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RESUMO

P(')S-CONDIS.IIONAMENTO COM L- ALANIL-GLUTAMINA NA ISQUEMIA E
REPERFUSAO CEREBRAL EM RATOS. EDUARDO BACELAR ALMEIDA.

Dissertacdo apresentada ao Programa de Pés-Graduagao Stricto Sensu em Ciéncias Médico
Cirurgicas, do Departamento de Cirurgia da Faculdade de Medicina da Universidade Federal do
Ceara, como requisito parcial a obtengdo do titulo de mestre em Ciéncias Médico Cirargicas.
Orientador: Prof. Dr. Paulo Roberto Leitdo de Vasconcelos

INTRODUCAO E OBJETIVO: Estudos recentes tém mostrado a eficacia da l-alanil-
glutamina (AIn-GIn) na protecdo de estados de isquemia e reperfusdao em diversos
orgaos. O objetivo deste estudo foi avaliar a agdo da AIn-GIn no pos
condicionamento em lesao de isquemia e reperfusédo cerebral em em ratos.
METODO: Amostra de 72 ratos da linhagem Wistar distribuidos em 06 grupos. Cada
grupo possuia 12 animais dos quais 6 animais foram coletados os hipocampos para
analise de espectrometria de massas e 6 animais amostras para estudo histologico.
Destes, 02 grupos realizaram apenas a cervicotomia (Sham 1h e 24h); 02 grupos
receberam solugao salina e a lesdo de isquemia e reperfusdo (SS + I/IR 1h e 24h) e
02 grupos receberam L-Alanil-Glutamina e a lesao de isquemia e reperfusdo (GLUT
+I/R 1h e 24h).

RESULTADOS: O exame histolégico (H & E) da regido CAl do hipocampo
evidenciou um aumento significante (p < 0,05) de neurénios eosinofilicos no grupo
solucéo salina + isquemia e reperfusédo (SS+I/R) quando comparado com 0 grupo
controle (SHAM), ap6s 1h (p = 0,002) e 24h (p= 0,01). Quanto aos grupos SS+I/R e
GLUT +I/R, houve uma diminuicdo significante (p<0.05) da porcentagem de
neurénios eosinofilicos nos grupos GLUT + I/R, com 1h (p = 0,01) e 24h de
reperfusdo (p = 0,001). Na analise por espectrometrias de massa do hipocampo foi
encontrada uma diferenga estatisticamente significante no perfil de lipidios dos
grupos (p < 0,05). Foi encontrada diferenca significante na intensidade relativa dos
lipidios dos grupos Sham quando comparado ao grupo SS + I/R ( p< 0,05) e
GLUT+I/R comparado ao SS+I/R (p<0,05).

CONCLUSAO: O pés-condicionamento com I-lanil-glutamina teve efeito
neuroprotetor no hipocampo de ratos, indicado pela contagem de neurdnios
vermelhos. A intensidade relativa e o perfil dos lipidios do hipocampo na analise por
espectrometria de massas esta alterada em lesbdes de isquemia e reperfusédo e é
diversa dos animais pos-condicionados com l-alanil-glutamina.

DESCRITORES: Isquemia cerebral; L-alanil-glutamina; MALDI-TOF; lipidémica



ABSTRACT

POSTCONDITIONING WITH L-ALANYL-GLUTAMINE IN BRAIN ISCHEMIA AND
REPERFUSION IN RATS. Eduardo Bacelar Almeida. Submitted to the Graduate
Program Stricto Sensu in Surgical Medical Sciences, Surgery Department,
Faculty of Medicine of the Federal University of Cear4, as a partial requirement
to obtain a Master's degree in Surgical Medical Sciences. Advisor: Prof. Dr.
Paulo Roberto Leitdo de Vasconcelos
INTRODUCTION AND OBJECTIVE: Recent studies have shown the effectiveness of
L-alanyl-glutamine (AIn-GIn) in protection of ischemia and reperfusion states in
various organs. The aim of this study was to evaluate Aln-Gln post conditioning
effects in brain ischemia and reperfusion injury in an experimental model of brain
ischemia and reperfusion in rats.
METHODS: A sample of 72 rats (Wistar) was divided into 06 groups. Each group had
12 animals, 6 animals provided hippocampal samples for mass spectrometry analysis
and 6 animals samples for histological analysis. 02 groups carried cervicotomy
(Sham 1h and 24h); 02 groups received saline and ischemia/ reperfusion injury (SS +
/R 1h and 24h), and 02 groups received L-Alanyl-Glutamine and
ischemia/reperfusion injury (GLUT + I/R 1h and 24h).
RESULTS: The histology (H & E) of hippocampal CAl area revealed a significant
increase (p <0.05) of eosinophilic neurons in saline + ischemia and reperfusion group
(SS + I/R) compared to the control group (SHAM) after 1 hour (p = 0.002) and 24h (p
= 0.01). When compared (SS + I/R) and (GLUT + I/R) groups a significant decrease
(p <0.05) of percentage of eosinophilic neurons was observed in GLUT + | / R, with
1h (p = 0.01) and 24 hours of reperfusion (p = 0.001). In the hippocampal
spectrometry’s analysis there was a statistically significant difference between the
groups lipid profile (p <0.05). A significant difference in relative intensity of lipids and
lipid profile from Sham groups when compared to SS + I/R group (p <0.05) and
GLUT+ /IR when compared to  SS+ I/R  group (p  <0.05).
CONCLUSION: The postconditioning with L-alanyl-glutamine had neuroprotective
effect in the hippocampus of this experimental model, indicated by the number of red
neurons. The relative intensity of the hippocampus lipids in the analysis by mass
spectrometry is altered in ischemic and reperfusion injury, and is different from
postconditioned animals with L-alanyl-glutamine.
KEY WORDS: cerebral ischemia; L-alanyl-glutamine; MALDI-TOF, lipidomics
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1 INTRODUGAO

O Acidente Vascular Cerebral (AVC) é uma das principais causas de
incapacidade a e mortalidade no mundo (GOULART et al.,, 2010). A doenga
cerebrovascular atinge 16 milhdes a cada ano. Dessas, 6 milhdes evoluem com
obito. No Brasil, sdo registradas cerca de 68 mil mortes por AVC anualmente, fato
que gera grande impacto econdmico e social (Ministério da Saude, 2013).

O acidente vascular cerebral se caracteriza pela instalacdo de um déficit
neurologico focal, repentino e ndo convulsivo, determinado por uma lesé@o cerebral,
secundaria a um mecanismo vascular e ndo traumatico. Pode ser secundario a
embolia arterial e processos de trombose arterial e/ou venosa, causando isquemia
e/ou hemorragia cerebral. O acidente vascular cerebral € comumente classificado
em hemorragico e isquémico (ROBERTS; COUNSELL, 1998).

O acidente vascular isquémico € uma das principais causas de isquemia
cerebral, sendo uma doenga complexa influenciada por aspectos clinicos, genéticos
e fatores de risco ligados ao estilo de vida (HOLLIDAY et al., 2015). Isquemia € a
perda do suprimento sanguineo por reducdo do fluxo arterial de um tecido, em que
h&d comprometimento da oferta de substratos metabdlicos, incluindo a glicose
(COTRAN et al., 2000).

A isquemia cerebral pode ser resultante de doengas que acometem o leito
vascular cerebral que frequentemente envolve as artérias carétidas e ou as artérias
do poligono de Willis (GAGLIARDI, 2006; HARUKUNI; BHARDWAJ, 2006). Uma
oclusdo aguda das artérias cerebrais, ndo revertida em um curto periodo de tempo,
frequentemente resulta isquemia cerebral com morte celular na regido afetada
(SHALLER et al, 2004).

Reperfusdo é o termo utilizado para definir o restabelecimento do fluxo apés
um periodo de isquemia (EVORA et al., 1996). Paradoxalmente, a reperfusdo pode
ser tdo ou mais danosa que a isquemia para o tecido cerebral, em decorréncia da
producao de ROS e da cascata imune e inflamatdria desencadeada pelo evento
(ZHAO et al, 2009; XIE et al, 2013).

O dano celular induzido apdés perfusdo de um 6rgéo isquémico é denominado
lesdo de isquemia/reperfusédo (I/R). Diversos mecanismos encontram-se envolvidos

na fisiopatogénese da lesdo secundaria a isquemia e reperfusdo. O entendimento
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dos mecanismos envolvidos nos danos da I/R é essencial para projetar estratégias
terapéuticas e minimizar suas consequéncias (CHEN, H. J.; LEE; WEI, 1992).

A intensidade da lesdao no tecido cerebral € um importante preditor do
comprometimento neurolégico dos individuos acometidos. Diversos estudos tém
buscado alternativas terapéuticas que podem atenuar a lesdo do tecido cerebral.
Dentre essas alternativas pode-se destacar o pds-condicionamento e uso de
nutracéuticos como a l-alanil-glutamina. (SHALLER et al, 2004)(ZHOU et al., 2015)
(DENG et al., 2015) (DE VASCONCELOS et al., 2015).

1.1 Pés - Condicionamento

P&s-condicionamento consiste em aplicar um estimulo a um organismo que foi
submetido a um evento que alterou sua condi¢ao inicial. Tem o intuito de propiciar
uma maior resiliéncia, tolerancia ou prote¢cao a uma situagado adversa subsequente
ao evento (PINHEIRO et al.,, 2011). Quanto a isquemia cerebral, refere-se
classicamente a uma ampla gama de estimulos subletais realizados imediatamente
ou até 2 dias apds o evento isquémico (BURDA et al., 2006; VINTEN-JOHANSEN et
al., 2005).

O conceito inicial de pds condicionamento isquémico foi desenvolvido por Zhao
(2003) e consistia em ciclos de oclusdes mecanicas e reperfusdes breves para o
tratamento da isquemia do miocardio, apés a fase de isquemia e antes de se
reestabelecer a reperfusao permanente (NA et al., 1996; ZHAO, Z. Q. et al., 2003).

Foi demonstrado que o efeito de protegdo do pds-condicionamento isquémico
poderia ser tdo efetivo quanto do pré-condicionamento isquémico, no qual uma
prévia isquemia, breve e subletal, protege o tecido miocardico de uma lesdo
isquémica de maior gravidade e da subsequente lesdo de reperfusdo (MURRY;,
JENNINGS; REIMER, 1986); (LEGER et al., 2015; ZHAO, H., 2009).
Posteriormente, esse campo de interesse evoluiu para estudos em outros 6rgaos
como cérebro e rins demostrando bons resultados com pds-condicionamento
(LEGER et al., 2015; SUN et al., 2007).

Atualmente o conceito de pds-condicionamento isquémico evoluiu e engloba

diversos estimulos ou gatilhos (ZHAO, H., 2009). Pode ser definido como uma ampla
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gama de estimulos subletais realizados imediatamente ou até 2 dias apds a
isquemia cerebral que pode se dar por interrupg¢des de reperfuséo, isquemias breves
e aplicacdo de uma acao farmacolégica (BURDA et al., 2006; PIGNATARO et al.,
2009; ZHAO, H., 2009).

Embora o pré-condicionamento tenha se mostrado uma abordagem clinica bem-
sucedida em determinadas situagdes, como procedimentos cirurgicos, sua
aplicabilidade clinica é limitada devido a dificuldade em se prever o inicio da lesao
isquémica. Entretanto, a aplicagdo de um condicionante pds evento isquémico é
viavel, pois o inicio da reperfusdo € mais previsivel e o paciente pode estar em
monitoramento clinico (ZHAO, Z. Q. et al.,, 2003) O pods-condicionamento, tanto
precoce quanto tardio, tem sido reconhecido como uma estratégia simples e

promissora no tratamento do AVC (WU et al., 2015).

