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RESUMO

EFEITOS DA L - ALANIL GLUTAMINA SOBRE AS CONCENTRACOES IN VIVO
DE METABOLITOS EM RATOS SUBMETIDOS A ISQUEMIA DO MEMBRO
PELVICO ESQUERDO SEGUIDA DE REPERFUSAO. MARCOS ANTONIO ALVES.
Dissertacdo (Mestrado em Cirurgia). Programa de Pds-Graduacéo Stricto Sensu em
Cirurgia. Universidade Federal do Ceara. Orientador: Prof. Dr. Paulo Roberto Leitdo
de Vasconcelos.

Foram investigados os efeitos metabdlicos da L-alanil-glutamina nas
concentracbes sanguineas e teciduais dos metabdlitos (piruvato, lactato, glicose,
acetoacetato, 3-hidroxibutirato, corpos cetdnicos e ATP) em ratos Wistar submetidos
a isquemia/reperfusdo do membro pélvico. Utilizaram-se 96 ratos adultos, machos,
distribuidos aleatoriamente em 4 grupos numericamente iguais e pré-tratados com
solugéo salina 2,0 mL (G-1 e G-3) ou L-alanil-glutamina 0,75 g Kg*(G-2 e G-4),
durante 7 dias. Uma hora apdés a ultima gavagem, todos os ratos foram submetidos
ao pincamento da artéria iliaca esquerda ou operacao simulada. Apos 3 horas a
pinca foi removida; nos grupos simulados realizou-se nova intervengdo cirurgica.
Amostras (muasculo, figado, rim e sangue) foram coletadas ao final da isquemia
méxima (T-0) e durante a reperfuséo (1, 3 e 6h). Os metabdlitos foram determinados
por ensaio enzimatico e expressos como Média £ E.P.M. Testes ndo paramétricos
(Mann-Whitney e Kruskal-Wallis/Dunn) foram utilizados para a andlise estatistica. O
nivel de significancia foi de p<0,05. Nao foi evidenciada elevag¢do nas concentracoes
de lactato, piruvato e glicose durante a lesdo de isquemia ou reperfuséao,
comparando-se 0s grupos tratados com solucao salina (G-1 vs. G-2). Por outro lado
houve reducdo nas concentragbes de corpos cetbnicos em tecido muscular no
tempo de isquemia maxima e hiperglicemia durante o periodo de reperfusdo. Houve
elevacdo nas concentracdes hepaticas de lactato e glicose muscular e reducédo de
lactato no mesmo tecido, nos ratos pré-tratados com o dipeptideo. Observou-se
ainda, nos mesmos animais, elevacao das concentracbes de corpos cetdnicos no
figado, no sangue, no musculo e nas concentragdes renais de lactato. Conclui-se,
portanto, que o modelo de pingamento da artéria iliaca esquerda promove alteracdes
metabolicas decorrentes da lesédo de isquemia/reperfuséo. O dipeptideo L-ALA-GLN
induz aumento nas concentracfes hepaticas de lactato, promove elevacdo de
glicose muscular e reducéo de lactato no mesmo tecido indicando aumento no “turn
over’ de glicose. O dipeptideo causou aumento da cetogénese, cetonemia e
captacao de corpos cetdnicos durante a reperfusdo, assim como hiperlactacemia e
aumento nas concentracdes renais de lactato. Maior atividade glicolitica em tecidos
periféricos, via ativacao do ciclo malato-aspartato, levou a diminuicdo da resisténcia
insulinica com possivel queda de insulinemia, com aumento da cetogénese.

DESCRITORES: Mdusculo [metabolismo]. Isquemia. Lesdo de reperfuséao.
Metabdlitos. L-alanil-glutamina.



ABSTRACT

EFFECTS OF L-ALANYL-GLUTAMINE UPON IN VIVO METABOLITES
CONCENTRATIONS IN RATS SUBJECTED TO HIND LIMB ISCHEMIA
FOLLOWED BY REPERFUSION. MARCOS ANTONIO ALVES. Dissertation
((Master's Degree in Surgery). Post-Graduation Program in Surgery (Stricto Sensu)
in Surgery. Federal University of Ceara. Professor: Dr. Paulo Roberto Leitdo de
Vasconcelos.

A study has been conducted to investigate the effects of L-alanyl-glutamine upon
blood and tissue concentrations of metabolites (pyruvate, lactate, glucose,
acetoacetato, 3-hydroxybutyrate, ketone bodies and ATP) in Wistar rats subjected to
ischemia/reperfusion of hind limb. Ninety-six adult male rats were randomized in 4
groups and pre-treated with saline 2.0 mL (G-1,G-3) or L-alanyl-glutamine solution
0.75 mgKg™(G-2, G-4) during 7 days. One-hour after the last gavage all rats were
submitted to clamping of the left iliac artery or sham operation. The clamp was
removed after 3 h; sham rats were operated once more. Muscle, liver, kidney and
blood samples were collected at the end of ischemia and at 1-3-6 h during
reperfusion. Metabolites were submitted to enzymatic analyses. Results were
expressed as Mean = S.E.M. Non-parametric tests (Mann-Whitney and Kruskal-
Wallis/Dunn) were utilized for statistical analyses. P<0.05 was accepted as
significant. Lactate, pyruvate and glucose concentrations did not increase during
ischemia or reperfusion in rats pre-treated with saline (G-1 vs. G-2). On the other
hand ketone bodies concentrations were decreased in T-0 and blood glucose was
elevated during reperfusion. Liver lactate and muscle glucose were increased and
lactate concentration was decreased in L-alanyl-glutamine pre-treated rats. Ketone
bodies were elevated in the liver, muscle and blood and renal lactate was also
elevated in the aforementioned rats. It is concluded that the model utilized in this
study promotes significant metabolic alterations due to ischemia/reperfusion injury. L-
Ala-GIn dipeptide induced increased hepatic lactate and muscle glucose
concentrations and decreased of muscle lactate concentrations point out to
increased turnover of glucose. L-Ala-GIn also induced increased ketogenesis,
ketonemia and ketone bodies uptake during reperfusion along with increased
lactacidemia and kidney lactate concentrations. Increased glycolytic activity in
peripheral tissues via malate-aspartate shuttle activation lead to decreased insulin
resistance with possible decrease in plasma insulin levels and increased
ketogenesis.

KEY WORDS: Muscle [metabolism]. Ischemia. Reperfusion injury. Metabolites. L-
alanyl-glutamine
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1 INTRODUGAO

1.1 Relevancia do trabalho

bY

A isquemia arterial conseqlente a aterosclerose obliterante cronica
contribui de modo significativo, no homem, para o crescente numero de amputacdes
de membros inferiores decorrente, em parte, pela maior longevidade da populacdo
mundial (WEISS, 1990).

A doencga oclusiva arteriosclerética € uma doenca insidiosa, de gradativa
e crescente progressao, comprometendo a irrigagdo dos membros inferiores,
produzindo graus variaveis de obstrucdo intraluminar e consequente restricdo ao
fluxo sanglineo das artérias femorais, popliteas e seus ramos terminais. A isquemia
€ um dos problemas mais frequientes e graves dentre as doencas vasculares,
ocasionando uma morbidade elevada, com perda de membros ou pondo em risco a
propria vida. No seu estagio mais avancado, a restricdo do fluxo sangiineo ao
membro inferior é reduzida ou cessa completamente, comprometendo uma ou mais
artérias situadas abaixo do ligamento inguinal (VEITH et al., 1990). Além da
isquemia ser bastante lesiva, a reperfuséo de tecidos isquémicos pode levar a uma
série de complicacbes que podem aumentar as lesdes teciduais e, através de
alteracdes sistémicas, colocar em risco a vida do paciente.

O mdasculo esquelético representa 70 a 75% de toda a massa dos
membros inferiores e apresenta uma tolerancia relativa a isquemia, em parte devida
a sua baixa taxa metabodlica em repouso, seu grande armazenamento de glicogénio
e creatina e sua habilidade em manter as funcbes celulares basicas, na vigéncia da
isquemia, através da glicélise anaerdbica (PERRY, 1988; QUINONES, 1989).

Neste trabalho, utilizar-se-4 L-Alanil Glutamina para pesquisar efeitos
sobre o tecido muscular, figado, rim e sangue arterial submetidos a isquemia e a

reperfusdo em diferentes tempos da experiéncia.

1.2 Lesao isquémica

A Isquemia é definida como sendo o fluxo arterial insuficiente para manter

as funcbes normais teciduais, isto €, a diminuicdo de nutrientes (glicose,



oxigénio, proteinas, vitaminas, enzimas, etc) para os tecidos e o retardo na
retirada dos metabdlitos. A caréncia de oxigénio provoca alteracdes diretas nas
mitocondrias, o0 que ocasiona diminuicdo da fosforilagdo oxidativa e,
consequentemente, dos niveis de ATP. A queda dos niveis de ATP compromete
totalmente o sistema de producéao protéica celular e a bomba de sodio e potassio,
aumentando os niveis de célcio e levando a tumefacao celular. Até aqui os danos
sdo reversiveis. Com a persisténcia da isquemia, ocorre uma vacuolizacdo das
mitocondrias, as quais podem ser vistas, segundo Cotran et al. (1966), 30 a 40
min. apds a isquemia nos tecidos. Portanto, a isquemia provoca lesdes
reversiveis e irreversiveis, as quais sao devidas, principalmente, a alteracdo dos
niveis de ATP e calcio. A gravidade dependera do percentual obstruido da artéria
e da qualidade de suas colaterais. A tolerancia isquémica varia de acordo com o
tecido considerado na seguinte ordem: tecido nervoso, células musculares
estriadas, pele, tecido celular subcutaneo, e finalmente tecido 6sseo. A isquemia
pode ser total quando o fluxo arterial for insuficiente para manter a vida celular ou
tecidual, ou parcial, que mantém a viabilidade celular, porém com o risco de
evoluir para a morte celular, dependendo da nobreza do tecido e do tempo de
isquemia. Ja a hipdxia é somente a diminui¢do de oferta de oxigénio aos tecidos,
mas também lesiva aos tecidos. Quatro componentes estruturais e funcionais séo
particularmente sensiveis a hipdéxia decorrente da isquemia:

1. A membrana celular, responsavel principal pelo equilibrio ibnico e

osmatico.

2. A respiracdo aerbbica, que compreende, entre outros eventos, a

fosforilacdo oxidativa e a producao de ATP (adenosina-trifosfatada).

A sintese de proteinas estruturais e enzimaticas.

O componente genético (cromatina) responsavel pela reproducao
celular (COTRAN et al., 1996).

Na luta pela sobrevivéncia, o organismo lanca mao da respiracao
anaerobica com a finalidade de manter as fontes de energia celular. Assim, ha
diminuicdo de ATP celular e aumento de AMP, estimulando as atividades
enzimaticas da fosfofrutoquinase e da fosforilase, o que resulta no aumento da taxa
de glicdlise anaerdbica com geracao de ATP a partir do glicogénio, cujas fontes sao
rapidamente exauridas. A opc¢do da via anaerObica e a consequente glicélise

propiciam o acumulo de acido latico e fosfatos inorgéanicos pela hidrolise de ésteres



de fosfato. Esse processo reduz o pH intracelular, ocorrendo, neste periodo inicial,
uma aglomeracao da cromatina nuclear, aparentemente causada pelo pH reduzido
(COTRAN et al., 1996).

A deplecdo de ATP viabiliza a tumefacéo celular aguda, um dos primeiros
eventos da lesdo isquémica, pois tal situacao afeta a bomba de sédio, cuja funcéo &
manter a concentracado intracelular deste ion menor que a extracelular. Bloqueada a
bomba de sédio pela baixa producdo de ATP, o sédio se acumula intracelularmente,
havendo difusdo de potassio para fora da célula. Ocorre, entdo, ganho de soluto
intracelular, disso resultando edema celular (tumefacéo celular aguda), dilatacdo do
reticulo endoplasmatico, tumefacdo das mitocéndrias, descolamento dos ribossomos
e aparecimento de vesiculas na superficie celular (COTRAN et al., 1996).

Persistindo a hipdxia, ocorrem outros fendmenos mais graves, como
alteracbes do reticulo endoplasmatico, dissociacdo de lipoproteinas, maior
tumefacdo mitocondrial, alteracbes progressivas na integridade da membrana
celular, com aumento da sua permeabilidade. Mantida a isquemia, ha degradacao
mitocondrial avancada, influxo intenso de célcio para o interior da célula, lesdo do
cito-esqueleto e desintegracdo progressiva da membrana celular. A ativacdo de
varias enzimas e co-enzimas (fosfolipases, proteases e endonucleases) e a
degradacédo dos fosfolipidios intensificam o dano sobre a membrana celular, levando
a sua ruptura, com extravasamento de glicosidases, fosfatases, proteases e DNA-
ases. A ativacdo de enzimas conduz a lise dos componentes celulares,

caracterizando a irreversibilidade das lesdes: a morte celular (COTRAN et al., 1996).

1.3 Lesao de reperfusao

A lesdo de reperfusdo € um termo usado para descrever as alteracdes
funcionais e estruturais, que se tornam aparentes durante o restabelecimento do
fluxo ap6s um periodo de isquemia. O afluxo de sangue oxigenado aos tecidos
previamente desprovidos de oxigénio € fundamental para o reinicio do metabolismo
aerbdbico. Paradoxalmente, associado ao efeito benéfico da reperfusdao, ocorrem
fenbmenos deletérios: necrose de células irreversivelmente lesadas, acentuado
edema celular e restauracdo nao-uniforme do fluxo para todas as porcdes dos
tecidos. Essa restauracao caética do fluxo tissular € conhecida como fenémeno do

“ndo refluxo”, no qual interagem multiplos fatores, tais como um circulo vicioso de



disfuncéo endotelial vascular, a reducédo da perfusdo local e acentuacédo do edema
(EVORA et al., 1996).

Durante a reperfusédo, ocorre formacao excessiva de radicais livres de
oxigénio (RLO). Sdo moléculas compostas de oxigénio parcialmente reduzido, com
elétron ndo pareado na capa externa, altamente instaveis e reativas, podendo
causar intensa acdo téxica aos componentes celulares. Os radicais livres de
oxigénio que sao liberados no momento da reperfusdo sao responsaveis pela lise
celular, além de ativar o processo peroxidativo das biomembranas lipidicas, levando,
assim, ao dano tecidual. Em condicbes de homeostase, estes radicais sao
produzidos em pequena quantidade e prontamente inativados antes de provocar
danos significativos (COTRAN et al., 1996).

Os principais radicais livres sdo o superoxido, o peréxido de hidrogénio,
os ions hidroxila e, eventualmente, o 6xido nitrico. Eles podem ser produzidos por
varias enzimas oxidativas em diferentes locais da célula: citosol, mitocondrias,
lisossomos, peroxissomos e membrana citoplasmatica.

A lesao de reperfusao, diferentemente da lesdo isquémica, é capaz de
produzir alteracdo sistémica, e ndo apenas nos locais acometidos pelo fenébmeno.
Portanto, o restabelecimento do fluxo sangliineo para uma area isquémica pode

ocasionar lesdo em todo o organismo.
1.4 Modelos experimentais de isquemia do membro inferior

A isquemia cronica do membro inferior em humanos depende da
intensidade da obstrucdo de mdltiplas artérias, do desenvolvimento de colaterais e
do tempo de evolug&o da doenga.

Modelos experimentais de isquemia persistente, comparaveis a isquemia
observada no homem, séo de dificil preparacdo. Isso se deve a extraordinaria
habilidade desses animais, que rapidamente contornam o problema, desenvolvendo
vasos colaterais eficientes na perfusdo do segmento comprometido, inviabilizando o
estudo experimental do fenébmeno obstrutivo. A simples ligacdo das artérias iliacas
ou femorais € inadequada para a obtencdo de uma isquemia muscular satisfatoria
(SEIFERT et al., 1985; CHARLLISS et al., 1986).

