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1. INTRODUCAO

O figado, por exceléncia, € o 6rgdo central do metabolismo, o que o
torna alvo de estudos basicos (metabolismo) e aplicados (doengas, como a
artrite reumatoide). Para tal, técnicas utilizando o 6rgéo integro ou em fragcbes

celulares sdo de grande valor cientifico.

1.1. Perfus@o hepatica

A perfuséo do figado é uma técnica na qual o vaso aferente (de entrada,
veia porta) e o vaso eferente (de saida, veia cava) do 6rgao séo canulados, de
tal maneira que o experimentador pode controlar a qualidade do liquido arterial
e colher, para posterior andlise, o liquido venoso (perfusado).

No figado em perfusdo podem ser medidas vérias vias metabdlicas,
como por exemplo, a neoglicogénese, a glicélise, a glicogendlise, o consumo
de oxigénio, a cetogénese, a captacdo de Acidos graxos, a frutdlise, o
metabolismo do glicerol, a biotransformagédo de drogas e assim por diante. Por
exemplo, a gliconeogénese é uma via anabolica responsavel pela producéo da
glicose (em condicdes metabdlicas especificas) a partir de precursores
estruturalmente simples como piruvato, lactato e alanina. Apos a infusdo de um
desses substratos pode-se medir no perfusado a formacéo de piruvato, glicose,
lactato e de outros parametros, além do consumo de oxigénio.

A figura 1 ilustra as principais partes do sistema de perfuséo
monovascular utilizado no Laboratério de Metabolismo Hepético da
Universidade Estadual de Maring&. Ele é formado por uma bomba peristéltica,
um oxigenador de membrana e pela cAmara do figado. A este sistema estao
acoplados um microeletrodo de platina com polarégrafo, um registrador
potenciométrico, um banho-maria com bomba de circulagcdo externa do liquido
e um cilindro contendo a mistura carbogénica (O,:C0O,/95:5).

O tampéao Krebs/Henseleit-bicarbonato é o liquido de perfuséo padrdo. O
pH deste tampdo € inicialmente ajustado em 7,6 e apds saturagcdo com a
mistura carbogénica o pH desce para 7,4. Neste € adicionado albumina de soro
bovino, que ajuda na manutenc¢éo da integridade do 6rgédo. Substratos e drogas

podem ser infundidos diretamente ou dissolvidos no liquido de perfusao.
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Figura 1. Representacdo da aparelhagem de perfusdo do Laboratério de Metabolismo
Hepéatico da Universidade de Maringa. Os componentes estéo indicados na figura.

O oxigenador de membrana é formado por um cilindro de aluminio ao
redor do qual estdo enrolados tubos de borracha de silicone. A camara interna
do cilindro de aluminio é termostatizada pelo banho-maria com bomba de
circulacdo externa. O cilindro de aluminio esta separado do meio ambiente por
uma cobertura cilindrica de plastico transparente, mantendo no seu interior
uma atmosfera rica em oxigénio.

A camara do figado é de acrilico transparente, contém um capta-bolhas,
uma camara para a coleta de amostras e um dispositivo de insergéo e fixacao
do eletrodo de platina. O liquido de perfusdo é impulsionado pela bomba pe-
ristaltica em direcdo ao oxigenador, de forma que seu fluxo deve ser ajustado
conforme o peso do animal. Neste local ocorrem simultaneamente a
oxigenacdo e o aquecimento para 37 °C. O liquido segue para a camara do
figado, entra no 6rgdo e apoOs passar pelo eletrodo de platina, a amostra é
coletada.

No procedimento cirlrgico da perfusdo monovascular canula-se a veia
porta (via de influxo do liquido de perfusédo) e a veia cava (via de efluxo do
liquido de perfuséao).



1.2. Estresse oxidativo

O estresse oxidativo é uma condigcdo biolégica em que ocorre
desequilibrio entre a producéo de espécies reativas de oxigénio (ROS) e a sua
remocéo pelos sistemas de defesa antioxidante. A elevada concentragéo de
ROS causa danos moleculares as estruturas celulares com consequente
alteragdo funcional e prejuizo das fungdes vitais em diversos tecidos e 6rgaos,
tais como musculo, figado, tecido adiposo e cerebral. No entanto, o efeito
deletério do estresse oxidativo varia consideravelmente de um ser vivo para o
outro de acordo com a idade, o estado fisiologico e a dieta. Em humanos, o
estresse oxidativo encontra-se ligado a diversas doencas, como a artrite
reumatoide, aterosclerose, a doenca de Parkinson e a doenca de Alzheimer.