1.2 Lesao de isquemia e reperfusao cerebral

1.2.1 Lesao de isquemia

O termo isquemia se refere a restricdo do aporte sanguineo a érgéos e
tecidos. A interrupgdo do fluxo sanguineo para o cérebro ou parte dele € chamada
de isquemia cerebral ou infarto (SAAD et al., 2015). A hipoxia decorrente da
interrupcao do fluxo sanguineo pode levar a lesdo no tecido cerebral que pode ser
confinada a uma regido especifica ou global (CAMPELO et al., 2012).

Como ocorre em outros eventos traumaticos sera suscitada uma resposta
organica que desencadeara alteragdes e reacgdes diversas de natureza inflamatodria,
hormonal e humoral, com a finalidade de reestabelecer o equilibrio biolégico (DE
VASCONCELOQOS et al. 2015; RAHDLE et al., 1996).

Estas mudancas acarretam em lesdo ou morte das células mais vulneraveis
do sistema nervoso central, primariamente localizadas no hipocampo, especialmente
na sub-regiao CA1 (BUWALDA et al., 1995; DELL'ANNA et al.,, 1991; HU;
PETERSON; CHAO, 1997; JAYALAKSHMI et al., 2007), no cortex cerebral e
nucleos basais. Estas areas estdo envolvidas em fungdes cognitivas como
aprendizado e memoria, além de fungdes motoras (CIRULLI et al., 2003; LOIDL et
al., 2000).
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O estudo da fisiopatologia dos mecanismos envolvidos na lesdo neuronal
isquémica e de seu tratamento é imprescindivel na formulagdo de estratégias que
reduzam tanto a mortalidade como as sequelas neuroldgicas do processo patologico
(MUNIZ, et al., 2004).

1.2.2 A cascataisquémica
A privacao de oxigénio provocada pelo evento isquémico dispara uma cascata
de eventos bioquimicos que envolve interrupcdo do metabolismo energético,
desequilibrio acidobasico, acimulo de espécies oxigénio-reativas e de aminoacidos
excitatorios no espaco extracelular, perda do equilibrio de agua celular e inicio da
apoptose/meiose (Figura 1) (ENGIDAWORK et al., 1997; VEXLER; FERRIERO,
2001).

Isquemia

Reducdo do fluxo sanguineo

Deplegaode v
l reservas fe energia

Disfungdo da bomba Na+/K+ «—» Acidose
v Reperfusdo
Despolarizagdao da membrana

%
\ Liberagdo de glutamato

Abertura de canais .

Caws dependentes \ Ativacao ée receptores

. NMDAeAMPA

.
TCa++ intracelular «——
I ANOT Inflamagdo
Ativagdo da NO sintase, - ¥ E'ROS e
lipases, proteases e
endonucleases - peroxidagio lipidica

N

Apoptose ——+ Dano celular irreversivel « 1

Liberagdo de citocinas

Figura 1 - Cascata neurotdxica simplificada dos mecanismos envolvidos na isquemia e
reperfusdo cerebral. Adaptado de GILGUN-SHERKI et al. (2002)
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Logo apds a diminuicdo de fluxo sanguineo cerebral, a cascata isquémica é
iniciada. A reducéo do fluxo sanguineo cerebral em 20% a 30% abaixo do normal é
suficiente para iniciar esses eventos (OHTAKI et al., 2005). O comprometimento
permanente ira variar de acordo com a intensidade e duracdo da isquemia.
(DIRNAGL; IADECOLA; MOSKOWITZ, 1999; LAKHAN; KIRCHGESSNER; HOFER,
2009).

A diminuigcdo da disponibilidade de oxigénio no tecido lesado leva a inibigao
da fosforilacdo oxidativa mitocondrial e a queda da producédo de adenosina-trifosfato
(ATP). O estoque ATP sera degradado em adenosina difosfato (ADP), adenosina
monofosfato (AMP) e, posteriormente, em adenosina, inosina e hipoxantina. O calcio
no citosol provoca a ativagdo da protease calpaina, que promove a quebra de uma
ponte peptidica da enzima xantina desidrogenase (XD), levando a formagado da
xantina oxidase (XO) que necessita de oxigénio para ser convertida em xantina
(TARDINI; YOSHIDA, 2003).

Quatro componentes estruturais e funcionais sao particularmente sensiveis a
hipdxia decorrente da isquemia: a membrana celular, responsavel pelo equilibrio
ibnico e osmotico; a sintese de proteinas estruturais e enzimaticas; a respiracao
aerodbica, responsavel pela inibicado da fosforilagao oxidativa mitocondrial e producéo
de adenosina-trifosfato (ATP) e a sintese do aparato de reparo do DNA, relacionada
a multiplicagdo da membrana celular (COTRAN; KUMAR; ROBBINS, 2005). A perda
da permeabilidade e o desequilibrio ibnico afetam a mitocdndria. Esta pode ser
prejudicada pela elevagdo do calcio citosdlico, estresse oxidativo e degradacgéao de
fosfolipidios (CAMPELO et al., 2012).

A falta de energia celular afeta a bomba de sédio e potassio (Na*/ K*). Com a
faléncia dessa bomba passa a haver um acumulo de sddio intracelular e perda de
(K") para o meio extracelular com posterior edema da célula e organelas. Ocorre
simultaneamente um aumento de calcio (Ca?*) e cloreto (CI') para o meio intracelular
(LEGER et al., 2015; LIPTON, 1999; ZHAO, H., 2009). Esse aumento intracelular
de caélcio, é considerado um gatilho para diversos processos intracelulares
complexos e deletérios, que resultam na ativagao de enzimas catabdlicas como as

fosfolipases (contribuem para a quebra da membrana celular, produgdo de acido
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araquidbénico e formacédo de radicais livres) e endonucleases (contribuem para
fragmentacdo do DNA e falha energética devido a disfungdo mitocondrial)(MITANI et
al., 1993).

Concomitante ao aumento de calcio citosélico, neurbnios glutamatérgicos
liberam glutamato que inicia um processo de excitotoxicidade. O glutamato ativa
receptores ionotropicos extracelulares excitatorios como N-metil-D-aspartato
(NMDA) e a-amino-3-hidroxi-5-metil-4-isoxazole (AMPA) e estimula os canais de
Ca®* voltagem-dependentes permitindo mais influxo de Ca*(OHTAKI et al.,
2005;GILGUN-SHERKI et al., 2002; KUNZ; DIRNAGL; MERGENTHALER, 2010)

Secundariamente ao aumento intracelular de calcio na isquemia ha formacéao
de oxido nitrico (NO) a partir da L-arginina pela acdo da 6xido nitrico sintetase
constitutiva (cCNOS) que é Ca2+ dependente(DAVIES; FULTON; HAGEN, 1995;
KLATT et al., 1993; MONCADA; PALMER; HIGGS, 1991).

A excitotoxicidade pode desencadear eventos moleculares que culminam com
apoptose/necrose e/ou a inflamacdo nas areas de penumbra cerebral(GILGUN-
SHERKI et al., 2002; KUNZ et al., 2010).

Evidéncias demonstram que os leucdcitos também participam das lesbes de
isquemia e reperfuséo cerebral. Supde-se que durante a isquemia ocorra a ativacao
de leucdcitos que ficam presos na vasculatura cerebral e passam a liberar fatores
guimiotaticos para leucotrienos na reperfusdao. Além dos leucdcitos, as células da
glia também sdo importantes nessas lesdes. Acredita-se que essas células podem
aumentar a oferta de éxido nitrico contribuindo para a atividade citotéxica cerebral
(TARDINI; YOSHIDA, 2003).

Os principais processos que contribuem para o dano neuronal pos-isquémico
envolvem: aumento na concentracao de calcio intracelular, neurotoxicidade mediada
por receptores glutamatérgicos, elevacdo nos niveis de lactato e acidos graxos
livres, o0 aumento na formacéo de radicais livres e diminuicdo da concentracdo de
ATP, culminando com eventos de apoptose/necrose e inflamatorios (CASTRO et al.,
2014).
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1.2.3 Lesao de reperfusao

A reperfusao é definida como o retorno do fluxo de sangue oxigenado aos
tecidos previamente desprovidos de oxigénio. E fundamental para o retorno do
metabolismo aerobio (HALLIWELL et al., 1992).

A reperfusao tem consequéncias benéficas como retorno da disponibilidade
de energia e remocado de metabdlitos toxicos, entretanto pode acarretar efeitos
metabolicos sistémicos devido ao retorno de sangue com PH acido e rico em
potassio para a circulagdo sistémica. A reperfusdo pode ocorrer de maneira
incompleta fenébmeno conhecido como “néo refluxo”. Esse fendmeno é dependente
do tempo de isquemia e pode estar relacionado ao edema intersticial, auto regulagao
inapropriada do fluxo sanguineo ou lesdo endotelial (EVORA et al., 1996).

Na reperfusdo, o acido araquidénico acumulado durante a isquemia sofre
metabolizacdo pelas vias da lipoxigenase e cicloxigenase, formando tramboxanos,
prostaglandinas e superdxido (TARDINI; YOSHIDA, 2003). A hipoxantina necessita
de oxigénio para ser oxidada e com a reperfusao esta é transformada em xantina e
posteriormente em acido urico originando um anion superoxido (KONTOS et al.,
2001) (Figura 2).
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FIGURA 2 - Mecanismo proposto para geracao de radicais livres de
oxigénio apds periodos de isquemia e reperfusdo. SOD:
superoxido dismutase.

Fonte: CAMPOS & YOSHIDA (2004)
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A produgao do anion superoxido, um radical livre, pode ter diversas origens: a
via da cicloxigenase, oxidagdo de pequenas moléculas de hemoglobina e
mioglobina, de componentes mitocondriais e acidos graxos insaturados. O
superoxido € um oxidante fraco, mas em fungcdo dos subprodutos de sua redugao
como o peroxido de hidrogénio (H203), o radical peroxila (-HO;) e o radical hidroxila
(-OH) tem acéao tdéxica. Sdo as chamadas espécies reativas a oxigénio (EROS)
(TARDINI; YOSHIDA, 2003).

Sabe-se que, apos eventos de isquemia e reperfusdo, o aumento de
substancias pro-oxidantes pode causar dano neuronal agindo em macromoléculas
como proteinas, lipidios e DNA. Consequentemente, podera interferir indiretamente
nas vias de sinalizagao celular ou expressao génica. (PIRES et al., 2011).

Durante eventos de isquemia e reperfusdo, em cérebro de ratos, observa-se a
presenca de fatores com propriedades neurotrépicas, neuroprotetoras, além de
mediadores neuroinflamatérios (WAINWRIGHT et al., 2007). Neste contexto, os
astrocitos promovem uma barreira a desordem ibnica causada pela isquemia e
reperfuséo, além de removerem neurotransmissores excitatérios que podem ativar
receptores NMDA (durante eventos de isquemia e reperfusdo). Dessa forma, ha um
aumento de influxo de Ca®*, ativagdo da oxido nitrico sintase neuronal (NOS,) e
induzido (NOS)) que podem aumentar a area de lesgo por produzirem radicais livres
nitrogenados (BUISSON; PLOTKINE; BOULU, 1992; MODERSCHEIM et al., 2007)

Radicais livres sao espécies moleculares que contém um ou mais elétrons
nao pareados na camada de valéncia. Interagem ativamente com outras moléculas
como DNA, proteinas e lipidios causando oxidacédo e lesdo celular. Antioxidantes
enddgenos como superoxido dismutase, glutationa peroxidase e catalase
desempenham um importante papel para a manutencdo da baixa concentragcado de
oxidantes e da homeostase do tecido (CHEN, H. et al., 2011).