Modelos experimentais de isquemia, com multiplas ligaduras dos ramos

das artérias iliacas, femoral comum e femorais profundas produzem isquemia de



curta duracdo em cées (BARIE; MULLINS, 1988). Por outro lado, a ligadura da aorta
abdominal produz efeitos diferentes nos varios animais utilizados em estudos
experimentais (KELTS; KAISER, 1979).

No rato, a ligadura da artéria femoral é improdutiva para a obtencdo de
isquemia adequada em decorréncia de sua particular disposicao arterial, pois esse
animal ndo tem a artéria femoral profunda e apresenta, em substituicdo, numerosas
colaterais que asseguram o fluxo sangiiineo ao membro pélvico desses animais.

Seifert et al. (1985) demonstraram que a ligadura da artéria femoral
produzia, apos duas horas da conclusao da ligadura, reducédo importante (66%) do
fluxo sanguineo; entretanto, apds cinco dias, o fluxo sangtineo retornava aos niveis
pré-ligadura arterial.

Couffinhal et al. (1998) utilizaram ratos submetidos a isquemia do membro
pélvico no estudo da angiogénese. A isquemia foi induzida por ligadura e excisao da
artéria femoral do membro objeto do estudo.

Kanno et al. (1999) obtiveram isquemia cronica em ratos machos adultos
(Sprague-Dawley) removendo a artéria femoral esquerda desde sua origem até seu
ponto de bifurcacdo nas artérias femoral e poplitea.

Duan et al. (2000) obtiveram isquemia crénica do membro pélvico de ratos
removendo completamente a artéria e a veia femoral. Realizado o procedimento, o
fluxo sangiiineo ao membro inferior passava a ser inteiramente dependente dos
vasos colaterais originarios da artéria iliaca interna.

Hong et al. (2001) utilizaram a excisdo de um segmento da artéria
femoral, estendendo-se da artéria iliaca externa a artéria poplitea, para a obtencéo
de isquemia cronica (seis semanas de duracao) em coelhos.

Tupling et al. (2001) obtiveram a isquemia distal (4 horas) do membro
pélvico de ratas Sprague-Dawley adultas, colocando um torniquete préximo a
articulacéo do joelho do animal e aplicando uma presséo de 350 mmHg. A isquemia
foi confirmada pela deple¢édo do ATP muscular.

Lloyd; Yang e Terjung (2001) estudaram os efeitos da isquemia cronica
sobre a angiogénese em ratos. A isquemia foi obtida pela ligadura da artéria femoral
na regiao inguinal.

Lundberg et al. (2003) desenvolveram um modelo de isquemia cronica

(8 semanas) para estudar seus efeitos sobre a angiogénese. Os pesquisadores



submeteram ratos Sprague-Dawley a ligadura de todos os vasos originarios do
segmento infra-renal da aorta abdominal e das artérias iliacas.

Zaccagnini et al. (2003) induziram isquemia aguda em membro pélvico de
camundongos por isolamento e ligadura da artéria femoral.

Lu et al. (2003) obtiveram isquemia do membro pélvico de coelhos por
ligadura da artéria iliaca distal e das artérias femorais superiores.

Torres et al. (2003) estudaram os efeitos da isquemia aguda em membro
pélvico de ratos Wistar. A isquemia foi obtida pela oclusédo total da artéria iliaca
comum esquerda com delicada pinca vascular oclusiva, tipo buldogue, e a eficiéncia
da isquemia foi confirmada pelo desaparecimento do fluxo arterial ao uso do
estetoscopio ultra-sénico “Doppler”, pela percep¢éo visual da auséncia dos pulsos
arteriais e pela instalacdo da cianose na musculatura do membro pélvico esquerdo
(MPE).

Sugano, Tsuchida e Makino (2004) obtiveram isquemia cronica do
membro pélvico de ratos por remocédo da artéria femoral.

Babuccu et al. (2004) estudaram varios modelos de isquemia do membro
pélvico de ratos Wistar adultos, utilizando a cintilografia. Os métodos estudados
foram: Ligadura da artéria iliaca; ligadura da artéria iliaca e seus ramos exceto, a
artéria epigastrica superficial; ligadura dos vasos iliacos (artéria e veias iliacas);
ligadura da artéria iliaca e todos os seus ramos, incluindo a artéria epigastrica
superficial; ligadura da artéria iliaca e todos os seus ramos, acrescida de uma
incisdo cutanea em torno do membro pélvico; garroteamento do membro ao nivel da
pélvis

Ap6s duas horas de isquemia, os pesquisadores estudaram o fluxo
sangiineo do membro isquémico e concluiram que os procedimentos [1-4] acima
descritos proporcionavam reducdo do fluxo, descrita com o “low-flow state”. O
procedimento (ligadura da artéria iliaca e todos os seus ramos) produzia importante
isquemia do membro, ao passo que o garroteamento do membro ao nivel da pélvis
resultava em isquemia quase completa do membro pélvico .

Akgun et al. (2004) utilizaram o garroteamento do membro para obtencéo

da isquemia do membro pélvico em ratos.



1.5 Glutamina

Nos idos de 1833, os pesquisadores Schultze e Bosshard descreveram
uma substancia extraida da beterraba, degradavel quando aguecida em meio acido
em &cido glutdmico e amoénia, denominando-a glutamina. Anos mais tarde,
Ritthausen (1866) anunciou a descoberta de “uma nova substancia” encontrada em
proteinas do tremoco e da améndoa, obtida da ebulicdo do gluten na presenca do
acido sulfurico e que seria “um acido monobasico contendo nitrogénio” (MARINHO,
1995). A substancia descoberta, consagrada como uma amina, é, na realidade, uma
amida, sendo o seu nome correto glutamida (FELTRE, 1998). Todavia, tempo e uso
consagraram a denominacao equivocada.

A formula empirica da glutamina é C,H,OnN,, a formula molecular é

Cs Hio O3 N3 e a formula estrutural esta representada na Figura 1, abaixo.

O H H NH, O
[ | | [
NH, - C - C-C - C - C —0OH
| | |
H H H

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

A férmula estrutural mostra que a glutamina € um &cido 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).

Krebs, em 1935, demonstrou a capacidade de sintese da glutamina e sua
degradacéo, por hidrolise, nos tecidos animais. A glutamina é um aminoacido com
caracteristicas Unicas dentre os demais aminoacidos que compdem 0O corpo
humano. Considerada um aminoacido ndo essencial, mercé de sua sintese no
organismo vivo, a glutamina pode, em condicfes especiais, tornar-se aminoacido
essencial, quando as disponibilidades se tornam inferiores as necessidades do

organismo, exigindo um aporte externo.
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A glutamina é abundantemente distribuida no organismo, sendo o
aminoacido de maior concentracdo no sangue e tecidos sob a forma livre
(L-glutamato), onde participa de inUmeros processos metabdlicos. A importancia
especifica da glutamina para a economia organica foi documentada por Krebs que
encontrou diferentes concentragcbes das enzimas fundamentais para o seu
metabolismo: glutaminase, presente principalmente no figado e glutamina-sintetase
no tecido muscular esquelético (KREBS, 1935).

A glutamina, ou mais especificamente a L-glutamina, € importante como
precursora da sintese de peptidios e proteinas, acucares aminados, purina e
piramidina, acido nucléico e nucleotideos, além de fornecer o elemento carbono para
processos oxidativos nas células, sob a acdo da enzima glutaminase, encontrada em
altas concentracbes nas mitocondrias das células que utilizam o metabdlito com
maior avidez, notadamente o figado (NEWSHOLME et al., 2003).

A FIGURA 2 resume as principais interacdes da glutamina no organismo.

Transporte de N e Sintese da Amoniagénese
C glutationa (Rins)
Aminoécidos Sintese de
proteinas
Energia Sintese de uréia
(Figado)
Sintese de )
Glicose/Glico- nucleotideos RetlraAda} de
NS amonia
génio (Figado)

FIGURA 2 - Principais interagdes da glutamina no organismo

A L-glutamina ndo pode atravessar a barreira imposta pela membrana
celular, devido a carga elétrica total de (-1) em pH 7,4. Por outro lado, os
aminoacidos capazes de realizar o transporte do L-glutamato para o interior das
células apresentam reduzida concentracdo na membrana celular, exceto nas células
especializadas na utilizacdo desse substrato, localizadas no sistema nervoso central
(PITHON-CURI, 2002).



A glutamina insere-se no ciclo do acido citrico através do acido o-
cetoglutarico, em que pode converter-se pela acdo da glutaminase. E parcela
constitutiva da glutationa juntamente com a cisteina e a glicina, contribuindo para o
importante processo de detoxificacdo dos radicais livres oxidantes (COTRAN, 1996)
e para o transporte de aminoacidos no nefron e no jejuno (ROSKOSKI, 1997). E
ainda parte do complexo sistema carreador (lancadeira) malato-aspartato, que
promove a producédo de NAD intra-mitocondrial (LEHNINGER, 2000).

As reservas de glutamina do musculo esquelético exercem importante
papel na homeostase, atuando como estoque labil de nitrogénio que sera mobilizado

nessas situacoes de estresse (JEPSON, 1988).

1.5.1 Metabolismo da glutamina no musculo esquelético

O tecido muscular desempenha funcdo primordial na sintese de
glutamina, respondendo por cerca de 90% da producéo total deste metabdlito no
corpo humano. Estudos quantitativos demonstraram, em humanos, que, nos estados
pés-absortivos, 60% dos amino&cidos liberados no organismo sdo compostos de
alanina e glutamina (NEWSHOLME; PARRY-BILLINGS, 1990; NEWSHOLME et al.,
1999).

No musculo em repouso, seis aminodcidos sdo metabolizados: leucina,
isoleucina, valina, asparagina, aspartato e glutamato (WAGENMAKERS, 1998).
Esses aminoacidos liberam os grupamentos amino e, possivelmente, a amobnia
necessaria para a sintese de glutamina e alanina, aminoacidos utilizados em
guantidades excessivas no estado pos-absortivo, no decurso de refeicdes ricas em
proteinas. Outras condi¢fes, tais como o estresse condicionado por traumatismos e
gueimaduras, estimulam a liberagdo da glutamina muscular (NEWSHOLME et al.,
1988; HAMMARQVIST; EJESSON B.; WERNERMAN, 2001).

Saliente-se que somente as moléculas de leucina e isoleucina podem ser
oxidadas no tecido muscular ap6s sua conversdo em Acetil-CoA. Os atomos de
carbono restantes sdo utilizados para a nova sintese de metabdlitos intermediarios
do ciclo do acido tricarboxilico, também conhecido com ciclo de Krebs, e da
glutamina. Esta etapa metabdlica oxidativa é limitada, pela disponibilidade de
intermediarios do ciclo de Krebs (NEWSHOLME et al., 2003).
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1.5.2 Metabolismo da glutamina no rim

A glutamina é, quantitativamente, o maior fornecedor de nitrogénio ao rim,
sob a forma de NHs, obtido pela degradacdo enzimatica (glutaminase) do
amino&cido. No interior dos tbulos renais, o NHz se combina com H*, fornecido pelo
acido carbonico, para formar NHs*, que € excretado na urina. 0 HCOs resultante
entra na circulagdo sanguinea, onde desempenha papel fundamental na
manutencdo do pH sanguineo, o que torna a glutamina essencial para a
manutencdo do equilibrio 4cido-basico do sangue (GSTRAUNTHALER et al., 2000;
CURTHOYS; GSTRAUNTHALER, 2001).

Por outro lado, o esqueleto carbdnico resultante da acdo da glutaminase
sobre a glutamina € utilizado na gliconeogénese. Cerca de 25% da glicose circulante
no sangue é obtida através desta via metabdlica (STUMVOLL et al., 1999).

Nos longos periodos de hipoglicemia, acompanhados de acidose por
aumento da cetonemia, a gliconeogénese renal desempenha um papel fundamental
no fornecimento de matéria prima (glicose) para a producédo de energia (OWEN et
al., 1969).

1.5.3 Metabolismo da glutamina no figado

O figado pode ser considerado a grande central metabdlica do organismo.
O nitrogénio oriundo dos tecidos periféricos (principalmente do musculo e pulmao) é
prontamente ofertado aos 6rgdos centrais sob a forma de glutamina, alanina e
aspartato, desde que a captacdo e o metabolismo da glutamina no intestino se
processem normalmente (YOUNG.; AJAMI, 2001).

Como as células peri-portais do figado sdo ricas em glutaminase, a
degradacéo da glutamina desempenha papel importante no controle dos niveis de
amonia no sangue venoso, pois a sintese e a hidrélise da glutamina sdo etapas
intermediarias na formacdo da uréia. O figado, por sua vez, utiliza a aménia

sangiinea para formar glutamina (HAUSSINGER, 1986).
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1.6 L-Alanil-Glutamina

O uso da glutamina tem algumas limitagbes decorrentes de algumas de
suas caracteristicas fisico-quimicas. A forma livre de glutamina (L-glutamina) possui
pouca solubilidade em solugcdo aquosa e baixa estabilidade em pH baixo e
temperaturas elevadas. No organismo, a L-glutamina pode sofrer converséo
espontanea, formando piroglutamato e amoénia, produtos téxicos ao organismo
humano.

Diante dessas limitacOes, a op¢cao de uso deste aminoacido na forma de
peptideos, tais como a glycil-glutamina (Gly-GIn) ou a L-alanil-glutamina (L-Ala-GlIn)
gue apresentam alta solubilidade em agua e estabilidade durante os procedimentos
de preparo, armazenamento e administracdo das solug¢des nutricionais, tem sido a
opcao de inumeros pesquisadores (BEZERRA FILHO et al., 2002; TORRES et al.,
2003; CAMPOS et al., 2003; ALVES et al., 2003; GUIMARAES FILHO et al., 2004).
Uma vez ofertado na corrente sanguinea, o dipeptideo L-alanil-glutamina (FIGURA
3) sofre hidrolise liberando moléculas de aminoacidos livres alanina e glutamina
(SOUBA, 1993).

O=(i-CH2-CH2-FH-COOH
NH, ?IH
[
(ll-N H,
CH;

FIGURA 3 - Representacao estrutural da L-alanil-glutamina

A isquemia e as consequéncias deletérias da reperfusao representam um
desafio ao tratamento das obstru¢gbes agudas e cronicas dos membros inferiores. O
tratamento conservador com drogas anticoagulantes, tromboliticas e vasodilatadoras
€ ineficaz nos casos mais avancados. Resta ao cirurgido o tratamento invasivo,

restabelecendo o fluxo sangiiineo do membro afetado, utilizando, para isso, técnicas
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avancadas de desobstrucdo e substituicdo vascular. A amputacdo mutilante é
evitada, mas as alteracbes metabodlicas e a producdo excessiva de radicais livres,
liberados na circulacdo pelos tecidos previamente isquémicos, com seu cortejo de
efeitos indesejaveis, é inevitavel. O uso de drogas capazes de assegurar o retorno
das funcbes normais dos tecidos € a esperanca dos pesquisadores. Neste contexto,
a glutamina desempenha um importante papel no organismo.

Prem (1999) demonstrou o efeito protetor da glutamina em ratos
submetidos a isquemia/reperfusdo dos membros pélvicos, sugerindo que esse efeito
poderia estar relacionado ao bloqueio de recrutamento de leucécitos, ao longo do
tempo de reperfusao.