Em condigbes fisiologicas aproximadamente 1 a 5% do oxigénio
consumido pelas mitocondrias sédo convertidos em ROS e radicais livres devido
a incompleta reducdo do oxigénio por reagfes de transferéncia de elétrons. As
espécies reativas de oxigénio incluem o radical anion superoxido (¢Oy),
peroxido de hidrogénio (H2O,) e o radical hidroxil (*OH). Estas sdo em geral
eliminadas por um sistema de defesa antioxidante, que consiste de enzimas
que varrem radicais livres e moléculas de baixo peso molecular com atividade
antioxidante. Quando as ROS escapam do sistema antioxidante, estas causam
dano oxidativo lesando macromoléculas como DNA, proteinas, e lipidios, além
de mutagbes no DNA mitocondrial.

O radical HO+ é o0 mais deletério ao organismo, pois devido a sua meia-
vida muito curta dificilmente pode ser sequestrado in vivo. Estes radicais
frequentemente atacam as moléculas por abstracdo de hidrogénio e por adigdo
a insaturacdes. O H,O, é pouco reativo frente as moléculas organicas na
auséncia de metais de transicdo. No entanto, exerce papel importante no
estresse oxidativo por ser capaz de transpor as membranas celulares e
facilmente gerar o radical HO.. O H,O, oxida proteinas que apresentem
residuos de metionina ou grupo tiol muito reativos, por exemplo, GSH. O <O,
ao contrario da maioria dos radicais livres é inativo. Em meio aquoso, sua
reacdo principal é a dismutag&o, na qual se produz uma molécula de perdxido

de hidrogénio e uma molécula de oxigénio.



O maior sistema antioxidante que protege o organismo contra as ROS é
composto por enzimas e moléculas biolégicas que sdo capazes de neutralizar
os radicais livres, entre estas incluem as enzimas superéxido dismutase,
catalase, glutationa peroxidase e glutationa redutase, além das moléculas

glutationa reduzida, glutationa oxidada, vitamina C e vitamina E.

1.3. Artrite reumatoide

A artrite reumatoide é uma doenga autoimune caracterizada pela
inflamac&o cronica e sistémica, que afeta as membranas sinoviais, cartilagens
articulares e 0ssos. A patofisiologia da artrite envolve uma hiperplasia intensa
da cartilagem articular, com a participacdo de células T, células B, macréfagos,
fibroblastos e citocinas pro-inflamatérias. Além das citocinas, as ROS, também
desempenham um papel importante na artrite reumatoide. O excesso de
producdo de citocinas pro-inflamatérias estimulam os neutréfilos e macréfagos
a produzirem ROS no fluido sinovial, que atuam como mediadores de les&o
tecidual.

Além de afetar a cartilagem articular, a artrite reumatoide provoca
respostas inflamatérias com alteragfes imunoldgicas em outros 6rgaos, como o
figado. Para o minicurso foi escolhido um modelo animal de artrite induzida por
adjuvante padronizada pelo Laboratério de Inflamacdo da Universidade

Estadual de Maringa.

1.4. Gliconeogénese hepatica

O glicogénio é a reserva de glicose que se encontra principalmente no
figado e nos musculos. E rapidamente utilizavel nos intervalos entre as
refeicdes, durante a atividade muscular, dieta baixa em carboidratos e apds um
trauma. O glicogénio encontra-se no citoplasma celular sob a forma de
granulos que contém também as enzimas que participam do seu metabolismo.

A reserva corporal de glicogénio pode ser suficiente para suprir as
necessidades de glicose de um dia, entretanto quando o jejum se prolonga por
mais de oito horas, o organismo recorre a gliconeogénese (figura 2) no intuito
de manter os niveis homeostaticos.

