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RESUMO

EFEITO DO PRE-TRATAMENTO COM L-ALANIL GLUTAMINA E
PRECONDICIONAMENTO ISQUEMICO EM MODELO DE ISQUEMIA /
REPERFUSAO DE MEMBROS PELVICOS EM RATOS. EMANUEL ROCHA
LANDIM. Tese (Mestrado). Programa de Pds-Graduacdo Stricto Sensu em Cirurgia.
Universidade Federal do Ceara. Orientador: Prof. Dr. Paulo Roberto Leitdo de
Vasconcelos.

No presente trabalho, estudaram-se os efeitos da l-alanil glutamina (Ala-GlIn), do
precondicionamento isquémico (PCI) e das duas técnicas concomitantemente sobre a
lesdo pulmonar provocada por isquemia e reperfusdo (I/R) causada por pingcamento da
aorta infra-renal em ratos. Foram utilizados 60 ratos machos Wistar, randomizados em
cinco grupos (n = 12) divididos em dois tempos (n = 6): Grupo Simulado, Grupo I/R,
Grupo PCI + I/R, Grupo Ala-GIn + I/R, Grupo Ala-GIn + PCI + I/R. Tempos: T1 (4h
de isquemia) e T2 (4 horas de isquemia e 1h de reperfuséo). Todos os grupos receberam
solucdo salina previamente, menos os grupos pre-tratados com Ala-Gln que receberam o
dipeptideo e solucédo salina em igual volume. Foi utilizado o modelo de pingamento da
aorta infra-renal com 4 horas de isquemia e 1 hora de reperfusdo. Determinaram-se as
concentragfes de mieloperoxidase (MPO) pulmonar, substancias reativas ao acido
tiobarbitarico (TBARS) e glutationa reduzida (GSH) no sangue e pulméo para avaliar
0s grupos em estudo. O teste de Kolmogorov-Smirnoff mostrou distribuicdo normal dos
dados. Dados expressos como média acompanhada pelo seu desvio padrdo (Média +
DPM) sendo realizado teste t de Student. Para analise comparativa simultanea de trés
grupos utilizou-se o teste Anova com pos-teste de Tukey. Em todos os casos foi adotado
o0 nivel de significancia de p<0,05. Houve elevacdo das concentraces de MPO
pulmonar tanto no grupo submetido a isquemia quanto no grupo que realizou a I/R.
Ocorreu reducdo significante das concentragdes de MPO pulmonar nos grupos
submetidos a isquemia pré-tratados com Ala-GIn e com PCI. Na avaliacdo dos grupos
que sofreram I/R ndo foi observada alteracdo nas concentracdes de MPO nos grupos
pré-tratados Ala-GIn ou PCI. O grupo pré-tratado com as duas técnicas apresentou
aumento significante da MPO nos tempos estudados. A Ala-GIn como pré-tratamento
isolado reduziu TBARS plasmaético na isquemia e 0 aumentou no pulméo na I/R. Ja no
pulméo durante isquemia e no plasma na I/R houve reducdo da GSH. O PCI como pré-
tratamento isolado elevou 0 TBARS pulmonar na I/R e reduziu a GSH pulmonar na I/R.
A associagdo da Ala-GlIn e PCI acresceu o0 TBARS plasmatico na isquemia, também o
elevando no pulméao e musculo na I/R. J& a GSH, com os dois pré-tratamentos, sofre
reducdo plasmatica na isquemia e pulmonar na I/R, com elevacdo plasmatica na I/R. O
presente estudo demonstra que tanto o pré-tratamento com Ala-GIn como o PCI
protegem contra a lesdo isquémica a distancia, em modelo murino de pingcamento da
aorta infra-renal quando avaliado MPO pulmonar. O mesmo ndo ocorre na leséo por
I/R. N&o ha beneficio, e sim agravamento de lesdo a distancia pulmonar, na associacéo
dos dois pré-tratamentos ao mensurar a MPO pulmonar.

PALAVRAS-CHAVE: Glutamina. Precondicionamento Isquémico. Traumatismo por
Reperfusdo. Peroxidase. Estresse Oxidativo. Ratos.



ABSTRACT

EFFECT OF THE PRE-TREATMENT WITH L-ALANYL GLUTAMINE AND
ISCHEMIC PRECONDITIONING IN AN ISCHEMIA / REPERFUSION
MODEL OF HIND LIMBS IN RATS. EMANUEL ROCHA LANDIM. Dissertation
(Master's Degree in Surgery). Post-Graduation Program (Stricto Sensu) in Surgery.
Federal University of Ceara. Advisor: Prof. Dr. Paulo Roberto Leitdo de VVasconcelos.

The present work determined the effects of pre-treatment with L-alanyl glutamine (Ala-
GIn) and ischemic preconditioning (IPC), alone and in combination, against lesions
caused by I/R by clamping the infrarenal aorta in rats. Sixty Wistar rats were distributed
into five groups (n = 12) divided into two times (n = 6): Control, Group I/R, Group
IPC + I/R, Group Ala-GIn + I/R, Group Ala-GIn + IPC + I/R. Times: T1 (infrarenal-
aorta clamping ischemia-4h); T2 (ischemia-4h plus reperfusion-1h). Pulmonary
myeloperoxidase (MPQO) and plasma TBARS concentrations were measured. Data
expressed as mean + standard-deviation, analyzed by Student’s t-test and
ANOVA/Tukey’s post-test. P-values < 0,05 were considered significant. Increased
MPO concentrations in ischemic group and in I/R group occurred as compared to
control. Reduction in MPO concentrations happened in ischemic groups pre-treated
with either Ala-GIn or IPC. I/R induced no change in MPO concentrations in groups
pre-treated with either Ala-GIn or IPC. Pre-treating with the two procedures showed
increased MPO at both times studied. Reduction in TBARS concentrations occurred in
Ala-GlIn pre-treated group, whereas significant elevation was observed when Ala-Glin
and IPC were associated in ischemic animals. Ischemia/reperfusion induced elevation of
plasma TBARS. Pre-treatment with either Ala-GIn or IPC protects against distant
pulmonary lesion due to ischemia. The same did not occur in I/R lesion. Combining the
two procedures aggravated inflammation indicated by increased MPO concentrations.
Elevated TBARS concentrations in ischemic animals pre-treated with the two
procedures indicate increased lipid peroxidation, whereas pre-treatment with Ala-Glin
induced decreased TBARS concentrations.

Keywords: Glutamine. Ischemic preconditioning. ischemia and reperfusion.
Myeloperoxidase.. oxidative stess, Rat.
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1. INTRODUCAO

Vérios procedimentos cirdrgicos, tais como reparos de aneurisma da aorta
abdominal, cirurgias ortopédicas de membros inferiores e procedimentos que se utilizam de
torniquetes, submetem o membro a prolongados periodos de isquemia seguidos de reperfusdo
(I/R) (HARKIN et al., 2002).

O retorno do suprimento sanguineo, ndo obstante essencial para o
restabelecimento da circulacdo, paradoxalmente, favorece a liberacdo de citocinas, fator de
necrose tumoral alfa (TNF-a), interleucina-1-f (IL-1p) e interleucina-6 (IL-6), que levam a
resposta inflamatoria local e sistémica. Com isso, ocorre ativacdo e sequestro de neutrofilos
principalmente nos pulmdes, bem como aumento de sua permeabilidade microvascular
(YASSIN et al., 2002; PLITAS et al., 2003).

Esse processo inflamatorio deflagrado pela isquemia e reperfusdo (I/R), caso as
citocinas e os mediadores pro-inflamatérios saiam do controle, ativa sobremaneira 0s
polimorfonucleares na microvasculatura pulmonar, fato este central para o desenvolvimento
de lesdo pulmonar aguda, na sindrome da resposta inflamatoria sistémica (SIRS). Sabe-se que
a diminuicdo dos polimorfonucleares pulmonares mostra-se protetora de tal lesdo. (HARKIN
et al., 2002; YASSIN et al., 2002).

As alteracbes de I/R supracitadas podem desencadear lesdes pulmonares com
progressao a SIRS e faléncia multipla dos 6rgdos, causa importante de morte em situagdes
como aneurismas e trombose da aorta abdominal (PIMENTA et al., 2007). A busca por meios
gue abrandem a inflamacao pulmonar € relevante, pois tem potencial de reduzir a mortalidade
envolvida no referido processo (HARKIN et al., 2002).

1.1 Lesdo isquémica

A isquemia é definida pela insuficiéncia localizada de irrigacdo sangiiinea, devido
a constricdo ou a obstrucdo mecénica do sistema arterial, que pode ocorrer em maior ou
menor grau. Na vigéncia dessa condi¢cdo ocorre, por consequéncia, supressao do fornecimento
de nutrientes para os tecidos e a morosa retirada dos metabolitos que, de acordo com sua
intensidade e duracdo, podem ser reversiveis ou ndo. Nesse contexto, quatro componentes
estruturais e funcionais celulares sdo particularmente sensiveis. Séo eles: a membrana celular,
principal responsavel pelo equilibrio idnico e osmatico; a respiragdo celular (aerobica) que
compreende, entre outros eventos, a fosforilacdo oxidativa e a producdo de adenosina-
trifosfatada (ATP); a sintese de proteinas estruturais e enziméticas; e 0 componente genético
(cromatina) responsavel pela reproducdo celular (CONN; STUMPF, 1998; COTRAN et al.,
2005).
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No decorrer do processo isquémico, o baixo teor de oxigénio intracelular obriga a
mudanga de metabolismo. A respiracdo celular passa da aerobiose para a anaerobiose. A
fosforilacdo oxidativa, atividade executada pela membrana interna das mitocondrias, ndo pode
ser realizada pela caréncia de oxigénio. A interrupcao desta importante funcdo reduz ou anula
a producdo de ATP com acumulo de adenosina monofosfato (AMP), que serd4 metabolizada
em adenosina, inosina e hipoxantina. Essa condi¢do estimula as enzimas fosfofrutoquinase e
fosforilase, resultando no aumento da glicdlise anaerébica com a finalidade de manter as
fontes energéticas da célula gerando ATP a partir de glicogénio, a gliconeogénese. O
glicogénio é rapidamente depletado. A glicélise anaerdbica resulta no acumulo de acido latico
e fosfatos inorgénicos pela hidrolise de ésteres de fosfato. Da utilizacdo desta via alternativa
resulta o acimulo de acido latico com a subsequente queda do pH intracelular, caracterizando
a acidose lactica (COTRAN et al., 2005).

A redugdo do ATP afeta intensamente a membrana celular (OTAMIRI, 1989).
Ocorre aumento da permeabilidade e desequilibrio dos gradientes coloido-osmoticos intra e
extracelulares, favorecendo a saida do potassio intracelular e a passagem de sddio para o
interior da célula. Em conseqléncia, sucede-se o ganho de soluto intracelular e subsequente
edema celular (tumefagdo celular aguda), distensdo do reticulo endoplasmatico, tumefacéo
das mitocondrias, descolamento dos ribossomos e surgimento de vesiculas na superficie
celular (COTRAN et al., 2005).