Estudos comprovaram os efeitos benéficos da oferta exdgena de
glutamina, administrada por via enteral ou parenteral, nos pacientes gravemente
enfermos, vitimas no pos-operatorio de grandes procedimentos cirdrgicos, € nos
pacientes vitimas de trauma (NEWSHOLME, 2001). Assim, sdo bem-vindos todos o0s
estudos que buscam uma melhor compreenséo dos efeitos da oferta exdgena desse
aminoacido a animais submetidos ao fenbmeno de isquemia/reperfusdo, abrindo

novas perspectivas de tratamento da isquemia dos membros inferiores.
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2 OBJETIVO

E objetivo deste estudo verificar os efeitos do pré-tratamento com L-alanil-
glutamina, administrada por gavagem, sobre o metabolismo intermediario durante a
lesdo de isquemia/reperfusdo, mediante o estudo das concentra¢des sangiineas e
tissulares, in vivo, dos metabdlitos ATP, glicose, piruvato, e lactato e corpos

cetbnicos, em ratos submetidos a isquemia/reperfusdo do membro pélvico esquerdo.
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3 METODO

3.1 Amostra

O projeto de pesquisa foi submetido & Comissdo de Etica em Pesquisa
Animal - CEPA, da Universidade Federal do Ceara, recebendo o niumero 04/2004.
Foram obedecidas as normas estabelecidas pelo Council for International
Organization of Medical Sciences (CIOMS) e os preceitos do Colégio Brasileiro de
Experimentacdo Animal - COBEA.

Foram empregados 96 ratos albinos (Mammalia rodentia muridae) da
linhagem Wistar, machos, adultos, saudaveis e bem-nutridos, com peso entre 400 e
450 gramas, obtidos do Biotério Central da Universidade Federal do Ceard e
mantidos no Laboratério de Cirurgia Experimental do Departamento de Cirurgia da
Faculdade de Medicina (UFC). Os ratos permaneceram confinados em gaiolas-
padrédo de polipropileno (40cm x 30cm x 15cm) forradas com maravalhas e fechadas
por grade de aco inoxidavel, alojados em dependéncias com ventilacao e iluminagéo
controladas, obedecendo ao ritmo circadiano, recebendo agua e racéo apropriada,

ad libitum, até 24 horas antes do inicio do experimento.

3.2 Delineamento do experimento

O experimento delineou-se segundo o diagrama apresentado abaixo (Figura 4):

Pingamento Liberacdo

Simulagéo Simulacgéo
PRE-TRATAMENTO (7 DIAS) ISQUEMIA TEMPOS DE COLETA
(Solugéo Salina 2,0ml) (3HORAS) 0 1 3 6
(L-Alanil-Glutamina 0,75 mg/Kg) (HORAS)

1 1 (| 1 |

FIGURA 4 — Delineamento do experimento
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Os animais foram distribuidos em 4 grupos (G-1, G-2, G-3 e G-4) e
tratados, durante 7 dias, com 2,0ml de solug&o de cloreto de sédio a 0,9% (Grupos
G-1 e G-2) ou solugao de L-alanil-glutamina (L-Ala-GIn) a 20% (Dipeptiven-
Laboratorio Fresenius Kabi) na dose de 0,759 / kg de peso corporal (Grupos G-3 e
G-4), completando-se o volume para 2,0ml, mantendo, assim, a uniformidade dos
volumes administrados por gavagem, sempre no mesmo horério (7 horas) para
evitar a variagao circadiana, durante 7 dias consecutivos que antecederam o estudo
propriamente dito. A gavagem foi realizada com o animal sob vigilia, imobilizado por
apreensdo manual do dorso com a cabeca em hiperextensdo, utilizando sonda
metalica de ponta romba conectada a seringa descartavel de 3ml contendo as
solucdes e introduzidas por gavagem no estdmago (FIGURA 5). Os ratos de cada
grupo foram distribuidos em 4 subgrupos, nomeados de acordo com o tempo de
coleta das amostras e morte do animal.

FIGURA 5 — Técnica de gavagem
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3.3 Técnica anestésica

A técnica escolhida foi a da anestesia por inalacdo de vapores de éter
dietilico sem intubacéo traqueal e sem o emprego de suporte ventilatério. A inducao
anestésica foi levada a efeito colocando o animal sob campéanula contendo chumaco
de algoddo embebido em éter dietilico. Atingido o nivel adequado de narcose, o
animal era retirado da campéanula, colocado em decubito dorsal e mantido em

posicdo apropriada mediante a imobilizacdo dos membros (Figura 6).

Figura 6 — Animal imobilizado e sob efeito anestésico
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A anestesia foi mantida pela introducéo intermitente das narinas do animal
em tubo de plastico, de tamanho compativel, contendo chumaco embebido em éter
dietilico.

3.4 Técnica operatéria

Estando o animal sob narcose e posicionado sobre a mesa operatoria,
procedeu-se a tricotomia da regido abdominal e a antissepsia da pele com Poli Vinil
Pirrolidona Topico (PVPI). Os animais dos Grupos G-1 e G-3, tratados com solucéo
de cloreto de sédio a 0,9% (SS) e L-Ala-GlIn, respectivamente, foram submetidos a
operacdo simulada (Sham) trés horas apds a Ultima gavagem, consistindo na
laparotomia mediana, sob anestesia inalatdria, identificacdo da artéria iliaca comum
esquerda, aplicacdo simulada da pinca vascular, que era prontamente retirada
(Figura 7). Apos fechamento da incisdo, os animais voltavam ao alojamento.
Passadas 3 horas, os ratos dos grupos G-1 e G-3 eram submetidos & nova operagao
simulada, seguindo-se a coleta de amostras (rim direito; 1,5 x 1,5cm de tecido
hepatico, lobo médio; musculo do membro pélvico esquerdo e 2ml de sangue
arterial da aorta abdominal), para estudo (subgrupo T-0). Nos animais dos
subgrupos T-1, T-3 e T-6, a coleta foi realizada decorridas 1, 3 e 6 horas do segundo
procedimento simulado, novamente sob os efeitos da anestesia geral inalatoéria.

Os ratos dos grupos G-2 e G-4, também tratados com SS e L-Ala-Glin
respectivamente, foram submetidos a laparotomia sob anestesia inalatoria e
isquemia por pincamento da artéria iliaca comum esquerda, utilizando pinca de
tamanho adequado ao animal (Figura 8). Concluido o procedimento, os animais
voltavam ao alojamento, onde permaneciam em jejum total. Decorridas 3 horas, era
restaurado o fluxo sangliineo ao membro pélvico por remocédo da pinca vascular e
coletadas amostras (subgrupo T-0), seguindo-se a interrupcdo da anestesia
inalatéria nos demais subgrupos, com retorno do animal a gaiola. Nos tempos pré-
determinados (1, 3 e 6 horas ap0s o inicio da reperfusdo), era realizada a coleta de
amostras para estudo (musculo, figado, rim e sangue arterial). A coleta do sangue
arterial era feita por punc¢éo da aorta abdominal (Figura 9). Todos os procedimentos

foram realizados sob anestesia geral inalatoria.



1 2 3cm

1 2 3 4em
Figura 8 - Artéria iliaca comum esquerda pincada
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FIGURA 9 — Puncéo aértica

3.5 Morte do animal

O animal, apos a retirada de amostras de musculo, figado, rim e sangue,
ainda sob efeito anestésico, era sacrificado por deslocamento cervical, provocando

seccdo medular

3.6 Técnica laboratorial

Uma vez obtidas as amostras tissulares (musculo, figado e rim), estas
eram imediatamente prensadas e imersas em nitrogénio liquido, numa temperatura
de -190°C, o que ocasiona a queda da temperatura tissular a -80°C, em um tempo
inferior a 0,1 segundo (NEWSHOLME e LEECH, 1983). A seguir, o material
resultante era triturado em gral e pistilo de porcelana até se transformar em po fino.
Durante esse procedimento, a baixa temperatura era mantida pelo acréscimo de
nitrogénio liquido (WILLIAMSON, 1967). Os tecidos pulverizados eram colocados em
tubos de ensaio de 10ml, individuais e devidamente identificados, contendo 5ml de
acido percldrico 0,75M e conservados em gelo.
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A imersdo do material pulverizado em solucdo acida acarreta a rapida
desnaturacao das proteinas, provocando a sua precipitagdo. Apos centrifugacao por
10 minutos a 2000 rpm, era recolhido o liglido sobrenadante (extrato &cido) e
desprezado o precipitado protéico.

O extrato acido é colocado em tubos de ensaio de 10ml, previamente
pesados. Os tubos séo repesados e, por subtracdo, obtém-se um peso conhecido de
extrato acido.

A préxima etapa compreende a neutralizacdo do extrato acido. Um
indicador universal de pH é acrescentado. Em seguida € adicionada a solucdo de
hidroxido de potassio a 20% até que o indicador acuse pH neutro. Os tubos séo
repesados e centrifugados, como do modo anterior. O liquido sobrenadante, agora
extrato neutro, era recolhido e constituia o substrato onde os metabdlitos sdo
dosados por método espectrofotomeétrico.

Os metabdlitos piruvato e acetoacetato, em razdo de sua instabilidade,
devem ser dosados logo apds a neutralizacdo. Os demais, se congelados a -20°C,
podem ser dosados dentro de 15 dias.

No presente experimento, foram dosados o0s seguintes metabdlitos:

piruvato, lactato, glicose, acetoacetato, hidroxibutirato e ATP.

3.6.1 Principios basicos de analise enzimética

O ensaio enzimético destinado a determinar substratos metabdlicos
fundamenta-se no principio de uma reacdo enzimatica especifica, na qual a
participacdo do substrato se completa com a reducdo de NAD*/NADP* ou oxidag&o
de NADH/NADPH. Os nucleotideos NAD*/NADP* absorvem luz a 260nm e no
estado reduzido (NADH/NADPH) tém uma absorcédo suplementar de, no maximo,
340nm. Deste modo, é possivel, através de medida de densidade éptica a 340nm,
acompanhar a conversdo enzimatica do substrato diretamente em uma cubeta no
espectrofotdmetro. A densidade Optica aumenta ou diminui em 6,22 unidades com a
produc&o ou consumo de um micromol de NADH/NADPH, indiferentemente se NAD"
aceita H" ou se NADH doa H".

Em uma reacdo enzimética especifica, um micromol de substrato reage
com um micromol de NAD*/NADP" (ou NADH/NADPH), e a alteracdo na densidade

Optica traduzird, rigorosamente, a quantidade de substrato consumida nessa reacao.
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Em condicfes 6timas de ensaio, a conversao de substrato é praticamente
completa e a diferenca da densidade éptica pode ser utilizada para o célculo da
concentracdo do referido substrato, multiplicando-se o resultado por um fator de
diluicdo apropriado.

A especificidade de um ensaio enzimatico depende da pureza da enzima,
entretanto a precisdo depende das condicdes ideais para a realizacado do ensaio. A
sensibilidade do ensaio enzimético é limitada pelo fato de que a conversédo de
NAD'/NADPH, ou vice-versa, deve ocorrer para que se produza a alteragio

mensuravel da densidade optica.

3.6.2 Determinacdo dos metabdlitos

Os metabdlitos no sangue da aorta e nos tecidos (rim, figado e musculo)
foram determinados por meio de ensaio enzimatico. Foram incluidos neste
experimento a D-glicose, os precursores da gliconeogénese (piruvato e lactato), os
corpos cetonicos (acetoacetato e 3-hidroxibutirato) e o ATP. As concentragoes dos
metabolitos foram calculadas em pmol/g de tecido fresco ou pmol/ml de sangue.

Determinacao do Piruvato e do Acetoacetato

Como o piruvato e o acetoacetato tém condi¢cdes de ensaio similares,
podem ser medidos sequencialmente na mesma amostra e na mesma cubeta, de
acordo com a combinacdo de métodos descritos por HOHORST et al. (1959) e
WILLIAMSON et al. (1962), citados por Vasconcelos (1987).

Sequiéncia da reacéo:

Piruvato + NADH + H* Lactato-desidrogenase Lactado + NAD*

Acetoacetato + NADH + 3-OH-butirato-desidrogenase 3-OH-butirato + NAD"
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O equilibrio da primeira reacdo em pH 7,0 é suficientemente desviado
para a direita, o que garante uma medida quantitativa dos niveis de piruvato, desde
gue a concentracdo de NADH nao seja inferior a 0,01mM. Com o0 mesmo pH e com
excesso de NADH compativel, pelo menos 98% do acetoacetato é reduzido para
3-hidroxibutirato. Devido a baixa atividade da preparacdo de 3-hidroxibutirato-

desidrogenase, a segunda reacao ocorre com uma velocidade inferior a primeira.

Solucédo tampé&o para ensaio:

10ml de fosfato de potassio a 0,1M, pH 6,9
1ml de NAD" 0,5%

Para cada ensaio, foi preparada uma solucéo fresca. O volume total em
cada cubeta constou de 2ml (=1ml de &cido percldrico + 1ml de solugdo tampéo). A
cubeta para controle continha igualmente 2ml (=1ml de agua destilada e 1ml da
solucédo tampao do ensaio). A leitura de cada cubeta no espectrofotdmetro ocorreu
antes e 10 (dez) minutos apos adicdo de 0,01ml de lactato-desidrogenase a 340nm.
A seguir, adicionou-se 0,01ml de 3-hidroxibutirato-desidrogenase em cada cubeta,

as quais foram lidas novamente apos 35 e 45 minutos.

Determinacao do L-(+)-lactato

As concentracdes de lactato foram determinadas no tecido muscular e
sangue conforme o método de HOHORST (1963).

Sequéncia da reacao:

Lactato + NAD" Lactato-desidrogenase Piruvato + NADH + H”

O equilibrio da reagdo ocorre no lado do lactato e NAD*. Contudo, para
garantir a completa conversdo do lactato, devem ser removidos os produtos da

reacao. Por intermédio de uma reacgdo alcalina, sdo aprisionados protons; o piruvato



23

reage com hidrato de hidrazina na solucéo tampé&o, formando piruvato de hidrazona
e, além disso, usa-se um grande excesso de NAD® e enzima para se obter
rapidamente um ponto final da reacdo. Como a lactato-desidrogenase reage

somente com o L-(+)-lactato, tal fato confere especificidade para o ensaio.

Solucéo tampéao para o ensaio:

40ml de Tris 0,2M
5ml de hidrato de hidrazina 100%
25mg de EDTA

Agua destilada até completar 100ml

O pH da solucéo foi ajustado com acido hidroclérico 5M para 9,5. Essa
solucdo pode ser estocada a 4 graus centigrados por até duas semanas. No inicio
do ensaio, 1ml de NAD" 1% foi adicionado a cada 10ml de solu¢do tamp&o. Em
cada cubeta, o volume total foi de 2ml (0,2ml da amostra neutralizada + 0,8ml de
agua destilada + 1ml de solucdo tamp&do contendo NAD" 1%). Todas as cubetas
foram lidas a 340nm antes e 35 e 45 minutos apds adicao de 0,02ml de lactato-

desidrogenase.

Determinacao da D-(—)-3-hidroxibutirato

As concentracdes deste metabdlito no sangue e tecido muscular foram

determinadas de acordo com o método proposto por Williamson et al. (1962).

