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RESUMO

PERFIL IMUNO-HISTOQUIMICO DA EXPRESSAO DE ATIVADORES
INTRACELULARES, COM E SEM PRECONDICIONAMENTO COM
L-ALANIL-GLUTAMINA EM MODELO DE ISQUEMIA E REPERFUSAO EM
CEREBROS DE GERBILS. LEIDELAMAR ROSARIO ALVES DE OLIVEIRA.
DISSERTACAO (MESTRADO). Programa de Po4s-Graduacdo Stricto Sensu em
Ciéncias Meédico-Cirurgicas. Orientador: Prof. Dr. Paulo Roberto Leitdo de
Vasconcelos.

Foi investigado o efeito da administracdo prévia de L-alanil-glutamina (L-ALN-GLN)
nas lesdes de isquemia e reperfusdo em cérebros de gerbils através da deteccéo
imunohistoquimica da expressdo de mediadores pro-inflamatérios e da defesa
anti-oxidante (IL-6, TNFa, NF-kB e HO-1). Trata-se de um estudo experimental,
controlado, utilizando 54 gerbils machos, com peso médio de 150g, distribuidos
aleatoriamente em 3 grupos: salina sem isquemia e reperfusdo (SSI), salina com
isquemia e reperfusdo (SIR), L-alanil-glutamina com isquemia e reperfusdo (GIR),
redistribuidos em 3 subgrupos: TO (tempo maximo de isquemia), T30 (30 min de
reperfuséo) e T60 (60 min de reperfusdo), com 6 animais por subgrupo. Foram
pré-tratados com solugdo salina 2,0 mL 0,9% via endovenosa (e.v.) ou L-ALN-GLN
0,75g/Kg (e.v.), 30 min antes do inicio dos experimentos. A isquemia cerebral foi
induzida pela oclusdo bilateral das artérias carétidas comuns (ACCs), por um
periodo de 15 minutos. ApGs todos os procedimentos cirdrgicos e ao final dos trés
tempos 0, 30, 60 minutos, os animais foram sacrificados e tiveram os tecidos
cerebrais removidos e fixados em formol a 10% por 24 horas, a fim de serem
devidamente processados para inclusdo em parafina. Apds esse procedimento,
foram feitos cortes de 4 um em micrétomo e colocados em laminas de L-polilisina,
apropriadas para a realizagcdo da imunohistoquimica. Foi utilizado o método de
estreptavidina-biotina-peroxidase. A avaliagcdo quantitativa foi feita por meio da
contagem das células nervosas imunomarcadas, tanto neurdnios quanto células da
neuroglia, observadas com aumento de 400X em microscopio Optico modelo
Olympus BX41. Foram observados dez campos de cada corte, com um total de 4
cortes por subgrupo, procurando-se sempre iniciar pela camada piramidal interna.
Nas comparacdes entre os grupos (SSI) e (SIR) houve um aumento significante nas
células NFkB-posittivas no grupo SIR nos tempos T30 (238,3+218,4 versus
1234,8+144,9); p=0,000 e T60 (586,5+141,2 versus 1286,3+85,0); p=0,000.
Verificou-se também um aumento significante do TNa no grupo SIR nos tempos T30
(214,0+17,3 versus 333,0+£395,6); p=0,999 e fortemente, em T60 (263,8+42,9 versus
1015,5+102,8); p=0,00 e observou-se um aumento significante da IL-6 no tempo T60
no grupo SIR em comparagdo ao grupo SSI, (206,8+248,3 versus 316,0+365,4);
p=0,999. Entretanto, as células marcadas pela HO-1, no grupo SIR,
comparativamente ao grupo SSI, diminuiram significativamente nos tempos T30
(25,8£3,9 versus 11,3+13,0) p=1,000 e T60 (18,5+7,6 versus 9,8+13,7) p=1,000.
Para as células expressando marcacdo para as citocinas IL-6 em TO (311,0+246,5
versus 14,8+29,5); p=0,817. T30 (536,3+119,8 versus 9,0,3+18,0); p=0,033. T60
(316,0£365,4 versus 28,5+57,0); p=0,591. E TNFa em TO (30,3+36,0 versus
3,5+7,0); p=1,000 e T30 (333,0+£395,6 versus 3,5+7,0); p=0,503, T60 (1015,5+102,8
versus 3,5t7,0); p=0,000 comparando-se os grupos (SIR) e (GIR), observou-se uma



diminuicdo significante, em todos os tempos, no grupo GIR, contrariamente a
imunomarcacdo da HO-1, que aumentou significativamente no grupo (GIR) tratado
pela L-alanil-glutamina em TO (32,5%£9,7 versus 0,0+0,0); p=1,000. T30 (11,3£13,0
versus 6,8+13,5); p=1,000 e T60 (9,8+13,7 versus 7,5+15,0); p=1,000. Nas
comparacdes entre os grupos (SIR) e (GIR), em relacdo ao NFkB, houve uma
diminuicao significante no grupo GIR em T30 (1234,8+144,9 versus 247,5+495,0);
p=0,000 e T60 (1286,3+85 versus 217,8+435,5); p=0,000. Em conclusédo, a
administracdo prévia de L-alanil-glutamina, no presente experimento de
isquemial/reperfusdo cerebral, em gerbils, revelou efeito protetor da mesma, ao
promover reducao in situ na expressao de citocinas e fator de transcricdo de genes
pré-inflamatérios: TNFa, IL-6 e NFkB. Concomitantemente, houve inducéo
aumentada da expressdo da enzima antioxidante HO-1, corroborando a acado
protetora deste nutracéutico na injuria de isquemia/reperfusdo, mormente do
estresse inflamatdério-oxidativo, em gerbils.

Palavras-chave: Isquemia/reperfusdo; L-alanil-glutamina; hemeoxigenase; NFKB;
citocinas; Gerbils; imunohistoquimica.



ABSTRACT

Immunohistochemical profile expression of intracellular activators
with and without L-alanyl-glutamine preconditioning in experiments
of brain ischemial/reperfusion on Gerbils

We investigated the protective effects of L-alanyl-Glutamine (L-ALN-GLN) through
the immunohistochemical detection of proinflammatory mediators (IL-6, TNFa, NF-kB
e HO-1). This was achieved by means of a experimental and controlled study. Fifty-
four male gerbils with a mean weight of 150g were used. They were divided
randomly and equally into 3 groups: saline with ischemia and reperfusion (SIR),
saline without ischemia and reperfusion (SSI) and with L-alanyl-glutamine and with
ischemia and reperfusion (GIR). They were then redistributed into three subgroups
according to time: TO (maximum time of ischemia), T30 (30 minutes of reperfusion)
and T60 (60 minutes of reperfusion), containing 6 animals each. They were
pretreated with saline 2.0mL 0,9% intra-venously (iv) or L-ALN-GLN 0.75% G/KG (v)
30 min before the start of the experiments. Cerebral ischemia was performed by
bilateral occlusion of the common carotid arteries (CCAs) for a period of 15 minutes.
After all surgical procedures and at the end of the three time periods the animals
were sacrificed and brain tissue samples immediately obtained, which were fixed in
10% formalin solution for 24 hours in order being duly processed prior paraffin
embedding. The samples (brain tissue) were collected at the end of each time
periods. After this and through using a microtome, tissue sections were made at 4
microns and then placed on glass slides covered with L-polylysine, a proper way for
performing immunohistochemistry. The streptavivin-biotin-peroxidase method was
used. The quantitative analysis was made by means of counting
immunocytochemically-stained cells, both neurons and glial cells, as observed at
400X magnification under an optical microscope Olympus model BX41. Ten fields
were observed for each section, with a total of 4 sections per sub-group, always at
start, looking for the internal pyramidal layer. Comparing the groups (SSI) and (SIR) a
significant increase in NFkB-labeled cells in the subgroup SIR T30 (238,25+218,437
versus 1234,75+144,857); p=0,001 and SIR T60 (586,50+141,210 versus
1286,25+84,968); p=0,002 was observed. There was also a significant increase in
the (SIR) subgroup, of the TNFa immunostaining at T30 and T60 (263,75+42,906
versus 1015,50£102,796); p=0,01 in comparison to the SSI group. Regarding the
cells expressing IL-6 positive labeling, comparing the groups (SIR) and (GIR), it was
observed a significant decrease at T30 and T60 in the GIR group (536,25+119,837
versus 9,00+18,000); p=0,033. Comparing the groups (SIR) and (GIR), in relation to
the NFkB immunolabeling, there was a significant decrease in group T30 in the GIR
group (1234,75+144,857 versus 247,50+495); p=0,001 as well as at T60
(1286,25+84,968 versus 217,75+435,500); p=0,001. There was also a significant
decrease, comparing the groups (SIR) and (GIR), of the TNFa expression in (GIR)
group at all time periods, chiefly at T60 (1015,50+102,796 versus 3,50%7,000);
p=0,001. Regarding the immunostaining of the enzyme HO-1, there has been,
comparing the groups (SSI) and (SIR), a significant decrease in the expression of
this anti-oxidant protein in the SIR group. In the contrary, comparing the groups SIR



and GIR, a substantial and significant expression of HO-1 was documented in the
group treated previously by the L-alanil-glutamina, at times T30 and T60. In
conclusion, the prior administration of L-alanil-glutamina in experiments of ischemia-
reperfusion in Gerbils, disclosed a protective outcome, by promoting an in situ
reduction in the expression of pro-inflammatory cytokines (TNFo and IL-6) and
nuclear transcription factor NFKB. At the same time, there has been an increase in
the induction of the expression of the anti-oxidative enzyme HO-1, supporting a
protective role of this preconditioning agent, chiefly against the inflammatory-
oxidative stress. caused by the ischemia reperfusion brain injury model, in Gerbils.

Key words: Ischemia/reperfusion, L-anayl-glutamine, hemeoxigenase-1, NFkB,
cytokines, gerbils, immunohistochemistry.
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1 INTRODUCAO
1.1 Leséo isquémica

A isquemia cerebral (IC) € problema médico ainda de dificil solugdo e que
pode ocorrer em diferentes situacdes clinicas, tanto em doencgas cerebrais primarias,
como secundariamente as doencgas sistémicas (KIMURA et al., 2000; ALZENMAN et
al., 2000).

Podemos classificar (IC) em focal ou global. Naquelas ditas focais
somente um territério cerebral é acometido e nas globais todo o encéfalo é
comprometido (GINSBERG; BUSTO, 1989).

A IC é doenca ainda sem tratamento, totalmente satisfatério. Estudos tem
procurado o esclarecimento de sua fisiopatologia com o objetivo de encontrar o
tratamento eficaz (MENZIES; HOLF; BETZ, 1992).

As doencas cerebrovasculares constituem atualmente a terceira causa de
morte, sendo importante motivo de mortalidade e morbidade na populacdo da
maioria dos paises, desenvolvidos ou ndo. A incidéncia do infarto cerebral na
populacdo europeia é de 1,35 a 2,2/1000 habitantes por ano, sendo 83% destes
casos de etiologia isquémica (BHUIYAN; KIIM, 2010). Nos Estados Unidos, segundo
o National Institute of Health, a doenca cerebrovascular atinge cerca de 500.000
pessoas por ano, com letalidade de 20 a 30% e com a mesma taxa de incapacitacao
severa. Apesar desses indices variarem nas regides do mundo, jamais deixam de

ser significativas em sua prevaléncia (BLATINA et al., 1995).

No Brasil, apesar dos poucos estudos estatisticos disponiveis, existem
dados sugerindo que as doencas cerebrovasculares estejam entre as maiores
causas de mortalidade (LOTUFO, 2000), porém se somarmos 0s casos de anoxia
neonatal, acidentes vasculares cerebrais de varias etiologias e hipoxia secundaria a
asfixia por submerséo (as sindromes de afogamento e quase afogamento) teremos

um assustador nUmero de eventos onde o sistema nervoso central sofrera lesoes,
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muitas vezes irreversiveis e com dramaticas repercussées para o individuo
acometido (TERENT et al., 1994).

De acordo com Lessa (1999), as taxas de mortalidade sdo elevadas
situando-se entre as mais altas do mundo. Um terco dos Obitos anuais por doencas
do aparelho circulatério no Brasil, de 1980 a 1995, foi atribuido as doencas
cerebrovasculares. A mortalidade é maior nos homens e a letalidade ndo mostra
consisténcia quanto ao género. A tendéncia das hospitalizacoes e da letalidade
global é crescente, acentuada no triénio 1995-1997 (LESSA, 1999).

A IC é determinada pela auséncia ou reducdo acentuada na oferta de
oxigénio e de outros substratos metabdlicos ao cérebro por obstaculo circulatorio
arterial dos vasos cerebrais. Para a realizacdo de estudos acerca deste quadro
lesional agudo, é necessario estabelecer parametros de lesdo cerebral, bem como
conhecer seus mecanismos fisiopatologicos precisos. A utilizacdo de estudos
experimentais, na vigéncia de um processo de isquemia, oferece possivel
padronizacdo que tornaria os resultados mais fidedignos (DUARTE; CAMPOS;
COLLI, 2003).

A IC é o tipo mais comum de lesdo celular neuronal ocorrente em
medicina clinica e tem sido estudado extensamente em humanos, em animais de
laboratorio, bem como em sistemas de cultura celular (COTRAN; KUMAR;
COLLINS, 2010; ENG; MOSKOWITZ; JACOBS, 2005).