Até certo ponto, todos esses disturbios sdo reversiveis, caso ocorra a reperfusao e
a oxigenacdo seja restaurada. Com a manutencao da isquemia, agravam-se as lesdes celulares,
surgindo a vacuolizacdo das mitocondrias e lesdo do citoesqueleto com o desprendimento da
membrana celular. Nessa situacdo, a membrana celular aumenta sua permeabilidade,
facilitando a perda continuada de proteinas, enzimas, co-enzimas e material cromatinico.
Somado a isso, ocorre influxo de calcio, que corresponde a uma brusca passagem de calcio
ionizado para o interior da célula, ativando fosfolipases, proteases, endonucleases e ATP-ases.
Amontoam-se produtos de degradacdo dos fosfolipidios tais como a acilcarnitina e
lisofosfolipideos lesivos a membrana celular e mitocondrial com escape de prétons e
citocromo-c, intensificando a hiper-permeabilidade. O rompimento das membranas
lisossémicas provoca o extravasamento de glicosidases, proteases e DNA-ases, que ativadas
conduzem a lise dos componentes celulares, caracterizando a irreversibilidade das lesbes e
estabelecendo a morte celular (CHIU et al., 1970; DAEMEN et al., 2002).
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1.2 Leséao por reperfuséo

O retorno da irrigagdo sanguinea em tempo habil, com o consequente retorno da
oxigenacdo, € essencial para o estabelecimento do metabolismo aerdbico evitando as lesdes
irreversiveis da isquemia. A reperfusdo, embora essencial para restabelecimento da
homeostase celular, resulta em um efeito paradoxal, com aumento do dano, em decorréncia da
formacdo expressiva de espécies reativas do oxigénio, inflamacdo e ativacdo da via do
complemento. Esse aumento do dano é denominado lesdo de reperfusdo (RIEDEMANN;
WARD, 2003).

Durante o processo de reoxigenacdo ocorre aumento dos radicais livres de
oxigénio nas células parenquimatosas, endoteliais e nos linfocitos que infiltram a lesdo. Os
radicais livres de oxigénio (RLO) sdo espéecies quimicas que tém um Unico elétron nédo
pareado em um orbital externo. Em tal estado, o radical é extremamente reativo e instavel,
participando de reacBes com substancias quimicas inorganicas ou organicas, proteinas,
lipidios e carboidratos, particularmente com moléculas importantes nas membranas celulares
e nucleo (&cidos nucléicos) (ANAYA-PRADO et al., 2002).

Os RLO que sao liberados no momento da reperfusdo sdo responsaveis pela lise
celular, além de ativar o processo peroxidativo das biomembranas lipidicas, levando, assim,
ao dano tecidual. Somado a isso, iniciam rea¢cdes autocataliticas, nas quais as moléculas com
as quais eles interagem podem ser convertidas em radicais livres para propagar a cadeia de
danos. Em condicdes de homeostase, os RLO sdo produzidos em pequena quantidade e
rapidamente inativados antes de provocar leséo significante (COTRAN et al., 2005).

Na verdade, radical livre ndo € o termo ideal para designar os agentes reativos que
causam dano, pois alguns deles ndo apresentam elétrons desemparelhados em sua Gltima
camada. Como, em sua maioria, esses agentes reativos sao derivados do metabolismo do
oxigénio, essas substancias foram denominadas de Espécies Reativas do Metabolismo do
Oxigénio (ERMO) (FERREIRA; MATSUBARA, 1997).

As ERMO sdo encontradas em todos os sistemas bioldgicos. Quando em
condices fisiologicas do metabolismo aerdbico, o oxigénio sofre reducédo tetravalente com
aceitacdo de quatro elétrons, resultando na formacg&o de 4gua. No decorrer desse processo sdo
desenvolvidos intermediérios reativos, como os radicais superoxido (O2"), hidroperoxila
(HOy), hidroxila (OH") e peroxido de hidrogénio (H,O;) (COHEN, 1989). Os agentes
reativos podem ser produzidos pela atividade de uma variedade de enzimas oxidativas, em
diferentes locais da célula tais como citosol, mitocéndria, lisossomos, peroxissomos e

membrana citoplasmatica, embora a reducdo completa do oxigénio ocorra freqlientemente na
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mitocdndria. Um exemplo corriqueiro é a formacgdo, em surtos rapidos, de superéxido pelos
leucdcitos polimorfonucleares ativados nos processos inflamatorios (DROGE, 2002).

A desmedida geracdo de ERMO e a capacidade do organismo de desativa-los
significam o equilibrio decisivo entre a reversibilidade das les6es e a morte celular (COTRAN
et al.,, 2005). Normalmente, em condigdes fisiologicas, a producdo de radicais livres
intracelulares é diminuta, uma vez que o sistema de enzimas antioxidantes impede a sua
formacéo ou as remove. Fazem parte desse sistema protetor a catalase, glutationa peroxidase,
glutationa redutase e superdxido dismutase. Portanto, em condi¢cGes de homeostase ha
harmonia entre as substancias pré-oxidantes e antioxidantes. Quando ocorre a quebra desse
equilibrio, ou por aumento da producdo de ERMO, ou por déficit na protecdo antioxidante,
tém-se o estresse oxidativo (DROGE, 2002).

No intento de protegé-lo dos efeitos deletérios dos radicais livres, o organismo
recorre a duas linhas diferentes: a linha detoxificadora, formada pela glutationa reduzida,
vitamina E e as enzimas superdxido-dismutase, catalase, glutationa peroxidase, e a linha
reparadora composta principalmente pelo &cido ascorbico e pelas enzimas glutationa-
redutase e glutationa-peroxidase (FERREIRA; MATSUBARA, 1997).

A glutationa é um marcador de saude celular e sua queda é indicativa de lesdo
oxidante. Seu déficit acarreta diminuicdo da resisténcia as drogas e radiagdes, bem como
reducdo da capacidade de reversdo de tumores e da sintese do ascorbato em animais. Trata-se
de um tripeptideo composto de aminoacidos ndo essenciais, descrita como importante agente
antioxidante (HALLIWELL; GUTTERIDGE, 1995).

A glutationa reduzida (GSH) é o tiol (-SH) mais abundante do meio intracelular.
A GSH pode ser considerada um dos agentes mais importantes do sistema de defesa
antioxidante da célula, protegendo-a contra a lesdo resultante da exposi¢do a agentes como
ions ferro (GALLEANO; PUNTARULO, 1995), oxigénio hiperbéarico, ozona, radiacéo e luz
ultravioleta (DENEKE; FANBURG, 1989). Além disso, reduz a leséo renal decorrente da
isquemia e reperfusdo (SHAN et al., 1990).

A oxidacdo da GSH forma a glutationa oxidada (GSSG). Nas situa¢bes em que 0
sistema de oxido-reducdo esta integro, havera recuperacdo da GSH pela a¢do enzimatica da
glutationa redutase. A relacdo ideal GSH/GSSG (100:1) é mantida por meio desse processo
(MEISTER, 1988).

A peroxidacdo lipidica é um processo de agressdo pelas ERMO aos &cidos graxos
poliinsaturados dos fosfolipidios das membranas celulares. Tal processo provoca alteracfes da

estrutura e permeabilidade das membranas. Consequentemente, hd perda de seletividade na
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troca idnica e liberacdo do conteldo de organelas, como as enzimas hidroliticas dos
lisossomas, e formacdo de produtos citotdéxicos (malonaldeido), culminando com a morte
celular (HALLIWELL; GUTTERIDGE, 1995).

A lipoperoxidacdo € uma reacdo em cadeia, representada pelas etapas de
iniciacdo, propagacdo e terminacdo. A iniciagdo processa-se quando uma ERMO,
freqlientemente um radical hidroxila, seqiestra um hidrogénio do &cido graxo poliinsaturado
(LH") da membrana celular com formacéao de um radical lipidico (L°). Na primeira equacéo de
propagacdo, o radical lipidico (L) reage rapidamente com oxigénio, resultando no radical
peroxila (LOO") que, por sua vez, sequestra novo hidrogénio do &cido graxo poliinsaturado,
formando novamente o radical lipidico (L') na segunda equagéo de propagac¢do. O término da
peroxidacdo lipidica da-se quando os radicais L- e LOO" formados nos estagios anteriores
consomem-se a si proprios (FERREIRA; MATSUBARA, 1997).

Em sistemas bioldgicos, a afericdo dos radicais livres é dificultada por suas
concentracdes extremamente baixas (da ordem de 10™!) e por suas altas velocidades de
reacao. Os subprodutos das ERMO podem ser aferidos diretamente por técnica de ressonancia
paramagnética de elétrons, contudo, as limitagcdes inerentes ao método e seu elevado custo
dificultam sua utilizacdo (FLOYD, 1990). Os métodos correntes mais utilizados para
avaliacdo das lesbes oxidativas sdo os de afericdo indireta das ERMO por espectrofotometria
e cromatografia. Com isso, determina-se a atividade enzimatica (superdxido dismutase,
catalase, glutationa peroxidase e glutationa reduzida) e a concentracdo de tripeptideos e
aldeidos (malonaldeido) nos tecidos, sangue e outros fluidos organicos (GUIMARAES,
2005).

O estresse oxidativo pode ser avaliado por varios métodos. A lipoperoxidagdo é
mensurada por um marcador de lesdo das membranas celulares, pelo método das substancias
reativas ao acido tiobarbitirico (TBARS), através da formacéo de um composto intermediario
da peroxidacdo lipidica, o malondialdeido (MDA). Esse teste foi introduzido por Kohn e
Liversedge em 1994, e ainda é um dos métodos mais utilizados (CHIRICO, 1994). Outros
métodos de avaliagdo do estresse oxidativo sdo a determinacdo da GSH e o célculo da razéo
glutationa reduzida/glutationa (FERREIRA; MATSUBARA, 1997).
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1.3 Precondicionamento isquémico

O precondicionamento isquémico (PCI) é um mecanismo onde breves periodos de
isquemia seguidos de reperfusdo provocam uma relativa resisténcia tecidual contra periodo de
isquemia prolongado subseqiiente (HARKIN et al., 2002). Citado fendmeno foi
primeiramente descrito em 1984 por Neely e Grotyohann, que demonstraram o efeito protetor
de um curto periodo de isquemia, anterior a isquemia e reperfusdo (I/R), em miocardio de
coelhos.

Posteriormente, em 1986, Murry, Jennings e Raimer evidenciaram que PCI
diminuia a proporc¢do de infarto apds a oclusdo da artéria coronaria durante 40 min em um
modelo canino de isquemia miocéardica.

Estudos subsequentes tém confirmado os beneficios do PCI em varios tecidos, tais
como mausculo esquelético, rim, figado, pulméo e endotélio mesentérico. O PCI induz a uma
tolerdncia local a reperfusdo por reduzir as espécies reativas do oxigénio, diminuir os
neutréfilos ativados, restringir a apoptose e melhorar a perfusdo na microcirculacdo
(PASUPATHY; HOMER-VANNIASINKAM, 2005).

Além dos beneficios locais, o0 PCI pode gerar protecdo a distancia, o chamado
precondicionamento remoto. Foi demonstrado que a realizacdo de pequenos periodos de
isquemia em um determinado 6rgdo pode agir como fator de protecdo em outros tecidos a
distancia (LI et al.,, 2004). Esse fendmeno, descrito em 1993 por Przyklenk et al., provocou a
protecdo remota em miocardio canino (PRZYKLENK et al.,1993).

O pulméo € descrito como 6rgdo passivel de protecdo pelo precondicionamento
remoto frente a lesdo por I/R de membro pélvico em modelo murino (OLGUNER et al.,
2006). No figado, quando breves isquemias foram realizadas em membro pélvico, estas
proporcionaram protecdo remota contra a lesdo causada por I/R hepéticas em ratos (LAI et al,
2006) e coelhos (KANORIA et al, 2006). Ainda mais interessantes sdao os achados de
protecdo remota do miocardio ao se realizar PCI do musculo esquelético (BIRNBAUM et al,
1997) e do tecido intestinal (GHO et al, 1996).