Sequéncia da reacao:

3-OH-butirato + NAD" 3-OH-butirato-desidrogenase Acetoacetato + NADH + H”

Alcanca-se o equilibrio da reacdo com pH 8,0 quando aproximadamente
40% do 3-hidroxibutirato é oxidado para acetoacetato. Contudo a presenca de
hidrazina na solugédo tampao aprisiona o acetoacetato formado como uma hidrazina,

seguindo a reacao quantitativamente da esquerda para a direita.
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Solucédo tampéao para o ensaio:

70ml de solucéo Tris 0,1M, pH 8,5
0,25ml de hidrato de hidrazina 100%
25mg de EDTA

Agua destilada até completar 100ml

O pH da solucdo tampéo do referido ensaio foi ajustado para 8,5 com
acido hidroclérico 5M. Essa solugédo pode ser armazenada a 4 graus centigrados até
por duas semanas. Antes do inicio do ensaio, adicionou-se 1ml de NAD" 1% a 10ml
da solucédo tampao. Cada cubeta ficou com 2ml do volume total (0,5ml da amostra
neutralizada + 0,5ml de agua destilada + 1ml de solucdo tamp&o com NAD®). As
cubetas foram lidas a 340nm antes e 50 e 60 minutos apds adi¢do de 0,01ml da
enzima 3-hidroxibutirato-desidrogenase.

Determinacao da D-glicose

A glicose foi determinada seguindo o método descrito por Slein (1963).

Sequiéncia da reacao:

a) Reacao auxiliar
Glicose + ATP Mg™* Glicose-6-fosfato + ADP

b) Reacéo indicadora

Glicose-6-fosfato + NADP*

Glicose-6-fosfato-desidrogenase + Mg™  6-Fosfogluconato + NADPH + H*

Com o pH 7,5 o equilibuio da reacao indicadora € desviado para a direita,
0 gue garante o término completo de ambas as rea¢des, uma vez que a glicose-6-
fosfato formada na reacdo anterior € rapidamente usada na reacdo seguinte. Ainda

que a hexoquinase catalise a fosforilagdo de véarios outros monossacarideos, a
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especificidade do ensaio consiste em: a glicose-6-fosfato-desidrogenase (Ge¢PD) s6

reagir com a glicose-6-fosfato, ndo o fazendo com outras hexoses e pentoses.

Solucédo tampéao para o ensaio:

20ml de tampao Tris 0,1M, pH 8,0
2ml de cloreto de magnésio 0,1M
2ml de ATP 0,01M

2ml de NAD" 1%

0,13ml de GgPD (1mg/ml)

Esta solugdo foi renovada para cada ensaio. Cada cubeta tinha um
volume total de 2ml (=0,1ml da amostra neutralizada + 0,9ml de 4gua destilada +
1ml da solucdo tampé&o). A cubeta controle continha também 2ml (=1ml de agua
destilada + 1ml da solucéo tampdao). Todas as cubetas foram lidas a 340nm antes, e

10 e 15 minutos apoés adicdo de 0,01ml de hexoquinase.

As concentragdes de lactato foram determinadas no rim e sangue

segundo a sequéncia abaixo descrita:

Sequéncia da reacao:

lactato-desidrogenase

Lactato + NAD" 7 Piruvato + NADH + H*

O equilibrio da reacéo ocorre no lado do lactato e NAD". Todavia, para
assegurar a completa conversao do lactato, € necessario remover 0os produtos da
reacdo. O piruvato reage com hidrato de hidrazina na solugdo tampao, formando
piruvato de hidrazina e, além disso, oferta-se um excesso de NAD" e de enzima para
se garantir um rapido final a reacdo. A lactato-desidrogenase reage somente com o

L-(+)-lactato, o que confere especificidade ao ensaio.
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Solucédo tampéao para o ensaio:

40ml de Tris 0,2 M
5ml de hidrato de hidrazina 100%
25mg de EDTA

Agua destilada até completar 100ml

O pH da solucéo foi ajustado com &acido hidroclérico 5M para 9,5. Esta
solucdo pode ser estocada a 4 graus centigrados por até 15 dias. No inicio do
ensaio, 1ml de NAD" 1% foi adicionado a cada 10ml de solucédo tampdo. Em cada
cubeta, o volume total foi de 2ml (0,2ml da amostra neutralizada + 0,8ml de agua
destilada + 1ml de solugdo tampdo contendo NAD" 1%). Todas as cubetas foram
lidas a 340nm e 35 e 45 minutos apoés a adicdo de 0,02ml de lactato-desidrogenase.

Determinacdo do Trifosfato de adenosina (ATP) e da D-glicose-6-fosfato no

sangue e nos tecidos

As concentracdes de Trifosfato de adenosina (ATP) e de D-glicose-6-
fosfato (GgP) no sangue e nos tecidos (musculo, figado e rim) foram determinadas
utilizando-se uma combinacédo dos métodos descritos por Lamprecht e Traushould
(1963) e Hohorst (apud VASCONCELOS, 1987), usando a mesma cubeta. A
Hexoquinase catalisa a fosforilagdo da glicose com o ATP, na presenca do Mg",
produzindo a glicose-6-fosfato. A glicose-6-fosfato-desidrogenase (Gg¢PD) catalisa a
oxidacdo da glicose-6-fosfato com o NADP. Cada mol de ATP forma 1 mol de
NADPH.

Sequéncia da reacao:

hexoquinase

GLICOSE + ATP > GLICOSE-6-FOSFATO (G-6-P) +ATP

G-6-P-DH
G-6-P + NADP* > 6-FOSFOGLUCONATO-LACTONA +NADPH + H*
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Na presenca de concentracdes equivalentes de glicose e Mg™, o ATP é
convertido quantitativamente pela hexoquinase em ADP. O equilibrio da reacdo
tende para a direita, 0 que garante o término completo de ambas as reac¢des, pois a
glicose-6-fosfatase formada na primeira reacao é rapidamente consumida na reacao

seguinte.

Solucdo tampao para 0 ensaio:

10ml Tris 0,1M pH 7.4
1 mg/ml NADP

2ml MgCl; 0,1M
0,5ml Glicose 0,1M

A solucao foi renovada para cada ensaio. O volume total em cada cubeta
foi de 2,0ml, consistindo de 0,5ml de extrato acido (HCIO,) da amostra 0,5ml de
agua destilada e 1,0ml de solucdo tampédo. A cubeta controle continha 1,0ml de
agua destilada e 1,0ml de solugdo tampéo. Todas as cubetas foram lidas a 340nm
antes e com 5 e 10 minutos ap6s a adicdo de 0,005ml de glicose-6-fosfato-
desidrogenase. Posteriormente, foram adicionados 0,005ml de Hexoquinase e

efetuadas novas leituras passados 10 e 15 minutos.

3.7 Calculo dos metabdlitos

Todos os calculos dos metabdlitos se baseiam nas alteracbes de
densidade Optica, medidas a 340nm nas amostras das cubetas apods adicdo da
enzima e subtraidas das mudancas inespecificas que podem ocorrer nas cubetas de

controle.

Entao:

Diferenca de densidade 6ptica (DDO) = alteracdes da absorbancia da

amostra na cubeta — altera¢cdes da absorbancia na cubeta controle
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Uma vez que o coeficiente molar de extincdo de NADH ¢é
6,22cm?micromol, a quantidade de substrato na cubeta é igual a DDO/6,22 x
volume total da cubeta. Esse resultado € entdo multiplicado por um fator de diluicdo

para cada amostra, o que resulta na concentracdo do substrato.

Micromol do metabdlito/ml de sangue ou g de musculo = (peso de
sangue ou musculo + HCIO4/peso de sangue ou musculo) x (peso extrato
neutro/peso extrato acido) x (volume total da cubeta/volume extrato neutro na
cubeta) x (DDO/6,22)

3.8 Andlise estatistica

Os resultados deste estudo experimental foram expressos como média +
E.P.M. (Erro Padrdo da Média), acompanhando-se pelo nimero de observacgdes (n).
A significancia estatistica foi calculada conforme os testes ndo paramétricos Mann-
Whitney e Kruskal-Wallis/Dunn, através do programa “Minitab Statistical Software
13.2”, Minitab INC., U.S.A. O nivel de significancia estabelecido foi de p < 0,05.
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4 RESULTADOS
4.1 Modelo de isquemia

4.1.1 SANGUE

4.1.1.1 Comparacgao entre o Grupo G-1 (Sham Salina) e G-2 (Isquemia Salina) —
SANGUE - Piruvato

Nao foram detectadas diferengas significantes na concentragdo de
piruvato sanguineo, comparando-se os grupos G-1 (Sham) e G-2 (Isquemia), ambos
tratados com soluc&o salina. Também n&o ocorreram diferencas significantes entre

os diversos tempos estudados em cada grupo.

TABELA 1 - Concentragdo de piruvato (umol / ml) no sangue, comparando-se os grupos G-1
(Sham) e G-2 (Isquemia), tratados com solugao salina (SS)

TRATAMENTO TEMPOS (Horas)

0 1 3 6

Solugao salina
SEM Isquemia (G-1)
Solucédo salina
COM Isquemia (G-2)

0,252+0,069 0,490+0,107 0,399+0,092 0,556+0,085

0,488+0,102 0,272+0,042 0,206+0,018 0,351+0,058

Testes de Kruskal-Wallis e Mann-Whittney em 6 ratos

Piruvato - Sangue

umol/ml sangue

Tempos (horas)
| Sol. Salina (Sham) | Sol. Salina (Isquemia)

Testes de Kruskal-Wallis e Mann-Whittney em 6 ratos

FIGURA 10 — Concentragéo de piruvato (umol / ml) no sangue, comparando-se os grupos G-1
(Sham) e G-2 (Isquemia), tratados com solugao salina (SS)
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4.1.1.2 Comparagao entre o Grupo G-1 (Sham Salina) e G-2 (Isquemia Salina) —
SANGUE - Lactato

Nao foram detectadas diferencas significantes na lactacemia,
comparando-se os grupos G-1 (Sham) e G-2 (Isquemia), ambos tratados com
solugdo salina. Verificaram-se diferengas significantes entre T-6 e T-0/T-3, nos ratos
do G-2.

TABELA 2 — Concentragdo de lactato (umol / ml) no sangue, comparando-se os grupos G-1
(Sham) e G-2 (Isquemia), tratados com solugao salina (SS)

TRATAMENTO TEMPOS (Horas)

0 1 3 6

Solugao salina
SEM Isquemia (G-1)
Solucédo salina
COM Isquemia (G-2)

1,868+0,155 1,980+0,390 1,696+0,190 2,189+0,119

2,170+0,326 1,630+0,126 2,001£0,302  0,493%0,165A¢

Testes de Kruskal-Wallis e Mann-Whittney em 6 ratos
A p<0,05 comparado ao T-0, no mesmo grupo
e p<0,05 comparado ao T-3, no mesmo grupo

Lactato - Sangue

o = h »
©o o o o

pmol/ml sangue

0 1 3 6

Tempos (horas)

W Sol. Salina (Sham) | Sol. Salina (Isquemia)

Testes de Kruskal-Wallis e Mann-Whittney em 6 ratos
A p<0,05 comparado ao T-0, no mesmo grupo
¢ p<0,05 comparado ao T-3, no mesmo grupo

FIGURA 11 — Concentragdo de lactato (umol / ml) no sangue, comparando-se os grupos G-1
(Sham) e G-2 (Isquemia), tratados com solugao salina (SS)
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4.1.1.3 Comparacgao entre o Grupo G-1 (Sham Salina) e G-2 (Isquemia Salina) —
SANGUE - Glicose

Observou-se aumento significante da glicemia trés horas apds o inicio da
reperfusdo nos animais submetidos a isquemia muscular, comparados ao respectivo

controle. Nao ocorreram diferencas entre os diversos tempos estudados no mesmo

grupo.

TABELA 3 — Concentragdo de glicose (umol / ml) no sangue, comparando-se os grupos G-1
(Sham) e G-2 (Isquemia), tratados com solugao salina (SS)

TEMPOS (Horas)

TRATAMENTO
0 1 3 6

Solucédo salina
SEM Isquemia (G-1)
Solucéao salina
COM Isquemia (G-2)

7,154+1,473 5,821+0,948 3,855+0,196 3,895+0,119

6,301+0,992 6,881+£1,092  5,739+0,620*  4,631+0,458

Testes de Kruskal-Wallis e Mann-Whittney em 6 ratos
* p<0,05 comparado ao respectivo controle (p=0,045)

Glicose - Sangue

nmol/g tec. fresco
N
o

0 1 3 6
Tempos (horas)

B Sol. Salina (Sham) m Sol. Salina (Ilsquemia)

Testes de Kruskal-Wallis e Mann-Whittney em 6 ratos
* p<0,05 comparado ao respectivo controle

FIGURA 12 — Concentragéo de glicose (umol / ml) no sangue, comparando-se os grupos G-1
(Sham) e G-2 (Isquemia), tratados com solugao salina (SS)
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4.1.1.4 Comparacgao entre o Grupo G-1 (Sham Salina) e G-2 (Isquemia Salina) —
SANGUE - Corpos cetbnicos

Nao foram observadas diferengas significantes na concentragdo de
corpos cetdnicos, comparando-se os grupos G-1 (Sham) e G-2 (Isquemia), ambos

tratados com solugdo salina, nem entre os diversos tempos estudados no mesmo

grupo.

TABELA 4 — Concentragdo de corpos ceténicos (umol / ml) no sangue, comparando-se 0s grupos
G-1 (Sham) e G-2 (Isquemia), tratados com solugdo salina (SS)

TRATAMENTO TEMPOS (Horas)

0 1 3 6

Solugao salina
SEM Isquemia (G-1)
Solucédo salina
COM Isquemia (G-2)

0,528+0,048 0,434+0,069 0,374+0,042 0,454+0,104

0,426+0,054 0,373+0,058 0,367+0,063 0,541+0,097

Testes de Kruskal-Wallis e Mann-Whittney em 6 ratos

Corpos cetdnicos - Sangue

0,8
0,6
0,4
0,2
0,0

umol/ml sangue

0 1 3 6
Tempos (horas)

m Sol. Salina (Sham) B Sol. Salina (Isquemia)

Testes de Kruskal-Wallis e Mann-Whittney em 6 ratos

FIGURA 13 — Concentragéo de corpos cetdnicos (umol / ml) no sangue, comparando-se 0s grupos
G-1 (Sham) e G-2 (Isquemia), tratados com solugéo salina (SS)
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4.1.2RIM

4.1.2.1 Comparagéao entre os grupos G-1 (Sham Salina) e G-2 (Isquemia Salina) -
RIM - Piruvato

Ocorreram diferengas significantes na concentragao de piruvato, no tecido
renal dos ratos submetidos a isquemia, comparados ao respectivo controle, durante
a reperfusdo (1, 3 e 6 horas). Nao ocorreram diferengas entre os diversos tempos

estudados no mesmo grupo.

TABELA 5 — Concentragdo de piruvato (umol /g tecido fresco) no rim, comparando-se os grupos
G-1 (Sham) e G-2 (Isquemia), tratados com solugdo salina (SS)

TRATAMENTO TEMPOS (Horas)

0 1 3 6

Solucéao salina
SEM Isquemia (G-1)
Solucéo salina
COM Isquemia (G-2)

0,425+0,053 0,372+0,112 0,421+0,072 0,330+0,019

0,605+0,093 1,013+0,191*  1,028+0,111*  0,768+0,095*

Testes de Kruskal-Wallis e Mann-Whittney em 6 ratos
* p<0,05 comparado ao respectivo controle

Piruvato -Rim

1,5 * *

1,0 *
0,5

0,0

umol/g tec. fresco

0 1 3 6

Tempos (horas)
| Sol. Salina (Sham) B Sol. Salina (Isquemia)

Testes de Kruskal-Wallis e Mann-Whittney em 6 ratos
* p<0,05 comparado ao respectivo controle

FIGURA 14 — Concentragdo de piruvato (umol /g tecido fresco) no rim, comparando-se 0s grupos
G-1 (Sham) e G-2 (Isquemia), tratados com solugéo salina (SS)
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4.1.2.2 Comparacgao entre os grupos G-1 (Sham Salina) e G-2 (Isquemia Salina) —
RIM - Lactato

Ocorreram diferencas significantes na concentragdo de lactato no tecido
renal dos ratos submetidos a isquemia, comparados ao respectivo controle, durante
a reperfusao (T-3) e no tempo T-6, comparado ao T-3 nos ratos do grupo G-1
(Sham).

