segurança e eficiência da administração de aminoácidos durante o processo de 

regeneração hepática e sua possível aplicação clínica. 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

CONCLUSÕES 
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6. Conclusões. 

 

 Nas condições da presente pesquisa, em que ratos nutridos e 

desnutridos hepatectomizados foram submetidos por 96 horas à nutrição 

parenteral (NP) suplementada com L-alanil-L-glutamina (Ala-Gln), pode-se 

concluir que: 

 

1. O RNA total hepático foi menor nos animais nutridos submetidos a 

hepatectomia parcial independente da administração de glutamina ou 

prolina; 

2. Nos animais desnutridos submetidos a hepatectomia parcial, a prolina 

aumentou o teor de RNA total;  

3. Ocorreu relação inversa entre desnutrição e teor de RNA total no 

remanescente hepático dos animais experimentais com prolina;  

4. A administração de aminoácidos aumentou a expressão gênica do HGF após 

hepatectomia parcial em ratos desnutridos, sendo que a prolina teve efeito 

mais expressivo que a glutamina; 

5. Ratos desnutridos submetidos a HP tiveram maior expressão gênica de HGF 

do que aqueles sem hepatectomia ou nutridos com hepatectomia; 

 6. A oferta de aminoácidos não se associou a modificação da expressão 

gênica de TGF-α e TK no remanescente hepático. 
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