Suspeita-se que o precondicionamento remoto apresente duas fases de protecéo.
Uma fase recente, independente da sintese protéica (primeiras 4 horas), e uma fase tardia,
dependente da sintese protéica (24-72 horas). A transmissdao da informacdo aos Orgaos
remotos faz-se por meio de mediadores humorais ou através de vias neurogénicas ou, ainda,
pela combinacdo das duas. Dentre os mediadores humorais possiveis destacam-se: opioides,
oxido nitrico, adenosina, catecolaminas, bradicinina, proteinas do choque térmico (HSPs),
TNF-a, prostaglandinas e angiotensina (KANORIA et al., 2007).
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1.4 Glutamina

Desde 1833, Schultze e Bosshard, descreveram uma substancia extraida da
beterraba, degradavel em meio acido quando aquecida em acido glutamico e amonia, que foi
denominada glutamina. Passados 33 anos (1866), Ritthausen publicou a descoberta de uma
“nova substancia” encontrada em proteinas do tremoco e da améndoa, obtida da ebuli¢dao do
gluten na presenca do acido sulfurico e que seria “um acido monobasico contendo nitrogénio”
(MARINHO, 1995). Na verdade tratava-se da glutamina, aclamada como uma amina; &,
efetivamente, uma amida. Portanto, a nomenclatura adequada seria glutamida. Contudo,
tempo e uso consagraram a denominacao equivocada (FELTRE, 1998).

A formula empirica da glutamina € C, H, O, N, a molecular ¢ Cs Hijp O3 N, e a

estrutural esta representada na Figura 1.
O H H NH O
[ I N
NH, - C-C-C-C-C—-0H

]
H H H

FIGURA 1 - Formula estrutural da glutamina (adaptada de Roskoski, 1997)

A férmula exposta revela que a glutamina é um acido carboxilico biaminado,
caracteristica que compartilha com asparagina e a lisina (ROSKOSKI, 1997), alinhando-se na
categoria dos aminoacidos com grupos polares sem carga (LEHNINGER, 2000).

A glutamina é considerada um aminoacido ndo essencial por ser sintetizada pelo
organismo. Embora o corpo possua grandes reservas e possa sintetiza-la em grande
guantidade, estados catabolicos podem torna-la essencial, exigindo um aporte externo, quando
as disponibilidades se tornam inferiores as necessidades do organismo. Além disto, a
glutamina apresenta a capacidade de ser utilizado de formas diferentes nos mais diversos
tecidos, sob diferentes estados fisioldgicos (LABOW; SOUBA, 2000).

Esse aminodcido apresenta diversas funcGes, tais como: substrato para sintese
protéica, precursor anabdlico no crescimento muscular, regulador renal do equilibrio acido-
bésico, substrato para gliconeogénese hepatica e renal, combustivel oxidativo para o intestino
e células do sistema imune, transportador de nitrogénio entre 0s 6rgdos, precursor na sintese
de neurotransmissores, acidos nucléicos e nucleotideos, bem como na sintese de glutationa
(NEWSHOLME et al., 2003).
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Sintese de uréia Aminoéacidos Sintese de proteinas
(Figado)
Retirada de amonia Amoniagénese (Rins)
Sintese de Transporte de Ne C
nucleotideos

Glicose/ Energia Sintese de glutationa
Glicogénio (Figado)

FIGURA 2 - Principais fungfes da glutamina no organismo. (Adaptada de
LABOW; SOUBA, 2000).

Devido as propriedades fisico-quimicas da glutamina, o seu uso apresenta
algumas restricdes, uma vez que apresenta pouca solubilidade em solugdo aquosa e baixa
estabilidade em pH baixo e temperaturas elevadas. O dipeptideo pode sofrer conversao
espontdnea no organismo, formando piroglutamato e aménia, produtos téxicos ao corpo
humano (LABOW; SOUBA, 2000).

Tendo em vista as propriedades citadas, a opcdo de uso deste aminoacido na
forma de peptideos, tais como a glycil-glutamina (Gly-GIn) ou a L-alanil-glutamina (Ala-
GIn), tem sido a alternativa adotada por varios pesquisadores (BEZERRA FILHO et al., 2002;
TORRES et al., 2003; CAMPOS et al., 2003; ALVES et al., 2003; GUIMARAES FILHO et
al., 2004; ALVES et al., 2005) em virtude de sua alta solubilidade em agua e estabilidade
durante os procedimentos de preparo, armazenamento e administracdo das solucOes
nutricionais. Quando em corrente sanguinea, o dipeptideo, L-alanil-glutamina sofre hidrolise
liberando moléculas de aminoacidos livres alanina e glutamina (SOUBA, 1993).

Recentemente, o tratamento prévio com L-alanil glutamina (Ala-GIn) endovenosa
demonstrou proteger contra leséo local, e a distancia, provocada pela I/R de membro pélvico
em modelo murino (MURPHY et al, 2007). O mecanismo de acdo permanece desconhecido,
embora se suspeite que a Ala-Gln atue, tal qual o PCI, induzindo as proteinas do choque
térmico (HSPs) e, com isso, melhore a tolerdncia ao estresse tecidual local e remoto
(WISCHMEYER 2002, WISCHMEYER et al. 2003, SINGLETON et al. 2005). Além dos
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efeitos anteriores, esse aminoacido atenua o efeito de citocinas pré-inflamatoérias como o fator
de necrose tumoral alfa (TNF-a) (WISCHMEYER et al. 2003).

Conforme descrito, tanto o pré-tratamento com Ala-GIn quanto com PCI sédo
estratégias potenciais a fim de preparar o organismo a tolerar o estresse em eventos de I/R
(MURPHY et al, 2007, KANORIA et al., 2007). Nao foram encontrados, na literatura
pesquisada, estudos verificando o uso concomitante do pré-tratamento com Ala-GIn e com
PCI. O presente estudo avalia alguns efeitos do pre-tratamento com Ala-GIn e com PCI,

isolados e associados, frente as lesGes causadas pela I/R da aorta infra-renal em ratos.
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2. OBJETIVO
2.1 GERAL

Comparar os efeitos sistémico e remoto entre a associacdo PCI / Ala-GIn e PCl ou
Ala-GlIn isolados em modelo de I/R dos membros pélvicos apds pingamento da aorta infra-
renal em ratos.
2.2 ESPECICFICOS

Avaliar o grau de lesdo pulmonar remota, através da mensuracdo de
mieloperoxidase (MPO), nesse 6rgao, em modelo de I/R.

Determinar o estresse oxidativo sistémico e remoto, determinando os niveis
séricos e pulmonar das Substancias Reativas ao Acido Tiobarbiturico (TBARS) e da
Glutationa reduzida (GSH).
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3. METODO

O projeto foi enviado e aprovado previamente pela Comissio de Etica em
Pesquisa Animal — CEPA, da Universidade Federal do Ceara, sob o nimero 43/05, em 16 de
dezembro de 2005. Foram obedecidas as normas estabelecidas pelo Council for international
Organization of Medical Sciences (CIOMS) e os preceitos do Colégio Brasileiro de
Experimentagdo Animal — COBEA. A pesquisa foi realizada de acordo com as 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.

3.1 Drogas e reagentes

Solucéo fisiologica

Composigéo por 100 ml:

Cloreto de sddio - 0,099

Agua purificada g.s.p — 100 ml

Dipeptiven® - N(2)-L-alanil-glutamina

Forma farmacéutica: solucdo de N(2)-L-alanil-glutamina para administragéo
endovenosa.

Apresentacdo: Dipeptiven® - Laboratorio Frenesisus Kabi.

Composicdo em 100 ml:

N(2)-L-alanil-glutamina (8,20g de L-alanina; 13,469 de L-glutamina) — 20g

Agua para inje¢do g.s.p. - 100 ml
3.2 Delineamento do estudo

Trata-se de um estudo experimental, randomizado, controlado e comparativo entre
diferentes grupos de ratos Wistar, onde foi avaliado o grau de lesdo pulmonar aguda e o
estresse oxidativo em relacéo a I/R ap0ds pincamento da aorta infra-renal em ratos pré-tratados
com PCI ou Ala-GIn e ambos. A randomizagdo dos grupos foi realizada através do “site”

www.gaphpad.com, no icone “quick calcs”, onde se randomizou a quantidade de ratos por

cada grupo estudado.
3.3 Os animais

Foram utilizados 60 ratos albinos (Rattus norvegicus albinus), da linhagem
Wistar, machos, com massa corporea oscilando entre 220 e 350 gramas e idade entre 52 a 127
dias. Os animais foram provenientes do biotério central da Universidade Federal do Ceara e

mantidos no Laboratdrio de Cirurgia Experimental do Departamento de Cirurgia da Faculdade
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de Medicina (UFC) em gaiolas de aco, recebendo agua e alimento adequado ad libitum até 12
horas antes do inicio do experimento.
3.4 Procedimento anestésico

A técnica escolhida foi a anestesia intraperitoneal (IP) sem intubacdo traqueal e
sem 0 emprego de suporte ventilatério. Os animais receberam infusdes IP com xilazina e
ketamina nas respectivas doses 10 e 90mg/Kg de peso, utilizando seringa e agulha de insulina
(0,45 x 13mm) em quadrante inferior esquerdo. Durante o procedimento, a anestesia era
mantida repetindo-se metade da dose inicial, sempre que necessario, a fim de manter o plano
anestésico.

Obtido o nivel anestésico adequado, os animais eram retirados do reservatorio e
posicionados na mesa operatdria, em decubito dorsal com extensdo das quatro patas.
3.5 Técnica operatdria
3.5.1 Puncéo e infuséo endovenosa de substancias testes e controles

Realizou-se a exposi¢do da veia femoral de membro pélvico esquerdo a fim de
infundir 2ml de solucdo salina 0,9% nos grupos que nao receberam L-alanil-glutamina (Ala-
GIn). Nos demais, infundiu-se 0,75 g/kg de Ala-GIn e solucdo salina, sempre respeitando o
volume total de 2 ml. A infuséo foi realizada previamente a realiza¢do da laparotomia.

A disseccdo da veia foi efetuada através de pequena incisdo na pele e tecido
subcutaneo, longitudinal na face medial da coxa, permitindo a pun¢do com uma agulha de
insulina(0,25mm x 5mm) acoplada a seringa de 5 ml.

3.5.2 Laparotomia

Os grupos de estudo respeitaram um jejum de 12 horas, seguidos da infusdo
endovenosa, imediatamente anterior a laparotomia, conforme descrito anteriormente. Apos
assepsia e anti-sepsia adequadas, foi efetuada a abertura da cavidade abdominal, através de
incisdo mediana de cerca de 4cm de extensdo (Figura 3). Afastam-se as al¢as intestinais a fim
de dissecar aorta abdominal infrarrenal e isola-la. Nos grupos pertinentes, efetuou-se o
pincamento conforme descrito a seguir, utilizando-se miniclipes vasculares temporarios
atraumauticos retos de cobalto TP 500-08 (Figura 4 e 5) e seu respectivo aplicador (Vicca
Equipamentos Biomédicos LTDA®). Em todos os animais, foi realizada a sintese da parede
abdominal com pontos separados e fechamento em massa do plano peritbnio-musculo-
aponeurotico com fio algoddo 2-0 monofilamento preto esterilizado 15x25cm. Depois de
decorrido o tempo apropriado e nova anestesia IP, retiraram-se 0s pontos e procedeu-se 0

sacrificio com coleta de material.
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FIGURA 3 — Laparotomia FIGURA 4 — Identificacdo e FIGURA 5 — Aorta infra-
isolamento da aorta infra-renal renal ap6s o pincamento.
sob visdo direta prestes a Segmento arterial distal
realizar 0 pingamento. sem pulso.

Segmento arterial distal ainda
repleto de sangue e com pulso.

Cada grupo compreendeu 12 ratos, distribuidos em 6 animais por cada tempo,
assim representados: T1 (Tempo de isquemia maximo) — Animais submetidos apenas a
isquemia de 4 horas e T2 (Tempo de isquemia e reperfusdo) — Ratos submetidos a I/R com
sacrificio depois de decorridos 4 horas de isquemia e 1 hora de reperfuséo. (Figura 6).