Na fase inicial de um evento isquémico, global ou focal, o fluxo sanguineo
cerebral tende a permanecer constante, mesmo diante de uma ampla variagdo das
pressbes arterial e intracraniana. Isto se deve ao refinado mecanismo de
autorregulagcdo da resisténcia vascular cerebral de carater anti-isquémico,
garantidor, portanto, de uma perfusdo sanguinea estavel. Este mecanismo protetor,
entretanto, fica gravemente comprometido no tecido isquémico em fase de leséo
irreversivel ou em areas adjacentes, ditas de penumbra, bem como em quadros de

encefalopatia isquémica/hipéxica global (DIAS et al., 2000).
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A hipoxia, determinada principalmente por uma reducdo da pressao
parcial de oxigénio nos vasos arteriais, pode também ocorrer em uma variedade de
contextos clinicos como anemia grave, envenenamentos e outras causas. Ao
contrario da isquemia, onde o suprimento de oxigénio e nutrientes é drasticamente
reduzido, ou em razdo da presséo de perfusado tecidual muito baixa, ou ainda, e mais
frequentemente, como consequéncia de obstru¢cdo mecanica intraluminal no sistema
arterial, a hipoxia isoladamente tende a ser relativamente menos danosa. A reducao
da drenagem venosa também é referida como causa de hipdxia cerebral (COTRAN;
KUMAR; COLLINS, 2010).

Ao contrario da hipdxia, durante a qual a producdo de energia através da
glicOlise anaerdbica continua, a isquemia compromete a distribuicdo de substratos
para glicélise. Assim, nos tecidos isquémicos, ndo apenas o metabolismo aerdbico é
comprometido, mas a geracao de energia anaerdbica também cessa depois que 0S
substratos glicoliticos sdo exauridos ou quando a glicélise é inibida em
consequéncia do acumulo de metabolitos que normalmente seriam removidos pelo
fluxo sanguineo. Por esta razdo, a isquemia tende a causar lesdo celular e tecidual
mais rapida e intensa que a hipoxia na auséncia de isquemia. A sequéncia de
eventos que acompanha a hipoxia ou a isquemia se reflete em muitas das
alteracdes bioquimicas da lesao celular (COTRAN; KUMAR; COLLINS, 2010).

As consequéncias desta restricio dependem das caracteristicas
metabdlicas do tecido atingido, da existéncia de circulacéo colateral e da duracdo de
restricdo (SCHALLER; GRAF, 2004).

Quando um tecido é exposto ao processo de isquemia, a falta de oxigénio
e a deplecdo de energia levam a varias altera¢des bioquimicas, incluindo formagéo
de metabdlitos citoplasmaticos nocivos, tumefacao celular e ma funcéo dos sistemas
de transporte de membrana com dissipacdo de gradientes idnicos e de eletrolitos.
Esta sequéncia de reacdes quimicas pode levar a tensdo celular grave e a necrose.
Sabe-se gue 0s prejuizos causados pela isquemia sdo diretamente proporcionais ao
tempo de duracéo desta, podendo variar de poucos minutos a horas na dependéncia
das necessidades metabdlicas das diferentes células de um organismo vivo
(PERROTA; SHINAIDER, 1992; FABRIS, 1991; KERRIGAN; STOLAND, 1993).
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Quatro componentes estruturais e funcionais sdo particularmente
sensiveis a hipdxia decorrente da isquemia: a membrana celular, responséavel
principal pelo equilibrio ibnico e osmotico; a respiracao aerdbica mitocondrial, que
compreende, entre outros eventos, a fosforilacdo oxidativa e a producédo de ATP
(adenosina-trifosfatada); a sintese de proteinas estruturais e enziméticas e a
cromatina responséavel pela reprodugédo celular (COTRAN; KUMAR; COLLINS,
2010).

1.2 Leséo de reperfuséao

A reperfus@o, embora necessaria para reverter o estado isquémico, piora
as lesdes ja presentes no periodo de isquemia, pois com a chegada do oxigénio e a
producado de radicais livres, associadas a intensa participacdo de neutréfilos, amplia
a reacao inflamatéria com consequentes alteracbes morfoldégicas, com edema
intersticial e celular, infiltrado leucocitario, trombose da microcirculacao, apoptose ou
necrose tecidual (SILVA; BURIHAN,1999; FIGUEIREDO; CRUZ; MORSCH,2005). A
intensidade dos danos causados pela isquemia dependera do local da ocorréncia de
oclusédo arterial, da existéncia de circulagdo colateral, do grau de demanda de
oxigénio dos tecidos envolvidos e do tempo decorrido entre isquemia e reperfuséo
(POLI et al., 2005).

A reperfusdo, apos isquemia cerebral, eleva a formacdo de espécies
reativas pro-oxidantes no tecido encefalico, as quais podem contribuir para a injaria
neuronal por interagir diretamente com macromoléculas, incluindo proteinas, lipidios
e DNA, ou indiretamente, atingindo os caminhos de sinalizagao celular e a regulagao

da expresséo génica (MORO et al., 2005).

Varios mecanismos estao envolvidos com as lesdes de reperfusdo: o
aumento do gradiente do glutamato extracelular que ocorre durante a isquemia seria
um “precursor”, ou seja, fonte de radicais livres para alteragbes que viriam a ocorrer
durante o periodo de reperfusdo (NISHIZAWA, 2001).
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As células da glia também seriam importantes nas lesées de isquemia e
reperfusdo cerebrais. Supde-se que essas células, assim como 0s macréfagos,
possuiriam também a oxido nitrico sintase induzida (NOSI), sendo, assim, produtoras
de Oxido Nitrico(NO) através de duas vias enzimaticas, uma nao dependente de
Ca++ (INOS) e outra dependente de Ca++, O0xido nitrico sintase constitutiva(NOSc).
Essas duas classes de fagocitos, os macrofagos e as células da glia, também

seriam responsaveis por atividade citotoxica no cérebro (TARDINI; YOSHIDA, 2003).

Normalmente, em condi¢des fisiologicas, a producdo de radicais livres
intracelulares é diminuta, uma vez que o sistema de enzimas antioxidantes impede a
sua formagcdo ou as remove. Fazem parte deste sistema protetor, as enzimas
catalase, glutationa peroxidase, glutationa redutase e superéxido dismutase.
Portanto, em condi¢cbes de homeostase, ha harmonia na producédo das substancias
pro-oxidantes e antioxidantes. Quando ocorre a quebra desse equilibrio, por
aumento da producdo de (EROs), ou por déficit na protecdo antioxidante, ocorre o
estresse oxidativo com consequéncias patologicas e repercussdes morfofuncionais
regressivas (DROGE, 2002).

Na lesdo de reperfusdo, os &cidos graxos livres sofrem metabolizacéo
pelas vias da lipoxigenase e cicloxigenase, formando tromboxanos, prostaglandinas,
superoxidos e radicais livres, que tem como consequéncia a peroxidacao lipidica
(TARDINI et al., 2003).

Acredita-se que a peroxidacao lipidica associada ao estresse oxidativo é
um dos mecanismos que desempenha papel central no processo fisiopatologico
durante o evento isquémico, pois a degeneracdo neuronal resultante estaria
associada ao aumento da producdo de radicais livres oxigenados. Durante a
isquemia cerebral, inUmeros eventos predispdem o encéfalo a formacdo de EROs,
como o rapido decréscimo nos niveis de ATP, perda da homeostase do Cat+,
acidose latica pela via glicolitica, excitotoxicidade, metabolismo e liberacdo do acido
araquidoénico, disfuncdo mitocondrial e edema (ALEXANDROVA; BOCHEV, 2005).
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1.3 Espécies reativas de oxigénio (EROs)

O oxigénio é o elemento prioritario para 0s organismos aerodbicos,
utilizando a producdo de energia através da cadeia transportadora de elétrons
existente na mitocondria dos eucariotes e na membrana celular de muitas bactérias,
sendo imprescindivel em inlmeras vias metabodlicas fundamentais. Ao mesmo
tempo, seu consumo é capaz de gerar substancias téxicas a nivel intracelular e
extracelular, criando-se entdo o chamado “paradoxo do oxigénio”, resultante
equilibrio do balanco existente entre suas vantagens e desvantagens. Essas
substancias toxicas sdo produzidas durante o transporte de elétrons, reacdes
enzimaticas, rea¢cfes de auto-oxidacdo, ou ainda pelo grupo heme de proteinas, e
sdo comumente chamadas de espécies reativas de oxigénio (EROs), como 0 anion
superéxido (O»-), o peréxido de hidrogénio (H.0O,) e o radical hidroxicil (OH)
(HALLIWELL;GUTTERIDGE, 2007).

O termo radical livre acaba sendo utilizado para designar qualquer radical
guimico capaz de existéncia independente (por isso o termo livre), que contenha um

ou mais elétrons desemparelhados (BAYIR, 2005).

Para lidar com esse paradoxo, a célula possui uma série de defesas
capazes de evitar o efeito deletério destas EROs geradas pelo metabolismo
aerdbico, organizadas em diferentes niveis. Estas defesas sdo comumente
chamadas de defesas antioxidantes, e podem ser produzidas endogenamente ou
adquiridas pela dieta. Estas estratégias de defesa incluem diferentes niveis de
protecdo, que podem ser resumidos em trés formas principais de atuacédo: evitar a
formacdo de EROs, a neutralizacdo dessas espécies reativas e a reparacdo de
danos ocasionados por elas. Assim, o termo antioxidante pode ser considerado por
qualquer substancia que, previna, retarde ou remova o dano oxidativo de uma
molécula-alvo (BARREIROS; DAVID; DAVID, 2006).

A barreira hematoencefélica (BHE) oferece protecdo tanto anatémica
guanto fisiolégica ao sistema nervoso central, pois protege o cérebro das
substancias toxicas do sangue, fornece nutrientes aos tecidos cerebrais e realiza

filtracdo de compostos que séo prejudiciais ao cérebro. Os principais componentes



27

da BHE sé&o células endoteliais, ocludinas, claudinas, pericito, astrécitos e matriz
extracelular (MEC). O transporte através da BHE é regulado por barreiras fisicas e
metabdlicas (enzimas e diferentes sistemas de transporte) (ROJAS; RITTER;
PIZZOL, 2011).

O tecido cerebral é particularmente susceptivel as lesbes por agentes
oxidantes, por possuir reservas de ferro e altos niveis de lipidios polinsaturados e
por apresentar diminuida defesa antioxidante (WEIGAND et al.,1999; TARDINI et al.,
2003).

A atividade enzimatica antioxidante do tecido afetado pela
isquemia/reperfusdo é particularmente importante como defesa enddgena primaria
contra as espécies pro-oxidantes que induzem a lesdo (HOMI et al., 2002).
Igualmente, a capacidade antioxidante plasmatica pode ser fator fundamental em
fornecer protecdo contra o dano neuroldgico causado pelo estresse oxidativo,
associado ao evento vascular isquémico (TOPCUOGLU; DEMIRKAYA, 2000).

1.4 Metabolismo energético cerebral

Para manterem-se vivos e desempenharem as diversas funcdes
biolégicas, os organismos necessitam continuamente de energia (MARZZOCO;
TORRES, 1999).

A maior parte da energia utilizada pelos mamiferos deriva do metabolismo
celular aerdbico, o qual por meio da fosforilacdo oxidativa ocorrida nas mitocéndrias,
produz moléculas de Adenosina Trifosfato (ATP). Entretanto, se houver oferta
insuficiente de O, para que ocorra o estagio oxidativo do metabolismo da glicose, a
maior parte do &cido pirdvico sera transformada em &acido latico, a fosforilagcdo
oxidativa cessa rapidamente e o ATP passa a ser sintetizado, principalmente por
meio da glicolise anaerdbica (JENNINGS; REIMER, 1981).
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A glicose €, quantitativamente, o principal substrato oxidavel para a
maioria dos organismos sendo imprescindivel para o sistema nervoso central. O
cérebro humano requer um constante suprimento de glicose e de oxigénio
fornecidos pela circulacdo e contribuem com 15% do débito cardiaco em repouso e
20% do consumo corporal total de oxigénio (OLIVEIRA, 2005).

O cérebro humano possui elevado metabolismo aerébico e consome
cerca de 120g de glicose diariamente, o que corresponde a captacao de energia de
aproximadamente 420 kcal, correspondendo a 60% da utilizacdo de glicose por todo

0 organismo em estado de repouso (PIRES, 2010).

As células do SNC mais vulneraveis a isquemia sdo os neurénios; poréem,
qgquando a isquemia é suficientemente intensa ou prolongada, as células gliais
também morrem, produzindo necrose completa do tecido neural (BRADFORD;
WARD, 1987).

O conhecimento cientifico atual explica o metabolismo oxidativo como
uma necessidade de oxigénio do organismo aerdbico para sua sobrevivéncia. No
entanto, sabe-se que quando ha concentracdo de oxigénio acima do limite do

encontrado na natureza, quadros de toxidade podem ocorrer (GALERA, 2008).

1.5 Modelos experimentais de isquemia cerebral

Diferentes modelos animais séo utilizados para estudar a suscetibilidade
de populacdes neuronais aos insultos isquémicos e quais 0s mecanismos envolvidos
na degeneracéao celular (CHOI; MAULUCCI-GEDDE; KRIEGSTEIN, 1987).

As técnicas experimentais mais comumente empregadas estao
relacionadas ao tipo de isquemia (temporal ou permanente), a duracdo da isquemia
e/lou reperfusdo, aos leitos arteriais envolvidos, aos animais utilizados nos
experimentos e aos testes de associa¢cdo com drogas antioxidantes, bem como aos

parametros avaliados (PIRES, 2010).
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Para o estudo sistematico da fisiopatologia e tratamento da isquemia
cerebral é fundamental a utilizacdo de modelo animal, reprodutivel in vivo, no qual
haja o controle de variaveis fisiologicas. Para esse fim, diversas espécies animais
sao usadas (GARCIA, 1984).

Dentre os animais disponiveis, a utilizacdo de roedores da espécie
Gerbils € vantajosa, pois suas caracteristicas anatbmicas permitem intervencdes
cirdrgicas experimentais de baixo custo, apresentam semelhanca com outras
espécies filogeneticamente mais evoluidas (inclusive a humana), além de boa
aceitacao ética (OLIVEIRA, 2005).

s

O roedor Gerbil da Mongdlia (Meriones unguiculatus) é bastante
susceptivel a isquemia cerebral experimental por oclusao unilateral (permanente) ou
bilateral (transitéria) da artéria carétida comum (LEVINE; PAYAN, 1996).