O figado desempenha um papel fundamental na manutencéo dos niveis

de glicose sanguinea durante o jejum, ao converter seu glicogénio armazenado



em glicose (glicogendlise) e ao sintetizar a glicose, principalmente a partir de
moléculas precursoras ndo glicidicas, incluindo lactato, piruvato, glicerol e
muitos aminoacidos (gliconeogénese). Isso € de vital importancia, ja que o
cérebro e os eritrocitos dependem fundamentalmente da glicose para satisfazer
suas necessidades energéticas. Os rins também s&o locais importantes para a
gliconeogénese, pois somente as suas ceélulas e as do figado possuem
guantidades suficientes de glicose-6-fosfatase, a enzima que remove 0 grupo

fosfato da glicose-6-fosfato para produzir glicose.
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Figura 2. Gliconeogénese hepética. (Fonte: Cingolani; Houssay; 2003).

O muasculo quando esta em uma atividade fisica intensa, faz a
fermentagéo, convertendo a glicose armazenada em lactato. O lactato cai na
corrente sanguinea e vai para o figado, onde, por acdo da lactato-
desidrogenase e em presenca de NAD®, se transforma em piruvato que é

utilizado na gliconeogénese.



No estado de jejum, o tecido adiposo quebra seus estoques de
triglicerideos em &cidos graxos e glicerol. O glicerol vai para figado e pode ser
convertido em glicose.

Um dos sinais mais importantes para ocorrer a gliconeogénese é a
liberag&@o de glicocorticoides pelo cortex adrenal. Quando quantidades normais
de carboidratos ndo estéo disponiveis para as células, a adenohipéfise comeca
a secretar quantidades aumentadas do hormdnio corticotropina. Isto leva o
cortex adrenal a produzir grandes quantidades de glicocorticdides,
especialmente o cortisol. Este mobiliza as proteinas das células de todo o
organismo, disponibilizando-as na forma de aminoacidos nos liquidos
corporais. Uma grande quantidade é rapidamente deaminada no figado,

fornecendo substratos para a conversao em glicose.

1.5. Resultados de estudos da gliconeogénese em figados artriticos

Modificagbes nas propriedades de sistemas de membranas isoladas,
organelas ou 6rgaos intactos, incluindo o figado, foram demonstradas em ratos
com artrite induzida por adjuvante. Os resultados revelaram que o figado de
ratos com artrite induzida por adjuvante apresenta um estresse oxidativo
acentuado com alta les&o de lipidios e proteinas.

Os figados de ratos artriticos produzem menos glicose e uréia que
figados de ratos normais a partir de substratos precursores do oxalacetato e do
aspartato, o que sugere o envolvimento de enzimas chaves da gliconeogénese.
E possivel que a atividade da piruvato carboxilase ou da fosfoenolpiruvato
carboxiquinase encontrem-se alteradas nesta situagéo. A atividade da piruvato
carboxilase é essencialmente dependente de cétions bivalentes, principalmente
0 magnésio, e monovalentes, em especial o potassio. Uma das hipGteses
possiveis seria que a dependéncia destes cations pudesse estar alterada na
artrite.

Em figados de ratos artriticos, as velocidades de producédo de glicose
foram menores com L-alanina e piruvato como substratos, mas com L-lactato e
sorbitol ndo foram encontradas diferengas quando comparadas com a condig&do
normal. Estas diferentes respostas do rato artritico estdo provavelmente

relacionadas: a capacidade gliconeogénica prejudicada dos figados quando a



L-alanina e o piruvato, mas ndo o L-lactato e o sorbitol, sdo os precursores
gliconeogénicos.

Foi sugerido, que a regulagdo da gliconeogénese com piruvato como
substrato ocorre em um sitio entre a fosfoenolpiruvato e a glicose. Assim, a
explicacdo mais provavel para a supressdo do estimulo da gliconeogénese
quando o piruvato e a L-alanina foram os substratos € a de que uma inibigdo
em uma etapa que precede a sintese da fosfoenolpiruvato e que ndo esta
envolvida na gliconeogénese a partir de L-lactato tenha limitado os
mecanismos regulatorios induzidos pela noradrenalina. Esta etapa poderia ser
a transferéncia de equivalentes de reducédo da mitocondria para o citosol e,
para a L-alanina como substrato, também a reacdo da alanina

aminotransferase.