Os grupos sdo assim constituidos:

Grupo simulado: este grupo efetuou laparotomia e, passado 1 hora a fim de
equiparar os tempos com os grupos submetidos ao PCI, realizou manipulagcdo de algas
intestinais com simulacdo do pingamento da aorta abdominal, sacrificando-se 6 animais apés
5 horas em T1 e 6 animais apds 6 horas em T2. Desta forma, igualou-se os tempos dos grupos
estudados.

Grupo I/R: realizou-se a laparotomia e, depois de 1 hora com a cavidade aberta,
efetuou-se o pincamento da aorta infra-renal, obedecendo ao processo de 4 horas de isquemia
com sacrificio de 6 ratos no tempo maximo isquemia em T1(5 horas) e 6 ratos ap6s 1 hora de
reperfusdo em T2 (6 horas).

Grupo PCI + I/R: procedeu-se o PCI, pincando-se durante trés periodos de 10
min. com intervalos de 10 min. cada, com uma posterior isquemia de 4 horas. Obedeceu-se
aos mesmos tempos do grupo anterior para o sacrificio. O PCI em trés ciclos foi baseado na
evidéncia de que trés ciclos sdo mais efetivos que apenas um (Saita et al., 2002).

Grupo Ala-GIn + I/R: este grupo iniciou-se com a infusdo de Ala-Gln
imediatamente anterior a laparotomia. Esperou-se 1 hora com a cavidade aberta para, em
seguida, pincar a aorta infra-renal durante 4 horas. Sacrificou-se 6 animais no tempo maximo
isquemia em T1 (5 horas) e apds 1 hora de reperfusdo em T2 (6 horas).
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Grupo Ala-GIn + PCI + I/R: associou-se a Ala-GIn e o PCI como pré-

tratamento, respeitando-se 0s mesmos tempos dos grupos anteriores (Figura 6).

Lap T1 T2
SIMULADO | | |
IR | l Isquemia | Rep |
PCI+ IR | PCT l Isquemia | Rep |
Ala-Gln+TR | l Isquemia | Rep |
Ala-Gln+PCI+ TR | PCl l Izquemia | Rep |
0 1 5 6

Tempo (h)

FIGURA 6 - Delineamento do experimento. Lap.: Laparotomia; PCI:
precondicionamento isquémico; Ala-GlIn: L-alanil-glutamina; I/R: Isquemia e
reperfusdo; T1: 4 h de isquemia (tempo de isquemia maximo); T2: 4 horas de
isquemia e 1 hora de reperfusdo; |: Momento do pingamento em aorta infra-
renal. Cada grupo foi composto de 12 animais com 6 animais sacrificados em
cada tempo (T1, T2).

3.6 Coleta do material para analise
3.6.1 Coleta de sangue

Nos respectivos grupos de estudo, ainda sob narcose, procedeu-se a pungédo da
aorta abdominal com agulha 0,6 x 25 mm e seringa de 10 ml previamente heparinizada. Foi
retirado um minimo de 3 ml de sangue por animal. Os tubos de ensaio contendo sangue
arterial heparinizado foram acondicionados em centrifuga refrigerada Jouan modelo MR23i
(Franca) e centrifugados a 4.000 r.p.m durante 10 minutos, mantendo-se a temperatura interna
em 10° C. O plasma assim obtido foi dividido em aliquotas e imediatamente armazenado a -
70° C.
3.6.2 Coleta de tecidos

Apbs a coleta de sangue, ainda sob efeito anestésico, os animais foram
sacrificados por meio do deslocamento cervical. Em seguida, foram retirados fragmentos de
tecido pulmonar de aproximadamente 1cm?® de volume do pulmé&o esquerdo. O material
coletado foi lavado com soro fisiologico gelado (4° C) para a remogdo de resquicios de

sangue e imediatamente mergulhado em nitrogénio liquido em torno de -190 °C, baixando a
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temperatura tissular a aproximadamente -80 °C em um tempo inferior a 0,1 segundo. Apds o
congelamento, procedeu-se a fragmentagdo do material utilizando-se grau e pistilo de
porcelana. Os fragmentos, em nimero variavel (4 a 6), foram colocados em tubos de ensaio e
armazenados a 70° centigrados negativos, até sua utilizacéo.

3.7 Técnica laboratorial

3.7.1 Dosagem de mieloperoxidase

A MPO contida no tecido pulmonar foi determinada usando uma versao
modificada da técnica descrita por Bradley et al. em 1982,

Realizou-se a toracotomia com retirada do esterno a fim de pingar hilo pulmonar
direito com pinca Kelly curva. Em seguida, procedeu-se a pung¢do do atrio direito com seringa
60ml e agulha 0,7 x 25mm lavando-se o pulméo esquerdo com solucdo salina 0,9% até obter-
se tecido pulmonar com coloragdo esbranquicada. Reservou-se a amostra de tecido mais
descorada para dosar MPO. Ap6s o mergulho em nitrogénio liquido, o fragmento foi
acondicionado em tubo tipo Eppendorf a -70°C.

Apbés o congelamento, amostra com 100mg de tecido pulmonar foi
homogeneizada em uma solucdo de brometo de hexadecitrimetilamonio 0,5% (HTAB) em
tampéo fosfato 50mM, pH 6.0, (1 ml por 50g do tecido) .O homogenato foi submetido a trés
ciclos de congelamento (5 minutos a -70° C) e descongelamento (15 segundos no sonicador
ULTRASONIC 1434DA - ODONTOBRAS®). As amostras foram entdo centrifugadas a
4000 r.p.m. em uma temperatura de 4° C, por 15 minutos, para remover o material insoltvel.
A MPO contida no sobrenadante (0,1ml) foi analisada por espectrofotbmetro VANKEL 50
UV VISIVEL (VARIAN® U.S.A) ap6s a adicdo de 2,9ml de tampéo fosfato (50 mM, pH6)
contendo 0,167mg/ml de hidrocloreto de 6 — dianisidine e 0,0005% de peréxido de
hidrogénio. As cinéticas de mudanca na absorbancia a 470nm foram medidas no tempo 0 e 5
minutos (BRADLEY, 1982). Obtém-se a concentragdo final de MPO comparando-se o valor
da absorbancia com uma tabela padrdo de MPO, preparada previamente ( Apéndice A) As
concentragdes de MPO foram expressas em unidade / g de tecido pulmonar.

3.7.2 Avaliacdo da peroxidacdo lipidica pela reagdo com &cido tiobarbitdrico

A técnica avalia o teor do dialdeido malbnico (MDA) formado na
lipoperoxidagdo. O MDA, quando aquecido em meio &cido, reage com acido tiobarbitdrico
(TBA) originando um solvente organico de cor rosa. A extragdo desse composto utilizando
solvente organico (n-butanol) apresenta sua concentracdo determinada e expressa como
substancias reativas ao &cido tiobarbitirico (TBARS) (UCHIYAMA; MIHARA, 1978;
OHKHAWA et al., 1979).
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Reagemtes:

Cloreto de potéssio: 1,15%

Acido tiobarbitdrico: 0,6%

Acido fosforico: 1%

N-butanol

Procedimento:

Através do método de Uchiyama e Mihara (1978), frequentemente utilizado para
estimar a peroxidacdo lipidica, foi determinado o teor de TBARS. A amostra de tecido a ser
estudada foi congelada em nitrogénio liquido e estocada a -70°C imediatamente ap6s a coleta
e lavagem com soro fisioldgico gelado (4°C) para remover quaisquer vestigios de sangue.
Apdbs pesagem, o fragmento de tecido foi homogeneizado em KCI gelado 1,15%, resultando
em uma solucdo acida com concentracdo a 10%. Separou-se uma aliquota de 0,5 ml de cada
amostra e acrescentou-se 1,0 ml da solucdo aquosa de TBA 0,6% e 3,0 ml da solugdo de acido
fosférico (H3PO,4, 1%). O composto resultante foi colocado em banho fervente por 45
minutos, resfriado em banho de gelo seguido da adicdo de 4,0 ml de N-butanol. Apos 2,0
minutos de agitacdo, a mistura foi centrifugada por 10 minutos a 3000 r.p.m. A absorbancia
da camada organica sobrenadante (fase butanolica) foi medida em espectrofotémetro
(VANKEL 50 UV VISIVEL — VARIAN® U.S.A) a 520 nm e 535 nm.

A diferenca entre os valores obtidos nas duas leituras foi utilizada para calcular a
concentracdo de TBARS, usando a regressdo linear a partir de uma curva padrdo, previamente
preparada (Apéndice B) As concentragdes do TBARS foram expressas em pumol de dialdeido
malodnico (MDA) /g de tecido fresco e umol de MDA /ml de sangue.

3.7.3 Determinacdo de grupos sulfidrilicos ndo protéicos

Para determinagdo da GSH calculou-se o teor dos grupos sulfidrilicos (SH)
através do método de Sedlak e Lindsay (1968), baseado na reacdo de 5,5 -ditiobis (2-acido
nitrozenzoico) (DTNB — reagente de Ellman) com o tiol livre, originando um dissulfeto misto
mais acido 2-nitro-5-tiobenzéico. A mensuracdo do produto de reacdo formado foi realizada
por leitura da absorbancia a 412nm em espectrofotometro (VANKEL 50 UV VISIVEL —
VARIAN® U.S.A)

Drogas e Reagentes:

Acido etilenodiaminotetracético (EDTA)

Acido tricloracético (ATC, 50%)

Tampédo TRIS 0,4 M pH 8,9

5,5 -ditiobis (2-acido nitrozenzoico) (DTNB) 0,5M)
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Metanol

Glutationa (GSH, 1 mg/ml)

Preparacao dos reagentes:

Acido tricloroacético 50% - diluido em agua destilada

Preparacao dos reagentes:

EDTA Na, 0,2M PM 372,2 (%,211g + H,0 gsp 70ml)

EDTA Na; 0,02M (30 ml de EDTA Na2 0,2M + H,0 gsp 300ml)

Reacao:

2GSH+H,0, — > GSSG+2H,0

2 GSH + Ac. Graxo- OOH — GSSG + Ac. Graxo-OH + H,0O

Procedimento:

A amostra de tecido (500 mg) foi pesada e homogeneizada em 5 ml de EDTA
0,02M gelado, com bastdo de vidro e filtrado em 1a de vidro. Separou-se 4,0 ml do
homogenado e misturou-se com 3,2 ml de agua destilada e 0,8ml de acido tricloroacético
50%. O tubo foi agitado e centrifugado a 3000 giros por 15 minutos. Retiraram-se 2,0 ml do
sobrenadante e acrescentou-se 4,0 ml de TRIS 0,4 M (pH 8,9) e 0,1 ml de DTNB 0,01 M.
Agitou-se a mistura para homogeneizacdo. Em seguida, foram lidas as absorbancias no
espectrofotdbmetro VANKEL 50 UV VISIVEL (VARIAN® U.S.A) a 412nm, 5 minutos apds
0 acréscimo de DTNB. Chegou-se a concentracdo final de GSH comparando-se o valor da
absorbancia com uma tabela padrdo de GSH, adrede preparada (Apéndice C). As

concentragdes de GSH foram expressas em pmol /g de tecido fresco e pmol /ml de sangue.
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3.8 Analise estatistica

Para todas as variveis estudadas, efetuou-se o teste de Kolmogorov-Smirnov de
normalidade. Diante da presenca de normalidade, os dados foram expressos como média
acompanhada pelo seu desvio padrdo (Média £ DPM) aplicando-se o teste t de Student
quando comparados dois grupos e Anova com pdés-teste de Tukey quando comparados trés ou
mais grupos.

Em todos os casos foi adotado o nivel de significancia de p<0,05.

Para os célculos estatisticos utilizou-se os programas GraphPad Prism® versao
4.00 para Windows, GraphPad Software, San Diego, California, U.S.A., www.graphpad.com.