Levine e Payan (1996) foram o0s primeiros a observarem que
aproximadamente 20% dos gerbils que sofriam oclusdo das artérias carétidas
comuns (ACCs) desenvolviam diversas manifestacdes neurolégicas e morriam

depois de alguns dias.

Os modelos de oclusdo unilateral permanente ou bilateral transitéria das
ACCs em gerbils apresentam as seguintes vantagens: manutencdo de baixo custo,
animais da mesma espécie e relativamente homogéneos, grande semelhanca do
ponto de vista anatomofisioldgico e cerebrovascular em relacdo com outras espécies
(ratos), procedimento cirdrgico simples, permitindo que muitos animais sejam
estudados, proporcionando desta forma, varios protocolos de estudo para a
avaliacao da eficacia de agentes cerebroprotetores (PIRES, 2010).

1.6 Glutamina e L-alanil-glutamina

A glutamina, um eficiente precursor de glutationa, € o aminoacido mais

abundante no corpo humano, representando 20% dos aminoacidos livres do plasma
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e mais de 50% da reserva de aminoacidos no musculo esquelético humano. E
composto de carbono, hidrogénio, oxigénio e nitrogénio, esta presente em muitas
proteinas e pode ser sintetizada virtualmente por todos os tecidos do organismo.
Ndo € considerado um aminoacido essencial, mas um aminoacido
“‘condicionalmente essencial”’, pois em situagdes de estresse sua concentragdo no

plasma diminui até 50%, estabelecendo um quadro de deficiéncia (GALERA, 2008).

A glutamina foi descrita pela primeira vez em 1883 por Schulze e
Bosshard, entretanto, somente em 1914, Thierfelder e Sherwin elucidaram a
presenca e a funcdo da glutamina no organismo humano. Alguns anos mais tarde,
Krebs (1935) demonstrou a capacidade dos tecidos animais de sintetiza-la e
degrada-la através de hidrdlise (THIERFELDER; KREBS apud FURST; STEHLE,
s.d.).

A formula empirica da glutamina € CnHnONNnN, a formula molecular é Cs

Hio O3 N, com férmula estrutural.

COO™ q
| P
H—C—CH5—CH5—C
| “SNH
NH 5

Figura 1 — Férmula estrutural da glutamina (GlIn)

Trata-se, portanto, de um acido carboxilico biaminado, caracteristica que
compartilha com a aspargina e a lisina (Roskoski, 1997), alinhando-se na categoria
dos aminoacidos com grupos polares sem carga elétrica (BAYNES, 2000;
LEHNINGER; NELSON; COX, 2002).

As primeiras evidéncias de que a glutamina possui propriedades
metabdlicas importantes surgiram em 1955, quando Eagle demonstrou que a
glutamina é importante para o crescimento e manutencdo de células em cultura.

Resultados semelhantes foram posteriormente encontrados para diferentes tipos de
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tecidos e células, demonstrando ser esse aminoacido precursor de nucleotideos e
de outras moléculas, além de substrato energético para a proliferacéo celular (CURI,
2000).

Estudos realizados por Wischmeyer (2008), demonstraram que a
glutamina aumenta a expressao do mRNA para proteina de choque térmico (HPS),
em especial HSP 72 em 27 ratos. As HPS podem prevenir a ativacdo do fator de
transcricdo NFkB; e com isso, diminuir a expresséao de citocinas inflamatérias, como
fator de necrose tumoral alfa (TNFa), interleucina 1 (IL-1), além da expressédo da
NOSiI.

A glutamina do organismo advém da producdo enddgena, somada a
aquisicdo pela dieta, apresentando uma boa absorcdo pelos enterdcitos
(MASSAMBANI; BAZOTTE, 1998). A sua sintese envolve a adicdo de um
grupamento amina & molécula de glutamato, catalisada endogenamente pela
glutamina sintetase. Em condi¢c6es normais, a producdo enddgena sozinha responde
pelas necessidades de glutamina, por isso, tradicionalmente, a glutamina era

considerada um aminoacido néo essencial (DARMAUND et al., 1994).

No entanto, seus estoques podem ser depletados na vigéncia de estados
catabdlicos, como trauma cirdrgico, infeccdo, jejum prolongado, exercicio
extenuante, queimaduras extensas e infeccdo. Nesses casos, a concentracdo de
glutamina plasmatica declina, podendo ficar abaixo da metade dos valores normais,
o que reflete sua maior utilizacdo por leucécitos, enteroécitos, fibroblastos e outras
células, cuja atividade é estimulada nessas situacdes (PETERSEN, 1996;
FURUKAWA, 2000; NEUSHOLME, 2001; BARBOSA, 2003). Faz-se entao,
necessario a suplementacdo de glutamina através da dieta, para manutencdo de
seus niveis plasmaticos fisioldgicos. Por isso, a glutamina tem sido caracterizada
como um aminoacido condicionalmente essencial (LACEY, 1990; GARCIA DE
LORENZO et al., 2003).

Pelas propriedades da glutamina, supfe-se que a diminuicdo da
disponibilidade desse amino&cido pode levar ao comprometimento da funcdo imune

por alteracbes na capacidade de proliferacdo das células envolvidas. Curi e
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colaboradores (1995) evidenciaram que a glutamina age em neutréfilos normais in
vitro, aumentando sua atividade bactericida. Também tem-se apontado a
importancia do metabolismo da glutamina na funcdo de macréfagos, durante
reacoes inflamatérias e imunologicas, provavelmente via liberacdo de citocinas
(COSTA ROSA; SAFI; CURI, 1994).

Dentre as principais fungbes deste aminoacido estdo: precursora de
nitrogénio para sintese de nucleotideos; manutencao do balanco acido-base durante
acidose; transferéncia de nitrogénio entre orgdos; detoxificacdo da amonia,
crescimento e diferenciacdo celular; possivel regulador direto da sintese e
degradacdo proteica; fornece energia para as células de rapida proliferacdo, como
enterocidos e células do sistema imune; veiculo de transporte de cadeia carbonica
entre 0s 0rgaos; age como precursora da ureoénese e gliconeogénese hepdtica, e
de mediadores, como o Gaba e glutamato; fornece energia aos fibroblastos,
aumentando a sintese de colageno; promove melhora da permeabilidade e
integridade intestinal; aumenta a resisténcia a infeccdo por aumento da funcéo
fagocitéria; substrato para a sintese da glutationa e estimula a sintese de citrulina e
arginina (NOVELLI et al., 2007).

A biossintese da glutamina ocorre principalmente no figado (hepatécitos
periportais) (Champe, 1996; Alface, 1997), no musculo esquelético, nos pulmdes e
no tecido adiposo (Curthoys; Watford, 1995), a partir do acido alfa-cetoglutérico,
valina e isoleucina (RODWELL, 1998).

A glutamina é conhecida por aumentar a resposta imunoldgica. Tem
também a funcao de otimizar o balanco nitrogenado e manter a sintese de proteina
muscular. E um aminoacido neutro, glicogénico, dispensavel em condi¢des normais
e sintetizado por varios tecidos organicos. Este aminoécido estimula a proliferacéo
de linfécitos, promove a producdo de interleucinas e a fagocitose dos macrofagos
(ROGERO et al., 2002; ALBERTINI; RUIZ, 2001).

O aumento da demanda de glutamina nos tecidos resulta na redugéo

significativa dos seus niveis plasmaticos, mesmo ocorrendo aumento na liberacédo
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de glutamina pelo musculo esquelético (ALBERTINE; RUIZ, 2001; DIESTEL et
al.,2005; BARBOSA et al.,2003).

Em situacBes especiais, como no estresse, injurias ou sepse, os tecidos
necessitam de uma demanda maior de glutamina e a sintese tecidual pode n&o
suprir essa demanda, supondo-se ser benéfico administrar-se doses extras de
glutamina (OLIVEIRA et al., 2004).

Y-yGLUTAMILCISTEINA GLUTAMATO a-CETOZLUTARATO
SINTESE DE NOVO DE GLUTAMINA CITOPLASMA
PROTEINAS E DE

AMINOACIDOS

NH3 MITOCONDRIA
SINTESE DE

GLUTATIONA GLUTAMATO ﬁ
NH3

a-CETOZLUTARATO

Figura 2 - Vias metabdlicas da GLM. GLN é um percursor da sintese de acidos nucleicos, glutationa,
aminodcidos e presumivelmente da sintese de novo de proteinas como proteinas do choque térmico
(HSP). Embora a GIN seja tradicionalmente classificada como um aminoacido ndo-essencial por poder
ser sintetizada a partir do glutamato, ela é essencial para a homeostase cerebral, intestinal e para
saude em geral.



34

1.7 Glutamina e sistema nervoso central

A glutamina é precursora do glutamato neuronal, que € o principal

neurotransmissor do Sistema Nervoso Central (SNC) dos mamiferos (CURI, 2000).

O glutamato desempenha importante papel na manutencdo de aspectos
funcionais do cérebro, tais como os fendmenos vinculados ao desenvolvimento, ao
aprendizado e a memoaria, cognicdo e controle motor (COLLINGRIDGE; LESTER,
1989; MELDRUM, 2000; DANBOLT, 2001).

O metabolismo celular da glutamina envolve tanto neurdnios quanto
astrocitos. Alteracdes na sua sintese podem resultar em acumulo de glutamato nas
células gliais e reducado nos neurdnios. Contudo, a fun¢éo da glutamina ndo se limita
simplesmente a sintese de glutamato, sendo que tem participacdo muito mais ampla
no metabolismo do sistema nervoso. O trafego de glutamato e glutamina entre
neurdnios e astrécitos parece ser a maior rota de reciclagem do neurotransmissor
glutamato no SNC (DANBOLT, 2001).

No sistema nervoso central (SNC), assim como na maioria dos sistemas,
0s aminoacidos sdo importantes para a manutencdo da concentracao de nitrogénio
no tecido. A manutencédo de compostos nitrogenados adquire uma importancia que
vai além das necessidades de sintese protéica, pois o fornecimento de determinados
aminoacidos € indispensavel para a manutencdo do conteudo dos
neurotransmissores, uma vez que alguns aminoacidos sdo o0s proprios
neurotransmissores ou servem COMO precursores para a Sintese de aminas

biogénicas (YUDKOLFF, 1997).

O ciclo glutamina-glutamato que ocorre entre as células da glia e as
terminagfes nervosas é mantido por meio de constante e rapida captacdo de &cido
gama-aminobutirico (GABA) e glutamato, liberados por determinadas terminacdes
nervosas e prontamente captadas por astrocitos, localizados nas proximidades
destas. No interior dos astricitos, estes aminoacidos sédo convertidos em glutamina,
que logo em seguida é exportada e captada por terminagdes nervosas para gerar

novos neurotransmissores (CURI, 2000).
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A ideia de que aminoacidos pudessem funcionar como
neurotransmissores no sistema nervoso central (SNC) surgiu na década de 1950,
época em que foi demonstrado que, ao aplicar-se glutamato em areas motoras
especificas no cortex cerebral de macacos, observava-se um movimento dos
membros relacionados (ARAUJO et al., 2006).

Os neurotransmissores sdo os mediadores da sinalizagdo quimica entre
0s neurdnios. Os aminoacidos sdo considerados neurotransmissores de moléculas
pequenas e o glutamato é o neurotransmissor presente na grande maioria das
sinapses excitatérias no SNC (BERNE; LEVY, 2009).

Além de seus importantes papéis fisioldégicos, quando em excesso na
fenda sinptica, o glutamato pode se tornar uma potente neurotoxina. O termo
excitotoxidade foi inicialmente introduzido ao se verificar que a administracao
exdgena de altas concentragcdes de glutamato (Olney, 1969; Olney; Ho, 1970) ou
compostos com agao agonistas nos receptores para glutamato (Olney, 1981), eram
capazes de levar a morte celular. Posteriormente, verificou-se que a aplicacdo de
antagonistas glutamatérgicos apresentava efeitos benéficos em modelos animais
(MELDRUM, 1990).

Tanto em alteracbes neurologicas agudas (hipdxia, isquemia) como em
alteracdes crbnicas (doencas neurodegenerativas), as células neurais afetadas
podem liberar grande quantidade de glutamato através de processos que envolvem
a liberagéo vesicular e/ou a reversao dos carreadores glutamatérgicos de membrana
(LIPTON; ROSENBERG, 1994; DANBOLT, 2001). O mecanismo primario da morte
celular induzida por glutamato envolve o desequilibrio ibnico promovido pela entrada
excessiva de calcio, inicialmente por atuar via seus receptores ionotropicos (KA,
AMPA e NMDA) e posteriormente atuando também via seus receptores
metabotropicos (MICHAELIS, 1998).

O aumento de concentragcdo de calcio intracelular por periodos
prolongados, ativa cascatas enzimaticas que contribuem para a morte neuronal
(ADIBHATLA et al., 2003).
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Em situacdes de insulto isquémico cerebral, a redugédo do suprimento
sanguineo faz com que a regido lesada seja privada de glicose e oxigénio, alterando
o balanco i6nico através da membrana. Este desbalanco causa a liberacdo né&o

controlada de glutamato, podendo levar a morte neuronal (ADIBHATLA et al., 2003).

7

Quando o fluxo sanguineo é restaurado apdés um episédio isquémico
(reperfuséo), o oxigénio ofertado pode néo ser totalmente reduzido, gerando radicais
livres e assim causando peroxidacdo lipidica com consequente dano celular
irreversivel (STEVENS; LOWE, 2002).

A excitotoxidade de glutamato pode desencadear a morte necrética ou
apoptoética (SASTRY; RAO, 2000).