O estresse oxidativo € um estado de desequilibrio entre a producao de
radicais livres, com destaque para as Espécies reativas a oxigénio (EROS) e a
capacidade de defesa do organismo que busca a redugao destas, além da busca do
organismo para a manutengao da homeostase(MORO et al., 2005).

Acredita-se que desempenhe um papel central no processo fisiopatolégico
que ocorre no evento isquémico e a degeneracao neuronal resultante. O estresse

oxidativo contribui para a lesdo isquémica através da ativagdo e geragdo de
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espécies reativas a oxigénio, ativagcado de leucécitos e dano oxidativo no endotélio
com diminuicdo do Oxido nitrico, hiperhomocisteinemia, peroxidacido lipidica do
plasma e componentes celulares, oxidagao dos macrofagos, processo que pode ser
exacerbado através de mecanismo de feedback positivo (ALEXANDROVA;
BOCHEYV, 2005)

A reperfusdo € contribui para diversas reagdes enzimaticas, pois apos a
isquemia ocorre uma produgcao em excesso de EROS na mitocondria. A mitocdndria
produz anions superoxidos e perdxido de hidrogénio (H20.) sob condi¢gdes normais.
Essa constante produgdo é controlada pela superdxido dismutase, glutationa
peroxidase e catalase. Outros antioxidantes como a glutationa, acido ascorbico e
alfa-tocoferol também exercem influéncia nesse processo (WADA et al., 2006).

Estudos demonstram que os lipidios, particularmente os fosfolipidios, séo
importantes no funcionamento celular manutengdo da estrutura celular e
envolvimento em vias de sinalizacdo. Apds o tecido adiposo, o tecido cerebral
contém a segunda maior concentragao de fosfolipidios (20-25%) que corresponde a
cerca de 50% do seu peso seco (ADIBHATLA; HATCHER; DEMPSEY, 2006;
FAROOQUI; HORROCKS; FAROOQUI, 2000; TRIM et al., 2008).

A membrana neuronal dos fosfolipidios € extremamente afetada pelo estresse
oxidativo decorrente das lesdes de isquemia, porém ainda carecemos de estudos
que demostrem a distribuicdo dos lipidios em eventos isquémicos cerebrais
(KOIZUMI et al., 2010). Diante desses dados a identificagao dos principais lipidios
que expressem as mudancas que ocorrem durante um evento de isquemia e
reperfusdo, assim como a alteragao dos lipidios decorrentes de uma intervencao
como, por exemplo, a utilizacdo da l-alanil-glutamina, pode auxiliar no entendimento

e reducgao dos danos cerebrais em eventos isquémicos (SHANTA et al., 2012).

1.3 Modelos de Isquemial/reperfusao experimental

O uso de modelos animais para explicar os efeitos da isquemia cerebral tem
sido frequente nos ultimos anos. Estes estudos tém procurado identificar os
mecanismos patoldgicos envolvidos nas lesdes de isquemia, reperfusdo e morte
celular (PIRES et al., 2011).

Nos modelos animais de isquemia e reperfusao testados nos ultimos anos o
uso de ratos Wistar tem se mostrado uma boa alternativa, pois possui baixo custo,

facil manejo, possibilita homogeneidade de amostras, procedimento cirdrgico
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simples, além de similaridade fisiolégica e anatébmica com outras espécies (MUNIZ
et al., 2004; PIRES etal., 2011).

Os modelos de isquemia cerebral podem ser subdivididos em isquemia
cerebral global e isquemia cerebral focal (GINSBERG; BUSTO, 1989). O intuito de
modelos de isquemia global € reproduzir condigdes clinicas de isquemia cerebral
ocasionadas por acidentes cardiovasculares (TARDINI; YOSHIDA, 2003).

Levine et al (1960) publicou o primeiro modelo que consistia numa oclusao
unilateral, no qual realizava ligadura na artéria cardtida comum direita de ratos
Wistar (LEVINE et al., 1960). No experimento foi evidenciado que o hipocampo era a
regidao mais afetada. Modelos posteriores foram aprimorando a técnica e
complementando as andlises com monitoramento fisiolégico e analise
histopatolégica (BECKER et al., 1962).

Alguns modelos apresentaram dificuldades na obtengédo do evento isquémico,
devido a extensa circulagao colateral nestes animais através do poligono de Willis,
das anastomoses término-terminais e dos ramos corticais provindos do sistema
carotideo interno e externo (MUNIZ et al, 2004).

Um modelo bastante utilizado consiste na oclusdo de 4 vasos, com oclusao
reversivel das artérias cardtidas associada a uma interrupcdo permanente das

artérias vertebrais via eletro cauterizacdo que resulta em uma isquemia de alto dano
cerebral (PULSINELLI; BRIERLEY, 1979)

Outro modelo consiste na oclusdo de forma isolada de ambas as artérias
carétidas (ISLEKEL et al., 1999). J& a oclusdo da artéria carétida comum (ACC),
bilateralmente, combinada com hipotensédo arterial sistémica pela aplicagcdo de
manguito de pressdo ao redor do pescoco, desencadeia uma isquemia suficiente
para reduzir de forma acentuada o fluxo sanguineo cerebral (COLLI; SILVA,;
CARLONI, 1998; ISLEKEL et al., 1999).

Em estudo realizado por Muniz (2004) foi utilizado um modelo experimental
de isquemia global reversivel do prosencéfalo por oclusao bilateral e simultanea das
artérias carotidas comuns (ACCs), sem a necessidade de manobras ou recursos
acessorios, em ratos Wistar. Foi constata uma isquemia global transitéria parcial,
com repercussao sistémica, evidenciando a aplicabilidade do mesmo no estudo da
fisiopatologia e de recursos terapéuticos na doenga cerebrovascular. Posteriormente
este modelo foi replicado com boa reprodutibilidade (CAMPELO et al.,, 2012;
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VASCONCELQS et al., 2015).

1.4 Glutamina e L-Alanil-Glutamina

1.4.1 Glutamina e L-Alanil-Glutamina

Em 1873, a existéncia da glutamina (GIn) foi considerada, quando sugeriram
que a amodnia encontrada em hidrolisados proteicos era o resultado da sua liberagao
a partir de glutamina e asparagina (CURTHOYS; WATFORD, 1995). Em 1932 esse
aminoacido foi obtido de um hidrolisado de proteina da gliadina (WATFORD, 1993).
Pesquisas realizadas por Sir Hans Krebs (1935), utilizando rins de cobaias e ratos,
identificou a presenca de enzimas que catalisam a sintese e a hidrélise de glutamina
(KREBS, 1935).

A foérmula empirica da glutamina é igual a sua formula molecular-

CsH109O3N2 (Figura 3). Seu peso molecular é de 146,14 g/mol e pode ser
sintetizada virtualmente por todos os tecidos do organismo. Na sua composi¢cao
quimica encontra-se: carbono (41,09%), hidrogénio (6,9%), oxigénio (32,84%) e
nitrogénio (19,17%) (SMITH, 1990).

CO0™ 0
| 7
H—C— CH3—CH3—C
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NH 2

Figura 3 — Férmula estrutural da glutamina (Gin)

A glutamina, substrato para gliconeogénese hepatica, € o aminoacido mais
comumente encontrado no organismo, correspondendo a 25% dos aminoacidos
livres. E considerada um aminoacido ndo essencial por ser sintetizada pelo
organismo (NOGUEIRA et al., 2006). Entretanto, a classificagdo da glutamina como
um aminoacido nao essencial, tem sido questionada, pois em situagdes criticas, tais
como cirurgias, traumas e exercicios fisicos exaustivos, a sintese de glutamina néao
supre a demanda exigida pelo organismo (CRUZAT; TIRAPEGUI, 2009). Além disso,
apresenta a capacidade de ser utilizada de diferentes formas nos mais diversos



25

tecidos (LABOW; SOUBA, 2000). Sua biossintese ocorre a partir do acido o-
cetoglutarico, valina e isoleucina, principalmente no figado (hepatécitos periportais)

no musculo esquelético, nos pulmdes e no tecido adiposo (RODWELL, et al., 1998).

A glutamina exerce um papel importante na sintese de precursores de
macromoléculas celulares e na geracdo de energia, sendo substrato para a
gliconeogénese. E utilizada como combustivel oxidativo por células de intensa
atividade mitotica como linfécitos, fibroblastos, enterdcitos e células tumorais
(NEWSHOLME et al., 2003).

As enzimas glutamina sintetase e glutaminase séo responsaveis pela sintese
de glutamina a partir do glutamato ou por sua degradacdo em glutamato,
respectivamente. A glutamina sintetase € fundamental para a sintese de glutamina e
regulacdo do metabolismo celular do nitrogénio. Essa enzima tem ampla distribuicdo
no organismo e no cérebro, sendo utilizada na reducdo da amobnia, com
consequente desintoxicacdo e sintese de glutamina para nova sintese de glutamato.
A glutaminase catalisa a hidrolise de glutamina em glutamato e ion amdnio
(CRUZAT; TIRAPEGUI, 2009) (Figura 4).
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Figura 4 — Destinos e fun¢des da glutamina. A partir da glutamina o glutamato é sintetizado
por meio da acdo da enzima glutaminase (GA). O glutamato pode ser convertido no acido y- amino
butirico (GABA), 2-oxaglutarato, glicose, ornitina, uréia, sintese de outros aminoacidos (AAs) ou
glutationa. Quando associado a aménia (NH3 ) e trifostafo de adenosina (ATP), sob a a¢do da enzima
glutamina sintetase (GS), o glutamato converte-se novamente em glutamina. Outras abreviaturas:
NH4+ = fon amdnio, Na+ = s6dio, K+ = potassio. Modificado de Newsholme et al. (2003).
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Esse aminoacido apresenta diversas fungdes, tais como: detoxificagcdo da
amonia; crescimento e diferenciacdo celular; regulacdo da sintese e degradacédo
proteica; fornecimento de energia aos fibroblastos; precursor anabdlico no
crescimento muscular; regulador renal do equilibrio acidobasico, substrato para
gliconeogénese hepatica e renal; precursor de energia para o intestino e células do
sistema imune; transportador de nitrogénio entre os érgaos; precursor na sintese de
neurotransmissores, como o GABA e o glutamato, acidos nucléicos e nucleotideos e
sintese da glutationa, principal antioxidante celular (NEWSHOLME et al., 2003;
NOVELLI et al. 2007; ).

Pelas propriedades da glutamina, acredita-se que uma menor disponibilidade
desse aminoacido pode levar ao comprometimento da funcdo imune por alteracdes
na capacidade de proliferacdo das células envolvidas. Estudos demonstram a
importancia do metabolismo da glutamina na funcdo de macréfagos, durante
reacOes inflamatorias e imunoldgicas, através da liberacdo de citocinas (COSTA
ROSA; SAFI; CURI, 1994).

A intensa utilizagdo da glutamina por diversos 6rgdos e sua marcada
diminuicdo no plasma em situagdes de estresse tem reforcado a importancia desse
aminoacido (LEITAO et al., 2011). Entretanto, a glutamina tem solubilidade limitada e
elevada instabilidade. Em algumas circunstancias, o uso do dipeptideo L- Alanil -
Glutamina (AIn-GIn) pode ser uma alternativa para a realizacdo de experimentos.
Estudos em voluntarios sadios mostraram que Aln-GIn é rapidamente eliminada no
plasma e hidrolisada aumentando as concentragdes livre de alanina e glutamina
(ALVES et al., 2010).