TABELA 6 — Concentragéo de lactato (umol /g tecido fresco) no rim, comparando-se 0s grupos
G-1 (Sham) e G-2 (Isquemia), tratados com solugéo salina (SS)

TRATAMENTO TEMPOS (Horas)

0 1 3 6

Solucédo salina
SEM Isquemia (G-1)

Solugéo salina N
COM Isquemia (G-2) 2,727+0,941 2,026+0,545  1,811+0,264 2,461+0,319

2,822+0,170 2,321+0,432 3,838+0,682 1,672+0,437

Testes de Kruskal-Wallis e Mann-Whittney em 6 ratos
* p<0,05 comparado ao respectivo controle
e p<0,05 comparado ao T-3 no mesmo grupo

Lactato -Rim

4,5
3,0 * .
1,5
0,0

umol/g tec. fresco

0 1 3 6

Tempos (horas)
M Sol. Salina (Sham) B Sol. Salina (Isquemia)

Testes de Kruskal-Wallis e Mann-Whittney em 6 ratos
* p<0,05 comparado ao respectivo controle e p<0,05 comparado ao T-3 no mesmo grupo

FIGURA 15 — Concentragao de lactato (umol /g tecido fresco) no rim, comparando-se 0s grupos
G-1 (Sham) e G-2 (Isquemia), tratados com solugéo salina (SS)



35

4.1.2.3 Comparacgao entre os grupos G-1 (Sham Salina) e G-2 (Isquemia Salina) —
RIM - Glicose

Ocorreram diferengas significantes na concentragado de glicose no tecido
renal dos ratos submetidos a isquemia durante a reperfusédo (T-6), comparados ao
respectivo controle e no tempo T-3, comparado ao T-1. Também ocorreram

diferencas significantes entre T-6 e T-0/T-1 nos ratos do grupo G-1 (Sham).

TABELA 7 — Concentragéo de glicose (umol /g tecido fresco) no rim, comparando-se 0s grupos
G-1 (Sham) e G-2 (Isquemia), tratados com solugéo salina (SS)

TEMPOS (Horas)

TRATAMENTO
0 1 3 6
Solugao salina 1,824+0,218
SEM Isquemia (G-1) 6,07410,412 5,639+1,382 3,905+0,299 N

Solucédo salina .
COM Isquemia (G-2) 6,130+1,053 6,151+£0,286  2,400+0,679m  4,433+0,737

Testes de Kruskal-Wallis e Mann-Whittney em 6 ratos
* p<0,05 comparado ao respectivo controle

A p<0,05 comparado ao T-0 no mesmo grupo

m p<0,05 comparado ao T-1 no mesmo grupo

Glicose -Rim

75
6.0
45
3,0 p "A
15
0.0

umol/g tec. fresco

0 1 3 6

Tempos (horas)
m Sol. Salina (Sham) B Sol. Salina (Isquemia)

Testes de Kruskal-Wallis e Mann-Whittney em 6 ratos
* p<0,05 comparado ao respectivo controle A p<0,05 comparado ao T-0 no mesmo grupo
m p<0,05 comparado ao T-1 no mesmo grupo

FIGURA 16 — Concentragdo de glicose (umol /g tecido fresco) no rim, comparando-se 0s grupos
G-1 (Sham) e G-2 (Isquemia), tratados com solugéo salina (SS)
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4.1.2.4 Comparacgao entre os grupos G-1 (Sham Salina) e G-2 (Isquemia Salina) —
RIM - Corpos cetbnicos

Ocorreram diferengas significantes na concentragcéo de corpos ceténicos
no tecido renal dos ratos submetidos a isquemia durante a reperfusdo (T-3),
comparados ao respectivo controle e no tempo T-3, comparado ao T-1/T-0. Também
ocorreram diferengas significantes entre T-6 e T-0/T-3 nos ratos do grupo G-1
(Sham).

TABELA 8 — Concentragéo de corpos ceténicos (umol /g tecido fresco) no rim, comparando-se os
grupos G-1 (Sham) e G-2 (Isquemia), tratados com solugdo salina (SS)

TRATAMENTO TEMPOS (Horas)
0 1 3 6
Solugao salina 0,798+0,098
SEM Isquemia (G-1) 1,57910,101 1,327+0,080 1,465+0,082 Ao

Solucéao salina

ES
COM Isquemia (G-2) 1,432+0,170 1,644+0,294 0,423+0,055*Am  1,010£0,070

Testes de Kruskal-Wallis e Mann-Whittney em 6 ratos
* p<0,05 comparado ao respectivo controle (0,005)

A p<0,05 comparado ao T-0 no mesmo grupo

m p<0,05 comparado ao T-1 no mesmo grupo

e p<0,05 comparado ao T-3 no mesmo grupo

Corpos cetonicos -Rim

2,0
1,5
1,0
0,5
0,0

pmol/g tec. fresco

0 1 3 6

Tempos (horas)
| Sol. Salina (Sham) B Sol. Salina (Isquemia)

Testes de Kruskal-Wallis e Mann-Whittney em 6 ratos
* p<0,05 comparado ao respectivo controle A p<0,05 comparado ao T-0 no mesmo grupo
m p<0,05 comparado ao T-1 no mesmo grupo e p<0,05 comparado ao T-3 no mesmo grupo

FIGURA 17 — Concentragéo de corpos cetdnicos (umol /g tecido fresco) no rim, comparando-se os
grupos G-1 (Sham) e G-2 (Isquemia), tratados com solugdo salina (SS)
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4.1.2.5 Comparacao entre os grupos G-1 (Sham Salina) e G-2 (Isquemia Salina) —
RIM - ATP

Ocorreram diferengas significantes na concentracdo de ATP no tecido
renal dos ratos submetidos a isquemia durante a reperfusao (T-3 e T-6), comparados
aos respectivos controles e no tempo T-6, comparado ao T-3. Também ocorreram

diferencas significantes entre T-6 e T-3 nos ratos do grupo G-1 (Sham).

TABELA 9 — Concentragado de ATP (umol /g tecido fresco) no rim, comparando-se os grupos G-1
(Sham) e G-2 (Isquemia), tratados com solu¢ao salina (SS)

TRATAMENTO TEMPOS (Horas)

0 1 3 6

Solugao salina
SEM Isquemia (G-1)
Solucédo salina
COM Isquemia (G-2)

0,779+0,039 0,756+0,035 1,008+0,123  0,583+0,093 e

0,795+0,090 0,755+0,090  0,453+0,054* 0,892+0,062*e

Testes de Kruskal-Wallis e Mann-Whittney em 6 ratos
* p<0,05 comparado ao respectivo controle (0,005 — 0,030)
e p<0,05 comparado ao T-3 no mesmo grupo

ATP -Rim

1,2
0,9
0,6
0,3
0,0

umol/g tec. fresco

0 1 3 6

Tempos (horas)
m Sol. Salina (Sham) B Sol. Salina (Isquemia)

Testes de Kruskal-Wallis e Mann-Whittney em 6 ratos
* p<0,05 comparado ao respectivo controle A p<0,05 comparado ao T-0 no mesmo grupo
m p<0,05 comparado ao T-1 no mesmo grupo e p<0,05 comparado ao T-3 no mesmo grupo

FIGURA 18 — Concentragéo de ATP (umol /g tecido fresco) no rim, comparando-se os grupos G-1
(Sham) e G-2 (Isquemia), tratados com solugao salina (SS)
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4.1.3 FIGADO

4.1.3.1 Comparagao entre os grupos G-1 (Sham Salina) e G-2 (Isquemia Salina) —
FIGADO - Piruvato

Ocorreram diferengas significantes na concentragédo de piruvato no tecido
hepatico dos ratos submetidos a isquemia, comparados ao respectivo controle,
durante a reperfuséo (1 e 6 horas). Também ocorreram diferencgas significantes entre
T-6 e T-3/T-1 nos ratos do grupo G-1 (Sham).

TABELA 10 — Concentragdo de piruvato (umol /g tecido fresco) no figado, comparando-se os
grupos G-1 (Sham) e G-2 (Isquemia), tratados com solugéo salina (SS)

TRATAMENTO TEMPOS (Horas)

0 1 3 6

Solucédo salina
SEM Isquemia (G-1)

Solugéo salina N N
COM Isquemia (G-2) 0,473+0,067  0,641+0,090 0,727+0,123 0,675+0,080

0,586+0,102 0,939+0,098 0,899+0,076  0,446+0,063me

Testes de Kruskal-Wallis e Mann-Whittney em 6 ratos

* p<0,05 comparado ao respectivo controle (0,04 — 0,03)
m p<0,05 comparado ao T-1 no mesmo grupo

e p<0,05 comparado ao T-3 no mesmo grupo

Piruvato -Figado

umol/g tec. fresco

Tempos (horas)
B Sol. Salina (Sham) | Sol. Salina (Isquemia)

Testes de Kruskal-Wallis e Mann-Whittney em 6 ratos
* p<0,05 comparado ao respectivo controle m p<0,05 comparado ao T-1 no mesmo grupo
e p<0,05 comparado ao T-3 no mesmo grupo

FIGURA 19 — Concentragédo de piruvato (umol /g tecido fresco) no figado, comparando-se os
grupos G-1 (Sham) e G-2 (Isquemia), tratados com solugdo salina (SS)
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4.1.3.2 Comparacao entre os grupos G-1 (Sham Salina) e G-2 (Isquemia Salina) —

FIGADO - Lactato

Ocorreram diferencas significantes na concentragdo de lactato no tecido

hepatico dos ratos submetidos a isquemia, comparados ao respectivo controle, ao

término da isquemia e durante a reperfusédo (T-6). Nao ocorreram diferengas entre

os diversos tempos estudados no mesmo grupo.

TABELA 11 - Concentragéo de lactato (umol /g tecido fresco) no figado, comparando-se os grupos

G-1 (Sham) e G-2 (Isquemia), tratados com solugéo salina (SS)

TEMPOS (Horas)

TRATAMENTO
0 1 3 6
Solucéao salina
+ + + +
SEM Isquemia (G-1) 1,786+0,346 3,168+0,857 2,036+0,146 1,670+0,113
Solugao salina
+ * + + + *
COM Isquemia (G-2) 3,847+0,538 2,065+0,363 2,349+0,321 2,463+0,259
Testes de Kruskal-Wallis e Mann-Whittney em 6 ratos
% p<0,05 comparado ao respectivo controle
Lactato - Figado
b3
S 45
o *
= 30
§ 1,5
§ 0,0
0 1 3 6
Tempos (horas)
B Sol. Salina (Sham) | Sol. Salina (Isquemia)
Testes de Kruskal-Wallis e Mann-Whittney em 6 ratos
* p<0,05 comparado ao respectivo controle
FIGURA 20 — Concentragédo de lactato (umol /g tecido fresco) no figado, comparando-se os

grupos G-1 (Sham) e G-2 (Isquemia), tratados com solugao salina (SS)
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4.1.3.3 Comparagéo entre os grupos G-1 (Sham Salina) e G-2 (Isquemia Salina) —
FIGADO - Glicose

N&o foram detectadas diferengas significantes na concentragéo da glicose
hepatica, comparando-se os grupos G-1 (Sham) e G-2 (Isquemia), ambos tratados
com solugao salina. Também ndo ocorreram diferengas entre os diversos tempos

estudados em cada grupo.

TABELA 12 — Concentragdo de glicose (umol /g tecido fresco) no figado, comparando-se os
grupos G-1 (Sham) e G-2 (Isquemia), tratados com solugéo salina (SS)

TRATAMENTO TEMPOS (Horas)

0 1 3 6

Solucéao salina
SEM Isquemia (G-1)
Solugao salina
COM Isquemia (G-2)

9,598+2,002 8,005+1,497 4,705+0,885 5,362+0,443

12,583+£2,380  9,508+1,651 7,511+0,656 8,257+1,152

Testes de Kruskal-Wallis e Mann-Whittney em 6 ratos

Glicose - Figado

15,0
10,0
50
0,0

umol/g tec. fresco

0 1 3 6

Tempos (horas)
m Sol. Salina (Sham) B Sol. Salina (Isquemia)

Testes de Kruskal-Wallis e Mann-Whittney em 6 ratos

FIGURA 21 — Concentragédo de glicose (umol /g tecido fresco) no figado, comparando-se os
grupos G-1 (Sham) e G-2 (Isquemia), tratados com solugdo salina (SS)
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4.1.3.4 Comparagéo entre os grupos G-1 (Sham Salina) e G-2 (Isquemia Salina) —
FIGADO - Corpos ceténicos

N&o foram detectadas diferengas significantes na concentragdo de corpos
cetbnicos no tecido hepatico, comparando-se os grupos G-1 (Sham) e G-2
(Isquemia), ambos tratados com solugao salina. Também n&o ocorreram diferengas

entre os diversos tempos estudados em cada grupo.

TABELA 13 — Concentragéo de corpos ceténicos (umol /g tecido fresco) no figado, comparando-
se 0s grupos G-1 (Sham) e G-2 (Isquemia), tratados com solugéo salina (SS)

TRATAMENTO TEMPOS (Horas)

0 1 3 6

Solugao salina
SEM Isquemia (G-1)
Solucédo salina
COM Isquemia (G-2)

1,594+0,167 1,415+0,149 1,540+0,185 1,387+0,146

1,410£0,079 1,204+0,131 1,457+0,135 1,152+0,938

Testes de Kruskal-Wallis e Mann-Whittney em 6 ratos

Corpos cetdnicos - Figado

1,8
1,2
0,6
0,0

umol/g tec. fresco

0 1 3 6

Tempos (horas)
B Sol. Salina (Sham) | Sol. Salina (Isquemia)

Testes de Kruskal-Wallis e Mann-Whittney em 6 ratos

FIGURA 22 — Concentragéo de corpos cetdnicos (umol /g tecido fresco) no figado, comparando-se
os grupos G-1 (Sham) e G-2 (Isquemia), tratados com solugéo salina (SS)
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4.1.3.5 Comparagéao entre os grupos G-1 (Sham Salina) e G-2 (Isquemia Salina) —
FIGADO - ATP

Ocorreram diferengas significantes na concentracdo de ATP no tecido
hepatico dos ratos submetidos a isquemia, comparados ao respectivo controle,
durante a reperfusédo (1, 3 e 6 horas) e tempo T-3, comparado ao T-0. Também

ocorreram diferengas significantes entre T-6 e T-1 nos ratos do grupo G-1 (Sham).

TABELA 14 — Concentragdo de ATP (umol /g tecido fresco) no figado, comparando-se 0s grupos
G-1 (Sham) e G-2 (Isquemia), tratados com solugéo salina (SS)

TRATAMENTO TEMPOS (Horas)

0 1 3 6

Solugao salina
SEM Isquemia (G-1)
Solucédo salina
COM Isquemia (G-2)

0,792+0,132 0,961+0,133 0,757+0,047 0,496+0,045m

0,842+0,101 0,561+0,030* 0,470+0,064*A  0,711+0,070*

Testes de Kruskal-Wallis e Mann-Whittney em 6 ratos
* p<0,05 comparado ao respectivo controle

A p<0,05 comparado ao T-0 no mesmo grupo

m p<0,05 comparado ao T-1 no mesmo grupo

ATP - Figado

umol/g tec. fresco

Tempos (horas)
B Sol. Salina (Sham) | Sol. Salina (Isquemia)

Testes de Kruskal-Wallis e Mann-Whittney em 6 ratos
* p<0,05 comparado ao respectivo controle A p<0,05 comparado ao T-0 no mesmo grupo
m p<0,05 comparado ao T-1 no mesmo grupo

FIGURA 23 - Concentragédo de ATP (umol /g tecido fresco) no figado, comparando-se os grupos
G-1 (Sham) e G-2 (Isquemia), tratados com solugéo salina (SS)
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4.1.4 MUSCULO

4.1.4.1 Comparagao entre os grupos G-1 (Sham Salina) e G-2 (Isquemia Salina) —
MUSCULO - Piruvato

Nado foram detectadas diferengas significantes na concentragdo de
piruvato no musculo, comparando-se os grupos G-1 (Sham) e G-2 (Isquemia),
ambos tratados com solugao salina. Também n&o ocorreram diferencas entre os

diversos tempos estudados em cada grupo.