Deplecdo metabdlica de energia associada a isquemia pode resultar na
liberacdo inapropiada de aminoacidos excitatorios neurotransmissores, tais como
glutamato, iniciando assim injdria celular mediada pelo influxo maior de ions Ca
através de receptores de glutamato do tipo NMDA. A elevacdo dos ions de Ca
celular, por sua vez deflagra um amplo efeito, incluindo a ativacdo de vias de
sinalizacdo, geracdo de espécies reativas oxigenadas e injuria mitocondrial (ENG et
al., 2005).
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Figura 1. Esquema representativo da transmissao glutamatérgica no SNC. AMPc. A}

Figura 3 — Esquema representativo da transmissdo glutamatérgica
no SNC.



37

1.8 Pré-condicionamento isquémico

O mecanismo de manutencdo da respiracdo celular, a diminuicdo da
producdo de espécies reativas de oxigénio e a preservacdo da integridade e do
funcionamento das membranas celulares, por meio de diversos mediadores, estéo
sendo estudados como provaveis mecanismos de acdo do pré-condicionamento
isquémico PCI (GURKE et al.,1996; WALKER; YELLON, 1992).

A manutencao dos niveis de ATP e fosfato de creatina em conjunto com a
reducdo da taxa de demanda energética pela célula tem se mostrado como hipétese
central no mecanismo de acdo do PCI, no que se refere a respiracao celular
(YELLON et al., 1998; MURRY et al., 1986; PANG et al., 1995; MINNERS et al.,
2001; MOUNSEY et al., 1992; MULLANE, 1992). Parece haver, durante os periodos
de isquemia do PCI, reducdo dos depdsitos de glicogénio, sendo a glicélise
diminuida durante o periodo isquémico sustentado (WALKER; YELLON, 1992). Em
conjunto, pelo efeito de lavagem de catabolitos ocorrido durante os periodos de
reperfusdo do PCIl, h4 menor acimulo de lactato e ions hidrogénio (H+), o que
diminui a velocidade de progressao da acidose isquémica (MURRY et al., 1986;
PANG et al., 1995).

Os primeiros estudos realizados com PCI envolveram o miocardio. Em
1984, Neely e Grotyohann, utilizando miocéardio de coelhos, mostraram que um
periodo curto de isquemia, prévio a isquemia cardiaca sustentada, produzia um
efeito protetor contra a leséo cardiaca de isquemia/reperfuséo (I/R). Posteriormente,
Murry et al.(1990), utilizando o musculo miocardio canino, documentaram o efeito

protetor do PCI, quando foi definitivamente difundido o termo (PCI).

O PCI consiste em um fendmeno no qual um ou mais episddios breves de
isquemia promove paradoxalmente uma prote¢do tecidual diante de um posterior
episodio isquémico mais prolongado, bem como contra a injaria de reperfusao
pos-isquémica. Ambas, modalidades de injaria celular situar-se-iam abaixo do limiar
de dano celular, capazes, portanto, de ativar mecanismos heuroprotetores

enddgenos que diminuiriam significativamente o impacto de um insulto isquémico
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subsequente mais severo (DIRNAGL; SIMON; HALLENBECH, 2003; HARKIN et al.,
2002).

O termo PCI foi introduzido na literatura para indicar um certo efeito
protetor induzido por breves periodos de isquemia (seguido ou ndo de pequeno
periodo de reperfusdo) na vigéncia de um episoddio mais longo de isquemia (MURRY
et al., 1986).

O papel do PCI no aumento da tolerancia a isquemia tem sido descrito em
varios 6rgados como coracao, cérebro, medula espinhal, musculo esquelético, retina,
rins, intestino e figado. Entretanto, apesar de estudos sobre o mecanismo do efeito
protetor do PCI, o seu real fundamento molecular ndo esta ainda claramente definido
(BULKLEY, 2000).

Estudos realizados por Kanoria et al. (2007); Murphy et al. (2007),
utilizando a L-Ala-Gln em experimentos de PCIl tém apontado este nutracéutico
como agente protetor contra as lesdes de isquemia e reperfusdo em diversos 6rgaos
(quando usados isoladamente ndo observou-se na literatura, registros dos dois pré-

tratamentos associados).

Estudos realizados por Landim et al. (2008) demonstraram que a pré-
administragdo de L-Ala-GIn em experimentos de PCI ndo modificou as
concentracdes plasmaticas de glutationa reduzida (GSH). Ja se observou que a pré-
administracdo da L-Ala-GIn ou a ocorréncia de PCI, isoladamente, reduz as

concentracdes pulmonares de mieloperoxidase (MPO) frente a lesdo de isquemia.

1.9 Mediadores pré-inflamatoérios

A exposicdo diaria e continua do organismo a uma variedade de
patdogenos ambientais e estimulos lesivos, tais como a isquemia, pode causar lesao

celular e, como consequéncia conduzir a um fendmeno complexo denominado



39

“Processo Inflamatério ou Inflamagéo”, cujas primeiras descrigbes remontam aos
papiros egipcios em 3000 a.C. (MEDIZHITQOV, 2008).

O desencadeamento e a manutencdo do estado inflamatorio dependem
de inUmeras substancias conhecidas como mediadores da inflamacéo. Provenientes
do plasma ou secretados por células ativadas, eles sdo liberados concomitante-
mente ou sequencialmente nos sitios da lesdo, em resposta a um fator etiolégico
(HAJJAR; PINHEIRO, 1999; MELO; LAURINDO, 2000; MEDZHITOV, 2008).

1.9.1Interleucina6(IL-6)

Dentre as citocinas, a interleucina6 (IL-6) merece destaque devido a sua
atividade pro e inflamatéria (MALDOVEANU et al., 2001; JAWA et al., 2006). A IL-6
esta entre os mediadores mais potentes da resposta aguda ao trauma; ela participa
de uma cascata de reagfes que inicia com o dano tecidual e que objetiva, em ultima
instancia, a restauracdo do tecido (CRANE; MILLER, 1983). Estudos que
focalizaram fendmenos ocorrentes em situacdes catabdlicas, evidenciaram elevacéo
na concentracdo plasmética de IL-6 (BENEDETTI et al., 1997).

A IL-6 é uma citocina multifuncional produzida por uma variedade de
células presentes em locais de inflamacédo, agindo em diferentes tipos de células e
sistemas; seu papel na fisiologia da inflamacéo é, entretanto, controverso. Estudos
recentes indicam que a IL-6 possui potente acdo anti-inflamatoria (VALENGCA;
PORTO, 2008).

A IL-6 € uma citocina com atuacdo na resposta imune inata quanto na
adaptativa. Ela é sintetizada principalmente por mondcitos, células endoteliais e
fibroblastos e outras células em resposta a micro-organismos e a estimulagdo por
outras citocinas, principalmente a interleucina-1 (IL-1) e o fator de necrose tumoral
alfa (TNF-a) (GOMES; MACEDO; BISPO, 2009). Constitui-se em importante

marcador inflamatorio, estando envolvida numa série de atividades imunoldgicas, é
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amplamente expressa durante a reacao inflamatoéria, produzindo efeitos indesejaveis
em varios 6rgaos (GOMES; MACEDO; BISPO, 2009).

1.9.2Fator de necrose tumoral alfa(TNFa)

O fator de necrose tumoral alfa (TNFo) desempenha relevante papel nos
processos infecciosos. De acordo com sua origem, este fator € classificado em alfa
(TNFa), antes conhecido pela denominagdo caquequetina, e beta (TNF), antes
denominado linfotoxina (ROVERAN, 2008).

A principal fungcdo do TNFa é promover a resposta imune, por meio do
recrutamento de neutréfilos e mondcitos para o local da infecgéo, além de ativa-los.
Constitui-se no principal mediador da resposta inflamatéria aguda contra bactérias

Gram-negativas e outros micro-organismos (ROVERAN, 2008).

O TNFa age nas células endoteliais, ativando a expressao de novos
receptores e ligantes (selectinas, moléculas de adesao leucocitarias e ativacdo de
integrinas) que irdo promover a adesdo de neutréfilos, mondcitos e linfécitos.
Também, estimulam as células endoteliais a secretarem quimiocinas com acdo
guimiotaxica sobre os leucécitos (ROVERAN, 2008).

No entanto, esse fator € responsavel pelas infec¢cdes graves em varias
complicagcbes, uma vez que promove uma seérie de efeitos indesejaveis no
organismo. O TNFa age no hipotalamo induzindo febre (pirégeno enddgeno), por
meio do aumento de sintese de prostaglandina. No figado, o TNFa estimula a
producdo das proteinas da fase aguda no processo inflamatério e do fibrinogénio,
conjuntamente com as interleucinasle 6. Quando secretado em grande quantidade,
pode desencadear o choque séptico, causando hiperglicemia, diminuicdo do ténus
vascular e da contragdo do miocérdio, além da coagulagdo intravascular
disseminada (ROVERAN, 2008).
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Desta forma, o TNFa tem diversas ac¢des benéficas ao organismo quando
sintetizado em quantidades moderadas; porém acredita-se que tenha importante
acado deletéria quando produzido em quantidades excessivas (FORTE, 2004).

PRINCIPAIS FUNCOES DO TNF-u
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Figura 4 — Fun¢bes do TNF (adaptado por Roitt, 1999)

1.9.3Fator de transcrigdo nuclear NFkappaB (NFkB)

O NFkB foi descoberto primeiramente nos linfécitos T (Nabel; Baltimore,
1987) como um regulador da transcricdo da cadeia leve da k-imunoglobulina, mas
esta presente em todas as células dos mamiferos. O papel mais bem conhecido e
estudado desse fator de transcricdo se da na resposta imunoldgica, na qual regula a
expressdo de genes, essenciais ao processo inflamatério e a defesa contra
parasitas. Além disso, também atua na sobrevivéncia e proliferacdo celular,
apoptose e funcionamento do SNC (XIAO, 2004).

O fator de transcricdo NFkB foi conservado durante todo o processo da
evolucdo e com acdo descrita em diversas células que compdem 0s organismos
complexos, apresentando uma amplitude de acdo superior a todos os fatores de

transcricdo até entdo caracterizados. Essa superioridade deve-se aos variados
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estimulos que o ativam, bem como na transcri¢do dos inimeros genes envolvidos na
resposta imune inata e na imunidade adaptativa, fendbmenos que o NFKkB regula.
Entre esses estimulos estdo os neurotransmissores (tais como o glutamato), e as
citocinas (interleucina-1 e fator de necrose tumoral). Independente do estimulo,
parece haver participacdo de espécies reativas de oxigénio (estresse oxidativo) e o
influxo de calcio intracelular para a ativacdo do NF-kB (GLEZER et al. 2000).

No SNC, membros da familia do NF-kB sdo ativados em funcdo de uma
neuropatologia e de apoptose. Também tem se mostrado que estes fatores de
transcricdo podem participar da regulacdo de atividades neurais ndo patolégicas,
como sinalizagbes sinapticas envolvidas no aprendizado e na memoria (XIAO,
2004).

O NF-kB é expresso nos sistema nervoso central e no periférico, tanto por
neurdnio quanto por células da glia. Diversos dimeros ja foram descritos no SNC,
porém os mais comuns sao p50-p65 e p50-p50 (O’NEILL; KALTSCHMIDT, 1997).
Em condicbes ndo patologicas a ativacdo do NF-kB pode estar envolvida na

plasticidade, desenvolvimento neural e na atividade sinéptica.

Uma grande variedade de estimulos que ativam NF-kB no sistema
imunolégico também pode atuar no SNC, como por exemplo, citocinas (TNF e IL-1)
e estresse oxidativo (BARGER; MATTSON, 1996).

A aplicacdo do neurotrasmissor excitatorio, glutamato em células
granulares de cerebelo é capaz de ativar a translocacdo do NF-kB ao nucleo. O
glutamato pode ativar o fator de transcricio NF-kB em preparacbes de
compartimentos sinapticos através de uma via dependente de Ca.. (GUERRINI et
al., 1995).
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1.9.4Hemeoxigenasel (HO-1)

A hemeoxigenase (HO) é uma enzima presente nos microssomas e que
promove a catalise (degradacdo) do heme em monoxido de carbono (CO),
biliverdina e ferro (ABRAHAM et al., 1988).

Sua expressdo ativa ocorre em situagdo de estresse oxidativo ou na
presenca de citocinas pro-inflamatorias, endotoxinas, heme e 6xido nitrico (FUJITA
et al., 2001; YACHIE et al., 2003).

Os produtos decorrentes da degradacdo enzimatica do heme, tem
numerosas acoes bioldgicas. O CO tem efeito sobre o ténus vascular, modula a
apoptose e atua no processo de sinalizagao inter-neural (MAINES, 1997).

A biliverdina desenvolve marcada acao antioxidante (Stocker et al., 2004)
e 0 heme, ao invés de estimular a producao de radicais livres, promove a infiltracao

de leucécitos no local da lesédo e a expressao de moléculas de adesao.

Quando secretado em pequenas quantidades, o heme apresenta efeito
anti-inflamatério mediante o aumento da expressdo de HO-1 e o consequente
aumento dos produtos decorrentes de sua acao sobre o heme (CO e biliverdina)
(BELCHER et al., 2006).

Estudos recentes vém demonstrando que a HO-1, heme (seu substrato) e
seus produtos CO e biliverdina, sdo capazes de modular o processo inflamatorio. Foi
demonstrado que o heme pode estimular a produgao de radicais livres e estimular a
expressdo de moléculas de adesao e de promover a infiltracdo de neutrofilos no sitio
lesionado (NISHIE et al.,, 1996). Entretanto, pequenas concentracdes de heme
podem agir como anti-inflamatoério e citoprotetor através do aumento da expressao
da HO-1 e estimulacdo da formacdo de HO-1 e seus produtos, como o CO e
biliverdina, demonstrando que reduzem a liberacdo, exsudacdo e migracao de
mediadores pro-inflamatorios, bem como a expressdo de proteinas de adeséao,
sugerindo que a HO-1 possui efeito anti-inflamatorio (HAYASHI et al., 1999). O CO e

o0 NO séo gerados a partir das enzimas HO-1 e NOS induzidas respectivamente, sob
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circunstancias de stress ou injuria. Dado a sobreposi¢cao nas fungfes biolégicas do
CO e do NO, é possivel que algumas acdes do NO estejam aumentadas pela
inducdo de HO-1 e consequente producao de CO, visto que HO-1 e os CO parecem
servir como um mecanismo de feedback negativo, inibindo a atividade dos NOS
(KOROLKIEWICZ et al., 2003).