Estudos recentes tém demonstrado a eficacia dessa substancia na protecao
de estados de isquemia e reperfusdo em lesdes no intestino, coracao, figado e
musculo esquelético (JIA et al., 2006; VASCONCELOS et al., 2011).

Ao ser administrada a glutamina aumenta a glutationa reduzida (GSH) em
relagdo a glutationa oxidada (GSSH). Esse processo faz com que a subunidade IkB
nao seja liberada do NFkB (fator nuclear kB). Dessa forma, este nao entra no nucleo
celular, ndo aumentando as citocinas inflamatérias dependentes de NFkB, que
podem ser lesivas para a célula (ROTH et al., 2006).

Estudos demonstraram que a glutamina também pode aumentar a expressao
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do mRNA para HSP (proteina de choque térmico), em especial HSP 72 e 27 em
ratos (WISCHMEYER, 2002).

As HSP podem prevenir a ativacdo do NFkB e, consequentemente, diminuir a
expressao de citocinas inflamatoérias, como TNF-a, IL-1, além da expressédo da NOS,.

A infusdo de Aln-GIn tem mostrado uma redugdo no estresse oxidativo e na
degeneragao neuronal em roedores submetidos a lesbes de isquemia e reperfusao
(DE VASCONCELOS et al., 2015). O pré-condicionamento com Aln-GIn nao alterou
a area de morte neuronal apos isquemia, mas diminuiu a area de necrose cerebral
apos isquemia e reperfusdo (LOVAT; PREISER, 2003).

Diante das propriedades descritas da L-alanil-glutamina é esperado que com
a administragdo desta substancia ocorra como resposta, uma diminuigdo das lesdes
causadas pela isquemia e reperfusao e, assim como, menor estresse oxidativo.
Além da alteragdo na transcricdo de diversos genes que podem estar envolvidos,
tanto no processo inflamatério, como na morte celular programada por meio da
sintese de proteinas antioxidantes, além do aumento da HSP e HIF-1-alpha como
também a diminuicdo da NFkB pela maior oferta de alanil-glutamina, assim como
interferir na expressao génica de mRNA

Além disso, é esperado que um maior aporte de nutrientes e oxigénio para a
area submetida a isquemia/reperfusao, possa diminuir o foco de necrose e
possibilitar a recuperagao do tecido cerebral, levando, possivelmente, a um menor

dano neuronal e menor alteragdo ao exame neuroldgico apds isquemia e reperfusao.

1.5 Consequéncias da lesé@o de isquemia e reperfusao

1.5.1 Analise Histolégica

A lesdo de isquemia cerebral resulta em um padrdo histolégico previsivel, no
qual populacbes especificas de neurbnios sido afetas, de acordo com a
vulnerabilidade caracteristica (HARUKUNI; BHARDWAJ, 2006). Ha varias formas
bem caracterizadas de reacdo patoldgica dos neurdnios, sendo as mais importantes
a degeneracédo neuronal e morte celular e reagbes associadas com a reparagao
depois da lesdo. A morte neuronal ocorre ou como morte celular programada
(apoptose) ou como uma lesdo celular aguda ou lentamente progressiva,
culminando com necrose (COTRAN; KUMAR; ROBBINS, 2005).

O hipocampo € a regido mais utilizada para estudar a fisiopatologia da lesao
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de isquemia e reperfusao cerebral, devido ao seu arranjo neuronal e sensibilidade a
lesdo (KIRINO et al., 1982). A anatomia do hipocampo consiste em 2 camadas de
neurdnios, dobradas uma sobre a outra. Uma camada é denominada giro denteado
e a outra corno de Amon. O corno de Amon pode ser subdividido em CA1, Ca2 e
CA3. Ao analisar o corte histolégico pode-se perceber que a regiao CA1 contém
células piramidais convergindo para regido dorsal. Quando essas células piramidais
ficam maiores forma a regido CA2. A transicdo CA2-CA3 é dificil de ser detectada
morfologicamente e a regido CA3 se estende até o hilos do giro denteado(FRIED;
NOWAK, 1987; SCHMIDT-KASTNER; FREUND, 1991) (Figura 5).

© Deltagen Inc.

Figura 5 — Fotomicrografia do hipocampo de ratos Wistar. Pode-se observar o giro
denteado formado por neurdnios granulares. Diferenciagdo dos neurdnios piramidais
em CA1-CA3. Aumento de 10x. Fonte: http://www.deltagen.com/target/histologyatlas/
atlas_files/nervus/cerebrum/hippocampus_10x. jpg.

Embora a reperfusdo promova o reestabelecimento do fluxo sanguineo,
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paradoxalmente pode contribuir para o agravamento da lesdo com o aumento de
espécies reativas ao oxigénio (EROS), edema celular e desencadear uma cascata
imune e inflamatdria, pelo influxo de Ca®* e excitabilidade(GILGUN-SHERKI et al.,
2002).

A morte celular pode se dar por necrose isquémica, nas regides criticamente
afetadas, relacionada a perda da homeostase calcio/glutamato ou por indugéo de
apoptose pela excitotoxicidade, em decorréncia de eventos isquémicos moderados e
gradativos a depender da ativacdo de uma sequéncia de genes(MERGENTHALER;
DIRNAGL; MEISEL, 2004; SCHALLER; GRAF, 2004).

A lesao neuronal aguda, neurbnio vermelho ou neurbnios eosinofilicos se
refere ao espectro de alteragdes que acompanha a hipdxia isquemia aguda do
sistema nervoso central(SNC) ou outros insultos agudos que levam eventualmente a
morte da célula. S&o evidentes nas preparagbes de hematoxilina / eosina, (HE). As
caracteristicas consistem de encolhimento do corpo celular, picnose do nucleo,
desaparecimento do nucléolo e perda da substancia de Nissl, com intensa eosinofilia
no citoplasma. Frequentemente o nucleo assume a forma angulada do pericardio
encolhido (COTRAN; KUMAR; ROBBINS, 2005).

1.5.2 Analises por espectrometria de massas

A investigacdo de biomarcadores de uma lesdo de isquemia e reperfusao
através de técnicas de espectrometria de massas, tais como Matrix Assisted Laser
desorption/ionization time of fight mass spectometer (MALDI-TOF), pode representar
uma boa alternativa no estudo da fisiopatologia e repercussdes clinicas de uma
lesé@o de isquemia e reperfusdo (CHO et al., 2013).

A espectrometria de massas (MS) é uma técnica analitica extremamente
valiosa em que moléculas de uma amostra sdo convertidas em ions em fase gasosa,
gue sdo subsequentemente separados no espectrometro de massas de acordo com
sua razao massa (m) sobre a carga (z), m/z (JACKSON; WANG; WOODS, 2005).

Técnicas de ionizacdo, como a ionizacdo/ dessorcdo a laser assistida por
matriz (MALDI, matrix-assisted laser desorption/ionization), tornaram possivel a
determinacao precisa de massas de compostos de alto e baixo peso molecular, o

gue permitiu a aplicabilidade da espectrometria de massas para quase todas as
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moléculas biolégicas (FRANCK et al., 2010; JARDIN-MATHE et al., 2008).

A técnica de Matrix Assisted Laser desorption/ionization time of flight (MALDI-
TOF) apresenta varias vantagens em aplicacGes clinicas como simplicidade, baixo
consumo de amostra, aquisicdo de dados rapida, identificacdo precisa e alta
frequéncia analitica em métodos de rotina (CHO et al., 2013). O material biol6gico é
misturado a uma matriz, composto organico que absorve radiacdo a laser, que
contribui para a ionizacado das moléculas da amostra (HORTIN, 2006).

As moléculas carregadas sdo dessorvidas para a fase gasosa e atraidas para
o0 analisador de massas onde é determinado a razdo m/z dos ions. Os ions de cada
amostra sao registrados e assim é definido um perfil para cada amostra, que em
conjunto podem ser comparados, definindo assim, um perfil para o grupo de
amostras. A discriminacdo dos ions pode ser feita a partir de base de dados ou um
manual de interpretacéo de espectro (CHO et al., 2013; HORTIN, 2006).

As aplicagbes da técnica incluem visualizacdo e distribuicdo de

diversas moléculas (SHANTA et al., 2012) e descoberta de biomarcadores (LIU et
al., 2014; SHETH et al., 2015)

A técnica de MALDI-TOF pode ter diversas aplicacdes em analises clinicas e
pode ser utilizada no diagnéstico baseado em assinaturas no perfil de
proteinas/lipidios que complementam a histopatologia, na busca pela deteccéo
precoce de um dado estado fenotipico (FRANCK et al., 2010).

Diversos estudos tém utilizado a espectrometria de massas para avaliar
lesGes de isquemia e reperfusédo cerebral (HAMAZAKI; KIM, 2013; HATTORI et al.,
2010; KOIZUMI et al., 2010; LIU et al., 2014; WANG; MA; HATTORI, 2010; XU et
al., 2013).

A partir desses estudos tem se tracado um perfil das mudangas na
composicao dos lipidios no tecido cerebral, nas lesdes de isquemia e reperfusao.
Essa identificacdo de fosfolipidios pode ser utii como biomarcador de lesao
isquémica e para a avaliagdo de farmacos neuroproterores (SHANTA et al., 2012).
Outros estudos tem buscado entender por que algumas regides do tecido cerebral,
particularmente do hipocampo, sdo mais susceptiveis a lesdes que
outras(HAMAZAKI; KIM, 2013; XU et al., 2013).

O perfil de lipidios modificados pela L-alanil-glutamina também pode ser
identificado por espectrometria de massa, fato que correlacionado com outros
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marcadores de lesdo pode sugerir possiveis efeitos protetores dessa substancia
(VETYUKQOV; KUZIN; KROMMER, 2011).

O tratamento atual da isquemia cerebral ndo tem mostrado eficacia na
totalidade dos casos. Em decorréncia disso, varios pesquisadores tém procurado
maiores esclarecimentos acerca da sua fisiopatologia, com o objetivo de encontrar
um tratamento mais confiavel. Diversas drogas que atuam nos vasos cerebrais e
no proprio ambiente neuronal tém sido testadas, envolvendo desde a expressao de
acidos nucleicos, proteinas totais (CHEN, H. et al., 2011)receptores de membrana
(DENG et al., 2015) mudangas no microambiente intra e extracelular (GIFFARD et
al., 2008) e nas proteinas quinases (DE VASCONCELOS et al., 2015). Estudos de
pré-condicionamento com Aln-GIn demonstraram diminuicdo da area de necorse em
lesbes de isquemia e reperfusdo (DE VASCONCELOS et al.,, 2015; LOVAT;
PREISER, 2003).

Pesquisas recentes desenvolvidas na Universidade Federal do
Ceara/Faculdade de Medicina/Laboratério de Nutrigendbmica demonstram que o pré-
condicionamento com L-alanil-glutamina, em ratos submetidos a isquemia e
reperfusdo cerebral apresenta neuroprotecdo (confirmado com analise
histopatoldgica) da regido do hipocampo, diminui o edema cerebral, ativa protéinas
quinase neuroprotetoras (AKT, CREB,) e inibe protéina quinase neurotoxica JNK

(cJun) (DE VASCONCELOS et al., 2015).

Entretanto o estudo da utilizagcdo da L-Alanil-glutamina, até o presente
momento, so6 foi realizado como pré-condicionamento ao acidente vascular cerebral
experimental em ratos, ndo sendo utilizado em nenhum outro centro de pesquisa na

isquemia cerebral no pais ou que seja relatado na literatura mundial.