2. OBJETIVOS

Ensinar as técnicas de perfusdo hepatica e duas técnicas de avaliacéo
do estado oxidativo com o intuito de mostrar alteragdes que podem ocorrer no

metabolismo utilizando o modelo animal de artrite como exemplo.

3. MATERIAIS E METODOS

3.1. Animais

Ratos Holztman, pesando em torno de 200 g, foram injetados na pata
traseira esquerda com 0,1 ml de Adjuvante de Freund (Micobacterium
tuberculosis, obtido a partir da estirpe H37Rv humano, inativado pelo calor)
suspenso em 6leo mineral. Os animais que apresentem lesdes caracteristicas
em 18 dias apos a injecdo adjuvante serdo selecionados para 0s experimentos.
Os ratos de pesos semelhantes foram injetados com 6leo mineral e serviram
como controles. Todos os experimentos de indugéo de artrite adjuvante foram
feitas de acordo com as diretrizes éticas mundialmente aceitas para a
experimentacdo animal e previamente aprovado pelo Comité de Etica em

Experimentagcdo Animal da Universidade Estadual de Maringa.



Para os experimentos os ratos serdo submetidos a um jejum de 18

horas.

3.2. Procedimento para perfusédo hepética
3.2.1. Solugdes
I. Solugdes estoque para o tampdo Krebs/Henseleit-bicarbonato:
e Solucéo A: NaCl (2,32 M; concentragao final: 116 mM);
e Solucédo B: NaHCO;3; (0,5 M; final: 25 mM);
e Solucédo C: KCI (0,118 M; final: 5,9 mM), Na,SO4 (24 mM,; final: 1,2
mM), MgCl, (23,6 mM; final: 1,18 mM); NaH,PO, (24,8 mM,; final: 1,24
mM);
e Solucédo D: CaClz (50 mM; final 2,5 mM).

Il) Tampéo Krebs/Henseleit-bicarbonato puro (KH) (para cada animal):
Colocar em um béquer 2400 mL de agua destilada, 150 mL de cada uma
das solugdes estoque A, B, C e D, adicionar 0,75 g de albumina e acertar pH

para 7,6 (volume final de 3000 mL).

[Il) Tampao Krebs/Henseleit-bicarbonato contendo L-alanina 5 mM:
Separar 1200 mL de tampdo Krebs/Henseleit-bicarbonato puro e
dissolver 0,5345 g de L-alanina (PM 89,09). Ajustar o pH para 7,6.

3.2.2. Procedimento cirurgico
Para remocdao cirargica do figado o rato é previamente anestesiado com
tiopental sodico (50 mg/kg).
¢ O animal é deitado em decubito dorsal numa plataforma ao lado da
camara do figado;
e O abddémen é aberto longitudinalmente e o tecido conjuntivo que
cerca o figado é seccionado com cuidado para evitar hemorragias;
e O estdmago deve ser separado do esofago da seguinte forma: fixam-
se duas ligaduras ao redor do es6fago, uma distal outra proximal em

relacdo ao estdmago e corta-se 0 esofago entre as duas ligaduras;



e Desloca-se 0 estdbmago e os intestinos para o lado esquerdo do rato
(direito do operador), para expor a veia porta e uma porc¢do da veia
cava inferior nas proximidades do rim direito;

e Coloca-se uma ligadura na veia esplénica, para oclui-la;

e Colocam-se duas ligaduras frouxas ao redor da veia porta;

e Uma ligadura frouxa deve ser colocada ao redor da veia cava inferior,
acima do rim direito;

e Ajusta-se o fluxo do liquido de perfusdo em torno 8 mL/minuto;

e Segurando com uma pinca fina o operador devera efetuar uma
pequena incisdo na veia porta e introduzir a ponta da canula;

e ApOs o0 dessangramento do figado (cor marrom-avermelhada),
devem-se amarrar as ligaduras da veia porta,;

e Secciona-se a veia cava inferior distalmente;

e Deve-se abrir o0 térax, cortando o esterno, o diafragma e as costelas
para exposi¢cédo completa do coragéo;

e Aumenta-se o fluxo para 20 mL/minuto para a insergéo da canula da
veia cava. Entdo, colocam-se duas ligaduras ao redor da veia
canulada. Amarra-se a um mesmo lago as por¢gdes anteriormente
seccionadas do diafragma;

e Fecha-se a ligadura frouxa colocada anteriormente na veia cava
inferior;

e Deve-se remover o figado cortando por baixo do diafragma,
segurando a canula da veia cava através das ligaduras, até uma
completa separacdo do 6rgdo do restante do animal, para entdo
posiciona-lo na plataforma;

¢ Uma vez colocado na camara do figado, o fluxo através do 6rgéo
deve ser ajustado para valores que permitam oxigenagédo adequada

(entre 4 e 5 mL por minuto por grama de figado).