HEMEOXIGENASE

HEME

NADPA
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ferritina)

Figura 5 - Vias da degradac¢do do heme pela HO-1. HO-1 é uma enzima limitadora da velocidade do
catabolismo do heme, degradando por clivagem peridativa moléculas heme, gerando a biliverdina,
monoxido de carbono e ferro. Subsequentemente, a biliverdina é convertida em bilirrubina através
da biliverdina redutase. Existem dois informes de hemooxigenase que sdo produtos génicos distintos:
HO-1 é a forma induzivel e sua indugdo é importante na resposta dos tecidos ao estresse oxidativo. A
HO-2 é a forma constituida encontrada em varios tecidos.
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1.10 Justificativa

A glutamina se constitui importante componente celular, contribuindo na
formacdo de moléculas organicas complexas (macromoléculas) exercendo

importante funcao reguladora da sintese e da degradacéo das proteinas.

A glutamina é, quantitativamente, o mais importante aminoacido do nosso
organismo e funciona como reserva energética sempre disponivel as células de

proliferacédo rapida como aquelas do sistema imune e 0s enterqgcitos.

A glutamina desempenha destacada funcdo no metabolismo das células
neurais, regulando a utilizacdo de varios metabdlitos e atuando como fonte
energética (PIRES, 2010).

As lesbes produzidas no cérebro por isquemia seguida de reperfusdo sao
capazes de provocar a ruptura das membranas celulares e de prejudicar o
desempenho dos sistemas enzimaticos, adquirindo, muitas vezes, -carater

irreversivel.

O organismo lanca mao de mecanismos citoprotetores na tentativa de

impedir ou de minimizar os danos celulares.

O escopo do presente estudo é investigar o possivel efeito protetor da
L-alanil-glutamina sobre células cerebrais de gerbils submetidos a isquemia seguida

de reperfuséo.

A escassez de pesquisas utilizando esse dipeptideo e a possibilidade de

desenvolver o uso clinico efetivo desse nutracéutico justificam o presente trabalho.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Avaliar por imuno-histoquimica o efeito protetor e pré-condicionante da
L-alanil-glutamina nas lesBes de isquemia e reperfusdo em cérebros de gerbils,
através da deteccdo da expressao de mediadores pro-inflamatorios e da defesa

anti-oxiadante (IL-6, TNFa, NF-kB e HO-1), em comparacao a grupo controle.

2.2 Objetivos especificos

e Quantificar as células nervosas imunomarcadas através da
imunohistoquimica pelos anticorpos (anti-IL-6, -TNF-a, -NF-kB e -HO-1), em cada

tempo (TO, T30 e T60) e em cada grupo.

e Fazer a analise comparativa entre os tempos e entre 0S grupos.
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3 METODOS

3.1 Amostra

Foram utilizados cinquenta e quatro gerbils da espécie Gerbillus
(Meriones ungiculatus) (Takemoto et al.,, 1995; Herrmann et al., 2004), machos,
(figura 3), saudaveis e bem nutridos, com idade entre 8 a 16 meses e peso variando

entre 100 e 180 gramas.

Os animais foram provenientes do biotério da Faculdade Christus, em
Fortaleza, e operados no laboratério de Cirurgia Experimental da Faculdade de
Medicina (UFC). No periodo de adaptacéo foram criados e mantidos sob condi¢cfes
ambientais e alimentares semelhantes. Todos o0s animais foram previamente
examinados para exclusdo de doencas neuroldgicas. Antes do experimento, 0s
gerbils foram alojados em gaiolas individuais de poliuretano com grade de ago inox,
com tamanho de 41 x34 x 17cm, alimentados com racéo para gerbils e com oferta
livre de agua potavel. O ritmo circadiano dos animais foi respeitado e mantidos as
condicbes sanitarias adequadas. No periodo de seis horas, que antecedeu o

experimento, houve restricdo de alimentos sélidos.

A amostra foi distribuida aleatoriamente em trés grupos numericamente
iguais e posteriormente redistribuidos em trés subgrupos: TO (tempo maximo de
isquemia), T30 (apdés 30 minutos de reperfusdo) e T60 (ap6s 60 minutos de

reperfusdo), com seis animais cada (Figura 4)

Grupo Salina sem Isquemia (SSI): constituido de 18 gerbils, foi
administrada solugéo salina a 0,9% com um volume de 2 ml por via endovenosa na
veia femoral da pata traseira direita do animal 30 minutos antes do inicio dos
experimentos. Neste grupo, néo foi realizado nenhum procedimento cirdrgico. Em
seguida, era realizada a cranioctomia para a retirada do tecido cerebral, para serem

realizadas as analises histopatologicas (Quadro 1).

Grupo Salina com Isquemia e Reperfusdo (SIR): constituido de 18

gerbils, em que foi administrado solucéo salina a 0,9% com um volume de 2 ml por
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via endovenosa 30 minutos antes da inducao da isquemia cerebral na veia femoral
da pata traseira direita do animal e submetidos aos procedimentos cirdrgicos que
consistiram em tricotomia seguida de incisdo na regido ventral do pescoco, 0s
tecidos musculares e subcutaneos foram divulsionados com individualizacdo e
isolamento bilateral das artérias carotidas comuns, que foram pingcados por um
periodo de 15 minutos de isquemia cerebral. Em seguida, era realizada a
craniotomia para a retirada do tecido cerebral, para a analise histopatoldgica.
(Quadro 1).

Grupo L-alanil-glutamina com Isquemia e Reperfusdo (GIR):
constituido de 18 gerbils, tratados com L-alanil-glutamina (Ala-GIn) na concentracao
de 0,75g/kg, de peso corporal, por via endovenosa (Dipeptiven ®, do laboratdrio
Fresenius) completando-se para um volume de 2,0 ml com solucdo salina a 0,9%,
30 minutos antes da inducdo da isquemia na veia femoral da pata traseira direita do
animal. Em seguida, foram submetidos aos procedimentos cirdrgicos que
consistiram de tricotomia seguida de incisdo na regido ventral do pescoco; 0s
tecidos subcutaneos e musculares eram divulsionados com visualizacdo e
isolamento bilateral das artérias cardtidas comuns, seguindo-se o0 pingamento, um
periodo de 15 minutos de isquemia cerebral. Em seguida, era realizada a
craniotomia para a retirada do tecido cerebral, para a analise histopatolégica
(Quadro 1).



QUADRO 1- Denominacdo dos grupos,

Figura 6 - Gerbil da Mongdlia (Merionesunguiculatus).

amostra,

tempo pré-tratamento,
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droga utilizada,

procedimentos executados, material coletado, substancias a serem dosadas e tempo

de coletas, em todos os grupos estudados.

Craniotomia

Grupo | Amostra | Droga utilizada Tempo Procedimento Material | Tempo de
(S (n) pré-tratamento executado coletado coleta de
material
Inciséo TO
0, .
ss| 18 SFO9%EV) 45MIN | Cervical tecido T30
(2ml) _ _ cerebral
Craniotomia T60
Com Isquemia- TO
SIR SF 0,9% (E.V.) Reperfuséo tecido
18 (2ml) -45 MIN (I/R) cerebral T30
Craniotomia T60
Com Isquemia- TO
L-ala-gin Reperfusédo i
GIR 18 ¢ 45 MIN (|/Rp) tecido T30
0,75g/kg (E.V.) cerebral 60
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AMOSTRA
(n=54)
Gerbil
v A 4
Ssl SIR GIR
(n=18 (n=18 (n=18
¢ A l l v l l v l
TO T30 T60 TO T30 T60 TO T30 T60
IR IIR I/R IR IIR IR
(=6 (n=6  (n=6 (n=6 (n=6 (n=6 (n=6  (n=6  (n=6

Figura 7 - Distribuicdo dos animais nos grupos descritos, e 0s subgrupos com o0s correspondentes

tempos de coleta.

OCLUSAO LIBERACAO

30 MINUTOS 15 MINUTOS TEMPO DE COLETA (MINUTOS)
0 30min 60min
(TO) (T30) (T60)

Injegdo Solugdo
salina I-ala- GIn ISQUEMIA REPERFUSAO

30 min antes

da isquemia
-45 -15 0 30 60

Tempo (minutos)

Figura 8 - Delineamento temporal do experimento. Aplicacdo intravenosa de Solugdo Salina 0,9%
(SS) ou de L-alanil-glutamina (L-ala-GIn) 30 minutos antes da isquemia cerebral. Tempo
de isquemia 15 minutos (oclusédo), seguida de liberacdo (reperfusdo). Coletas: TO (tempo
de isquemia maxima), 30min (T30) e 60min (T60), de reperfusdo. Este modelo foi aplicado
aos grupos SSI, SIR e GIR.
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3.2 Experimento

Antes da realizacdo do experimento, o projeto de pesquisa foi avaliado e
aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa (CEPA), da Universidade Federal do
Ceara (UFC) para uso de animais experimentais em fevereiro de 2008, (processo
no. 127/07), (Anexo A), estando de acordo com os Principios Eticos na
Experimentacdo Animal adotados pelo Colégio Brasileiro de Experimentacdo Animal
(COBEA), Normas Internacionais para a Pesquisa Biomédica em Animais (1990) e
de acordo com a Lei Federal n. 6.638, de 08 de maio de 1979.

Apos terem sido pesados, os animais foram anestesiados com uretano na
dose de (1,5g/kg de peso) por via intraperitonial. O animal foi considerado
anestesiado quando ocorreu perda dos reflexos corneo-palpebrais e de retirada da

pata traseira contralateral, ao estimulo doloroso por preenséao.

Em seguida, cada animal foi acomodado em bancada cirargica e
posicionado em decubito dorsal, imobilizado por meio de fitas adesivas aplicadas
nos quatro membros, os quais eram mantidos em extensdo durante todos o0s

procedimentos.

Foi realizada tricotomia seguida de pequena incisdo na pele e tecido
subcutaneo, longitudinal na face medial da coxa, para exposi¢cdo da veia femoral.
Apods a exposicao do vaso foi realizada infusdo de solucédo fisiolégica ou L-alanil-
glutamina dependendo do grupo em que o animal fazia parte, com um escalpe

pediatrico n. 29.

A L-alanil-glutamina (Dipeptiven — composi¢ao: (8,20g L-alanina; 13,469
L-glutamina) 20 g; 4gua para injecdo g.s.p 100 mL) foi fabricada pela Frenesius Kabi
Australia GmbH Graz / Australia, importada e distribuida por Frenesius Brasil Ltda.
Portanto, o Dipeptiven € uma solucéo de L-alanil-glutamina a 20%, ou seja, cada mL
contém 0,29, sendo aplicada dose Unica de 0,75g/kg, 30 minutos antes do inicio do
experimento, completando-se o volume administrado com solucdo salina 0,9% para

atingir um volume final de 2,0 mL. O dipeptideo quando administrado por veias
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periféricas no sangue, sofre hidrolise liberando moléculas de aminoéacidos livres
alanina e glutamina (SOUBA, 1993).

A solucdo salina utilizada no estudo foi produzida pela Quimica
Farmacéutica Gaspar Viana (Fortaleza, CE), sendo administrado um volume

padronizado de 2,0 mL a 0,9%.

O procedimento cirargico iniciava-se com tricotomia seguida de incisédo
na regido ventral do pescoco, os tecidos musculares e subcutaneos foram
divulsionados com individualizacdo e isolamento bilateral das artérias carotidas
comuns (ACCs) a 0,5cm de bifurcacdo em artérias carétidas externa e interna (ponto
de ocluséo),seguida de identificacdo e clampeamento das artérias, com clipes
vasculares tipo bulldog (Levine et al., 1969; Muniz et al., 2004), por um periodo de
15 minutos de isquemia (Olfihet al., 1991; Kimura et al., 2002; Plaschkeet al., 2005),
seqguidos por dois periodos de reperfusdo T30 e T60. Realizou-se a laparotomia
mediana longitudinal anterior, dissecando e reparando a artéria aorta abdominal
abaixo das artérias renais e acima das artérias iliacas comuns, objetivando posterior
puncéo arterial. Durante todo tempo, a regido foi irrigada com solucéo de cloreto de

sédio a 0,9% estéril para prevenir a desidratacao tecidual.

Foi realizada craniotomia para a retirada do tecido cerebral, utilizando-se
rebolo flexivel dupla face acoplada a um micromotor elétrico a 20.000 rpm para
osteotomia (Micromotor Elétrico LB 100 — Beltec ) acoplado a disco de corte,
procedendo-se posterior abertura dural para extracdo dos hemisférios cerebrais
(MUNIZ et al., 2004). Os fragmentos de tecidos, imediatamente depois de retirados,
foram prensados e mergulhados em nitrogénio liquido a cerca de -190 °C. Esta
técnica faz baixar a temperatura tissular a aproximadamente -80 °C em um tempo
inferior a 0,1 segundo. O tecido foi entéo triturado e transformado em p6 com auxilio
de gral e pistilo, sempre acrescentando nitrogénio liquido para manter o tecido
congelado (WILLIAMSON et al., 1967)

As amostras para confeccdo dos cortes histologicos para andlise
microscépica foram obtidas entre as linhas B, C (figura 6). Foi analisada
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especificamente a camada piramidal interna do cértex cerebral por serem

seletivamente mais vulneraveis a lesdo hipdxica e/ou toxica.