Como o acidente vascular cerebral, na pratica médica, nao pode ser previsivel
de forma exata, ha necessidade de estudar em modelo experimental, apos a
inducao da isquemia/reperfusao cerebral, ou seja, como pos-

condicionamento/tratamento para verificar se 0 mesmo tem algum efeito no periodo



32

de isquemia e apos lesdo de isquemia/reperfusdo em ratos.

A utilizacdo da L-alanil-glutamina no periodo pdés isquemia (tratamento)
cerebral em ratos constituira uma forma inovadora de utilizacdo deste dipeptideo,
com grande potencial de efeito neuroprotetor, sendo potencialmente util para

tratamento da isquemia cerebral.

Esse estudo constitui continuidade de projetos executados com
isquemia/reperfusao cerebral bilateral visando a consolidagdo de uma possivel linha
de pesquisa, sendo proposto neste projeto continuagdo do estudos in vivo como
tratamento da isquemia/reperfusdo cerebral em ratos (estudo pré-clinicos), podendo
o Brasil ser o pioneiro na utilizacdo do dipeptideo, desde o seu estudo pré-clinico e

até no futuro solicitar autorizacdo para estudos clinicos.
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2.0Objetivos

Obijetivo principal

Estudar os efeitos do pds-condicionamento com Il-alanil-glutamina (Aln-GIn) em

modelo experimental de isquemia/reperfusao cerebral global em ratos.

Obijetivos especificos

1. Avaliar o efeito pés-condicionante da Aln-GIn na lesdo de isquemia/reperfusao
cerebral apos 1h e 24 h do inicio de reperfusdo sobre a apoptose cerebral na
area hipocampal A1.

2. Investigar alteracdes lipidicas no hipocampo do cérebro de ratos apds
isquemial/reperfusdo e o efeito do pos-condicionamento com Aln-Gln,

utilizando técnica de alta performance analitica como a MS.
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3. METODO

3.1 Aspectos éticos

O estudo foi de carater experimental, com o uso de animais vivos e controle
intra-individuo, realizado de acordo com as Normas Internacionais para a Pesquisa
Biomédica em Animais (1990) e de acordo com a Lei Federal no. 6.638, de 08 de
maio de 1979. Foi realizado em animais de laboratério (ratos Wistar), do biotério do
Departamento de Cirurgia, Divisao de Cirurgia Experimental, sendo processadas as
amostras no laboratério de nutrigenémica (departamento de cirurgia) e no laboratério
de morfologia, pertencente a Universidade Federal do Ceara e no ThoMSon
laboratério de espectrometria de massas da UNICAMP.

O bem estar geral dos animais foi baseado nos principios dos 3Rs
(Replacement, Reduction, Refinement).

O modelo do estudo, assim como a revisédo cientifica, foi avaliado pelo comité
de Etica em Investigacdo Animal competente da Universidade Federal do Cear4,
tendo sido aprovado sob protocolo nimero 04/2016 em 23 de maio de 2016.

Os animais foram manipulados de acordo com os principios éticos na
experimentagdo animal estabelecidos pelo Colégio Brasileiro de Experimentagao
Animal (COBEA). Todos os esforcos foram realizados no sentido de reduzir o

numero de animais utilizados.

3.2 Amostra

Amostra de 72 ratos machos da linhagem Wistar (Ratus norvegicus, Rodentia
Mammalia) procedentes do Biotério Central da Universidade Federal do Ceara, com
peso corporal médio de 250-300mg. Estes animais foram abrigados a 24° C em
ciclos luz/escuro de 12 horas. Foram observados quanto a condigdes de saude
durante 20 vinte dias e receberam ragao padrao e agua ad libitum no biotério do
laboratério de Cirurgia Experimental — LABCEX.

3.3 Delineamento

Estudo experimental, com uso de animais vivos e controle intra-individuo.
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3.4 Distribuicao de grupos

Um total de 72 animais foi distribuido aleatoriamente em 06 grupos. Cada
grupo possuia 12 animais dos quais 6 animais foram coletados tecidos hipocampais
para andlise de espectrometria de massas e 6 animais foram coletados tecidos
cerebrais em formaldeido para estudo histolégico. Sendo, 02 grupos (Sham 1h e
Sham 24h) realizada apenas a cervicotomia, grupo Sham (1h) com sacrificio do
animal apos 1h do inicio da reperfusédo e grupo Sham (24h) com sacrificio do
animal apds 24h do inicio da reperfusao; 02 grupos (SS + I/R 1h e SS + I/R 24h)
administrada solugdo fisioldgica 0,9% apds 20 minutos de isquemia, completados 30
minutos de isquemia foram retiradas as pingas e iniciada a reperfusdo, grupo (SS +
I/R (1h)) com sacrificio do animal apds 1h do inicio da reperfuséo e grupo (SS + I/R
24h) com sacrificio do animal apds 24h do inicio da reperfusado e 2 Grupos ( GLUT +
IIR 1h e GLUT + I/R 24h) administrada L-Alanil-Glutamina apds 20 minutos de
isquemia, ao completar 30 minutos de isquemia foram retiradas as pingas e iniciada
a reperfusédo grupo (GLUT + I/R (1h)) com sacrificio do animal apds 1h do inicio da
reperfusdo e grupo (GLUT + I/R (24h)) com sacrificio do animal apds 24h do inicio

da reperfuséo.

' 72 animais
%
24 animais 24 animais 24 animais
SHAM L ss U AnGin
———— ——— ———
12 animais 12 animais 12 animais 12 animais 12 animais 12 animais

sHAM1h | sHAM24h | ] ssih | & ss2an | AnGin1h | § AinGin24

Figura 6 - Distribuicdo dos grupos do experimento.
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3.4.1 Grupos apenas com cervicotomia (Sham)

SF 0,9% - Sham: Foi realizada cervicotomia e apdés 20 min injetada solugdo com
soro fisiolégico 0,9% endovenoso.

Decorridos 30 minutos da cervicotomia foi realizada sutura da incisao inicial com
mononylon 4.0, os animais retornaram para a gaiola e foi realizado novo exame
neurologico apdés 1h e 24h. Apds o ultimo exame neuroldgico, os animais foram

decapitados (Figuras 7 e 8).

Cervicotomia SF 0,9% Sutura da incisao Decapitacdo

| | | ! .

I I | !

0 20 min 30 min 90 min

Figura 7 - Escala temporal do grupo Sham (1h)
Cervicotomia SF0,9% Sutura da incisao Decapitacio

| | | ! >
I I I I
0 20 min 30 min 24h + 30 min

Figura 8 - Escala temporal do grupo Sham (24h)

3.4.2 Grupos com solugao salina (SF 0,9%) + isquemia/reperfusao (SS + I/R)

Solugdo salina (SF 0,9%) + isquemial/reperfusdo: Foi realizada cervicotomia e
pingadas as artérias carétidas comuns direita e esquerda, mantendo-as pingadas por
30 minutos. Apds 20 min foi injetada solugdo com soro fisiologico 0,9% endovenoso.
Decorridos 30 minutos da cervicotomia foram retirados os grampos vasculares e
liberado o fluxo cerebral por (I/R 1h) ou 24h (I/R 24h) e, apds os tempos
estabelecidos de reperfusao, os animais foram submetidos a exame neuroldgico e,

em seguida, sacrificados (Figuras 9 e 10).
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Cervicotomia Retirada dos grampos

+ isquemia SF0,9% e inicio da reperfusao Decapitacdo
| | | 1 >
I I I I

0 20 min 30 min 90 min
Figura 9 - Escala temporal do grupo SS + I/R (1h)
Cervicotomia SF0,9% Sutura da incisao Decapitacdo

| | | I
| | | | >
0 20 min 30 min 24h + 30 min

Figura 10 - Escala temporal do grupo SS + I/R (24h)

3.4.3. Grupos com L-Alanil-Glutamina 20% (0,59g/Kg p.c.) e isquemia
Ireperfusao (GLUT + I/IR)

L-alanil-glutamina + isquemial/reperfusao: Foi realizado exame neuroldgico inicial
e estabelecido o escore conforme protocolo ja publicado, em seguida realizada
cervicotomia e pingadas as artérias carétidas comuns direita e esquerda, mantendo-
as pingadas por 30 minutos. Apos 20 min foi injetada solugcdo com L-Alanil-
Glutamina 20% (0,5g/Kg p.c.) endovenoso.

Decorridos 30 minutos da cervicotomia, foram retirados os grampos vasculares e
liberado o fluxo cerebral por (I/R 1h) ou 24h (I/R 24h). Apds os tempos estabelecidos
de reperfusao, os animais foram submetidos a exame neuroldgico e, em seguida,

sacrificados (figuras 11 e 12).

Cervicotomia Retirada dos grampos
+ isquemia L-AIn-GIn 20% e inicio da reperfusao Decapitagdo
| | | 1 >
I I I I
0 20 min 30 min 90 min

Figura 11 - Escala temporal do grupo GLUT + I/R (1h)
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Cervicotomia Retirada dos grampos

+ isquemia L-AIn-GIn 20% e inicio da reperfusao Decapitacao
| | | 1

I I I I
0 20 min 30 min 24h + 30 min

Figura 12 - Escala temporal do grupo GLUT + I/R (24h)

Ato anestésico
Os ratos foram anestesiados através de uma associagdo de cloridrato de
cetamina (90mg/Kg) e cloridrato de xilasina (10mg/Kg) administrada

simultaneamente por via intramuscular.

Pés-condicionamento com L-alanil-glutamina (L-Ala-Gin)

Vinte minutos apds inicio da isquemia, foi administrada solugao de L-Ala-GIn
20% (0,75g/kg) intravenosa. Essa dosagem foi baseada em experimentos prévios
envolvendo isquemia e reperfusdo em pré-condicionamento (VASCONCELOS et al.,

2015). O grupo controle recebeu solugéo salina.

Atos cirurgicos

Os animais foram acomodados em bancada cirargica durante todo o
procedimento. As disseccBes foram realizadas com instrumental microcirdrgico
adequado.

ApOs anestesia, foi realizada uma cervicotomia mediana longitudinal anterior
com individualizagao e isolamento bilateral das Artérias Carétidas Comuns (ACCs) a
0,5cm da bifurcacdo em artérias carotidas externa e interna, conforme descrito por
Muniz et al., 2004. Neste procedimento houve um cuidado para nao estimular ou
lesar os nervos vagos, conforme orientado por Nandagopal et. al, 2011(Figura 13).

>
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Figura 13 - Dissecgéo da artéria carétida comum bilateral de rato e isoladas com fio de algoddo para
colocagéo das pingas.

Inducéo daisquemial/reperfuséo cerebral

De acordo com as manobras cirurgico-experimentais previstas para cada
grupo, realizou-se oclusao bilateral e simultdnea das ACCs com pingas vasculares
atraumaticas a 0,5 cm de sua bifurcagao (Figura 14).

Figura 14 - Campo cirargico evidenciando as artérias car6tidas comuns pingadas com pingas

vasculares.

Apos a isquemia foi realizada dissecgdo da artéria femoral esquerda dos
animais para que pudesse ser injetada L-alanil-glutamina ou solugdo salina no
vigésimo minuto de isquemia. Nos animais dos grupos Sham foram realizados
apenas o isolamento e separagao das artérias carétidas comuns bilaterais, sem o
pingamento ou oclusao destas.