4. RESULTADOS
Os resultados foram apresentados em forma de tabelas e gréaficos do tipo coluna,
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com os valores expressos pela média e desvio padrdo, demonstrando-se o nivel de

significancia, quando pertinente.

4.1 Dosagem de MPO pulmonar

4.1.1 Tempo de isquemia maximo — T1

TABELA 1 — Atividade da MPO pulmonar (unidade /g de tecido fresco) nos grupos
submetidos a isquemia. Valores expressos em média = DPM.

MPO PULMAO

SIMULADO

PCI +1

ALA-GLN +1

ALA-GLN +PCI + 1

0,153 £ 0,05

*

0,447 £ 0,04

*%

0,31 +0,06

*kk

0,066 + 0,15

+

i
1372+0,1

*p < 0,05 comparado com o grupo Simulado — Teste t
**p < 0,01 comparado com o grupo | — Teste t

*** p = 0,001 comparado com o grupo | — Teste t

+ p<0,001 comparado com o grupo PCI + | — Anova

o p<0,001 comparado com o grupo ALA-GLN + | — Anova

P <0,001

P <0,001

L

[

1.59

P=0,001

P<0,01

]

PCI+1

1.0
P <0,001

0.0+

MPO

SIMULADO | ALA-GLN+1 ALA-GLl\ll +PCl+1

PULMAO

FIGURA 7 — Atividade da MPO pulmonar (unidade /g de tecido fresco).

Conforme os resultados obtidos através da comparacdo estatistica entre 0s grupos
Simulado e Isquemia (I) revelou-se elevagdo das concentragfes de MPO pulmonar (p <
0,001). Na comparacdo entre os grupos | e PCI + I, bem como os grupos | e Ala-GIn + I, foi
observada a reducdo da atividade da MPO pulmonar (p < 0,01 e p = 0,001). J& a associagdo
dos dois pré-tratamentos (Ala-GIn e PCI) elevou a atividade de MPO pulmonar na isquemia

quando comparado com o grupo PCI + I/R (p < 0,001) e o grupo Ala-GIn + I/R (p < 0,001).
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4.1.2 Grupos submetidos a I/R- T2

TABELA 2 — Atividade da MPO pulmonar (unidade /g de tecido fresco) nos grupos
submetidos a I/R. Valores expressos em média + DPM.
SIMULADO I/R PCI + I/R ALA-GLN + I/R | ALA-GLN +PCI+ I/R

*%

* *kk

MPO PULMAO 0,17 £ 0,09 0,826 + 0,08 0,781 +0,16 0,97+0,14 1,31+0,15
*p < 0,001 comparado com o grupo Simulado - Teste t.
** p<0,001 comparado com o grupo PCI +I/R - Anova
*** p < 0,01 comparado com o grupo ALA-GLN + I/R - Anova

P <0,001

P<0,01 ‘

1.5+
P <0,001 — —

1.04

MPO

0.5+

0.0 T
SIMULADO IIR PCI +I/IR ALA-GLN+I/R ALA-GLN+PCI +I/F

PULMAO

FIGURA 8 - Atividade da MPO pulmonar (unidade /g de tecido fresco).

Na comparagdo entre os grupos Simulado e I/R evidencia-se elevacdo da
atividade da MPO pulmonar (p < 0,001). Ndo se observou alteracdo estatisticamente
significante nos niveis mensurados de MPO pulmonar nos grupos submetidos ao pré-
tratamento com Ala-GIn ou com PCI. J& quando associados os dois pré-tratamentos (Ala-GIn
e PCI) houve elevacéo significante da atividade de MPO pulmonar na I/R quando comparado
com o grupo PCI + I/R (p <0,001) e o grupo Ala-GIn + I/R (p <0,01).
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4.2 Dosagem de TBARS plasmatico
4.2.1 Tempo de isquemia maximo — T1

TABELA 3 — Atividade do TBARS plasmatico (umol of MDA /ml) nos grupos submetidos a
isquemia. Valores expressos em média + DPM.

SIMULADO | PCI + 1 ALA-GLN + | ALA-GLN +PCI + |
*%
PLASMA * i
TBARS 0,0107 + 0,043 0,0108 + 0,0061 0,0095 + 0,0022 0,0040 +0,0014 0,0129 + 0,0004

*p < 0,05 comparado com o grupo | — Teste t
**p < 0,01 comparado com o grupo PCI + | - Anova
*** p < 0,001 comparado com o grupo ALA-GLN + | - Anova

P <0,05

P<0,01

0.015+ P <0,001

0.0104

TBARS

0.0051

0.000

SIM ULADO | PCI +1 ALA-GLN+1 ALA—GLI\'I +PCl + |

SANGUE

FIGURA 9 - Atividade do TBARS (umol de MDA /ml) no sangue.

Na comparacéo entre os grupos Simulado e Ala-GIn + 1, foi encontrada diferenca
significante (p < 0,05) com diminui¢&o da atividade sanguineas do TBARS. Observou-se uma
elevacdo estatisticamente significante da atividade do TBARS na associacdo dos dois pré-
tratamentos tanto na comparagéo do grupo Ala-GIn + PCI + |1 com o grupo PCI + 1 (p <

0,01), quanto com o grupo Ala-GIn + 1 (p < 0,001).
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4.2.2 Grupos submetidos a I/R- T2

TABELA 4 — Atividade do TBARS plasmatico (umol of MDA /ml) nos grupos submetidos a
I/R. Valores expressos em média £ DPM.

SIMULADO I/IR PCI +I/IR ALA-GLN + I/R | ALA-GLN + PCI+ I/IR
PLASMA *
TBARS 0,0047 +0,0015 0,0195 + 0,0092 0,0168 + 0,004 0,0165 + 0,0039 0,0158 + 0,0116

* p = 0,01 comparado com o grupo Simulado — Teste t.

P=0,01

0.0254

0.0204 _|_

%] .
Ry 0.015

8 0.0104

0.0054

0.0004

SIMULADO IIR PCI +I/R ALA-GLN+I/R ALA-GLN.+ PCI +I/R

SANGUE

FIGURA 10 - Atividade do TBARS (umol de MDA/ml) no sangue.

Ao se comparar os grupos Simulado e I/R, encontrou-se diferenca significante
com elevacdo da atividade do TBARS (p = 0,01). Ndo foram evidenciadas alteracOes

estatisticamente significantes nas demais comparagoes.
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4.3 Dosagem de TBARS pulmonar

4.3.1 Tempo de isquemia maximo — T1

TABELA 5 — Atividade do TBARS pulmonar (umol de MDA /g tecido fresco) nos grupos
submetidos a isquemia. Valores expressos em média = DPM.

SIMULADO | PCI +1 ALA-GLN +1 ALA-GLN +PCI +1
TBARS
PULMAO 0,011 +0,0059 0,011 +0,0087 0,006 + 0,001 0,006 + 0,0036 0,004 + 0,0006

0.021

@

< 0.01

o

[
0.00

SIMULADO PCI +1 ALA-GLN+1 ALA-GLl\ll +PCl+1

PULMAO

FIGURA 11 — Atividade do TBARS pulmonar (umol de MDA /g tecido fresco)

N&o foram encontradas diferencas estatisticamente significantes com relacdo aos

niveis de TBARS pulmonar nos grupos analisados durante a isquemia.
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4.3.2 Grupos submetidos a I/R- T2

TABELA 6 — Atividade do TBARS pulmonar (umol de MDA /g tecido fresco) nos grupos
submetidos a I/R. Valores expressos em média + DPM.

SIMULADO I/IR PCI +I/IR ALA-GLN + I/R | ALA-GLN + PCI+ I/IR
*kk
TBARS * *x +
PULMAO 0,009 + 0,0003 0,006 +0,0017 0,001 +0,0022 0,008 +0,0028 0,01 +£0,0041

*p < 0,01 comparado com o grupo Simulado — Teste t
**p < 0,01 comparado com o grupo I/R — Teste t

*** p<0,05 comparado com o grupo PCI + I/R- Anova

+ p<0,01 comparado com o grupo ALA-GLN + I/R- Anova

P <0,05

P<0,01
0.021

P<0,01

=l

SIMULADO IR

TBARS
o
o
=

0.00

PCI +1/R ALA-GLN+I/R /-\LA-GLN.+ PCI + IR

PULMAO

FIGURA 12 - Atividade do TBARS pulmonar (umol de MDA /g tecido fresco).

Conforme os resultados obtidos através da comparacao estatistica entre 0s grupos
Simulado e I/R, observou-se diferenca significante (p < 0,01) com reducdo da atividade
pulmonar do TBARS. Ao se comparar os grupos I/R e PCI + I/R, nota-se diferenca
significante (p < 0,01) com elevacdo na atividade do TBARS. Evidenciou-se um aumento
significante na atividade do TBARS na associacdo dos dois pré-tratamentos, tanto na
comparagédo do grupo Ala-GIn + PCI + I/R com o grupo PCI + I/R (p < 0,05), quanto com o
grupo Ala-GIn + I/R (p < 0,01).
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4.4 Dosagem de Glutationa plasmatica
4.4.1 Tempo de isquemia maximo — T1

TABELA 7 — Atividade de GSH plasmatica (umol /ml) nos grupos submetidos a isquemia.
Valores expressos em media + DPM.

SIMULADO | PCIl +1 ALA-GLN +1 ALA-GLN +PCI + 1
GSH *
PLASMA 41,3+287 22,2+12,6 30,4+£9,7 10,8+1,9 125+5,6

*p < 0,001 comparado com o grupo PCI + | - Anova

607

50 —|— P < 0.001

404

304

204

GLUTATIONA

104

SIMULADO PCI+1 ALA-GLN+1 ALA-GLN+PCI +1

SANGUE

FIGURA 13 - Atividade plasmética de GSH (umol /ml).

Verificou-se uma reducdo na atividade de GSH estatisticamente significante na
associacdo dos dois pré-tratamentos quando comparado o grupo PCI + | com o grupo Ala-
GIn+PCI +1 (p<0,001).
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4.4.2 Grupos submetidos a I/R- T2

TABELA 8 — Atividade de GSH plasmética (umol /ml) nos grupos submetidos a I/R. Valores
expressos em média £ DPM.

SIMULADO IIR PCI +I/IR ALA-GLN + I/R | ALA-GLN + PCI+ I/IR
*%
GSH * *kk
PLASMA 19,1+28 18,9+43 23,7+44 2,4+0,83 333+54

*p < 0,001 comparado com o grupo I/R — Teste t
**p < 0,01 comparado com o grupo PCI + I/R - Anova
*** p < 0,001 comparado com o grupo ALA-GLN + I/R - Anova

P <0.01

P < 0.001
401 |
P < 0,001
—

< 301
Z
]
=

20+ —_—T
=
=)
—
O 104

SIMULADO IR PCI+I/R ALA-GLN+I/R ALA-GLN+ PCI + I/R
SANGUE

FIGURA 14 - Atividade plasmatica de GSH (umol /ml).

Houve reducéo significante da atividade de GSH plasmatica (p < 0,001) quando
comparado o grupo I/R com o grupo Ala-GIn + I/R. Evidenciou-se um aumento significante
da atividade de GSH na associacdo dos dois pré-tratamentos, tanto na comparacdo do grupo
Ala-GIn + PCI + I/R com o grupo PCI + I/R (p < 0,01), quanto com o grupo Ala-GIn + I/R
(p <0,001).
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4.5 Dosagem de Glutationa pulmonar
4.5.1 Tempo de isquemia maximo — T1

TABELA 9 — Atividade de GSH pulmonar (umol /g de tecido fresco) nos grupos submetidos
a isquemia. Valores expressos em média + DPM.