\
\\

ABC D E F

Figura 9 - Esquema de corte coronal mediano do encéfalo e medula
espinhal cervical de roedores. As linhas representam o0s
planos cortados transversalmente. A) bulbo olfatério, B)
fissura rinal, C) quiasma Optico, D) infundibulo
hipofisario, E) ponte e F) medula espinhal. Os nameros
representam estruturas do encéfalo: 1) Bulbo olfatério, 2)
Nucleo olfatério, 3) Cdrtex cerebral, 4) Corpo caloso, 5)
Hipocampo, 6) Terceiro ventriculo, 7) Télamo, 8)
Hipotalamo, 9) Mesencéfalo, 10) Ponte e 11) Cerebelo.
FONTE: MACHADO, 1994.

3.3 Imunohistoquimica para deteccdo da expressdo de IL-6, TNFq,
NF-kB e HO-1

Apoés todos os procedimentos cirirgicos as amostras de tecido cerebral
foram coletadas nos trés tempos, 0, 30 e 60 minutos, os animais foram sacrificados
e tiveram os tecido cerebrais removidos e fixados em formol a 10% durante 24
horas, a fim de serem devidamente processados para inclusdo em parafina. Apos
esse procedimento, foram feitos cortes de 4y em micrétomo manual e colocados em

laminas de L-polilisina, apropriadas para a realizacdo da imunohistoquimica.
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Foi utilizado o método de estreptavidina-biotina-peroxidase (HSU; RAINE,
1981).0s cortes histologicos foram desparafinizados em trés banhos de xilol, (5min
cada), e duas vezes banhados em concentracdes decrescentes de alcool absoluto
95% e 70% (10min cada), seguindo-se a trés lavagens em agua destilada para
hidratacdo. Em seguida foi realizada a recuperacdo do antigeno em micro-ondas em
poténcia maxima (laminas imersas em tampao citrato pH 6.0 diluido com &agua
destilada) por 10 minutos. Em seguida foram retiradas do micro-ondas para esfriar
durante 20 minutos em temperatura ambiente. A seguir, escorreu-se 0 tampéao
citrato e feita a lavagem em &gua destilada antes do bloqueio da peroxidase
enddgena com perdxido de hidrogénio a 3%, (2 banhos de 10min cada). As laminas
foram lavadas com solucédo tampéo fosfato (PBS) (2 banhos de 5 minutos cada) e
incubadas em temperatura ambiente com leite desnatado (10 g de leite desnatado
diluido em 100 ml de agua destilada) por 30 minutos. Realizou-se, entdo, a
incubacdo com o anticorpo primario overnight, a 4°C. Anticorpo primario de cabra
polyclonal IL-6, diluicho em BSA 5%1:200; anticorpo primario de cabra polyclonal
TNFa, diluicdo 1:200; anticorpo primario de rato monoclonal NF-kB, diluicdo 1:200;
anticorpo primario de rato monoclonal HO-1 diluicdo 1:200 Santa Cruz® (o controle

negativo ndo recebe anticorpo primario, apenas albumina bovina (BSA).

Na manha seguinte as laminas foram retiradas da geladeira e expostas
em temperatura ambiente durante10 minutos. Apds esse tempo foram lavadas em
PBS,2 vezes,durante 5min cada e encubadas com o anticorpo secundario adequado
para cada anticorpo primario utilizado por 30 minutos, diluicdo em BSA 1:200.Em
seguida, as laminas foram banhadas em PBS e aplicado o complexo ABC Santa
Cruz®, (estrepto-avidina-conjugada) durante 30 minutos, seguindo as instru¢des do
fabricante.As laminas foram lavadas em PBS, trés vezes (5min cada), seguidas da
secagem das laminas e aplicacdo do cromdgeno 3,3 diaminobenzidine (DAB)
DAKO®. A coloracao foi monitorada pela observacdo ao microscopio. Seguiu-se a
lavagem com agua destilada até remover o excesso de corante e contra-coloracao
com hematoxilina de Mayer. Apds a contra-coloracdo, foram lavadas com agua
corrente até a retirada total do corante. Por fim, foi feita nova lavagem com agua
destilada, seguida de imersdo em alcool absoluto de 100% 3 vezes e xilol, em
seguida, montagem das laminas utilizando Entelan Merck® para colagem das

laminulas.
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3.4 Analise morfoldgica

A analise morfolégica foi realizada de forma quantitativa. A avaliacao
quantitativa foi feita por meio de contagem das células nervosas imunomarcadas,
tanto neurbnios quanto células da neuroglia, observadas com aumento de 400X em
microscopio 6ptico modelo Olympus BX41. Foram observados dez campos de cada
corte, com um total de 4 cortes por grupo, procurando sempre iniciar pela camada

piramidal interna.

As analises foram realizadas por observador experiente, de maneira a

gue o mesmo nao tivesse conhecimento sobre a qual grupo pertencia cada corte.

Depois da analise do examinador, os achados da imunohistoquimica

foram encaminhados para testes estatisticos de concordancia.

3.5 Analise estatistica

Os dados do estudo foram digitados pelo Excel for Windows, versédo 2007
da Microsoft e analisados através do software SPSS, versdo 17.0. Para
comparacdes entre os tempos e entre os grupos foram utilizados: Analise de
Variancia (ANOVA) e teste de Tukey (post. hoc). O valor de P <0,05 foi considerado

como significante.
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4 RESULTADOS

4.1 Imunomarcacdo do fator de necrose tumoral alfa (TNFa) entre os

grupos SSl e SIR

4.1.1Células TNFa positivas por campo microscopico

Na andlise comparativa microscépica constatou-se que entre 0S grupos
SSI e SIR, as células marcadas no grupo SIR foi significantemente maior que o

observado no grupo SSI, nos tempos T30(p=0,99) e T60(p=0,00).

TABELA 1-  Células TNFa positivas por campo, observadas nos grupos tratados com salina sem
isquemia (SSI) e com isquemia (SIR), nos tempos 0, 30°, 60’. Dados referentes as
células marcadas em 10 campos de cada corte histolégico, com um total de 4 cortes

por grupo.
ssl SIR
Tempo Significancia
(min) Média + DP Média + DP
0 149,8+118,2 30,3+36,0 0=1,000
30 214,0417,3 333,0+395,6 p=0,999
60 263,8+42,9 1015,5+102,8 0=0,000
1015,5

CELULAS POSITIVAS/CAMPO

m SSI
1498 = SIR
| B
| TO T30 T60 *
| TNF
TEMPO

Figura 10 — Representagdo grafica das células TNFa positivas por campo nos grupos tratados com
salina sem isquemia (SSI) e com isquemia (SIR) nos tempos 0, 30°, 60’. Dados
expressos (MediastD.P) dos grupos, andlise dos dados pelo teste de Tukey para
variaveis nao emparelhadas: TNF p= 1,000: comparado ao respectivo grupo SSI,
p=0,999: comparado ao respectivo grupo SSI. p=0,000: comparado ao respectivo grupo
SSI.
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Figura 11 - Fotomicrografias de imunohistoquimica para TNFo do cortex cerebral na camada
piramidal interna dos grupos tratados salina sem isquemia (SSI) (A) e com isquemia (SIR) (B) nos
tempos 0.

Figura 12 - Fotomicrografias de imunohistoquimica para TNFo do cortex cerebral na camada
piramidal interna dos grupos tratados salina sem isquemia (SSI) (C) e com isquemia (SIR) (D) nos
tempos 30.
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Figura 13 - Fotomicrografias de imunohistquimica para TNFo do cortex cerebral na cAmada piramidal
interna dos grupos tratados salina sem isquemia (SSI) (E) e com isquemia (SIR) (F) nos tempos 60.

4.2 Imunomarcacao do fator nuclear kB (NFkB) entre os grupos SSI e

SIR

4.2.1Células NFkB positivas por campo microscépico

Observou-se que, em relacdo ao grupo SSI, a contagem de células do

NFkB positivas no grupo SIR teve um aumento estatisticamente significante em T30
(p=0,000) e T60 (p=0,000).

TABELA 2 -

CélulasNFkB positivas por campo, observadas nos grupos tratados com salina sem

isquemia (SSI) e com isquemia (SIR) nos tempos 0, 30, 60. Dados referentes as células
marcadas em 10 campos de cada corte histol6gico, com um total de 4 cortes por grupo.

Tempo SSI SIR
(min) Significancia
Média £ DP Média £ DP
0 505,0+114,9 463,0+535,0 P=1,000
30 238,3+218,4 1234,8+144,9 P=0,000
60 586,5+141,2 1286,3+85 P=0,000
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Figura 14 — Representacdo grafica das células NFkB positivas por campo nos grupos tratados com
salina sem isquemia (SSI) e com isquemia (SIR) nos tempos TO, T30’, T60’. Dados
expressos (MediastD.P.) dos grupos, analise dos dados pelo teste de Tukey para
variaveis ndo emparelhadas: p=1,000: comparado ao respectivo grupo SSI; p=0,000:
comparado ao respectivo grupo SSI; p=0,000: comparado ao respectivo grupo SSI.

Figura 15 - Fotomicrografias de imunohistoquimica para NFKB do cortex cerebral na camada
piramidal interna dos grupos tratados salina sem isquemia (SSI) (A) e com isquemia (SIR) (B) nos
tempos 0.
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Figura 16 - Fotomicrografias de imunohistoquimica para NFKB do cortex cerebral na camada
piramidal interna dos grupos tratados salina sem isquemia (SSI) (C) e com isquemia (SIR) (D) nos
tempos 30.

Figura 17 - Fotomicrografias de imunohistoquimica para NFKB do cortex cerebral na camada
piramidal interna dos grupos tratados salina sem isquemia (SSI) (E) e com isquemia (SIR) (F) nos
tempos 60.
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4.3 Imunomarcacéao da interleucina 6 (IL-6) entre os grupos SSl e SIR

4.3.1Células IL-6- positivas por campo microscopico

Na analise comparativa entre os grupos verificou-se aumento significante

das células marcadas pela IL-6 no tempo T60 (p=0,999) no grupo SIR, em

comparacao ao grupo SSI.

TABELA 3— Células IL-6 positivas por campo, observadas nos grupos tratados com salina sem
isquemia (SSI) e com isquemia (SIR) nos tempos 0, 30’, 60’. Dados referentes as
células marcadas em 10 campos de cada corte histolégico, com um total de 4 cortes

por grupo.
Tempo SSI SIR
(min) Significancia
Média = DP Média = DP

0 686,3+112,2 311,0+246,5 p=0,523

30 562,5+112,7 536,3+119,8 p=1,000

60 206,8+248,3 316,0+365,4 p=0,999

686,3
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Figura 17 — Representacdo grafica das células IL-6 positivas por campo nos grupos tratados com
salina sem isquemia (SSI) e com isquemia (SIR) nos tempos TO, T30’, T60'. Dados
expressos (MédiastD P.) dos grupos, analise dos dados pelo teste de Tukey para
variaveis ndo emparelhadas: p=0,523: comparado ao respectivo grupo SSI; p=1,000:
comparado ao respectivo grupo SSI; p=0,999: comparado ao respectivo grupo SSI.
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Figura 18 - Fotomicrografias de imunohistoquimica para IL-6 do cortex cerebral na camada piramidal
interna dos grupos tratados salina sem isquemia (SSI) (A) e com isquemia (SIR) (B) nos tempos O.

Figura 19 - Fotomicrografias de imunohistoquimica para IL-6 do cértex cerebral na camada piramidal
interna dos grupos tratados salina sem isquemia (SSI) (A) e com isquemia (SIR) (B) nos tempos 30.
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Figura 20 - Fotomicrografias de imunohistoquimica para IL-6 do cértex cerebral na camada piramidal
interna dos grupos tratados salina sem isquemia (SSI) (E) e com isquemia (SIR) (F) nos tempos 60.



64

4.4 Imunomarcacdo da hemeoxigenasel (HO-1) entre os grupos SSI e

SIR

4.4.1Células HO-1- positivas por campo microscopico

No presente experimento constatou-se que, em relagcdo ao grupo SSlI, as

células marcadas pela HO-1 no grupo SIR diminuiu, significantemente, em T30
(p=1,000) e T60(p=1,000).

TABELA 4 — Células HO-1 positivas por campo, observadas nos grupos tratados com salina sem

isquemia (SSI) e com isquemia (SIR), nos tempos 0, 30’, 60’. Dados referentes as células
marcadas em 10 campos de cada corte histol6gico, com um total de 4 cortes por grupo.

Tempo SSI SIR
(min) Significancia
Média + DP Média + DP
0 33,5%11,2 32,5+9,7 p=1,000
30 25,8+3,9 11,3+13,0 p=1,000
60 18,5+7,6 9,8+£13,7 p=1,000
335 32,5
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Figura 21 — Representagdo gréafica das células HO-1 positivas por campo nos grupos tratados com
salina sem isquemia (SSI) e com isquemia (SIR) nos tempos TO, T30’, T60'. Dados
expressos (MediastDP.) dos grupos, andlise dos dados pelo teste de Tukey para
variaveis ndo emparelhadas: p=1,000: comparado ao respectivo grupo SIR; p=1,000:
comparado ao respectivo grupo SIR; p=1,000: comparado ao respectivo grupo SIR.
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Figura 22 - Fotomicrografias de imunohistoquimica para HO-1 do cortex cerebral na camada
piramidal interna dos grupos tratados salina sem isquemia (SSI) (A) e com isquemia (SIR) (B) nos
tempos 0.

Figura 23 - Fotomicrografias de imunohistoquimica para HO-1 do coértex cerebral na caAmada
piramidal interna dos grupos tratados salina sem isquemia (SSI) (A) e com isquemia (SIR) (B) nos
tempos 30.
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Figura 24 - Fotomicrografias de imunohistoquimica para HO-1 do cortex cerebral na camada
piramidal interna dos grupos tratados salina sem isquemia (SSI) (A) e com isquemia (SIR) (B) nos
tempos 60.
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4.5 Imunomarcacao do fator de necrose tumoral alfa (TNFa) entre os
grupos SIR e GIR

4.5.1CélulasTNFa positivas por campo microscopico

No presente estudo, constatou-se que, comparando-se 0s grupos SIR e
GIR, as células marcadas pelo TNFa no grupo GIR foi significantemente menor que
0 observado no grupo SIR nos tempos TO (p=1,000), T30 (p=0,503) e T60 (p=0,000).