Apo6s 30 minutos, foram retiradas, simultaneamente, as pincas das carotidas
dos animais, observado o retorno do fluxo sanguineo pela carétida e verificada a
pulsatilidade do vaso visualmente. Em seguida foi realizada a sintese da pele e os
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animais distribuidos de acordo com os respectivos grupos.
3.4.4 Morte dos animais e extracdo do cérebro

De acordo com os tempos propostos em cada subgrupo os animais sofreram
craniotomia que levou a morte dos animais pela decapitacdo. Imediatamente,
procedeu-se a craniectomia (abertura da caixa craniana) com delicada extracdo dos
cérebros para andlise (figura 15).

Y

-
ey

5

¥ 3
e

Figura 15 — Exposicdo do cérebro logo apds a craniectomina (rato Wistar)
3.5 Avaliagcéo do dano de isquemia/reperfuséo
3.5.1 Preparacéo dos tecidos para exame histolégico

Para um grupo de animais, os cérebros foram cuidadosamente removidos da
caixa craniana, com o auxilio de uma espétula, e colocados com a sua regido ventral
voltada, para cima, e a regidao dorsal para baixo, dentro da matriz cerebral para ratos
(Brain Matrix; Zivic Instruments ®) (Figura 16).

Figura 16: Fotografia do cérebro alocado dentro da matriz para cortes milimetrados do cérebro do
animal experimental (rato wistar).

Foram introduzidas laminas de platina, adquiridas em conjunto com o Brain
matrix - Zivic Instruments®, cortantes (umedecidas com soro fisioldgico), manteve-se
a distancia de 2 mm entre as laminas a partir do polo anterior (denominado como
ponto zero) até o fim do cérebro. Nao foram inclusas as regiées do cerebelo e tronco
encefalico.
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As laminas foram retiradas da matriz simultaneamente e em bloco. Cada fatia
de tecido cerebral foi retirada individualmente da superficie da lamina (Figura 17) e
colocada em solucéo de formolina a 10% tamponada com solucéo para cada analise
dos tecidos para histopatologia do hipocampo (Figura 17). Em seguida, sofreram
imersdo e fixacdo em formalina por 24 horas antes de serem transferidas para uma
solucdo de etanol a 70%, quando foram processadas, embebidas em parafina, e
cortadas para gerar fatias de 5 ym e montadas em laminas histoldgicas.

Figura 17: Fotografia dos cortes do cérebro de rato realizado na matriz com laminas de platina com
intervalo de dois milimetros entre os cortes.

3.5.2 Analise histopatol6gica do hipocampo

As laminas coradas com hematoxilina e eosina foram utilizadas para avaliar a
extensdo da lesdo no hipocampo, usando um microscépico (Olympus, X 400). O
namero de neurdnios eosinofilicos na regido CA1 foram contados, como descrito por
KAKU (1993). O dano neuronal na regido CA1 do hipocampo foi expresso como
percentual de células eosinofilicas (neurdnios vermelhos) em um total de células
encontradas em um campo de microscopio com aumento de 200 vezes nessa regiao
do hipocampo.
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Figura 18. Imagem representativa dos neur6nios

3.5.3 Analise por espectrometria de massas

3.5.3.1 Preparo de amostras e extragao

De acordo com os tempos de cada subgrupo, todo o tecido hipocampal foi
cuidadosamente removido e rapidamente congelado em nitrogénio liquido e
estocado a - 80°C conforme Campelo et.al, 2012.

O preparo de amostra foi feito com a extragdo por Bligh-Dyer. O método de
extragdo Bligh-Dyer modificado, emprega a mistura cloroférmio/metanol (2:1)
seguido de agitagdo vortex por 5 min. A fase inferior, rica em lipidios, foi coletada,
diluida e analisada por MALDI-TOF.

3.5.3.2 Analise dos fingerprinting de metabdlitos por MALDI-MS

Extracdo de lipidios por Bligh & Dyer: em um microtubo, uma pequena
quantidade do tecido foi ressuspendida em aproximadamente 150 pyL de agua Milli
Q. A esta suspensao foram adicionados 190 pL de cloroférmio (grau HPLC) e 375 pL

de metanol (grau HPLC). Ap6s 2 minutos no vértex, foram adicionados 187,5 pL de
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cloroformio (grau HPLC) e 150 yL de agua Milli Q. A mistura bifasica foi coletada
separadamente. A fase inferior contendo lipideos em solucdo de cloroférmio foi
transferida para outro microtubo e concentrada para eliminar o solvente
(procedimento adaptado de Bligh & Dyer, 1959). A fragdo metandlica rica em lipidios
apolares foi coletada. Ambos os extratos foram armazenados a -20°C. O extrato
apolar foi redissolvido em metanol/cloroférmio 2:1 no momento da analise. Para o
preparo das placas de MALDI, 1-2 uL da solugao do extrato foi depositado em cada
poco da placa de MALDI, seguida de secagem em temperatura ambiente. O
sobrenadante seco foi recoberto com 1-2 uL de solugdo de matriz, composta de
acido 2,5-diidroxi-benzéico (DHB) diluido em acetonitrila 50% e de acido

trifluoroacético 2,5% (Figura 19).

/" centrifugagéo - Tul iOErLe:]Z‘::;te"

Andlise de lipideos mmm) 1
Extragdo em secagem <{mm 50 Aplicagdo na placa

i / cloroférmio/metanol de MALDI
1 2:1 l
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Amostra Su'spensé.o.\ Analise de proteinas™ | = = T
liofilizada em agua MilliQ git 5 |
Diluicdo em “ a )
acido férmico 70%/ BT e
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Figura 19: Fluxo de preparo de amostras para o fingerprinting de isolados por MALDI-TOF-MS,

3.5.3.4 Processamento dos dados

Apos a otimizagdo do meétodo de extragdo e obtencdo dos espectros
com alta reprodutibilidade, as amostras analisadas foram comparadas. Assim, a
analise estatistica multivariada foi realizada por analise de componentes principais
(Para tanto, de cada espectro de massas foi gerada uma lista considerando-se os
ions de intensidade relativa maior de 20% em cada amostra. As listas das amostras
foram organizadas em matrizes de dados e a analise de PCA e HCA através do
software Pirouette 3.11 (Infometrix, Estados Unidos). Este método permitiu
representar um conjunto de dados por novas variaveis, que sao chamadas de
componentes principais (XIA et al, 2009;2011;2013)
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3.6 ANALISE ESTATISTICA

Os dados foram, inicialmente, analisados com o teste de Kolmogorov-
Smirnov para avaliar a distribuicdo normal. Os dados com distribuicdo normal foram
submetidos a analise de variancia simples (ANOVA) e, em seguida, ao teste de
comparacdes multiplas de Tukey ou de Bonferroni, e os resultados expressos como
média = desvio padrdo (DP). Dados ndo paramétricos foram expressos como
medianas e percentil (25-75), sendo analisados pelo teste de Mann Whitney. O nivel

de significancia foi estabelecido em 5%.

Para analise multivariada dos dados MALDI-MS, os ions dos lipidios foram
obtidos, compilados e processados através do software FlexAnalysis. Os ions foram
alinhados com a tolerancia de massa/carga 0.4 Da para lipidios. A intensidade
relativa dos picos dos ions foram normalizadas e pre-processadas para a analise
multivariada. A analise de componentes principais (PCA) e a andlise parcial de
minimos quadrados (PLS-DA) foram realizadas nos dados usando o MetaboAnalyst
(software versdo 3.0) (XIA & WISHART, 2016) para discriminar as amostras com
base em suas impressbes digitais MALDI-TOF MS. Para determinar fatores
independentes e caracteristicas relevantes no experimento foram utilizadas a
Importancia Variavel em Projecao (VIP) da analise PSL-DA. Todos os dados foram
obtidos a partir de andlises nao-paramétricas. O Human Metabolome DataBase -
HMDB (WISHART et al.,, 2013) e a Estratégia LIPID Metabolites And Pathways -
LIPID MAPS® (Wellcome Trust) foram utilizados para identificar os lipidios.
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4 RESULTADOS

4.1 Quantificacdo dos neurdnios eosinofilicos da regido CA1 do hipocampo

O exame histolégico (H & E) da regido CA1l do hipocampo evidenciou um
aumento significativo (p < 0,05) de neurdnios eosinofilicos no grupo solucao salina +
isquemia e reperfuséo (SS + I/R) quando comparado com o grupo controle (SHAM),
tanto na primeira hora de reperfusédo (1h) (p = 0,002) como na vigésima quarta hora
de reperfusédo (24h) (p= 0,01) (Tabela 1 e Figura 15).

Ao comparar 0s grupos SS+I/R com os grupos Glutamina + lesé&o de isquemia
e reperfusdo (GLUT + I/R), h4 uma diminuigc&o significante (p<0.05) da porcentagem
de neurbnios eosinofilicos nos grupos GLUT + I/R, isso ocorre tanto na primeira hora
de reperfuséo (1h) (p = 0,01) como na vigésima quarta hora de reperfusédo (24h) ( p
= 0,001) (Tabela 1 e Figura 15).

N&o houve diferenca estatistica significante quando comparados 0s grupos
SHAM com os grupos GLUT + I/R (p>0.05) nem na primeira hora de reperfusdo (1h)
nem na vigésima quarta hora de reperfuséo (24h) (Tabela 1 e Figura 20).

Tabela 1. Porcentagem de neurdnios eosinofilicos (relagao entre nimero de neurénios eosinofilicos e
0 numero de neurdnios totais, resultado multiplicado por 100)

SHAM SS+1/R GLUT +I/R
1h 24h 1h 24h 1lh 24h
Média 9,2 10,6 26,4 35,2 11,6 17
Desvio Padrdo 2,28 6,69 1,94 10,89 2,51 6,44

Resultado expresso em média e desvio padrdo da média. Abreviaturas: SHAM = grupo controle;
SS + I/R = Grupo que sofreu isquemia e reperfusdo e pés-condicionamento com solugdo salina;
GLUT + I/R = Grupo que sofreu isquemia e reperfusdo e pds-condicionamento com L-Aln-Gln.
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Figura 20: Porcentagem de neurénios eosinofilicos (relagdo entre nimero de neurdnios eosinofilicos
e o0 nimero de neurbnios totais sendo resultado multiplicado por 100). Resultado foi expresso em
média + desvio padrao da média. Teste estatistico: ANOVA two way, seguido do teste de Tukey.
Abreviaturas: NE = neurdnios eosinofilicos; NT=neurdnios totais; SHAM = grupo controle; SS = grupo
que sofreu isquemia e reperfus@o e pés condicionamento com solucdo salina. GLUT = grupo que
sofreu isquemia e reperfusdo e pés condicionamento com L-alanil-glutamina, *1h, p = 0,0019; *24h,
P< 0,0001; **1h, p = 0,008; ** 24h, p = 0,001.