SIMULADO | PCI + 1 ALA-GLN + 1 ALA-GLN +PCI + 1
GHS * *%
PULMAO 18,6 £4,8 36,16 + 16,4 22,8+142 11,4+4.2 20,1+51

*p < 0,05 comparado com o grupo Simulado — Teste t
** p < 0,05 comparado com o grupo | — Teste t

P <0,05 P < 0,05

45
401
351
301
251

GLUTATIONA
N
)

154
10+

SIMULADO PCI +1 ALA-GLN+1 ALA-GLI\.I+PCI +1

PULMAO

FIGURA 15 - Atividade de GSH pulmonar (umol /g de tecido fresco).

Ao se comparar o grupo Simulado com o grupo I, encontrou-se diferenca
significante (p < 0,05) com elevacdo da atividade de GSH pulmonar. Ocorreu reducdo das
concentracdes de GSH pulmonar (p < 0,05) quando se comparou o grupo I com o grupo Ala-
Gln+1.



4.5.2 Grupos submetidos a I/R- T2
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TABELA 10 — Atividade de GSH pulmonar (umol /g de tecido fresco) nos grupos
submetidos a I/R. Valores expressos em média + DPM.

GSH
PULMAO

SIMULADO

I/IR

PCI +I/R ALA-GLN + I/R | ALA-GLN + PCI+ I/IR

158+35

*

48,2+152

*% *kk

152+15 57,9+28,1 46,8+6,1

*p < 0,01 comparado com o grupo Simulado — Teste t
**p < 0,01 comparado com o grupo I/R — Teste t
***p < 0,01 comparado com o grupo ALA-GLN + I/R - Anova

GLUTATIONA

701 P<0,01

P <0,01

p <0,05

60-
50-
404
301
20-
10-

SIMULADO

IR

-

—_—

ALA-GLN +I/R ALA—GLN.+ PCI + /R

PCI +I/IR

PULMAO

FIGURA 16 - Atividade de GSH pulmonar (umol /g de tecido fresco).

Ao se comparar os grupos Simulado e I/R, foi evidenciada diferenca

estatisticamente significante (p < 0,01) com aumento da atividade de GSH pulmonar.

Observou-se redugdo significante da atividade de GSH pulmonar (p < 0,01) quando

comparado o grupo I/R com o grupo PCI + I/R. Houve reducdo significante da atividade de

GSH na associa¢do dos dois pré-tratamentos quando comparados os grupos PCI + I/R e Ala-
GIn + PCI+ I/R (p < 0,05).
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5. DISCUSSAO

O rato da linhagem Wistar foi escolhido como animal de experimentacdo por
apresentar facil manuseio e elevada resisténcia a infec¢do e ao trauma cirdrgico, bem como
primorosa hemostasia. Pelo exposto, esse animal é o preferido pela maioria dos pesquisadores
em estudos experimentais semelhantes (FESTING, 1949). Além disso, o rato apresenta
anatomia arterial e venosa de membro pélvico semelhante a do homem, proporcionando um
bom modelo de estudo (TORRES, 2002).

A técnica escolhida foi a anestesia intraperitoneal (IP) com xilazina e ketamina
(10 e 90mg/Kg de peso), sem intubacdo traqueal e sem o emprego de suporte ventilatorio.
Trata-se de técnica de facil execucdo com o minimo de equipamento e bem tolerada pelo
animal.

Varios modelos experimentais de isquemia e reperfusdo aguda de membro pélvico
de ratos foram estudados nos dltimos anos. Infelizmente, tais modelos sdo de dificil
preparacdo e carecem de padronizacgdo, principalmente devido ao grande ndmero de vasos
colaterais desse animal. Essa alteracdo dificulta o estudo experimental do fenémeno
obstrutivo, principalmente na regido da artéria iliaca externa e artéria femoral comum
(BABUCCU et al., 2004).

A maioria dos experimentos recentes sobre isquemia e reperfuséo (I/R) de
membro pélvico de rato apresenta o torniquete como meio para ocluir o sistema arterial, em
geral com duracdo superior a duas horas (PREM et al., 1999; BABUCCU et al., 2004,
AKGUN et al., 2004; OLGUNER et al., 2006; MURPHY et al., 2007). A compressdo
extrinseca, embora evite um procedimento mais invasivo e delicado, apresenta a relevante
desvantagem de ocluir, além do sistema arterial, o sistema venoso e linfatico. Acrescenta-se a
isso a dificuldade de mensurar a intensidade compressora e a dimensdo do trauma sobre 0s
nervos e partes moles da regido comprimida, bem como as repercussées locais e sistémicas
desse modelo (CODEIRO; BARACAT, 1983; PEDOWITZ, 1991).

O presente trabalho utilizou o pincamento da aorta infra-renal, sob visdo direta,
para obtengdo de isquemia aguda e normotérmica com duracdo de 4 horas. Quando se oclui
apenas a artéria, assemelha-se ao que ocorre na vivéncia clinica nos casos de isquemia aguda
dos membros inferiores, por trombose ou embolia arterial (VOLLMAR, 1982; MELO, 1998).
A oclusdo da aorta abdominal infra-renal, utilizada no presente estudo de forma inédita,
propicia uma maior intensidade de isquemia do que o método do torniquete. Este Gltimo

apenas oclui a artéria femoral comum, mais distal e de menor eficacia isquémica. Optou-se
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por esse modelo, apo6s varios pilotos, em que se variou o tempo cirdrgico e tempo de
reperfusdo, obtendo um modelo reprodutivel com baixa mortalidade.

O precondicionamento isquémico (PCI) e a glutamina tém sido apontados como
protetores contra as lesdes de I/R nos mais diversos 6rgdos, quando usados isoladamente
(KANORIA et al., 2007; MURPHY et al., 2007). Na literatura pesquisada, ndo se encontrou o
registro dos dois pré-tratamentos associados.

O modelo ora proposto realizou o pré-tratamento com PCI e L-alanil glutamina
(Ala-GlIn) isolados e associados, a fim de estudar as alteracdes sistémicas e remotas, frente a
lesdo de I/R da aorta infra-renal. Determinou-se a atividade de mieloperoxidase (MPO)
pulmonar para avaliar neutréfilos ativados e consequente analise indireta da inflamacéo
pulmonar como efeito remoto, bem como o nivel sanguineo e pulmonar das substancias
reativas ao &cido tiobarbitdrico (TBARS) e da glutationa reduzida (GSH) como efeito
sistémico e remoto do estresse oxidativo.

A MPO ¢é uma enzima presente nos granulos azuréfilos dos neutréfilos ativados.
Ultimamente, tem sido empregada como marcador guantitativo da infiltracdo neutrofilica em
diversos tecidos acometidos por processos inflamatoérios. A atividade da MPO é aceita como
um padrdo fidedigno da infiltragdo de neutrofilos ativados em tecidos inflamados
(OLGUNER, et al, 2006). Vérios estudos utilizaram a MPO para este fim em modelos de I/R
de membro pélvico (PREM et al., 1999; HARKIN et al., 2002; CALIKOGLU et al., 2003;
DURU et al., 2005; MURPHY et al. 2007).

Dessa forma, ao comparar o grupo Simulado com o grupo Isquemia (I) observou-
se elevacdo das concentragdes de MPO pulmonar caracterizando uma maior lesdo pulmonar
aguda a distancia, por efeito da isquemia realizada em aorta infra-renal (Tabela 1 e Figura 7).
Ja na comparacdo do grupo Simulado com o grupo I/R, constatou-se uma elevacdo das
concentragfes de MPO pulmonar, refletindo também lesdo pulmonar aguda decorrente de
uma isquemia remota de 4 horas somada a 1 hora de reperfusdo (Tabela 2 e Figura 8).

Desse modo, evidenciou-se a lesdo remota pulmonar no modelo proposto tanto
para a isquemia quanto para a I/R. Esses resultados corroboram com o encontrado na
literatura durante a I/R de membro pélvico (HARKIN et al., 2002; CALIKOGLU et al., 2003;
OKUTAN et al., 2004; KACMAZ et al., 2005; KURTOGLU et al., 2007).

Constatou-se, ainda, o efeito protetor do PCI e da Ala-GIn na isquemia através da
reducdo das concentragdes de MPO pulmonar frente a lesdo remota provocada pelo
pingamento da aorta infra-renal em ratos (Tabela 1 e Figura 7).
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Harkin et al., em 2002, demonstraram em porcos que a isquemia bilateral de
membros inferiores, tal qual ocorre nas cirurgias adrticas, provoca lesdo pulmonar, e o PCl a
previne. Ja Olguner et al., em 2006, evidenciaram protecdo remota pulmonar apés PCI em
modelo de I/R de membro pélvico por torniquete unilateral, demonstrando que até isquemias
unilaterais, condigdo mais frequentemente encontrada nas aplicacBes clinicas atuais dos
torniquetes, podem causar lesédo pulmonar, e que o PCI tem um efeito protetor pulmonar.

Sabe-se que a lesdo por I/R causa inflamacdo sistémica por meio de citocinas
sistémicas como o fator de necrose tumoral alfa (TNF-a), interleucina-1 (IL-1) e interleucina-
6 (IL-6), bem como pela ativacdo de monacitos e neutrofilos (WAKAI, et al., 2001; YASSIN,
et al., 2002). Além disso, durante o processo inflamatério provocado pela I/R, o pulméo é o
orgdo a ser lesionado preferencialmente quando comparado com rim e figado. Nesse contexto
0 TNF-a representa o mediador primario da sindrome da resposta inflamatéria sist€émica e os
seus niveis aumentam durante a I/R (YASSIN, et al., 2002). O exato mecanismo de protecao
realizado pelo PCI em lesbes de I/R ainda é desconhecido, embora se suspeite que o PCI
possa atenuar a acdo de citocinas pro-inflamatdrias nos tecidos isquémicos reduzindo a
disfuncdo endotelial e inibindo a expresséo do TNF-a e¢ das moléculas de adesédo,
principalmente da P-selectina (PERALTA, et al., 2001).

E sabido que prolongadas isquemias de membros inferiores com subsegiiente
reperfusdo resultam em lesdes locais e em 6rgdos remotos, e que nos casos mais acentuados
de isquemia, a reperfusdo posterior é associada a faléncia mdultipla de 6rgdos e alto indice de
mortalidade (YASSIN, et al., 2002).

Desse modo, h&d um crescente corpo de evidéncias que suporta 0s beneficios do
papel de PCI antes de procedimentos cirlrgicos que necessitam de isquemia, uma vez que a
reducdo da lesdo pulmonar pode diminuir a morbidade e a mortalidade (KANORIA et al.,
2007).

Ja na avaliacdo da protecdo pela Ala-GlIn, pode-se dizer que uma hipdtese para
justificar esse efeito protetor encontra-se na propriedade da glutamina de induzir as proteinas
do choque térmico (HSPs). Essas proteinas sdo responsaveis pela protegdo contra diversas
formas de leséo celular, tais como choque e I/R. Numerosos estudos demonstraram que a
glutamina, um amino&cido condicionalmente essencial, pode aumentar a expressao “in vitro”
das proteinas do choque térmico e aumentar a sobrevida celular contra varios estimulos de
estresse. (WISCHMEYER et al,. 2002, WISCHMEYER et al., 2003, SINGLETON et al,.
2005).
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SINGLETON et al., em 2005, demonstraram que, em pacientes com choque
séptico, uma Unica dose de glutamina pode aumentar a expressdo da proteina do choque
térmico — 70 (HPS-70) nos macréfagos e células epiteliais pulmonares, reduzindo, com isso, a
disfuncdo metabdlica pulmonar.

Além dos efeitos anteriores, esse aminoacido melhora as fungdes metabdlicas
tissulares, atenua o estresse oxidativo e reduz o efeito de citocinas pro-inflamatorias, como o
fator de necrose tumoral alfa (TNF-a), reduzindo sobremaneira a resposta inflamatdria
sistémica (WISCHMEYER, 2007).