TABELA 5- Células TNFa positivas por campo, observadas nos grupos submetidos a isquemia e
reperfusdo e tratados com salina (SIR) e Il-alanil-glutamina (GIR) nos tempos 0, 30, 60.
Dados referentes as células marcadas em 10 campos de cada corte histolégico, com um
total de 4 cortes por grupo.

SIR GIR
Tempo Significancia
(min) Média + DP Média + DP

0 30,3+36.0 3,5+7.0 p=1,000
30 333.0+395.,6 3,5+7.0 p=0,503
60 1015,5+102.8 3,5+7.0 p=0,000

o 1015,5
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Figura 25 — Representacédo grafica das células TNFa positivas por campo nos grupos submetidos a
isquemia e reperfusédo e tratados com salina (SIR) e I-alanil-glutamina (GIR) nos tempos
TO, T30, T60. Dados expressos (Medias+D.P.) dos grupos, andlise dos dados pelo teste
de Tukey para variaveis ndo emparelhadas: p=1,000: comparado ao respectivo grupo
SIR; p=0,503: comparado ao respectivo grupo SIR; p=0,000.
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Figura 26 - Fotomicrografias de imunohistoquimica para TNFo do cortex cerebral na camada
piramidal interna dos grupos tratados salina com isquemia e repercusséo (SIR) (A) e glutamina com

isquemia e repercussao (GRI) (B) nos tempos 0.
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Figura 27 - Fotomicrografias de imunohistoquimica para TNFo do cortex cerebral na camada
piramidal interna dos grupos tratados salina com isquemia e repercusséo (SIR) (A) e glutamina com

isquemia e repercussao (GRI) (B) nos tempos 30.
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Figura 28 - Fotomicrografias de imunohistoquimica para TNFa do cortex cerebral na camada
piramidal interna dos grupos tratados salina com isquemia e repercussédo (SIR) (A) e glutamina com
isquemia e repercussao (GRI) (B) nos tempos 60.
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4.6 Imunomarcacao do fator nuclear kB (NFkB) entre os grupos SIR e
GIR

4.6.1Celulas NFKkB- positivas por campo microscopico

Verificou-se que nas comparagfes entre 0s grupos, a presenca de células
NFkB positivas no grupo GIR foi significativamente menor que o observado no grupo
SIR nos tempos TO (p=1,000), T30(p=0,000) e T60(p=0,000).

TABELA 6 — Células NFkB positivas por campo, observadas nos grupos submetidos a isquemia e
reperfusdo etratados com salina (SIR) e Il-alanil-glutamina (GIR)), nos tempos 0, 30’,
60’. Dados referentes as células marcadas em 10 campos de cada corte, com um total
de 4 cortes por grupo.

Tempo SIR GIR
(min) Significancia
Média + DP Média + DP
0 463,0+£535,0 450,3+523,8 p=1,000
30 1234,8+144,9 247,5+495,0 p=0,000
60 1286,3+85 217,8+435,5 p=0,000
12348 1286,3

463,0 4503 m SIR

HGIR

CELULAS POSITIVAS/CAMPO

NFKB
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Figura 29 — Representacdo grafica das células NFkB positivas por campo nos grupos submetidos a
isquemia e reperfuséo e tratados com salina (SIR) e l-alanil-glutamina (GIR) nos tempos
TO, T30, T60’. Dados expressos (Medias+D.P.) dos grupos, analise dos dados pelo teste
de Tukey para variaveis ndo emparelhadas: p=1,000 comparado ao respectivo grupo
SIR; p=0,000 comparado ao respectivo grupo SIR; p=0,000 comparado ao respectivo
grupo SIR.
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Figura 30 - Fotomicrografias de imunohistoquimica para NFkB do cdOrtex cerebral na camada
piramidal interna dos grupos tratados salina com isquemia e repercussédo (SIR) (A) e glutamina com
isquemia e repercussao (GRI) (B) nos tempos 0.

Figura 31 - Fotomicrografias de imunohistoquimica para NFkB do cortex cerebral na camada
piramidal interna dos grupos tratados salina com isquemia e repercussédo (SIR) (A) e glutamina com
isquemia e repercussao (GRI) (B) nos tempos 30.
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Figura 32 - Fotomicrografias de imunohistoquimica para NFkB do coértex cerebral na camada
piramidal interna dos grupos tratados salina com isquemia e repercussao (SIR) (A) e glutamina com

isquemia e repercusséao (GRI) (B) nos tempos 60.

4.7 Imunomarcacéao da Interleucina6 (IL-6) entre os grupos SIR e GIR

4.7.1Células IL-6 positivas por campo microscopico

Constatou-se que a presenca de células marcadas pela IL-6 no grupo GIR

foi significativamente menor que o observado no grupo SIR, nos tempos TO

(p=0,817), T30 (p=0,033) e T60 (p=0,591).

TABELA 7-Células IL-6 positivas por campo, observadas nos grupos submetidos & isquemia e
reperfusdo e tratados com salina (SIR) e Il-alanil-glutamina (GIR) nos tempos 0, 30°, 60°.
Dados referentes as células marcadas em 10 campos de cada corte histolégico, com um
total de 4 cortes por grupo.

Tempo SIR GIR
(min) Significancia
Média + DP Média + DP
0 311,0+246,5 14,8+29,5 p=0,817
30 536,3+119,8 9,0£18,0 p=0,33
60 316,0+365,4 28,5+57,0 p=0,591
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Figura 33 — Representacéo gréfica das células IL-6 positivas por campo nos grupos tratados salina
com isquemia e reperfusdo (SIR) e glutamina com isquemia e reperfusdo (GIR) nos
tempos TO, T30, T60’. Dados expressos (MediastD.P.) dos grupos, andlise dos dados
pelo teste de Tukey para variaveis ndo emparelhadas: p=0,817 comparado ao respectivo
grupo SIR; p=0,033 comparado ao respectivo grupo SIR; p=0,591 comparado ao

respectivo grupo SIR.
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Figura 34 - Fotomicrografias de imunohistoquimica para IL-6 do cortex cerebral na camada piramidal
interna dos grupos tratados salina com isquemia e repercussao (SIR) (A) e glutamina com isquemia e

repercussao (GRI) (B) nos tempos 0.
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Figura 35 - Fotomicrografias de imunohistoquimica para IL-6 do cortex cerebral na cAmada piramidal

interna dos grupos tratados salina com isquemia e repercusséo (SIR) (A) e glutamina com isquemia e

repercusséo (GRI) (B) nos tempos 30.
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Figura 36 - Fotomicrografias de imunohistoquimica para IL-6 do cortex cerebral na cAmada piramidal

interna dos grupos tratados salina com isquemia e repercussao (SIR) (A) e glutamina com isquemia e

repercussao (GRI) (B) nos tempos 60.
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4.8 Imunomarcacao da hemeoxigenasel (HO-1) entre os grupos SIR e
GIR

4.8.1Células HO-1 positivas por campo microscopico

Verificou-se que, nas comparacoes entre os grupos GIR e SIR, as células
marcadas pela HO-1 presente no grupo GIR foi significativamente maior que o
observado no grupo SIR nos tempos TO(p=1,00), T30 (p=1,000) e T60 (p=1,000).

TABELA 8- Células HO-1 positivas por campo, observadas nos grupos submetidos a isquemia e
reperfusdo e tratados com salina (SIR) e l-alanil-glutamina (GIR), nos tempos 0, 30’, 60’.
Dados referentes as células marcadas em 10 campos de cada corte histolégico, com um
total de 4 cortes por grupo.

Tempo SIR GIR
(min) Significancia
Média £ DP Média £ DP
0 32,5+£9,7 0.0£0,0 p=1,000
30 11,3+13,0 7,5£15,0 p=1,000
60 9,8+£13,7 6,8+£13,5 p=1,000
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Figura 37 — Representacdo gréafica das células HO-1 positivas por campo nos grupos submetidos a
isquemia e reperfuséo e tratados com salina (SIR) e I-alanil-glutamina (GIR) nos tempos
TO, T30, T60’. Dados expressos (MediastD.P.) dos grupos, andlise dos dados pelo teste
de Tukey para variaveis ndo emparelhadas: p=1,000 comparado ao respectivo grupo
SIR; p=1,000 comparado ao respectivo grupo SIR; p=1,000 comparado ao respectivo
grupo SIR.
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Figura 38 - Fotomicrografias de imunohistoquimica para HO-1 do cdrtex cerebral na camada

piramidal interna dos grupos tratados salina com isquemia e repercusséao (SIR) (A) e glutamina com

isquemia e repercusséao (GRI) (B) nos tempos 0.
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Figura 39 - Fotomicrografias de imunohistoquimica para HO-1 do cortex cerebral na camada

piramidal interna dos grupos tratados salina com isquemia e repercussédo (SIR) (A) e glutamina com

isquemia e repercussao (GRI) (B) nos tempos 30.
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Figura 40 - Fotomicrografias de imunohistoquimica para HO-1 do cértex cerebral na camada

piramidal interna dos grupos tratados salina com isquemia e repercussédo (SIR) (A) e glutamina com
isquemia e repercusséao (GRI) (B) nos tempos 60.
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5 DISCUSSAO

No presente trabalho demonstramos o efeito protetor da L-alanil-
grutamina através de técnicas de imunohistoquimica a fim de se avaliar as
alteragbes microscopicas e a imunomarcacdo em um modelo de isquemia e
reperfusdo cerebral da expressao dos seguintes biomarcadores de ativacao celular:
Inteleucina 6 (IL6); Fator de necrose tumoral alfa (TNFa); Fator de transcrigéo
nuclear NFkappaB (NFkB); Hemeoxigenase 1(HO-1), em grupos de animais tratados

com salina sem isquemia (SSI) e com isquemia (SIR) e L-alanil-glutamina GIR.

O NFkB é um fator de transcricao redox sensitivo que regula uma bateria
de genes inflamatério, tendo sido implicado como indutor do desenvolvimento de
varios processos patoldgicos (LU., et al, 2004). A ativacdo de programas génicos
NFkB induzidos, leva a transcricdo de fatores promotores da cascata inflamatéria,
tais como: moléculas de adesédo leucocitaria (ICAM-1), citocinas e quimiocinas.
Alguns poucos mediadores com efeitos anti-inflamatério sdo também regulados por
este fator de transcricdo. Evidéncias envolvendo o NFkB como fator chave da
fisiopatologia da lesdo de Isquemia/Reperfusdo cerebral e miocardica sé&o
inquestionaveis (VALEN., et al, 2001). A maioria destas evidéncias apontam,
portanto, para a inducdo de genes pré-inflamatérios. Mais recentemente, entretanto,
tem sido demonstrado fortes indicios do envolvimento do NFkB na ativacdo de vias
de sinalizacdo de fatores de protecédo neurais e miocardicos , induziveis por agentes
farmacoldgicos precondicionantes ou por surtos repetidos de isquemia de curta
duracéo e de baixa intensidade. Portanto, o NFkB tem se revelado como um novo
alvo terapéutico da protecdo celular contra o estresse oxidativo pro-inflamatorio e
pré-esclerosante em diversos tecidos nobres, tais como miocardio e o cérebro
(VALEN., et al, 2001).

No presente experimento, utilizando-se a imunomarcagdo por técnica
imunohistoquimica, pode-se observar uma diferenca significativa das células NFkB-
positivas utilizando-se o modelo experimental de Isquemia/Reperfusdo em gerbios
do grupo Salina/lsquemia/Reperfusédo T30 e T60 em relacdo ao grupo
Salina/Sem/Isquemia e do grupo Glutamina/lsquemia/Reperfusdo TO, T30 e T60

com relacdo ao grupo Salina/lsquemia/Reperfuséo. Estes resultados reproduzem em
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grande parte com o0s experimentos de outros autores (YL. GUO; W. SHEN; F. DU,
2011).

O TNFa (caquexina ou fator de necrose tumoralo) é uma citocina
envolvida na resposta inflamatoria sistémica e focal, sendo um membro de um grupo
de citocinas que induz a reacdo de fase aguda associada a resposta inflamatoria
aguda (PCR, fibrinogénio e amil6ide sérico tipo A (SAA). E produzida principalmente
por macrofagos ativados, embora possa ser produzida por outros tipos celulares, tais
como linfécitos TCD4+ e células NK (natural killer) (KUMAR, ABBAS, ASTER, 2013).

A acdo precipua do TNFa é regular células imunoinflamatorias. O TNFa é
também um pirébgeno enddégeno, sendo capaz de induzir febre, morte celular
apoptotica, sepse (através da producédo de IL-1 e IL-6), bem como a inducdo de
caquexia, dano inflamatério, anti-tumorigénese e reduzida (KUNTSCHER et al.,
2007).

Em relacdo a resposta inflamatéria aguda o TNFa, juntamente com a IL-1,
a IL-6 sdo um conjunto de citocinas quimioatraentes conhecidas como quimiocinas,
sdo 0s mensageiros moleculares mais importantes (KUMAR; ABBAS; ASTER,
2013).

No presente experimento, em relacdo ao TNFa, constatou-se uma
diferenca estatisticamente significativa, comparando-se os grupos SSI e SIR. A
analise comparativa por técnica imunohistoquimica de células TNFa-positivas
revelou que no grupo SIR, quando comparado ao grupo SSI, as células TNFa-
positivas foram significantemente mais numerosas. Estes achados reforcam dados
obtidos por outros autores (PANDYA; SULLIVAN; PETTIGREW, 2011). Estes
resultados, portanto, sugerem fortemente o dano oxidativo aumentado nos
experimentos de isquemia/reperfusdo. Em grande parte estes efeitos injuriantes séao
mediados por agbes pro- e pré-inflamatérios, bem como por ativagédo de células
endoteliais na microvasculatura e de leucocitos em diapedese, atestando, assim, 0
dano celular por peroxidacao lipidica em focos de isquemia e perfusdo mediada por
radicais livres oxigenados e por estresse nitrosativo mediado pelo peroxinitrito. A

estreita relacéo espacial e temporal entre 0 TNF-alfa e o NF-kB da sustentacdo ao
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importante papel deste fator de transcri¢do nuclear na sintese de TNF-alfa e de seus
efeitos injuriantes que acompanham a resposta inflamatéria aguda local, mormente
como ativador endotelial e leucocitario em relacdo ao metabolismo oxidativo NDPH-

induzido.