4.2 Espectrometria de massas

A andlise das espectrometrias de massas obtidas do hipocampo dos animais
de cada grupo encontrou uma diferenga estatisticamente significativa entre os ions
massa/ carga do perfil de lipidios dos grupos (p < 0,05) apds normalizagdo e
aplicacdo do teste ANOVA one-way. E possivel observar que a massal/carga de
alguns lipidios possui maior intensidade relativa em determinadas condi¢gbes quando
comparado a outros. O estudo desses lipidios pode contribuir para a identificagcao e
diferenciagcdo dos cenarios apods lesdo de isquemia e reperfusdo, sem lesao e apos
a intervengao com L-alanil-glutamina. As massas /carga dos lipidios identificados de
vermelho sdo os que apresentam diferengas significativas na totalidade do
experimento (Figura 21). Pode-se perceber a diferenca de intensidade de
determinadas massa/carga de acordo com o fenétipo (Figura 22). Nos grupos que
receberam solugao salina (SS) + isquemia e reperfusao 1h e 24h, se observa maior
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intensidade relativa dos lipidios: 735, 761, 736, 762 e 763 (Figura 23). Nos grupos
controle (Sham) 1h e 24h se observa lipidios com massa /carga 799, 773 e 775 com
maior intensidade relativa (Figura 24). Ja nos grupos que receberam I-alanil-
glutamina + lesao de isquemia e reperfusdo 1h e 24h , se destacam os lipidios 756,
800, 650,617 e 750 (Figura 25).
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Figura 21 - Imagem da distribuicdo dos lipidios pés andlise de variancia, ndo paramétrica. Os
numeros acima indicam os valores massa/carga dos ions. Os pontos vermelhos representam os ions

com massa/carga com diferenca estatisticamente significativa (p< 0,05)
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Figura 23 - Lipidios com maior intensidade relativa nos grupos solugéo salina + lesdo de isquemia e
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0,001.
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5 DISCUSSAO

Pacientes submetidos a estresse cirurgico ou traumatismos se encontram em
um estado dinamico entre a resposta inflamatéria sistémica e a resposta inflamatéria
compensatoéria (PINHEIRO et al, 2011). Diversos estudos tém sido realizados na
busca de drogas eficientes, antioxidantes e nutracéuticos para reverter ou atenuar
lesbes de isquemia e reperfusdo (ALVES et al., 2010). Nutrientes terapéuticos ou
nutracéuticos sédo nutrientes isolados ou combinados que, em doses farmacoldgicas,
podem modificar a resposta metabdlica em situagdes de estresse (MARTINDALE;
ZHOU et al, 2006).

Os nutracéuticos mais comumente utilizados sdo os antioxidantes, acidos
graxos ®-3 (EPA e DHA), glutamina, arginina e nucleotideos. A glutamina € o
aminoacido livre mais abundante no plasma e musculo esquelético. Possui um papel
importante nas mudancgas bioquimicas que ocorrem nas lesdes de isquemia e
reperfusdao (ALVES et al., 2010; PIRES et al., 2011). Esse aminoacido apresenta
diversas funcoes, tais como: substrato para sintese proteica, precursor anabdlico no
crescimento muscular, regulador renal do equilibrio acidobasico, substrato para
gliconeogénese hepatica e renal, combustivel oxidativo para o intestino e células do
sistema imune, transportador de nitrogénio entre os 6rgaos, precursor na sintese de
neurotransmissores, acidos nucléicos e nucleotideos, bem como na sintese de
glutationa (NEWSHOLME et al., 2003).

Devido as propriedades citadas, a opg¢ao de uso deste aminoacido na forma
de peptideos, tais como a Glycil-glutamina (Gly-GIn) ou a L-alanil-glutamina (Aln-
GIn), tem sido a alternativa adotada por varios pesquisadores em virtude de sua alta
solubilidade em agua e estabilidade durante os procedimentos de preparo,
armazenamento e administracdo das solugdes nutricionais (ALVES, et al., 2010;
BEZERRA FILHO et al., 2002; GUIMARAES FILHO et al., 2014; TORRES et al.,
2003).

Quando em corrente sanguinea, o dipeptideo, L-alanil-glutamina (AIn-GIn) € u
altamente estavel e quando infundido endovenoso pode ser hidrolisado em
glutamina e alanina (LEITAO et al., 2011). Neste estudo a glutamina foi utilizada na
forma de L-alanil-glutamina (AIn-GIn) e foi avaliada a sua acdo no pos-
condicionamento de uma leséo de isquemia e reperfusao.

Diversos estudos tém demonstrado efeitos dessa substancia como:
diminuicdo do estresse oxidativo e morte celular em lesées de I/R como pré-



53

condicionamento com significante redu¢cdo da proporgdo de neurdnios eosinofilos
tanto 1h como apés 24h de reperfusdo em ratos Wistar (DE VASCONCELOS et al.,
2015); diminuicdo do estresse oxidativo, degeneragao nuclear (picnose) e morte
celular no tecido cerebral de gerbils (PIRES et al., 2011).

Foi observado também uso de l-alanil-glutamina em queimaduras, aumentado
a disponibilidade de glutamato e melhora da glicolise anaerdbia, com possivel
ativacdo do transportador malato-aspartato (BARBOSA et al, 2005). Em lesbes de
I/R hepatica foi sugestiva a protecdo hepatica por redugdo da alanina
aminotransferase, diminui¢do de lactato desidrogenase e da expressao da caspase-
3 (ARAUJO JUNIOR et al., 2011).

Estudos com [-alanil-glutamina em pré-condicionamento de pacientes
submetidos a transplante hepatico encontraram menor estresse oxidativo e redugao
da peroxidacgao lipidica nos enxertos dos pacientes transportados (BARROS et al.,
2015). No pré-condicionamento de lesdo testicular foi observada diminuicdo da
peroxidagao lipidica durante a isquemia e protecédo do estresse oxidativo (LEITAO et
al., 2011).

Foi utilizada também no pré-operatério de pacientes com isquemia critica
submetidos a revascularizagdo distal, reduzindo o dano do tecido e protegendo
contra o estresse oxidativo (ALVES et al., 2010) e como suplemento nutricional em
pacientes com sindrome de resposta inflamatéria sistémica em decorréncia de
infeccdo pulmonar, nos quais aumentou a contagem de linfécitos, entretanto sem
afetar a resposta inflamatéria e capacidade antioxidante da glutationa
(CAVALCANTE et al., 2012).

Além disso, estudos com pos-condicionamento isquémico, tém mostrado
neuroprotecdo em lesdes de isquemia/reperfusao, provavelmente, devido a um
aumento da glutamina sintetase, reforcando a importéncia dessa substancia na
resposta inflamatéria (ZHANG et al., 2011; ZHAO, H., 2009).

No presente estudo foi encontrada diminuicdo da proporcdo de neurdnios
eosinofilicos (vermelhos) nos animais que receberam L-alanil-glutamina em pods
condicionamento da lesdo isquémica tanto em 1h como em 24h, apés a reperfusao.
Estes achados corroboram com dados encontrados em estudos semelhantes em
pré-condicionamento em ratos Wistar (DE VASCONCELOS et al., 2015) e em
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camundongos da Mongolia (PIRES et al.,, 2011). N&o foi encontrado na literatura

estudo que utilize a glutamina como intervencéo de pds-condicionamento.

A espécie animal utilizada foi o rato Wistar albino. Esta espécie ja foi objeto de
varios estudos nesta linha de pesquisa (CAMPELO et al.,, 2012; MUNIZ, 2004;
VASCONCELOS et al.,, 2011) nos proporcionando, portando, um importante
parametro de avaliagdo, comparagao e analise. O porte do animal é favoravel ao
manuseio, possibilita uma boa homogeneidade de amostras e baixo custo quando
comparado a outras espeécies. Sabe-se também que este animal possui elevada
resisténcia a infecgdo e ao trauma cirurgico e notavel sistema de homeostasia
(MUNIZ et al., 2004). O rato Wistar possui o poligono de Willis similar ao dos
humanos, diferindo de outras espécies de animais como os camundongos da
Mongdlia (TORRES et al., 2003). A massa corpérea dos animais foi entre 250 — 300
g, fato que minimizou a mortalidade dos animais do estudo, conforme relatado por
Fujishima (1976) que encontrou maior mortalidade em animais com mais de 300g

submetidos a lesao de isquemia e reperfusao cerebral global.

Foi realizada como técnica anestésica uma associagdo de cloridrato de
cetamina (90mg / kg) e cloridrato de xilasina (10mg / kg). Estas drogas tém agéo
sinérgica com diminui¢ao de efeitos colaterais como salivagdo excessiva, hipotensao
e depressao cardiorrespiratoria, assim como potencializagdo da sedagao, analgesia
e relaxamento muscular (SILVA et al., 2002). A dose utilizada é capaz de reduzir o
fluxo sanguineo cerebral, pressado parcial do oxigénio cerebral e ndo altera a
temperatura corporal quando comparada aos grupos controle (MUNIZ, et al., 2004).
Este modelo anestésico ja foi utilizado em diversos estudos (CAMPELO et al., 2011;
CAMPELO et al., 2012; KUNIMATSU et al., 2001; LEVINE, 1960; SCHALLER;
GRAF, 2004; VASCONCELOS et al., 2015).

Diversos modelos animais de isquemia e reperfusdo tém sido testados nos
ultimos anos. O modelo de oclusédo das artérias carétidas unilateral ou bilateral em
ratos, utilizado neste experimento, demonstrou boa reprodutibilidade e praticidade,
pois tem baixo custo, propiciando uma homogeneidade de amostras, procedimento
cirurgico simples, além de similaridade fisiolégica e anatdbmica com outras espécies
(MUNIZ, 2004; PIRES et al., 2011). Um estudo realizado por Schaller et al (2004)

mostrou que esse tipo de oclusdo interfere na irrigacdo da maioria das artérias
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antero-mediais cerebrais. Outro estudo evidenciou redugdo de cerca de 60% do
fluxo cerebral através do doppler (KUNIMATSU et al., 2001). Os tempos de isquemia
sdo bem variados nos estudos. Neste estudo foram utilizados os tempos de
decapitacdo dos animais apos lesdo de isquemial/reperfusdo de 1h e 24h,
semelhante ao modelo de outros estudos do mesmo grupo de pesquisa (CAMPELO
et al., 2012; VASCONCELOQOS et al., 2015).

Negovskii (1962) propds que a extensao da lesao de isquemia reflete o dano
que pode ocorrer na reperfusdo, particularmente no hipocampo na regido Cal e
neurénios corticais piramidais. A micro vacuolizagdo do citosol € notada nos
primeiros 15 minutos, com substancial melhora apés 1h de reperfusao. Evidencias
morfoldgicas relatam dano progressivo aos neurdnios apds 6h, com desintegragao
apo6s 48-72h (TRIM et al., 2008). Estudos demonstram que a perfusao do cortex
capilar é somente 30% normal apés 90 min de reperfusao seguidas de 10-20 min de
isquemia global. Esse fenémeno funciona como uma isquemia secundaria com
aumento do metabolismo e morte neuronal durante a reperfusdo (SHANTA et al.,
2012).

A isquemia cerebral induz uma grande variedade de altera¢des na estrutura
dos neurénios afetados, que incluem: retracdo e condensagao (neurénios escuros),
picnose nuclear, eosindfilia citoplasmatica (neurdnios vermelhos) e precipitagédo do
pigmento formaldeido (incrustacdo). A lesdo que inicialmente se mostra com
retracdo e edema celular, fica mais evidente a microscopia 6tica quando evolui para
morte e necrose, pela visualizagdo dos neurénios vermelhos (GARCIA et al., 1997).