TABELA 15 — Concentragéo de piruvato (umol /g tecido fresco) no musculo, comparando-se os
grupos G-1 (Sham) e G-2 (Isquemia), tratados com solugdo salina (SS)

TRATAMENTO TEMPOS (Horas)

0 1 3 6

Solugao salina
SEM Isquemia (G-1)
Solucédo salina
COM Isquemia (G-2)

0,298+0,054 0,374+0,077 0,339+0,052 0,368+0,102

0,486+0,104 0,385+0,078 0,435+0,090 0,169+0,055

Testes de Kruskal-Wallis e Mann-Whittney em 6 ratos

Piruvato - Musculo

0,6
0,5
0,3
0,2
0,0

umol/g tec. fresco

0 1 3 6

Tempos (horas)
| Sol. Salina (Sham) B Sol. Salina (Isquemia)

Testes de Kruskal-Wallis e Mann-Whittney em 6 ratos

FIGURA 24 — Concentragéo de piruvato (umol /g tecido fresco) no musculo, comparando-se os
grupos G-1 (Sham) e G-2 (Isquemia), tratados com solugdo salina (SS)



44

4.1.4.2 Comparacao entre os grupos G-1 (Sham Salina) e G-2 (Isquemia Salina) —

MUSCULO - Lactato

Nao foram detectadas diferengas significantes na concentragao de lactato

no musculo, comparando-se os grupos G-1 (Sham) e G-2 (lsquemia), ambos

tratados com solugdo salina. Também nao ocorreram diferengas entre os diversos

tempos estudados em cada grupo.

TABELA 16 — Concentracdo de lactato (umol /g tecido fresco) no musculo, comparando-se os

grupos G-1 (Sham) e G-2 (Isquemia), tratados com solu¢do salina (SS)

TEMPOS (Horas)

TRATAMENTO

0 1 3 6
Solugao salina

+ + + +
SEM Isquemia (G-1) 7.696+0,463 961240790  7.661+0254  5,854+1429
Solugdo salina 0905+1,027  8885+1,778  7.844+0817  8,885+1778

COM Isquemia (G-2)

Testes de Kruskal-Wallis e Mann-Whittney em 6 ratos

Lactato - Misculo

12,0
9,0
6,0
3,0
0,0

umol/g tec. fresco

0 1 3 6

Tempos (horas)
B Sol. Salina (Sham) | Sol. Salina (Isquemia)

Testes de Kruskal-Wallis e Mann-Whittney em 6 ratos

FIGURA 25 — Concentragéo de lactato (umol /g tecido fresco) no musculo, comparando-se os

grupos G-1 (Sham) e G-2 (Isquemia), tratados com solugdo salina (SS)
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4.1.4.3 Comparagéao entre os grupos G-1 (Sham Salina) e G-2 (Isquemia Salina) —
MUSCULO - Glicose

Nao foram detectadas diferengas significantes na concentragao de glicose
no musculo, comparando-se os grupos G-1 (Sham) e G-2 (Isquemia), ambos
tratados com soluc&o salina. Também n&o ocorreram diferencas significantes entre

os diversos tempos estudados no mesmo grupo.

TABELA 17 — Concentragéo de glicose (umol /g tecido fresco) no musculo, comparando-se 0s
grupos G-1 (Sham) e G-2 (Isquemia), tratados com solugéo salina (SS)

TRATAMENTO TEMPOS (Horas)

0 1 3 6

Solucéao salina
SEM Isquemia (G-1)
Solugao salina
COM Isquemia (G-2)

1,741+0,165 1,440+0,262 1,325+0,111 0,975+0,223

1,362+0,163 2,054+0,261 1,623+0,275 1,511+0,244

Testes de Kruskal-Wallis e Mann-Whittney em 6 ratos

Glicose - Musculo

umol/g tec. fresco

0 1 3 6

Tempos (horas)
B Sol. Salina (Sham) B Sol. Salina (Ilsquemia)

Testes de Kruskal-Wallis e Mann-Whittney, em 6 ratos

FIGURA 26 — Concentragdo de glicose (umol /g tecido fresco) no musculo, comparando-se os
grupos G-1 (Sham) e G-2 (Isquemia), tratados com solugao salina (SS)
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4.1.4.4 Comparacao entre os grupos G-1 (Sham Salina) e G-2 (Isquemia Salina) —

MUSCULO - Corpos cetdnicos

Foram detectadas diferengas significantes na concentragcdo de corpos

cetbnicos no musculo, comparando-se os grupos G-1 (Sham) e G-2 (Isquemia),

ambos tratados com solug¢ado salina, ao término do periodo de isquemia (T-0). N&ao

ocorreram diferengas entre os diversos tempos estudados no mesmo grupo.

TABELA 18 — Concentragéo de corpos cetdnicos (umol /g tecido fresco) no musculo, comparando-

se os grupos G-1 (Sham) e G-2 (Isquemia), tratados com solugéo salina (SS)

TEMPOS (Horas)

TRATAMENTO

0 1 3 6
Solucéao salina
SEM lsquemia (G-1) 0709+0,096  0.717+0,068  0624+0,093  0.465+0,087
Solucgo salina 0323+0.068 * 0596+0,102  1.205+0,556  0,422+0,088

COM Isquemia (G-2)

Testes de Kruskal-Wallis e Mann-Whittney em 6 ratos
* p<0,05 comparado ao respectivo controle

Corpos cetonicos - Musculo

2,0
1,5
1,0

umol/g tec. fresco

0,0
0 1 3 6
Tempos (horas)
B Sol. Salina (Sham) B Sol. Salina (Ilsquemia)

Testes de Kruskal-Wallis e Mann-Whittney em 6 ratos
* p<0,05 comparado ao respectivo controle

FIGURA 27 — Concentragéo de corpos ceténicos (umol /g tecido fresco) no muasculo, comparando-

se os grupos G-1 (Sham) e G-2 (Isquemia), tratados com solugéo salina (SS)
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4.1.4.5 Comparagéao entre os grupos G-1 (Sham Salina) e G-2 (Isquemia Salina) —
MUSCULO - ATP

Nao foram detectadas diferencas significantes na concentragdo de ATP
no musculo, comparando-se os grupos G-1 (Sham) e G-2 (Isquemia), ambos
tratados com solucao salina. Também nao ocorreram diferencas entre os diversos

tempos estudados no mesmo grupo.

TABELA 19 — Concentragdo de ATP (umol /g tecido fresco) no musculo, comparando-se o0s
grupos G-1 (Sham) e G-2 (Isquemia), tratados com solu¢do salina (SS)

TRATAMENTO TEMPOS (Horas)

0 1 3 6

Solucédo salina
SEM Isquemia (G-1)
Solucédo salina
COM Isquemia (G-2)

1,580+0,094 1,714+0,218 1,778+0,191 1,920£0,452

1,885+0,159 2,103+0,111 1,773+0,186 2,208+0,230

Testes de Kruskal-Wallis e Mann-Whittney em 6 ratos

ATP - Musculo

2,8
2,1
1,4
0,7
0,0

umol/g tec. fresco

0 1 3 6

Tempos (horas)
B Sol. Salina (Sham) | Sol. Salina (Isquemia)

Testes de Kruskal-Wallis e Mann-Whittney em 6 ratos

FIGURA 28 — Concentragéo de ATP (umol /g tecido fresco) no misculo, comparando-se 0s grupos
G-1 (Sham) e G-2 (Isquemia), tratados com solugéo salina (SS)
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4.2 Efeito L-Alanil-Glutamina no trauma

4.2.1 SANGUE

4.2.1.1 Comparagao entre os grupos G-1 (Sham Salina) e G-3 (Sham ALA-GLN) —
SANGUE - Piruvato

Ocorreu diferenga significante na concentragdo de piruvato, no sangue
dos ratos submetidos a cirurgia simulada e tratados com Ala-GIn, comparados ao
respectivo controle, apds a segunda cirurgia simulada (T-0) e apds 6 horas (T-6).

Observou-se, também, diferencga significante entre T-6 e T-0 no mesmo grupo (G-3).

TABELA 20 — Concentragdo de piruvato (umol /ml sangue), comparando-se os grupos G-1
(Sham Salina) e G-3 (Sham ALA-GLN)

TRATAMENTO TEMPOS (Horas)

0 1 3 6

Solugao salina

SEM Isquemia (G-1)
L-Alanil-Glutamina
SEM Isquemia (G-3)

0,252+0,069 0,490+0,107 0,399+0,092 0,556+0,085

0,588+0,061*  0,454+0,107 0,280+0,072  0,229+0,073* A

Testes de Kruskal-Wallis e Mann-Whittney em 6 ratos
* p<0,05 comparado ao respectivo controle
A p<0,05 comparado ao T-0, no mesmo grupo

Piruvato - Sangue

o 09

> <

g 06

> * A

£ o3

[e]

1S

= 0,0

Tempos (horas)
m Sol. Salina (Sham) B ALA-GLN (Sham)

Testes de Kruskal-Wallis e Mann-Whittney em 6 ratos
* p<0,05 comparado ao respectivo controle A p<0,05 comparado ao T-0 no mesmo grupo

FIGURA 29 — Concentragido de piruvato (umol /ml sangue), comparando-se os grupos G-1
(Sham Salina) e G-3 (Sham ALA-GLN)
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4.2.1.2 Comparagao entre os grupos G-1 (Sham Salina) e G-3 (Sham ALA-GLN) —
SANGUE - Lactato

Ndo foram detectadas diferengas significantes na lactacemia,
comparando-se os grupos G-1 (Sham Salina) e G-3 (Sham Ala-GIn), submetidos ao
procedimento sham. Também nao ocorreram diferengcas entre os diversos tempos

estudados no mesmo grupo.

TABELA 21 — Concentragéo de lactato (umol /ml sangue), comparando-se os grupos G-1 (Sham
Salina) e G-3 (Sham ALA-GLN)

TRATAMENTO TEMPOS (Horas)

0 1 3 6

Solucédo salina
SEM Isquemia (G-1)

L-Alanil-Glutamina
SEM Isquemia (G-3) 2,029+0,317 2,086+0,466 1,891+0,442 1,805+0,133

1,868+0,155 1,980+0,390 1,696+0,190 2,189+0,119

Testes de Kruskal-Wallis e Mann-Whittney em 6 ratos

Lactato - Sangue

pmol/ml sangue

Tempos (horas)
B Sol. Salina (Sham) B ALA-GLN (Sham)

Testes de Kruskal-Wallis e Mann-Whittney em 6 ratos

FIGURA 30 — Concentragao de lactato (umol /ml sangue), comparando-se os grupos G-1 (Sham
Salina) e G-3 (Sham ALA-GLN)
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4.2.1.3 Comparagao entre os grupos G-1 (Sham Salina) e G-3 (Sham ALA-GLN) —
SANGUE - Glicose

Nao foram detectadas diferengas significantes na glicemia, comparando-
se os grupos G-1 (Sham Salina) e G-3 (Sham Ala-GlIn), submetidos ao procedimento
sham. Também nao ocorreram diferencas entre os diversos tempos estudados no

mesmo grupo

TABELA 22 — Concentragéo de glicose (umol /ml sangue), comparando-se os grupos G-1 (Sham
Salina) e G-3 (Sham ALA-GLN)

TRATAMENTO TEMPOS (Horas)

0 1 3 6

Solucédo salina
SEM Isquemia (G-1) 7,154+1,473 5,821+0,948 3,855+0,196 3,895+0,119

L-Alanil-Glutamina
SEM Isquemia (G-3) 5,541+1,676 5,536+0,534 5,536+0,534 4,562+0,851

Testes de Kruskal-Wallis e Mann-Whittney em 6 ratos

Glicose - Sangue

8,0
6,0
4,0
2,0
0,0

pmol/ml sangue

Tempos (horas)

B Sol. Salina (Sham) B ALA-GLN (Sham)

Testes de Kruskal-Wallis e Mann-Whittney em 6 ratos

FIGURA 31- Concentragéo de glicose (umol /ml sangue), comparando-se os grupos G-1 (Sham
Salina) e G-3 (Sham ALA-GLN)
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4.2.1.4 Comparagao entre os grupos G-1 (Sham Salina) e G-3 (Sham ALA-GLN) —
SANGUE - Corpos cetbnicos

Ocorreram diferengas significantes na concentragdo de corpos cetbénicos,
no sangue dos ratos submetidos a cirurgia simulada e tratados com Ala-Gin,
comparados ao respectivo controle, ao término do periodo de isquemia (T-0) e
durante a reperfusao (T-3 e T-6). Observou-se, também, diferenga significante entre
T-6/T-3 e T-0 no mesmo grupo (G-3).

TABELA 23 — Concentragéo de corpos ceténicos (umol /ml sangue), comparando-se 0s grupos
G-1 (Sham Salina) e G-3 (Sham ALA-GLN)

TRATAMENTO TEMPOS (Horas)

0 1 3 6

Solucédo salina

SEM Isquemia (G-1)
L-Alanil-Glutamina
SEM Isquemia (G-3)

0,528+0,048 0,434+0,069 0,374+0,042 0,454+0,104

0,333+0,026* 0,476+0,043 0,883+0,131* A  1,204+0,292* A

Testes de Kruskal-Wallis e Mann-Whittney em 6 ratos
* p<0,05 comparado ao respectivo controle
A p<0,05 comparado ao T-0 no mesmo grupo

Corpos cetdnicos - Sangue

1,6
1,2
0,8
0,4
0,0

pmol/ml sangue

Tempos (horas)

B Sol. Salina (Sham) B ALA-GLN (Sham)

Testes de Kruskal-Wallis e Mann-Whittney em 6 ratos
* p<0,05 comparado ao respectivo controle A p<0,05 comparado ao T-0 no mesmo grupo

FIGURA 32 — Concentracdo de corpos ceténicos (umol /ml sangue), comparando-se 0S grupos
G-1 (Sham Salina) e G-3 (Sham ALA-GLN)
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4.2.2.1 Comparagao entre os grupos G-1 (Sham Salina) e G-3 (Sham ALA-GLN) —

RIM - Piruvato

Ocorreram diferengas significantes na concentragédo de piruvato no tecido

renal dos ratos submetidos a cirurgia simulada e tratados com Ala-GIn, comparados

ao respectivo controle, ao término do periodo de isquemia (T-0) e durante a

reperfusdo (T-6). Nao foram observadas diferencas significantes entre os tempos

estudados no mesmo grupo.