MURPHY et al., em 2007, demonstraram os efeitos protetores local e remoto do
pré-tratamento com a glutamina contra a lesdo por isquemia e reperfusdo em modelo de
isquemia de membro pélvico em rato, sugerindo um possivel mecanismo de acdo comum
entre o pré-tratamento com glutamina e PCI, através da elevacdo da HSPs.

NAMAZI acredita que a glutamina possa diminuir a expressdo da molécula de
adesdo dos neutréfilos, antigeno de funcdo leucocitéria-1 (LFA-1) que se liga a molécula de
adesdo intercelular-1 (ICAM-1) expressa no endotélio. A interacdo da LFA-1/ICAM-1 ¢é
essencial para o ingresso dos neutrofilos nos sitios inflamados. A glutamina interfere na
relagdo acima ao ligar-se & LFA-1, impossibilitando a entrada dos neutréfilos e, com isso,
impedindo a liberacdo de espécies reativas do oxigénio e citocinas que causam dano extra nos
tecidos lesados (NAMAZI, 2008).

No presente estudo ndo se evidenciou protecao pelo PCI ou pela Ala-GIn contra a
lesdo produzida pela I/R (Tabela 2 e Figura 8), conforme descrito por outros autores
(HARKIN et al., 2002; OLGUNER et al., 2006; MURPHY et al., 2007). Uma possivel
explicacdo seria o breve periodo de reperfusdo (1 hora), visto que na maioria dos trabalhos
publicados o tempo de reperfusdo é geralmente superior ao empregado aqui. Em momento
anterior, foi tentada a padronizacdo de 4 horas de reperfusdo, contudo, houve uma elevada
mortalidade dos animais, inviabilizando 0 mesmo. Provavelmente, o pre-tratamento realizado
isoladamente com PCI ou Ala-GIn n&o foi suficiente para suplantar os danos provocados pelas
4 horas de isquemia e 1 hora de reperfusdo empregados neste modelo.

Quando houve a associagdo entre o PCl e a Ala-GIn, como pré-tratamento,
observou-se aumento da lesdo pulmonar, tanto na isquemia quanto na I/R (Tabelas 1 e 2,
Figuras 7 e 8).

O teste com &cido tiobarbitlrico permanece ainda hoje com um dos processos
mais utilizados para mensurar a peroxidacao lipidica (GUIMARAES, 2005). Essa técnica é de
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facil execucdo, baixo custo, e pode ser empregada em diversos tecidos (UCHIYAMA,;
MIHARA, 1978; OHKHAWA et al., 1979).

Trabalhos cientificos, em modelos experimentais de I/R de membro pélvico,
utilizando a determinacdo do TBARS para avaliar a peroxidacéo lipidica, estdo disponiveis na
literatura (HARKIN et al., 2002; OLGUNER et al., 2006).

No estudo vertente, durante a isquemia, 0S animais que receberam Ala-Gin
apresentaram atividade plasmaticas de TBARS inferior, sugerindo algum efeito protetor
sistémico (Tabela 3 e Figura 9). Ndo foram encontrados, na literatura pesquisada, estudos
avaliando a peroxidacdo lipidica plasmética e Ala-GlIn na isquemia pura.

Apo6s a reperfusdo de 1 hora, observou-se um aumento do TBARS plasmatico
guando comparado ao grupo Simulado, evidenciando, como esperado, aumento da
peroxidacdo lipidica, uma vez que ha oxigénio no restabelecimento da circulacdo (Tabela 4 e
Figura 10). Achados semelhantes foram encontrados na I/R de membro pélvico unilateral de
ratos com aumento da lipoperoxidacdo plasmatica apds duas horas de reperfusdo (OLGUNER
et al., 2006) e quatro horas de reperfusdao (CALIKOGLU et al, 2003).

O grupo onde foi realizado o PCI associado a Ala-GlIn apresentou elevacdo dos
niveis do TBARS, corroborando com os resultados de agravamento de lesdo com os dois pré-
tratamentos obtidos remotamente no pulmdo com a MPO (Tabela 3 e Figura 9). Ja quando
avaliado o mesmo pré-tratamento na I/R, ndo se evidenciou diferenca significante na atividade
do TBARS plasmatico (Tabela 4, Figura 10).

No presente estudo, ndo houve diferenca entre os grupos Simulado e | com
relagdo a peroxidacao lipidica, bem como nem o PCI nem a Ala-GIn protegeram o pulméo
submetido a isquemia remota (Tabela 5 e Figura 11).

Na reperfusdo, ao contrario do esperado, constatou-se uma menor peroxidacao
lipidica remota pulmonar quando se compara o grupo Simulado versus I/R de membro
pélvico. O PCI aumentou a peroxidacéo lipidica pulmonar a distancia nos grupos submetidos
a I/R. Ja a Ala-GIn néo alterou a peroxidacéo lipidica pulmonar nos grupos com I/R (Tabela 6
e Figura 12).

Em estudo de I/R por torniquete de membro pélvico unilateral foi observado
aumento da peroxidacéo lipidica pulmonar quando comparado com grupo controle submetido
apenas a anestesia (CALIKOGLU et al., 2003). J& Okutan et al,. em 2004, e Kurtoglu et al,.
em 2007, também encontraram elevacdo da lipoperoxidacdo pulmonar em modelo de I/R

através de pingcamento da aorta infra-renal.



53

Ressalta-se que o grupo Simulado do presente estudo ndo foi um grupo isento de
trauma, uma vez que o mesmo foi submetido a laparotomia com duracdo de 5 ou 6 horas.
Talvez, por esse motivo, observou-se também uma elevacdo da peroxidacdo lipidica nesses
grupos.

A associagdo dos pré-tratamentos, PCI e Ala-Gln, agravaram a peroxidacao
lipidica pulmonar a distancia nos grupos submetidos a I/R de membro pélvico (Tabela 6 e
Figura 12).

Outro parametro utilizado para avaliagdo dos grupos em estudo foi a determinacéo
da atividade da glutationa reduzida (GSH). Este € um dos agentes mais importantes do
sistema de defesa antioxidadente celular (FERREIRA; MATSUBARA, 1997) e o maior
redutor do estresse oxidativo (PREM et al., 1999). Quando elevada, a GSH revela-se um
marcador de satde celular (FERREIRA; MATSUBARA, 1997; GUIMARAES, 2005).

No presente estudo, durante a isquemia, observou-se apenas reducéo significante
da atividade de GSH sanguinea quando associados os dois pré-tratamentos, Ala-GIn e PCI.
Ou seja, ocorre reducdo das defesas antioxidantes plasmaticas quando associados os dois pré-
tratamentos. Nos demais grupos, ndo ocorreram alteracdes da atividade da GSH
estatisticamente significante na isquemia (Tabela 7 e Figura 13).

Ao se avaliar o efeito sisttmico da Ala-GIn na I/R, observou-se reducdo na
atividade da GSH sanguinea, provavelmente por uma maior captacdo tecidual de GSH. Ja na
associacdo dos dois pré-tratamentos (PCl e Ala-GIn), viu-se elevacdo da atividade de GSH
sanguinea na I/R (Tabela 8 e Figura 14).

Na literatura pesquisada ndo foram encontrados trabalhos que determinem a GSH
plasmatica na isquemia pura. J& na I/R, Kanko et al., em 2005, apds 4 horas de isquemia e 6
horas de reperfusdo por torniquete unilateral em membro pélvico de rato, verificaram reducéo
da atividade de GSH sanguineas. Atahan et al., em 2007, confirmaram esses achados.

Ao se estudar o efeito isquemia no pulméo (Simulado x I), constatou-se elevagao
da atividade GSH pulmonar. Na analise do efeito Ala-GIn na isquemia (I x Ala-GIn + 1),
encontrou-se reducdo da atividade de GSH, ao contrério do observado com o PCI, que néo
apresentou efeito. Isso posto, revelou-se entdo a Ala-Gln superior ao PCI na reducéo da GSH
pulmonar na isquemia. J& na associacdo dos dois pré-tratamentos, notou-se aumento da
atividade de GHS pulmonar na isquemia (Tabela 9 e Figura 15).

Na observagéo do efeito da I/R (Simulado x I/R), constatou-se um aumento da
atividade de GSH pulmonar. Ao se estudar o efeito da Ala-Gln na I/R (I/R x Ala-GIn + I/R)

verificou-se uma reversdo do resultado, diferente do efeito PCI na I/R (I/R x PCI + I/R), que
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reduziu a GSH tecidual, demonstrando-se superior a Ala-GIn na diminuicdo da GSH
pulmonar em vigéncia da I/R. Na associacdo dos dois pré-tratamentos percebeu-se uma
reducdo da atividade da GSH pulmonar na I/R (Tabela 10 e Figura 16).

Diferentemente dos resultados do presente estudo, Kacmaz et al.,, em 2005,
evidenciaram a diminuicgdo da atividade da GSH pulmonar frente a I/R, através do pincamento
da aorta infra-renal. Ja& Kango et al, em 2005, apresentaram reducdo da GSH em modelo de
I/R por torniquete em membro pélvico unilateral de rato.

Contraditoriamente, em todos os momentos em que o pulmdo foi agredido
encontrou-se um aumento da GSH tecidual, ou pelo efeito da isquemia, ou pelo efeito da I/R.
Por outro lado, nas ocasides em que se tentou proteger, ou pelo PCI na I/R, ou pela Ala-Gln
na isquemia, observou-se reducdo da GSH pulmonar.

Novamente, talvez o tempo de reperfusdo possa ter influenciado nos resultados,
uma vez que Akbas et al. (2005) e Kanko et al. (2005) evidenciaram reducdo da atividade da
GSH plasmatica e aumento do dialdeido malénico (MDA) em I/R de membro pélvico de rato,
apos 2 horas de reperfusdo, no primeiro, e 6 horas de reperfusdo, no segundo. Ja Grisotto et
al., em 2000, ndo encontraram alteracbes de GSH muscular ap6s 3 horas de isquemia e apds
45 minutos de reperfusdo em modelo de torniquete de membro pélvico unilateral, ao avaliar o
efeito local muscular. Possivelmente, periodos mais prolongados de reperfusdo sejam
necessarios para promover alteracfes do estresse oxidativo na I/R, a depender do modelo e do
Orgao estudado.

De modo geral, os resultados obtidos sugeriram que a associacdo entre os dois
pré-tratamentos, nas condi¢fes do estudo, obteve resultado ruim como a piora da leséo
pulmonar ao se avaliar a MPO, tanto na isquemia quanto na I/R. Ocorreu também, aumento
da atividade do TBARS e diminuicdo dos niveis de GSH pulmonar na I/R, bem como
elevacdo da atividade de TBARS e diminuicdo dos niveis de GSH na isquemia.

Os resultados obtidos com a MPO podem significar que a associa¢do PCI e Ala-
GIn néo traz beneficio, pelo contrario agrava a lesdo remota pulmonar no modelo do presente
estudo, ou seja, indiretamente pioraria a inflamacgao pulmonar.

Kanoria et al., em 2007, sugeriram que na fase recente do precondicionamento
remoto (primeiras 4 horas, independente da sintese protéica) haja a transmissé@o da informacéo
aos 6rgdos por meio de mediadores humorais e/ou através de vias neurogénicas. Dentre os
mediadores humorais possiveis destacam-se: opidides, ¢xido nitrico, adenosina,
catecolaminas, bradicinina, proteinas do choque térmico (HSPs), TNF-a, prostaglandinas e

angiotensina (Kanoria et al., 2007).
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Entre os mediadores humorais possiveis, Teoh et al., em 2003, demonstraram que
pequenas doses de TNF-o simulam o efeito biolégico protetor em fase recente do PCI no
figado e Lecour et al. 2005 confirmaram tal efeito em termos de cardioprotecdo, utilizando
apenas pequenas doses de TNF-a. A liberacdo do TNF-o é um fator decisivo na
cardioprotecéo pelo precondicionamento remoto, uma vez que ratos “knockouts” para TNF-a
néo apresentam protecdo, enquanto ratos selvagens apresentam (Kanoria et al., 2007).