Neste trabalho foi utilizada a contagem de neurdnios eosinofilicos (neurbnios
vermelhos) como método para mensurar a morte neuronal. Esse método tem sido
bastante utilizado por outros estudos e tem se mostrado um bom parametro
independentemente da etiologia dos mamiferos (RISSI et al., 2006)

A vulnerabilidade a isquemia varia de acordo com a populacdo de neurdnios
no hipocampo. Sabe-se que 5 minutos de isquemia global acarreta morte neuronal
na area hipocampal CAl, mas sem afetar outras popula¢bes, enquanto que um
periodo de 20 minutos de isquemia global causa a morte de neurdnios da area CA3
(LIPTON et al., 1999). Os neurbnios em CAl do hipocampo sdo o0s mais
susceptiveis a isquemia e que em modelos experimentais de isquemia cerebral

global com ocluséo bilateral das artérias carétidas comuns houve danos em CA3 do
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hipocampo ap6s 20 minutos de oclusdo. Anatomicamente as células piramidais em
CA3 sdo maiores que em CAl e possuem vias de entrada e saida diferentes
(JOHNSTON et al., 2004). Estudos demonstraram que os astrocitos em CAl sdo
mais sensiveis a isquemia que os do giro denteado e que a ativacdo da
tirosinoquinase e fosfatase pode diferir entre essas regides(GEE et al., 2006).

LesBes em outras areas, como no coértex cerebral e no cerebelo ndo se
mostraram tao consistentes (ALl et al., 2004). O hipocampo foi escolhido por ser a
regido mais utilizada para estudar a fisiopatologia da isquemia cerebral, devido
sensibilidade a lesé&o dessa regiao e arranjo neuronal (KIRINO, 1982).

O modelo experimental empregado foi adequado e consistente, pois a
contagem de neurdnios eosindfilos foi maior nos animais do grupo SS que sofreram
isquemia e reperfusao tanto 1h quanto 24h, sendo a lesdo 24 h mais grave, quando
comparados ao grupo Sham corroborando os achados dos outros estudos
(CAMPELO et al., 2012; ZHANG et al., 2011; ZHAO, H. et al., 2014; ZHOU et al.,
2015)

Variados mecanismos estado relacionados com as lesbes cerebrais apds
eventos de isquemia e reperfusdo(CHO et al., 2013; TARDINI; YOSHIDA, 2003;
PENG et al, 2012)CHO et al., 2013). Merecem destaque as lesbes causadas por
metabalitos das purinas, acidos graxos livres, leucécitos e formacgao de éxido nitrico,
dai a importancia do estudo de drogas antioxidantes (TARDINI; YOSHIDA, 2003).

A espectrometria de massas tem se mostrado uma interessante técnica na
identificacdo da mudanca do perfil de lipidios, em particular dos fosfolipidios, durante
um evento de isquemia/reperfusdo (HATTORI et al., 2010; KOIZUMI et al., 2010;
LIU et al., 2014; SHANTA et al., 2012; WANG et al., 2010; XU et al., 2013).

Os lipidios correspondem a cerca de metade do peso seco do tecido cerebral.
Eles desempenham inumeras tarefas como armazenamento de energia,
estruturagdo das membranas bioldgicas e transdugdo de sinais através das
membranas. Os lipidios cerebrais dividem-se principalmente em 3 grandes
categorias: colesterol, esfingolipidios (esfingomielina, cerebrosideos, sulfatidios e
gangliosideos) e glicerofosfolipidios (fosfatidilcolina, fosfatidiletanolamina e
fosfatidilinositol). Niveis alterados de lipidios estdo associados a diversas doengas
como doenca de Alzheimer e Doenca de Niemann-Pick (JACKSON et al., 2005).

A analise por espectrometrias de massa obtidas do hipocampo dos animais

de cada grupo encontrou uma diferenga estatisticamente significativa entre as
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massa/ carga do perfil de lipidios dos grupos (p < 0,05) apds realizacdo do ANOVA
one-way. Foi observado, a partir das massa/carga mais intensas, que alguns lipidios
tém maior prevaléncia em determinadas grupos. Na analise por espectrometria de
massa do hipocampo dos animais que receberam solugao salina (SS) + isquemia e
reperfusdo 1h e 24h, se observou uma maior intensidade relativa dos lipidios com
massal/carga 735, 761, 736, 762 e 763; nos grupos controle (Sham) 1h e 24h se
observou maior intensidade de lipidios com massa /carga 799, 773 e 775 e nos
grupos que receberam l-alanil-glutamina + lesao de isquemia e reperfusdo 1h e 24h ,
se destacaram os lipidios com massa/carga 756, 800, 650,617 e 750, todos com

significancia estatistica (p< 0,05).

A Regulacao positiva de fosfolipases, especialmente a fosfolipase A2, esta
entre os eventos iniciados na isquemia e responsaveis pelo aumento de lipidios que
foram associados com as respostas inflamatérias intensificadas. Simultaneamente
ao aumento de fosfolipidios se da aumento de acidos graxos livres no tecido
cerebral enfartado. Os eicosanoides, produto metabdlico do acido araquiddnico (AA),
podem contribuir para a perda de esfingomielina parenquimatosa através da
ativagdo da esfingomielinase (SHETH et al., 2015; TRIM et al., 2008)

Em modelos de isquemia cerebral em ratos analisados por MALDI-MSI foi
observado uma maior intensidade de fosfatidilcolina nas células do parénquima
lesado e proposto como um biomarcador para a lesdo cerebral (HANKIN et al., 2011;
LIU et al., 2014).

Vale salientar que a informacao da detecgdo por espectrometria de massa
direta de fosfolipidios € influenciada pela distribuigdo cations no tecido alterado que
aumentou a ionizacao de fosfolipidios nas suas formas alcalinizadas, fato que pode
mascarar a revelagdo das mudangas de subjacentes fosfolipidios pelas condi¢des
patoldgicas (YIN, 2008).

Estudos anteriores por MALDI dos lipidios do cérebro de ratos relataram
alteracdes corticais de fosfatidilcolina e liso-fosfatidilcolina por isquemia focal e
mudancas de esfingolipidios no hipocampo apds isquemia global transitoria
(Nakamura et al, 1989)
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Estas alteragdes corroboram os dados de Koizumi (2010) no qual foi realizada
espectrometria de massas por imagem para identificar a distribuicdo dos lipidios
durante uma isquemia cerebral focal em ratos. Neste estudo, apds a identificagao
dos lipidios, foi observada uma conversagao da fosfatidilcolina em liso-fosfatidilcolina
nas areas com lesdo isquémica. Estudos prévios mostraram que a fosfatidilcolina
pode ser hidrolizada pela fosfolipase A2 e gerar liso-fosfatidilcolina e acidos
graxos(STEINBRECHER; PRITCHARD, 1989).

Sabe-se que o dano isquémico causado pela infusdo de Ca®" depende da
ativacao da fosfolipase A2 via receptor NMDA. Acredita-se que essa via pode estar
relacionada com a produgédo de acido araquiddnico e eicosanoides que regulam a
degeneragao neuronal. Sabe-se também que a liso-fosfatidilcolina esta relacionada
com aterosclerose e inflamacéao alterando a fungao de diversas células como células
endoteliais, mondcitos, macrofagos e células T (TRIM et al., 2008).

Outro estudo realizado por Hamazaki, et al., (2010), demostrou que a lesdo
de isquemia pode causar significativa lesao nas células piramidais da regido CA1 do
hipocampo de ratos com concomitante reducdo de fosfatidilserina, fosfatil-inositol,
fosfatidiletanolamina, plasmalogen e esfingomielina. O estudo sugere, ainda, que a
ativacao de fosfolipase A2 pode nao estar diretamente relacionada a maior
susceptibilidade na regido CA1 e que as diferengas entre CA1 e CA3 quanto a
susceptibilidade a lesdo nao esta relacionada ao seu perfil lipidico (HAMAZAKI; KIM,
2013).

Outro estudo de espectrometria de massas, porém com imagem, encontrou
dezenove metabdlitos envolvidos em redes metabdlicas durante lesdo de isquemia e
reperfusdo. Destaque para as redes metabdlicas do metabolismo de ATP, ciclo tri
carboxilico (TCA), ciclo glutamato-glutamina e transporte de malato-aspartato, assim
como ions metalicos e fosfolipidios, todas as mudangas observadas apés 24h(LIU et
al., 2014).

Estudo realizado por Katsuji (2010) com espectrometria de massas por
imagem e utlizando um modelo de oclusdo da artéria cerebral média e
metaboldmica trouxe dados importantes a respeito da fisiopatologia da lesdo ao
demonstrar que ao contrario do nucleo onde o ATP diminuiu, a penumbra exibia
elevacdo paradoxal de ATP, apesar do fornecimento de sangue restrito. Os

resultados sugeriram que o metabolismo na penumbra isquémica ndo responde
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passivamente a circulagdo comprometida, mas tenta compensar a perda de ATP
(HATTORI et al., 2010)

Outro estudo de espectrometria de massas por imagem mostrou a partir do
perfil de lipidos que a liso-fosfatidilcolina e fosfatidilcolina estavam diminuidas na
isquemia e os &cidos graxos poliinsaturadosnoinsaturados (PUFAS) aumentados.
Os resultado citados foram divergentes de estudos anteriores com MALDI-MSI e
sugeriram uma janela de intervencdo que poderia beneficiar no manejo de
acidentes cerebrovasculares e outras lesdes cerebrais (WANG et al., 2010).

No presente estudo, observou-se a predominancia, estatisticamente
significativa, de alguns lipidios por fendtipos. A identificacdo desses lipidios sera
realizada posteriormente como complemento do estudo inicial e comparada aos

dados da literatura.



60

6. CONCLUSAO

1. O pobs-condicionamento com I-lanil-glutamina tem efeito neuroprotetor no

hipocampo de ratos, indicado pela contagem de neurénios vermelhos.

2. A intensidade relativa dos lipidios hipocampo na analise por espectrometria de
massas esta alterada em lesbdes de isquemia/reperfusdo e é diversa dos animais
pos-condicionados com l-alanil-glutamina, o que por analogia aos resultados
histopatoldgicos, indicaria que estes ions, em diferentes fendtipos, estariam

relacionados com cada uma das diferengas fenotipicas encontradas.
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Universidade Federal do Ceara
Comissdo de Etica em Pesquisa Animal — CEPA
Rua: Coronel Nunes de Melo, 1127 Rodolfo Teéfilo
Cep: 60430-970 Fortaleza-CE

CERTIFICADO

Certificamos que o projeto intitulado "EFEITOS DO POS -
CONDICIONAMENTO COM L-ALANIL-GLUTAMINA NA ISQUEMIA E REPERFUSAO
CEREBRAL EM RATOS”, protocolo n° 04/2016, sob responsabilidade do Prof. Dr.

Paulo Roberto Leitdo de Vasconcelos, que envolve a produgﬁo, manutengdo e/ou
utilizagdo pertencentes ao filo Chordata, subfilo Vertebrada (exceto o homem), para
fins de pesquisa cientifica - encontra-se de acordo com os preceitos da Lei 11.794, de
n°8 de outubro de 2008, do Decreto 6899 de 15 de julho de 2009, e com as normas
editadas pélo Conselho Nacional de Controle de Experimentagﬁo Animal (CONCEA)
e foi adotados pelo Colégio Brasileiro de Experimentagdo Animal (COBEA), foi
aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de Animais (CEUA-UFC) da Universidade

Federal do Ceari, em reuniflo em 15 23 de maio de 2016

Vigéncia do projeto 01/01/2015 a 30/08/2016
Espécie/Linhagem Rato heterogénico

N° de Animais 36

Peso/Idade 250-300g / 5-6 meses
Sexo Machos

Origem Biotério Central da UFC

Fortaleza, 23 de maio de 2016

Prof. Dr. rigo Siqueira
Coordenador do CEUA - UFC

UNIVERSIDADE FEDERAL DO CEARA
RODRIGO JOSE BEZERRA DE SIQUEIRA
COORDENADOR DA COMISSAO DE UICA £ DO USOCOM
ANIMAIS - CEUA/UFC - Matricula Siape: 1528734