3.2.3. Protocolo experimental
Apos verificar que o consumo de oxigénio esta estavel, dar inicio ao

experimento acionando o cronémetro e coletando a primeira amostra



(perfusado). Coletar as amostras de 2 em 2 minutos conforme o esquema

abaixo.
KH + Alanina 5 mM |
| KH |
| | | |
0 minutos 10 20 30
Tubos:

0 246 8 10 12 14 16 18 20 22 24 26 28 30

3.2.4. Dosagem enzimatica de glicose por kit

[) Procedimento:

Branco Padréo Amostra
Mistura reativa 0,8 mL 0,8 mL 0,8 mL
KH 0,4 mL - -
Padréao - 0,4 mL -
Perfusado - - 0,4 mL

e Incubar em banho-maria a 37 °C por 20 minutos;

e Ler em espectrofotdmetro a 505 nm.

I) Principio da técnica:

A glicose é oxidada enzimaticamente pela glicose oxidase (GOD) a
acido glucénico e 4gua oxigenada. Esta ultima, na presenca de peroxidase
(POD), produz a conjugacdo do fenol presente na solugdo com a 4-
aminofenazona, dando lugar a um composto colorido que absorve luz a 505

nm.
. GOD ., , . .
Glicose + O+ H,O — > acido glucbnico + H,0,

. POD . -
2H,0, + 4-aminofenazona + fenol —— 4-(p-benzoquinona-monoimino)
fenazona + 4H,0

A intensidade da cor formada é diretamente proporcional a concentracao

de glicose presente na amostra.

3.2.5. Procedimentos para a avaliagdo da concentragéo venosa de oxigénio



I) No inicio o liquido de perfus@o estd saturado com ar e o registrador
mostra uma linha estavel que corresponde & concentracéo de oxigénio de uma
solugdo saturada com ar; a 37 °C e a pressdo atmosférica, esta concentragéo é
aproximadamente igual a 190 uM no papel do registrador isto corresponde a x
cm.

II) Apds a substituicdo do ar pela mistura carbogénica (0,:C0,/95:5), a
concentragdo do oxigénio aumenta e, depois de algum tempo, estabiliza-se em
torno de 860 uM. A defleccdo do registrador ultrapassa os limites do
papel,sendo necesséario compensar (y cm).

ll) A concentragdo de oxigénio no perfusado venoso pode ser
determinada medindo-se a disténcia entre o ponto nulo e a posi¢ao do tragado

da pena (z cm).

3.2.6. Célculo dos fluxos metabdlicos

Os fluxos metabdlicos serdo expressos em pmol por minuto por grama
de figado (umol/min.g). A férmula geral para o calculo nas dosagens
espectrofotométricas é:

Fluxo metabdlico = fator x absorbancia

O fator para a dosagem enzimética da glicose é:

fluxo X concentra¢fo do padrio

Fator = - = =
aror peso do figado X absorbancia do padréo

Para o consumo de oxigénio, a férmula a ser usada sera:

Fator — fluxo « (860 (z+y)x190
aer= (peso do figado x 1000) ( X

3.3. Estresse oxidativo
3.3.1. Preparacdo do homogenato de figado para determinagéo dos conteddos
de glutationa reduzida (GSH) e atividade da catalase (CAT)

Os contetdos de GSH e a atividade da enzima antioxidante CAT seréo
determinados no homogenato de figados de ratos controle e artriticos. Para a
realizacdo destes ensaios, os ratos serdo decapitados e o figado retirado por

laparatomia e clampeado em nitrogénio liquido, pesado e separado em uma



porcdo de 1,2 g. Essa por¢cdo sera macerada e homogeneizada com
homogeneizador Van Potter em 9 mL de tampé&o fosfato 0,1 M (pH 7,4) (tudo
em gelo). Para a determinacdo da atividade especifica da CAT, o homogenato
serd centrifugado a 9800 rpm por 15 minutos para a obtencdo do

sobrenadante.