TABELA 24 — Concentragéo de piruvato (umol /g tecido fresco) no rim, comparando-se os grupos

G-1 (Sham Salina) e G-3 (Sham ALA-GLN)

TRATAMENTO TEMPOS (Horas)

0 1 3

6

Solucéao salina

SEM Isquemia (G-1)
L-Alanil-Glutamina
SEM Isquemia (G-3)

0,425+0,053 0,372+0,112 0,421+0,072

0,813+0,086**  0,656+0,045 0,656+0,108

0,330+0,019

0,663+0,086**

Testes de Kruskal-Wallis e Mann-Whittney em 6 ratos
** p<0,01 comparado ao respectivo controle

Piruvato -Rim

1,2
0.8
04
0,0

X X
k%

umol/g tec. fresco

0 1 3 6

Tempos (horas)
B Sol. Salina (Sham) B ALA-GLN (Sham)

Testes de Kruskal-Wallis e Mann-Whittney em 6 ratos
** p<0,01 comparado ao respectivo controle

FIGURA 33 — Concentragéo de piruvato (umol /g tecido fresco) no rim, comparando-se 0s grupos

G-1 (Sham Salina) e G-3 (Sham ALA-GLN)
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4.2.2.2 Comparacgao entre os grupos G-1 (Sham Salina) e G-3 (Sham ALA-GLN) —
RIM - Lactato

Ocorreram diferencas significantes na concentragdo de lactato no tecido
renal dos ratos submetidos a cirurgia simulada e tratados com Ala-GIn, comparados
ao respectivo controle, ao término do periodo de isquemia (T-0) e durante a
reperfusdo (T-3). Foram observadas diferengas significantes entre T-1 e T-0 no

grupo G-3.

TABELA 25 — Concentragéo de lactato (umol /g tecido fresco) no rim, comparando-se 0s grupos
G-1 (Sham Salina) e G-3 (Sham ALA-GLN)

TRATAMENTO TEMPOS (Horas)

0 1 3 6

Solucédo salina

SEM Isquemia (G-1)
L-Alanil-Glutamina
SEM Isquemia (G-3)

2,822+0,170 2,321+ 0,432 3,838+0,682 1,672+0,437

4,109+0,495 **  1,312+0,277A  2,118+0,374 * 2,583+0,297

Testes de Kruskal-Wallis e Mann-Whittney em 6 ratos
* p<0,05 comparado ao respectivo controle

** p<0,01 comparado ao respectivo controle

A p<0,05 comparado ao T-0 no mesmo grupo

Lactato -Rim

6,0
4,0
2,0
0,0

X %k

umol/g tec. fresco

0 1 3 6

Tempos (horas)
W Sol. Salina (Sham) B ALA-GLN (Sham)

Testes de Kruskal-Wallis e Mann-Whittney em 6 ratos
* p<0,05 comparado ao respectivo controle A p<0,05 comparado ao T-0 no mesmo grupo
** p<0,01 comparado ao respectivo controle

FIGURA 34 — Concentragdo de lactato (umol /g tecido fresco) no rim, comparando-se 0s grupos
G-1 (Sham Salina) e G-3 (Sham ALA-GLN)
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4.2.2.3 Comparagédo entre os grupos G-1 (Sham Salina) e G-3 (Sham ALA-GLN) —
RIM - Glicose

Ocorreram diferengas significantes na concentragao de glicose no tecido
renal dos ratos submetidos a cirurgia simulada e tratados com Ala-GIn, comparados
ao respectivo controle durante a reperfusdo (T-6). Foram observadas diferengas

significantes entre T-6 e T-0/T-1 no grupo G-1.

TABELA 26 — Concentragéo de glicose (umol /g tecido fresco) no rim, comparando-se 0s grupos
G-1 (Sham Salina) e G-3 (Sham ALA-GLN)

TRATAMENTO TEMPOS (Horas)

0 1 3 6

Solucéao salina

SEM Isquemia (G-1)
L-Alanil-Glutamina
SEM Isquemia (G-3)

6,074+0,412 5,639+1,382 3,905+0,299 1,824+0,218Am

5,462+1,373 4,440+0,336 5,690+0,399 4,396+0,955 *

Testes de Kruskal-Wallis e Mann-Whittney em 6 ratos
* p<0,05 comparado ao respectivo controle
A p<0,01 comparado ao T-0 no mesmo grupo

m p<0,05 comparado ao T-1 no mesmo grupo

Glicose -Rim

umol/g tec. fresco

0 1 3 6

Tempos (horas)
m Sol. Salina (Sham) B ALA-GLN (Sham)

Testes de Kruskal-Wallis e Mann-Whittney em 6 ratos
* p<0,05 comparado ao respectivo controle A p<0,01 comparado ao T-0 no mesmo grupo
m p<0,05 comparado ao T-1 no mesmo grupo

FIGURA 35 — Concentracdo de glicose (umol /g tecido fresco) no rim, comparando-se 0s grupos
G-1 (Sham Salina) e G-3 (Sham ALA-GLN)
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4.2.2.4 Comparagdo entre os grupos G-1 (Sham Salina) e G-3 (Sham ALA-GLN) —
RIM - Corpos cetbnicos

Ocorreram diferengas significantes na concentracéo de corpos cetbnicos
no tecido renal dos ratos submetidos a cirurgia simulada e tratados com Ala-GIn,
comparados ao respectivo controle durante a reperfusao (T-6). Foram observadas

diferencas significantes entre T-6 e T-0/T-3 no grupo G-1.

TABELA 27 — Concentragéo de corpos cetdnicos (umol /g tecido fresco) no rim, comparando-se os
grupos G-1 (Sham Salina) e G-3 (Sham ALA-GLN)

TRATAMENTO TEMPOS (Horas)

0 1 3 6

Solucédo salina

SEM Isquemia (G-1)
L-Alanil-Glutamina
SEM Isquemia (G-3)

1,579+0,101 1,327+0,080 1,465+0,082  0,798+0,098 A @

1,379+0,099 1,227+0,059 1,415+0,141 1,289+0,149 *

Testes de Kruskal-Wallis e Mann-Whittney em 6 ratos
* p<0,05 comparado ao respectivo controle
A p<0,05 comparado ao T-0 no mesmo grupo

e p<0,05 comparado ao T-3 no mesmo grupo

Corpos cetonicos -Rim

umol/g tec. fresco

0 1 3 6

Tempos (horas)
m Sol. Salina (Sham) B ALA-GLN (Sham)

Testes de Kruskal-Wallis e Mann-Whittney em 6 ratos
* p<0,05 comparado ao respectivo controle A p<0,05 comparado ao T-0 no mesmo grupo
e p<0,05 comparado ao T-3 no mesmo grupo

FIGURA 36 — Concentragéo de corpos cetdnicos (umol /g tecido fresco) no rim, comparando-se os
grupos G-1 (Sham Salina) e G-3 (Sham ALA-GLN)
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4.2.2.5 Comparagao entre os grupos G-1 (Sham Salina) e G-3 (Sham ALA-GLN) —

RIM - ATP

Ocorreram diferengas significantes na concentracdo de ATP no tecido

renal dos ratos submetidos a cirurgia simulada e tratados com Ala-GIn, comparados

ao respectivo controle, ao término da isquemia (T-0) e durante a reperfusao (T-1 e T-

6). Foram observadas diferencas significantes entre T-6 e T-1, em relagdo ao T-0

no grupo G-3 e T-0/T-3 no grupo G-1.

TABELA 28 — Concentragéo de ATP (umol /g tecido fresco) no rim, comparando-se os grupos G-1

(Sham Salina) e G-3 (Sham ALA-GLN)

TEMPOS (Horas)

TRATAMENTO
0 1 3

6

Solucédo salina

SEM Isquemia (G-1)
L-Alanil-Glutamina
SEM Isquemia (G-3)

0,779+0,039 0,756+0,035 1,008+0,123

0,471+0,069 **  0,433+0,053 **  0,706+0,077

0,583+0,093 o

1,1561+0,325% A ™

Testes de Kruskal-Wallis e Mann-Whittney em 6 ratos
* p<0,05 comparado ao respectivo controle

** p<0,01 comparado ao respectivo controle

A p<0,05 comparado ao T-0 no mesmo grupo

m p<0,05 comparado ao T-1 no mesmo grupo

e p<0,05 comparado ao T-3 no mesmo grupo

ATP -Rim
XAw

S 15

L 12

5] 0,9 * k k %k °

(3]

= 06

S 03

§ 00

0 1 3 6
Tempos (horas)
m Sol. Salina (Sham) B ALA-GLN (Sham)

Testes de Kruskal-Wallis e Mann-Whittney em 6 ratos
* p<0,05 comparado ao respectivo controle A p<0,05 comparado ao T-0 no mesmo grupo
** p<0,01 comparado ao respectivo controle m p<0,05 comparado ao T-1 no mesmo grupo

e p<0,05 comparado ao T-3 no mesmo grupo

FIGURA 37 — Concentragédo de ATP (umol /g tecido fresco) no rim, comparando-se os grupos G-1

(Sham Salina) e G-3 (Sham ALA-GLN)
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4.2.3 FIGADO

4.2.3.1 Comparagao entre os grupos G-1 (Sham Salina) e G-3 (Sham ALA-GLN) -
FIGADO - Piruvato

Ocorreram diferengas significantes na concentragéo de piruvato no tecido
hepatico dos ratos submetidos a cirurgia simulada e tratados com Ala-Gin,
comparados ao respectivo controle durante a reperfusao (T-1). Foram observadas

diferencas significantes entre T-6 e T-3/T-1 no grupo G-1.

TABELA 29 - Concentragdo de piruvato (umol /g tecido fresco) no figado, comparando-se os
grupos G-1 (Sham Salina) e G-3 (Sham ALA-GLN)

TRATAMENTO TEMPOS (Horas)

0 1 3 6

Solucédo salina

SEM Isquemia (G-1)
L-Alanil-Glutamina
SEM Isquemia (G-3)

0,586+0,102 0,938+0,098 0,898+0,762  0,446+0,063m®

0,729+0,074 0,511+0,069**  0,647+0,166 0,534+0,097

Testes de Kruskal-Wallis e Mann-Whittney em 6 ratos
** p<0,01 comparado ao respectivo controle

m p<0,05 comparado ao T-1 no mesmo grupo

e p<0,05 comparado ao T-3 no mesmo grupo

Piruvato - Figado

1,5
1,0
0,5
0,0

* % ue

umol/g tec. fresco

0 1 3 6

Tempos (horas)
m Sol. Salina (Sham) B ALA-GLN (Sham)

Testes de Kruskal-Wallis e Mann-Whittney em 6 ratos
** p<0,05 comparado ao respectivo controle m p<0,05 comparado ao T-1 no mesmo grupo
e p<0,05 comparado ao T-3 no mesmo grupo

FIGURA 38 — Concentragéo de piruvato (umol /g tecido fresco) no figado, comparando-se os
grupos G-1 (Sham Salina) e G-3 (Sham ALA-GLN)
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4.2.3.2 Comparagao entre os grupos G-1 (Sham Salina) e G-3 (Sham ALA-GLN) —

FIGADO - Lactato

Ocorreram diferencas significantes na concentragdo de lactato no tecido

hepatico dos ratos submetidos a cirurgia simulada e tratados com Ala-Gin,

comparados ao respectivo controle, ao término da isquemia (T-0) e durante a

reperfusdo (T-6). Foram observadas diferencgas significantes entre T-1 e T-0 no

grupo G-3.

TABELA 30 — Concentragdo de lactato (umol /g tecido fresco) no figado, comparando-se os

grupos G-1 (Sham Salina) e G-3 (Sham ALA-GLN)

TEMPOS (Horas)

TRATAMENTO
0 1 3 6
Solucédo salina
+ + + +
SEM Isquemia (G-1) 1,786+0,346 3,168+0,857 2,036+0,146 1,670+0,113
L-Alanil-Glutamina
! 122+1,182** 1,706+ 1 2,944+1,02 +0,320%**
SEM Isquemia (G-3) 5, ,18 ,706£0,301 A 9 ,029  3,380+0,320
Testes de Kruskal-Wallis e Mann-Whittney em 6 ratos
** p<0,05 comparado ao respectivo controle
A p<0,05 comparado ao T-0 no mesmo grupo
Lactato - Figado

3 80 o

% 6.0 Xk

2 40 A

2 20

E 00

0 1 3 6
Tempos (horas)
W Sol. Salina (Sham) B ALA-GLN (Sham)

Testes de Kruskal-Wallis e Mann-Whittney em 6 ratos
** p<0,01 comparado ao respectivo controle A p<0,05 comparado ao T-0 no mesmo grupo

FIGURA 39 — Concentragao de lactato (umol /g tecido fresco) no figado, comparando-se os grupos

G-1 (Sham Salina) e G-3 (Sham ALA-GLN)
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4.2.3.3 Comparagao entre os grupos G-1 (Sham Salina) e G-3 (Sham ALA-GLN) -
FIGADO - Glicose

Ocorreram diferengas significantes na concentragao de glicose no tecido
hepatico dos ratos submetidos a cirurgia simulada e tratados com Ala-Gin,
comparados ao respectivo controle, ao término da isquemia (T-0) e durante a
reperfusdo (T-6). Foram observadas diferencas significantes entre T-3 e T-0 no

grupo G-3.

TABELA 31 — Concentragdo de glicose (umol /g tecido fresco) no figado, comparando-se os
grupos G-1 (Sham Salina) e G-3 (Sham ALA-GLN)

TRATAMENTO TEMPOS (Horas)

0 1 3 6

Solucédo salina

SEM Isquemia (G-1)
L-Alanil-Glutamina
SEM Isquemia (G-3)

9,5698+2,002 8,005+1,497 4,705+0,885 5,362+0,444

17,250+1,676* 10,820+1,426 9,164+1,751a 9,895+1,485%*

Testes de Kruskal-Wallis e Mann-Whittney em 6 ratos
* p<0,05 comparado ao respectivo controle
** p<0,01 comparado ao respectivo controle

A p<0,05 comparado ao T-0 no mesmo grupo

Glicose - Figado

S 200 * %
“g 15,0 A * %
8 10,0
2 50
o
£ 00
0 1 3 6
Tempos (horas)
m Sol. Salina (Sham) B ALA-GLN (Sham)

Testes de Kruskal-Wallis e Mann-Whittney em 6 ratos
** p<0,01 comparado ao respectivo controle A p<0,05 comparado ao T-0 no mesmo grupo

FIGURA 40 — Concentragédo de glicose (umol /g tecido fresco) no figado, comparando-se os
grupos G-1 (Sham Salina) e G-3 (Sham ALA-GLN)
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4.2.3.4 Comparagao entre os grupos G-1 (Sham Salina) e G-3 (Sham ALA-GLN) —
FIGADO - Corpos cetbnicos

Ocorreram diferengas significantes na concentracéo de corpos ceténicos
no tecido hepatico dos ratos submetidos a cirurgia simulada e tratados com Ala-GIn,
comparados ao respectivo controle, ao término da isquemia (T-0) e durante a
reperfusdo (T-6). Foram observadas diferengas significantes entre T-3 e T-0 no

grupo G-3.

TABELA 32 — Concentragéo de corpos ceténicos (umol /g tecido fresco) no figado, comparando-
se os grupos G-1 (Sham Salina) e G-3 (Sham ALA-GLN)

TEMPOS (Horas)

TRATAMENTO
0 1 3 6

Solucédo salina

SEM Isquemia (G-1)
L-Alanil-Glutamina
SEM Isquemia (G-3)

1,594+0,167 1,415+0,149 1,540+0,186 1,387+0,146

0,834+0,122*  0,776+0,049* 1,757+0,331  1,945+0,092*m A

Testes de Kruskal-Wallis e Mann-Whittney em 6 ratos
* p<0,05 comparado ao respectivo controle

A p<0,05 comparado ao T-0 no mesmo grupo

m p<0,05 comparado ao T-1 no mesmo grupo

Corpos cetdnicos - Figado

*Xm A

o

§ 2,0

= 15

§ 10 % *

2 05

o

£ 00

0 1 3 6
Tempos (horas)
W Sol. Salina (Sham) B ALA-GLN (Sham)

Testes de Kruskal-Wallis e Mann-Whittney em 6 ratos
* p<0,05 comparado ao respectivo controle A p<0,05 comparado ao T-0 no mesmo grupo
m p<0,05 comparado ao T-1 no mesmo grupo

FIGURA 41 — Concentragéo de corpos cetdnicos (umol /g tecido fresco) no figado, comparando-se
os grupos G-1 (Sham Salina) e G-3 (Sham ALA-GLN)
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4.2.3.5 Comparagao entre os grupos G-1 (Sham Salina) e G-3 (Sham ALA-GLN) —
FIGADO - ATP

Ocorreram diferengas significantes na concentracdo de ATP no tecido
hepatico dos ratos submetidos a cirurgia simulada e tratados com Ala-Gin,
comparados ao respectivo controle durante a reperfusdo (T-1 e T-3). Foram

observadas diferencas significantes entre T-6 e T-1 nos grupo G-3 e G-1.