Em resumo, o0 TNF-a em pequenas doses simula os achados clinicos do PCI ¢ na
sua auséncia, ndo ha protecdo. Dessa forma, parece que, para ocorrer protecdo remota pelo
PCI, deve haver uma lesdo inicial, de pequena monta, que funcionaria como gatilho,
provavelmente iniciada pela liberagdo do TNF-a.

Wischmeyer et al., 2003, e Singleton e Wischmeyer, em 2008, demonstraram que
a glutamina reduz a liberacdo de TNF-a. Assim, no presente estudo, uma possivel explicacdo
seria a de que a diminuicdo do TNF-a pela Ala-GIn tenha interferido na lesdo inicial
necessaria para desencadear a protecdo. Com isso, podem ter sido anulados 0s possiveis
beneficios do PCI remoto e da glutamina, resultando na auséncia de protecdo na associacao
dos dois pré-tratamentos.

Novos estudos sdo necessarios a fim de elucidar os mecanismos envolvidos no
aumento da lesdo remota ao se associarem 0s dois pré-tratamentos. Talvez o entendimento das
vias e dos mecanismos evolvidos com o TNF-a, ou talvez de outras citocinas, possa esclarecer

0 motivo desses achados no presente estudo.
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6. CONCLUSAO
6.1 GERAL

A associacdo Ala-GIn e PCI elevou os niveis mensurados de MPO pulmonar
qguando comparado com o pré-tratamento isolado, Ala-GIn ou PCI, tanto na fase de isquemia
quanto na reperfusdo, sugerindo agravamento de lesdo pulmonar a distancia na associagdo dos
dois pré-tratamentos.

6.2 ESPECICFICOS

A pré-administracdo da L-alanil glutamina (Ala-GIn) ou o precondicionamento
isquémico (PCI), isoladamente, reduz a atividade pulmonar de mieloperoxidase (MPO) frente
a leséo isquémica. O mesmo ndo ocorre frente a lesdo de isquemia e reperfusdo (I/R), quando
utilizado um ou outro procedimento.

A pré-administracdo de Ala-GlIn reduz a atividade plasmaticas das Substancias
Reativas ao Acido Tiobarbittrico (TBARS) na isquemia. O mesmo n&o ocorre com o PCI na
isquemia.

Tanto a pré-administracdo de Ala-GIn quanto o PCl ndo modifica a atividade
plasmaticas de glutationa reduzida (GSH) na isquemia.

A associagdo Ala-GIn e PCI eleva os niveis mensurados de MPO pulmonar
quando comparada com o pré-tratamento isolado de Ala-GIn ou PCI, tanto na isquemia
quanto na I/R.

A associacdo Ala-GlIn e PCI aumenta a atividade plasmaticas de TBARS e reduz

o0s niveis plasmaticos de GSH, frente a lesdo isquémica.
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APENDICE A — Curva Padrao para célculo da atividade da Mieloperoxidase (MPO)

Absorbancia

15

MPO
0.3+
0.2+
0.14 -
]

0.0 T T d

0.0 0.5 1.0

Concentragao

Best-fit values

Slope

Y-intercept when X=0.0
X-intercept when Y=0.0
1/slope

95% Confidence Intervals
Slope

Y-intercept when X=0.0
X-intercept when Y=0.0
Goodness of Fit

r2

Sy.x

Is slope significantly non-zero?
F

DFn, DFd

P value

Deviation from zero?
Data

Number of X values
Maximum number of Y replicates
Total number of values
Number of missing values

0.2170 + 0.01860
0.03682 + 0.009598
-0,1697

4,608

0.1578 to 0.2762
0.006281 to 0.06736
-0.4049 to -0.02398

0,9784
0,01420

136,1

1.000, 3.000
0,0014
Significant

o 0= O,
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APENDICE B - Curva Padréo para célculo da atividade do Malonaldeido (MDA)

Absorbancia

TBARS

r
175

n n | | L | L J L J
25 &0 5 100 125 150
Concentragao
Absorbancia
Besi-fi values
Slops 0.003042 = 0.DDDETT4
W-miercept when X=0.0 0,0000
X-mtercept when =00 0,0000
1/slope 1242
85% Confdence Intervals
Slope 0.008292 to 0008707
Goodness of Fit

Syax 01212
|5 slope significanty non-zero?
i 11,88

OF &,000
P valus = [0.0001
Diewiation from zerc?  Significant
Cata
Wumper of X values 7
Maxmum nurber of Y replcates i

Tota' number of values 7
Mumber of missng values 0
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Glutationa (GSH)

1.5=

Absorbancia

66

APENDICE C — Curva Padrdo para célculo da atividade da Glutationa (GSH)

D'C L] LJ L] L]
0 25 50 75 100
Concentragio

L
125

Abzorodncia

Besi-fit values
Slope 0.01156 + D.0001251
f-intercept when X=0.0 0.0D00
X-intercept when v=0.0 0.0D00
1/slope 88,50
BE% Confidence Intervals
Slope 0.01121 te 0.01181
Goodness of Fit
Sy.x 001443
Is slope significantly nen-zero?
] 892,44
DF 4000
F value < 0.0001
Cieviation from zerc?  Significant
Data
MNumber of ¥ values 5
Maxirmum number of ¥ replicates 1
Taotal number of values §
Mumber of missing values 0




APENDICE D — Dados brutos

Concentracfes de MPO pulmonar (unidade /g de tecido fresco).

SIMULADO IS PCI +1S ALA-GLN +IS  PCI + ALA-GLN + IS

T1 0,071 0,402 0,3632 0,373 1,406

T1 0,126 0,402 0,2981 0 1,345

T1 0,156 0,49 0,3962 0 1,472

T1 0,224 0,439 0,2187 0,019 1,393

T1 0,133 0,429 0,3266 0 1,179

T1 0,212 0,522 0,2625 0,009 1,437
SIMULADO IIR PCI +1/IR ALA-GLN + /R PCI + ALA-GLN + I/IR

T2 0,099 0,789 0,641 1,021 1,24

T2 0,182 0,855 0,838 0,921 1,59

T2 0,114 0,868 0,606 0,959 1,341

T2 0,142 0,873 0,698 0,816 1,336

T2 0,355 0,676 1,03 0,868 1,174

T2 0,133 0,899 0,877 1,236 1,182

Concentragfes de TBARS sanguineo (umol de MDA /ml).

SIMULADO IS PCI + 1S ALA-GLN + IS PCI + ALA-GLN + IS

T1 0,0092 0,01 0,011 0,004 0,0136

T1 0,0116 0,0064 0,01 0,006 0,0133

T1 0,004 0,0202 0,01 0,002 0,0128

T1 0,014 0,0059 0,01 0,005 0,0126

T1 0,015 0,0059 0,005 0,004 0,0125

T1 0,0165 0,011 0,003 0,0127
SIMULADO IIR PCI + I/IR ALA-GLN + /R PCl + ALA-GLN + I/R

T2 0,0037 0,013 0,0161 0,0136 0,036

T2 0,004 0,022 0,0168 0,0179 0,006

T2 0,0068 0,013 0,0171 0,0213 0,023

T2 0,0067 0,015 0,0171 0,0102 0,014

T2 0,0032 0,037 0,0175 0,0175 0,007

T2 0,0042 0,017 0,0167 0,0187 0,009



T1
T1
T1
T1
T1
T1

T2
T2
T2
T2
T2
T2

T1
T1
T1
T1
T1
T1

T2
T2
T2
T2
T2
T2

Concentracdo de TBARS pulmonar (umol de MDA /g tecido fresco).

SIMULADO
0,005
0,015
0,015
0,005
0,019
0,008

SIMULADO

0,0099
0,0099
0,0093
0,0096
0,0094
0,0091

IS
0,0062
0,0064
0,0173
0,0271
0,0062
0,0067

IIR
0,0071
0,0084
0,0069
0,0052
0,0033
0,0057

PCI +1S
0,007
0,007
0,006
0,008
0,007
0,005
PCI +1/IR
0,0096
0,0094
0,0101
0,0092
0,0093
0,015

ALA-GLN + 1S PCI + ALA-GLN + IS
0,0055 0,0057
0,0048 0,005
0,0141 0,0047

0,005 0,0044
0,005 0,0038
0,0053 0,0045

ALA-GLN +1l/R  PCI + ALA-GLN +I/IR
0,0033 0,0157
0,0104 0,0134
0,0109 0,0245
0,0085 0,0133
0,0069 0,0148
0,0102 0,0161

Concentragcfes de GSH sanguinea (umol /ml).

SIMULADO
71,327
61,35
37,433
63,453
7,053
7,537
SIMULADO
20,303
16,263
14,81
20,627
22,243
20,467

IS
11,573
27,093
25,493
14,163

11,16
43,737

IIR

26,443
17,88
18,363
14,81
14,97
21,273

PCI + IS
40,667
23,537
22,243
25,797
25,473
44,867
PCI +I/R
28,87
26,12
26,767
20,303
23,213
17,07

ALA-GLN + IS
13,193
9,8
9,96
13,353
10,607
8,343
ALA-GLN +I/R
1,047
2,107
2,883
3,153
2,513
3,29

PCI + ALA-GLN + IS
8,99
8,023
8,343
12,87
13,983
22,89
PCl + ALA-GLN + I/R
30,507
25,417
35,417
40,493
37,483
30,885
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T1
T1
T1
T1
T1
T1

T2
T2
T2
T2
T2
T2

Concentracdo de GSH pulmonar (umol /g tecido fresco).

SIMULADO
13,51
15,207
16,753
23,537
21,273
21,917
SIMULADO
20,143
18,04
18,687
13,193
13,517
11,447

IS
44,867
46,15
54,24
31,13
32,917
7,7
IIR
23,05
51,977
47,19
61,357
65,07
40,707

PCI +1S
45,19
14,97
15,791
36,463
12,387
12,537
PCI + /IR
17,733
14,97
16,103
13,517
13,84
15,5

ALA-GLN + IS PCI + ALA-GLN + IS

8,507 23,05

8,36 14,81
9,153 15,133
11,577 24,83
11,74 26,443
19,657 16,75

ALA-GLN + /R PCI + ALA-GLN + I/R

58,603 51,067
90,44 41,82
91,893 37,75
42,603 54,417
41,327 47,45
22,88 48,54
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ANEXO A — Comisséo de Etica em Pesquisa Animal (CEPA) - Declarag&o

Universidade Federal do Ceara
Comissio de Etica em Pesquisa Animal — CEPA
Rua: Coronel Nunes de Melo, 1127 Rodolfo Tedfilo
Cep: 60430-970 Fortaleza-CE
Tel: (85) 4009-8338 Fax (85) 4009-8333

DECLARACAO

Declaramos que o protocolo para uso de animais em experimentago nZ 43/05, sobre
o projeto intitulado “Efeitos da suplementagio de glutamina sobre a resposta a
isquemia e reperfusio de membros inferiores e inflamac¢io pulmonar em modelo de
clampeamento da aorta infrarenal em ratos”, esta de acordo com os Principios Eticos na
Experimentagdo Animal adotados pelo Colégio Brasileiro de Experimentagio Animal
(COBEA).

Declaramos ainda que o referido projeto foi aprovado pela Comissdo de Etica em

Pesquisa Animal — CEPA em reunido realizada em 15 de dezembro de 2005.

Fortaleza, 16 de dezembro de 2005

Coordenadora da Comissab de Etica em Pesquisa Animal - CEPA
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