A heme oxigenase do tipo 1 (HO-1) € uma enzima microssomal que
cataliza a degradacdo do heme em monoxido de carbono (CO), biliverdina (BVD) e
ferro (ABRAHAM et al., 1988).

Alguns trabalhos tém demonstrado que a inducdo de enzima HO-1
promove uma protecdo celular contra injdria oxidativa envolvendo diferentes
mecanismos, como o controle dos niveis intracelulares de hemelivre (a¢do anti-
oxidante), producao de biliverdina (acdo anti-oxidante), melhor perfusdo nutritiva via
liberacdo de CO e induz a sintese de ferritina (GOMES, 2009) através da liberacao
de ferro livre (RYTER & TYRRELL, 2000). Foi demonstrado que o heme é capaz de
estimular a producdo de radicais livres, a expressao de moléculas de adesao e a
infiltracdo de neutrdfilos para o sitio lesado (SHONO et al., 1996).

Por outro, lado pequenas concentracfes do heme podem possuir efeitos
anti-inflamatorios e citoprotetores importantes, através do aumento da expresséo da
HO-1 e estimulagéo da formacao de HO-1 e seus produtos, como o CO e biliverdina
(BELCHER et al, 2006).

O presente trabalho demonstrou que o numero de células
hemeoxigenase-1-positivas diminuiu significativamente no grupo SSI nos tempos
T30 e T60 em relacdo ao Grupo SIR. Tal resultado muito provavelmente atesta a
deplecdo enziméatica da HO-1 em decorréncia do intenso estresse oxidativo
verificado no grupo submetido a isquemia por mais de 30 minutos, seguida de
reperfusdo. No grupo previamente tratado com L-alanil-glutamina pdde-se,
entretanto, verificar o potente efeito indutor pré-condiconante deste nutracéutico, em
relacdo a protecdo das células do sistema nervoso central, comparativamente ao
grupo controle, na inducdo da HO-1 e de seus efeitos redox-protetores,
corroborando assim os dados de outros autores (YASUBARA., 2001).
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A interleucina-6 .€ uma citocina multifuncional produzida por varios tipos
de células, principalmente células do sistema fagocitico mononuclear (SFM). O
mecanismo exato pelo qual ela medeia seus efeitos protetores em modelos animais
e em humanos néo esta totalmente definido. Entretanto, esta bem estabelecido que
a IL-6 pode afetar as respostas imunes inata e adaptativa. Entre outras atividades,
sdo bem conhecidas as seguintes: diferenciacdo de linfécitos B, proliferacdo e
diferenciacdo de células T citotoxicas, diferenciacdo de linfocitos TCD4+ produtoras
de citocinas do perfil Th2, formacédo de colbnias de células multipotentes em células
tronco hemopoiéticas, secrecao de imunoglobulinas, secrecao de multiplas proteinas
sistémicas de fase aguda da inflamagao (“sickness”) e, ndo menos importante,
diferenciacdo e maturacdo de macrofagos (TRIPATHY et al., 2010).
Consequentemente, a IL-6 joga importante papel na suscetibilidade a infeccbes
causadas por uma vasta pletora de agentes biopatogénicos: virais, fungicos,
bacterianos e parasiticos (SCHELLER; ROSE-JOHN, 2006).

A microvasculatura cerebral parece ser o alvo preferencial da
convergéncia de processos inflamatérios agudos e oxidativos. O estresse oxidativo,
que resulta do desequilibrio entre a geracao de EROs e a capacidade de promover o
decaimento e neutralizacao de radicais livres por parte das enzimas da defesa anti-
oxidante, é particularmente importante no cérebro pela sua alta taxa metabdlica de
natureza oxi-redox. A hipétese dominante € a de que a injuria e disfuncdo da
microvasculatura cerebral, resultante dos fendmenos de peroxidacao lipidica
membranar, estresse oxidativo-induzido, libera fatores pré-inflamatérios, tais como
citocinas e quimiocinas (IL-1B, IL-6, IL-8, TNFa, TGFB e proteina quimioatraente
monocitica (MCP-1), que tém efeito injuriante e neurotoxico direto. O presente
experimento revelou haver no tempo T60, comparando-se os grupos SIR e SSI, uma
diferenca significativa no numero de células imunomarcadas pela IL-6, que foi mais
elevado no primeiro. Entretanto, comparando-se os grupos SIR e GIR, pode-se
constatar uma diferenca expressiva estatisticamente significante no numero de
células IL-6-positivas, a favor do grupo nao tratado pela L-alanil-glutamina (grupo
SIR), atestando, assim, o efeito protetor desta em relagdo ao dano celular induzido
pelas citocinas e mediadores pro-inflamatorios liberados por ocasido da injaria

microvascular e citotdxica EROs-mediada. Tais achados confirmam os resultados de
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outros autores em relacdo ao modelo da isquemia-reperfusao cerebral (MURPHY et
al., 2007).

Sobre o efeito pré-condicionante da glutamina, faz-se mister, na ocasiao,
enfatizar que a mesma € o aminoacido livre mais abundante nos masculos e sangue
de seres vivos (MURPHY; NEUSHOLME, 1999). Sua molécula compreende cinco
carbonos e tem muitas funcbes metabdlicas importantes, tais como: combustivel
oxidativo, transferéncia de nitrogénio e carbono entre tecidos, regulacdo na
homeostasia acido-base, como precursora da aménia excretada pelo rim, além de
ser uma molécula precursora da gliconeogénese, da biossintese de purinas, de
pirimidinas (e, consequentemente, &cidos nucléicos) e de outros aminoacidos
(LEITAO, 2007). E um aminoacido condicionalmente essencial, pois se torna
indispensavel nas condicbes de estresse, sendo ativamente transportada,
principalmente para células da resposta imune mediada por células. Estudos
realizados por Wischmeyer (2008) j& puderam evidenciar que a glutamina esta
envolvida no mecanismo de protecdo e sobrevida celular para limitar o dano e a
morte apoptética associada ao estresse oxidativo celular. Estes achados
demonstraram que a célula utiliza preferencialmente os niveis de glutamina
intracelular como um sensor de estresse e de ativacao celular. Outras pesquisas tém
demonstrado que a glutamina tem a capacidade de atenuar o dano tecidual que
acompanha a resposta imuno-inflamatoria, através de efeitos regulatérios sobre a
via de sinalizacdo do fator nuclear kB (NFkB), dados estes muito analogos aos
obtidos no presente experimento . Pesquisas em laborat6rio tém demonstrado que
uma unica dose de glutamina (0,75g/kg) é capaz de atenuar a via de ativacédo da
ligagdo nuclear do NFkB e evitar, assim, a degradacdo de sua proteina inibitoria
IkBa (PIRES, 2010).

Na mesma linha de investigacéo perseguida por nosso grupo, a glutamina
tem sido amplamente usada, em diversos experimentos e laboratorios, com vista se
avaliar vias e mecanismos de leséo tecidual em modelos de isquemia e reperfuséo,
em diversos 6rgdos-alvos (TORRES et al., 2003; BARBOSA et al., 2003; ALVES et
al., 2003). A maioria destes estudos puderam fornecer fortes evidéncias do efeito
citoprotetor deste aminoacido em diversos tipos celulares bem como das bases

moleculares e bioquimica das vias de sinalizacdo de sobrevida celular implicadas na
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defesa antioxidante e na a¢do anti-inflamatéria (“down-regulation”), provavelmente,

anti-esclerética da L-alanil-glutamina.

Ademais, Tang, Rao e Hu (2000), ao estudarem as alteracdes nos niveis
de aminoacidos no cortex cerebral e hipocampo, na isquemia cerebral global em
gerbils, puderam mostrar que a diminuicdo de alguns aminoacidos, como aspartato e
glutamina, podem constituir as bases bioquimicas da lesdo e morte neuronal,
implicando-o0s, portanto, no crucial papel da via glutaminérgica na protecdo e
sobrevida das células neurais em modelos experimentais, analogos ao presente

estudo.

Ja Tardini et al. (2003), ao avaliarem dois modelos experimentais de
isquemia e reperfusdo cerebral em ratos, através da oclusdo temporaria carotidea,
associada ou ndo a oclusdo vertebral, ndo puderam demonstrar alteracdes
consistentes de marcadores de lesdo cerebral aguda nem de diferenga significativa
no percentual de area de necrose isquémica do grupo SIR com relacdo ao grupo
glutamina GIR. Por outro lado, Nogueira (2009) foi capaz de demonstrar que a
administracdo prévia de L-alanil-glutamina é capaz de reduzir a extenséo da area de
lesdo celular grave com infarto durante eventos de isquemia e reperfusdo em
modelos experimentais. Tal efeito protetor envolveria supostamente a via nitrégica
por bloquear os efeitos danosos da NO produzido pela NOsintetase neuronal que,
por sua vez, inibe a atividade da glutamina sintetase. Além da supresséo da sintese
de NO haveria também o envolvimento de outras enzimas, como a glutamina
sintetase. E digno de mencdo o fato que as maiores alteragdes metabolicas
verificadas por alguns autores (Faria, Muniz e Vasconcelos, 2007), foram registradas
nos primeiros minutos de reperfusao, sendo, portanto, uma reacdo bem precoce e
inicial ao estresse oxidativo reperfusdo-induzido. Tal fato poderia explicar a
aparente ineficacia comparativa da administracdo controlada de L-alanil-glutamina,
ao nao ter este aminoacido, ao término do experimento, induzido diferenca
estatisticamente significativa da area de necrose isquémica nos diferentes grupos de
animais, com e sem L-alanil-glutamina, como registrado em alguns poucos estudos
(TARDIN:I et al.,2003).
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Em modelo experimental em Gerbils idéntico a este, Pires (2010),
analisando microscopicamente o dano neuronal agudo, p6éde demonstrar a presenca
de neurdnios vermelhos, que € um biomarcador citoldégico bastante sensivel de
lesdo neuronal aguda irreversivel pos-isquémica, na camada granular interna do
cortex cerebral nos grupos de gerbils submetidos a Isquemia/Reperfusdo. Ao
proceder & andlise comparativa foi apta, igualmente, de constatar uma reducao
estatisticamente significativa do nimero de neurdnios vermelhos no subgrupo de
animais tratados previamente com glutamina (GIR), nos tempos 30 e 60 minutos, em
relacdo ao subgrupo com Isquemia/Reperfusdo, porém tratado unicamente com
salina (SIR). Tal estudo demonstra de modo elegante e em bases morfologicas a
acao protetora da L-alanil-glutamina como agente precondicionante na injuria celular
induzida pelo estresse agudo provocado por eventos de Isquemia/Reperfusdao O
presente estudo reproduz amplamente tais resultados e permite se tirar a mesma
ilacdo em relacao a acéo citoprotetora efetiva deste nutracéutico. Fomos capazes de
demonstar, a luz de técnicas imunohistoquimicas, o efeito fortemente protetor da L-
alanil-glutamina, pois esta mostrou-se efetiva na capacidade de reduzir a expressao
de citocinas inflamatérias e do fator de transcricdo nuclear de genes de ativacao
celular, ao mesmo tempo que foi capaz de, também, aumentar a expressao de
enzimas da defesa anti-oxidante. Tais efeitos puderam se traduzir, em termos
estruturais e imunohistoquimicos, em reducdo da extensdo e da gravidade do dano
tecidual ao inibir o estresse oxidativo-nitrégico e pré-inflamatoério, ambos constituindo
a base etiofisiopatogénica da lesdo de isquemis/reperfusdo e da necrose liquefativa
do infarto cerebral.

Em que pese as limitacdes e possiveis falhas da metodologia empregada,
o presente estudo prové outros indicios experimentais que consubstanciam a
hipotese do efeito protetor da L-alanil-glutamina na lesdo de isquemia e reperfusao
cerebral.

Caberd a estudos futuros e com o emprego destes e de outros
marcadores inflamatérios e de ativacdo celular, determinar a real eficacia e
seguranca da utilizacdo da L-alanil-glutamina como agente protetor e pré-
condicionante em relacdo aos efeitos deletérios proprios da lesdo de isquemia e

reperfusdo cerebral experimental.
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CONCLUSOES

1. A administracdo prévia de L-alanil-glutamina a gerbils em modelo
experimental de lesdo cerebral de Isquemia/Reperfusdo promove protecéo tecidual
na medida da reducgao significativa, em comparacao a grupo controle, do perfil de
expressdo, por técnica imunohistoquimica, das seguintes citocinas e fatores de
transcricdo de genes pro-inflamatorios: TNF-alfa, IL-6 e NFKB. Concomitantemente,

induz expressdo aumentada de agente anti-oxidante celular, redox-sensivel, a HO-1.

2. O pré-condicionamento com L-alanil-glutamina em Gerbils, no modelo
de isquemia/reperfusdo cerebral, reduz a expressdo fenotipica de mediadores
pré-inflamatérios em comparacdo com o grupo de Isquemia/Reperfusdo néo tratado

pela L-alanil-glutamina, em ambos os tempos T30 e T60.

3. O pré-condicionamento com L-alanil-glutamina promove, de modo
significativo, em comparacdo ao grupo de Isquemia/Reperfusdo simples, a
hiper-expressdo da proteina anti-oxidante HO-1, atestanto o efeito protetor deste
nutracéutico na lesédo de Isquemia/Reperfusdo decorrente do estresse oxidativo, em

gerbils.
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ANEXO A- PARECER COMITE DE ETICA EM PESQUISA
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