3.3.2. Dosagem Fluorimétrica de GSH e principio da técnica

Para a realizagdo deste ensaio, 0 homogenato sera adicionado a um
meio de precipitacdo contendo sacarose 125 mM, KCIl 65 mM e Hepes 10 mM,
pH 7,4. A esta mistura serdo adicionados acido tricloroacético (TCA) 13%.
Apos centrifugacdo, o conteddo de GSH serd dosado, através da adicdo de
aliguotas desse sobrenadante em tampéao fosfato 0,1 M + EDTA 5,0 mM (pH
8,0). Para avaliagdo do conteudo de GSH, serao utilizados padrdes, através da
adicéo de GSH 1,0 mg%.

A adicdo de OPT a esse sobrenadante resulta na formagdo de um
produto altamente fluorescente, com o méaximo de fluorescéncia sendo obtido
apés cerca de 15 minutos, em temperatura ambiente. ApGs este periodo, o
fluoréforo GSH-OPT é entdo determinado.

ApoOs a realizacdo da primeira leitura, uma segunda leitura seré realizada
com a adicdo do padrdao nas amostras. Essa segunda leitura, tem como
finalidade eliminar interferéncias, causadas pela presenca de proteinas, sobre

a fluorescéncia do composto GSH-OPT (quenching).

3.3.3. Célculo GSH

A gquantidade de GSH existente no tecido hepético sera calculada de

(o (Fa=Fs)), 15
Qasu = | & F, — F, mg prot

Cp = Concentracédo de padrdo GSH 0,4 pg (40 ul de GSH 1,0 mg%)

acordo com a férmula:

F. = Fluorescéncia da Amostra
F, = Fluorescéncia do Branco
Fp = Fluorescéncia do padrédo + Fluorescéncia da Amostra.

A concentracdo de GSH sera expressa em termos de ng de GSH por mg



de proteina presente no homogenato.

3.3.5. Determinacao da atividade especifica da catalase (CAT) e principio da
técnica

A atividade da enzima CAT serd avaliada pela decomposicdo enzimatica
do H2O, medida diretamente por espectrofotometria em 240 nm. O
sobrenadante (diluido 100 vezes) sera adicionado a uma solu¢do contendo Tris
50 mM, EDTA 0,25 mM e H,0O, 30 mM (pH 8,0) e a queda da absorbancia

monitorada por um minuto a 25°C.

3.3.6. Célculo da CAT

A velocidade inicial da reacéo sera extrapolada e a atividade da enzima
(Acat) sera calculada utilizando o coeficiente de extingdo do H,0, (g, 33,1 M‘l),
e os valores expressos como pmol de H,O, por minuto por mg de proteina com

a formula:

((&x x 0,1) ) +33,1) x 1000
Acat=

mg prot

X = cateto oposto ao angulo formado

y = cm correspondentes a 0,1 de absorbancia

3.3.7. Procedimento para a dosagem de proteinas

Misturar os reativos A, B e C, na seguinte ordem e volumes: 0,1 mL de
B,0.1mLde Cel0 mLde A

Diluir o homogenato e o sobrenadante 100 vezes (990 pL de 4gua + 10
pL da amostra do homogenato).

Adicionar em tubos de ensaio:

Branco Padréo Amostra
Agua 100 pL - -
Padréo - 100 pL -
Amostra diluida - - 100 pL
Mistura reativa 1000 pL 1000 pL 1000 pL
e Homogeneizar e aguardar 10 min (ambiente)
Folin 1N 100 pL 100 pL 100 pL

e Homogeneizar e aguardar 10 min (ambiente)



e Ler em espectrofotdbmetro a 700 nm, contra o branco.
A concentragdo de proteina seré calculada com base na absorbancia

encontrada para o padréo albumina 20 mg%.

3.3.8. Célculo proteinas

mg (Absorbéncia da Amostra X 20) o diluicao
mL Absorbédncia do padrio 100
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