TABELA 33 — Concentragdo de ATP (umol /g tecido fresco) no figado, comparando-se os grupos
G-1 (Sham Salina) e G-3 (Sham ALA-GLN)

TRATAMENTO TEMPOS (Horas)

0 1 3 6

Solugao salina
SEM Isquemia (G-1)

L-Alanil-Glutamina e .
SEM Isquemia (G-3) 0,375+0,105 0,290+0,030 0,498+0,064 0,595+0,021m

0,792+0,132 0,961+0,133 0,757+0,047  0,496+0,045m

Testes de Kruskal-Wallis e Mann-Whittney em 6 ratos
** p<0,01 comparado ao respectivo controle
m p<0,05 comparado ao T-1 no mesmo grupo

ATP - Figado

1,5

umol/g tec. fresco

0 1 3 6

Tempos (horas)
B Sol. Salina (Sham) B ALA-GLN (Sham)

Testes de Kruskal-Wallis e Mann-Whittney em 6 ratos
** p<0,01 comparado ao respectivo controle m p<0,05 comparado ao T-1 no mesmo grupo

FIGURA 42 — Concentracédo de ATP (umol /g tecido fresco) no figado, comparando-se os grupos
G-1 (Sham Salina) e G-3 (Sham ALA-GLN)
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4.2.4 MUSCULO

4.2.4.1 Comparagao entre os grupos G-1 (Sham Salina) e G-3 (Sham ALA-GLN) -
MUSCULO - Piruvato

Ocorreram diferengas significantes na concentragdo de piruvato no
musculo dos ratos submetidos a cirurgia simulada e tratados com Ala-Gin,
comparados ao respectivo controle, ao término da isquemia (T-0) e durante a
reperfusdo (T-1). Foram observadas diferengas significantes entre T-6 e T-3

comparados a T-0 e T-6 comparado a T-1 no grupo G-3.

TABELA 34 — Concentracéo de piruvato (umol /g tecido fresco) no musculo, comparando-se os
grupos G-1 (Sham Salina) e G-3 (Sham ALA-GLN)

TRATAMENTO TEMPOS (Horas)

0 1 3 6

Solucéao salina

SEM Isquemia (G-1)
L-Alanil-Glutamina
SEM Isquemia (G-3)

0,298+0,054 0,374+0,077 0,339+0,052 0,368+0,102

1,507+£0,191** 1,217+0,224** 0,353+0,056 A  0,332+0,132Am

Testes de Kruskal-Wallis e Mann-Whittney em 6 ratos
** p<0,05 comparado ao respectivo controle

A p<0,05 comparado ao T-0 no mesmo grupo

m  p<0,05 comparado ao T-1 no mesmo grupo

Piruvato - Musculo

o * %
5 2,0 * %
= 15
a3 10
2 05 4 Am
o
g 00
0 1 3 6
Tempos (horas)
W Sol. Salina (Sham) B ALA-GLN (Sham)

Testes de Kruskal-Wallis e Mann-Whittney em 6 ratos
** p<0,01 comparado ao respectivo controle A p<0,05 comparado ao T-0 no mesmo grupo
m p<0,05 comparado ao T-1 no mesmo grupo

FIGURA 43 - Concentragdo de piruvato (umol /g tecido fresco) no musculo, comparando-se os
grupos G-1 (Sham Salina) e G-3 (Sham ALA-GLN)
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4.2.4.2 Comparagao entre os grupos G-1 (Sham Salina) e G-3 (Sham ALA-GLN) —
MUSCULO - Lactato

Ocorreram diferengas significantes na concentracdo de lactato no
musculo dos ratos submetidos a cirurgia simulada e tratados com Ala-Gin,
comparados ao respectivo controle durante a reperfusao (T-1). Foram observadas

diferencas significantes entre T-6 e T-0 no grupo G-3.

TABELA 35 — Concentragdo de lactato (umol /g tecido fresco) no muasculo, comparando-se os
grupos G-1 (Sham Salina) e G-3 (Sham ALA-GLN)

TRATAMENTO TEMPOS (Horas)

0 1 3 6

Solugao salina
SEM Isquemia (G-1)

L-Alanil-Glutamina «
SEM Isquemia (G-3) 11,130£1,819  6,081+0,748 6,478+1,033  3,313%£0,372a

7,696+0,463 9,612+0,790 7,661+0,254 5,854+1,429

Testes de Kruskal-Wallis e Mann-Whittney em 6 ratos
* p<0,05 comparado ao respectivo controle
A p<0,05 comparado ao T-0 no mesmo grupo

Lactato - Masculo

15,0
10,0 X
50
0,0

umol/g tec. fresco
»

0 1 3 6

Tempos (horas)
B Sol. Salina (Sham) B ALA-GLN (Sham)

Testes de Kruskal-Wallis e Mann-Whittney em 6 ratos
* p<0,05 comparado ao respectivo controle A p<0,05 comparado ao T-0 no mesmo grupo

FIGURA 44 — Concentragéo de lactato (umol /g tecido fresco) no musculo, comparando-se os
grupos G-1 (Sham Salina) e G-3 (Sham ALA-GLN)
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4.2.4.3 Comparagao entre os grupos G-1 (Sham Salina) e G-3 (Sham ALA-GLN) —
MUSCULO - Glicose

Ocorreram diferengas significantes na concentragdo de glicose no
musculo dos ratos submetidos a cirurgia simulada e tratados com Ala-Gin,
comparados ao respectivo controle, ao término da isquemia (T-0) e durante a
reperfusdo (T-3). Foram observadas diferencas significantes entre T-6 e T-0 no

grupo G-3.

TABELA 36 — Concentragéo de glicose (umol /g tecido fresco) no musculo, comparando-se 0s
grupos G-1 (Sham Salina) e G-3 (Sham ALA-GLN)

TRATAMENTO TEMPOS (Horas)

0 1 3 6

Solucédo salina

SEM Isquemia (G-1)
L-Alanil-Glutamina
SEM Isquemia (G-3)

1,741+0,165 1,440+0,262 1,325+0,111 0,975+0,223

2,604+0,238* 1,598+0,140 1,635+0,188  1,082+0,092 A

Testes de Kruskal-Wallis e Mann-Whittney em 6 ratos
* p<0,05 comparado ao respectivo controle

A p<0,001 comparado ao T-0 no mesmo grupo

Glicose - Musculo

S 30 *
L
pf—; 2,0 A
= 10
IS
E 00
0 1 3 6
Tempos (horas)
W Sol. Salina (Sham) B ALA-GLN (Sham)

Testes de Kruskal-Wallis e Mann-Whittney em 6 ratos
* p<0,05 comparado ao respectivo controle A p<0,001 comparado ao T-0 no mesmo grupo

FIGURA 45 — Concentragéo de glicose (umol /g tecido fresco) no musculo, comparando-se os
grupos G-1 (Sham Salina) e G-3 (Sham ALA-GLN)
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4.2.4.4 Comparagao entre os grupos G-1 (Sham Salina) e G-3 (Sham ALA-GLN) —
MUSCULO - Corpos cetdnicos

Ocorreram diferengas significantes na concentracéo de corpos cetbnicos
no musculo dos ratos submetidos a cirurgia simulada e tratados com Ala-GIn,
comparados ao respectivo controle durante a reperfusao (T-6). Nao ocorreram

diferencas significantes entre os diversos tempos estudados no mesmo grupo.

TABELA 37 — Concentragao de corpos ceténicos (umol /g tecido fresco) no muasculo, comparando-
se os grupos G-1 (Sham Salina) e G-3 (Sham ALA-GLN)

TEMPOS (Horas)

TRATAMENTO
0 1 3 6

Solucédo salina

SEM Isquemia (G-1)
L-Alanil-Glutamina
SEM Isquemia (G-3)

0,709+0,096 0,717+0,068 0,624+0,093 0,465+0,087

0,620+0,051 0,747+0,199 0,676+0,061 1,107+0,220 *

Testes de Kruskal-Wallis e Mann-Whittney em 6 ratos
* p<0,05 comparado ao respectivo controle

Corpos cetonicos - Musculo

15 *
1,0
05
0,0

umol/g tec. fresco

0 1 3 6

Tempos (horas)
B Sol. Salina (Sham) B ALA-GLN (Sham)

Testes de Kruskal-Wallis e Mann-Whittney em 6 ratos
* p<0,05 comparado ao respectivo controle

FIGURA 46 — Concentragdo de corpos ceténicos (umol /g tecido fresco) no musculo, comparando-
se os grupos G-1 (Sham Salina) e G-3 (Sham ALA-GLN)
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4.2.4.5 Comparagao entre os grupos G-1 (Sham Salina) e G-3 (Sham ALA-GLN) —
MUSCULO - ATP

Nao ocorreram diferengas significantes na concentragdo de ATP no
musculo dos ratos submetidos a cirurgia simulada e tratados com Ala-Gin,
comparados ao respectivo controle. Foram observadas diferengas significantes entre
T-6 e T-0 no grupo G-3.

TABELA 38 — Concentracdo de ATP (umol /g tecido fresco) no musculo, comparando-se 0s
grupos G-1 (Sham Salina) e G-3 (Sham ALA-GLN)

TEMPOS (Horas)

TRATAMENTO
0 1 3 6

Solugao salina

SEM Isquemia (G-1)
L-Alanil-Glutamina
SEM Isquemia (G-3)

1,5680+0,094 1,714+0,218 1,778+0,191 1,920+0,452

1,600+0,231 1,334+0,079 2,033+0,536  2,781+0,504 a

Testes de Kruskal-Wallis e Mann-Whittney em 6 ratos
A p<0,05 comparado ao T-0 no mesmo grupo

ATP - Muasculo

4,0
3,0
2,0
1,0
0,0

umol/g tec. fresco

0 1 3 6

Tempos (horas)
B Sol. Salina (Sham) B ALA-GLN (Sham)

Testes de Kruskal-Wallis e Mann-Whittney em 6 ratos
A p<0,05 comparado ao T-0 no mesmo grupo

FIGURA 47 — Concentracédo de ATP (umol /g tecido fresco) no misculo, comparando-se 0s grupos
G-1 (Sham Salina) e G-3 (Sham ALA-GLN)
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4.3 Efeito L-Alanil-Glutamina sobre a lesao de Isquemia/Reperfusao

4.3.1 SANGUE

4.3.1.1 Comparagao entre os grupos G-2 (Isquemia Salina) e G-4 (Isquemia ALA-
GLN) — SANGUE - Piruvato

Nao ocorreram diferencas significantes na concentracdo de piruvato no
sangue dos ratos submetidos a isquemia e tratados com Ala-GiIn (G-4), comparados
ao respectivo controle (G-2). Também nao ocorreram diferengas significantes entre

os diversos tempos estudados no mesmo grupo.

TABELA 39 - Concentragdo de piruvato (umol /ml sangue), comparando-se os grupos G-2
(Isquemia Salina) e G-4 (Isquemia Ala-GIn)

TRATAMENTO TEMPOS (Horas)

0 1 3 6

Solucédo salina
COM Isquemia (G-2)

L-Alanil-Glutamina
COM Isquemia (G-4) 0,242+0,035 0,281+0,074 0,328+0,046 0,364+0,057

0,488+0,102 0,272+0,042 0,206+0,018 0,351+0,058

Testes de Kruskal-Wallis e Mann-Whittney em 6 ratos

Piruvato - Sangue

umol/ml sangue

Tempos (horas)
W Sol. Salina (Ilsquemia) B ALA-GLN (lsquemia)

Testes de Kruskal-Wallis e Mann-Whittney em 6 ratos

FIGURA 48 — Concentragdo de piruvato (umol /ml sangue), comparando-se os grupos G-2
(Isquemia Salina) e G-4 (Isquemia Ala-GIn)
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4.3.1.2 Comparacgao entre os grupos G-2 (Isquemia Salina) e G-4 (Isquemia ALA-
GLN) — SANGUE - Lactato

Ocorreram diferengas significantes na concentragéo de lactato no sangue
dos ratos submetidos a isquemia e tratados com Ala-GIn (G-4), comparados ao
respectivo controle (G-2) durante a reperfusao (T-1 e T-6). Nao ocorreram diferencas
significantes entre os diversos tempos estudados no grupo G-4. Verificaram-se

diferencgas significantes entre T-6 e T-0/T-T3 nos ratos do G-2.

TABELA 40 - Concentragdo de lactato (umol /ml sangue), comparando-se os grupos G-2
(Isquemia Salina) e G-4 (Isquemia Ala-GIn)

TRATAMENTO TEMPOS (Horas)

0 1 3 6

Solugao salina

COM Isquemia (G-2)
L-Alanil-Glutamina
COM Isquemia (G-4)

2,170+0,326 1,630+0,126 2,001+0,302 0,493+0,165A @

1,920+£0,404  3,207+0,254*  2,388+0,402 2,5672+0,657*

Testes de Kruskal-Wallis e Mann-Whittney em 6 ratos
* p<0,05 comparado ao respectivo controle

A p<0,05 comparado ao T-0 no mesmo grupo

e p<0,05 comparado ao T-3 no mesmo grupo

Lactato - Sangue

36 X X
2,7
1.8
0,9
0,0

pmol/ml sangue

Tempos (horas)

m Sol. Salina (Isquemia) B ALA-GLN (Isquemia)

Testes de Kruskal-Wallis e Mann-Whittney em 6 ratos
* p<0,05 comparado ao respectivo controle A p<0,05 comparado ao T-0 no mesmo grupo
e p<0,05 comparado ao T-3 no mesmo grupo

FIGURA 49 — Concentragdo de lactato (umol /ml sangue), comparando-se os grupos G-2
(Isquemia Salina) e G-4 (Isquemia Ala-GIn)
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4.3.1.3 Comparacgao entre os grupos G-2 (Isquemia Salina) e G-4 (Isquemia ALA-

GLN) — SANGUE - Glicose

Nao ocorreram diferengas significantes na concentracdo de glicose no

sangue dos ratos submetidos a isquemia e tratados com Ala-GIn (G-4), comparados

ao respectivo controle (G-2). Nao ocorreram diferengas significantes entre os

diversos tempos estudados no mesmo grupo.

TABELA 41 - Concentragdo de glicose (umol /ml sangue), comparando-se os grupos G-2

(Isquemia Salina) e G-4 (Isquemia Ala-GIn)

TEMPOS (Horas)

TRATAMENTO

0 1 3 6
Solucédo salina
COM lsquamia (G-2) 630140992  6881+1.092  5739+0620 46310458
L-Alanil-Glutamina 752041337  7.756+0,949  6,633+0,620  4,181+0,411

COM Isquemia (G-4)

Testes de Kruskal-Wallis e Mann-Whittney em 6 ratos

Glicose - Sangue

9,0
6,0
3,0

pmol/ml sangue

0,0

Tempos (horas)

| Sol. Salina (Isquemia) B ALA-GLN (Isquemia)

Testes de Kruskal-Wallis e Mann-Whittney em 6 ratos

FIGURA 50 — Concentragdo de glicose (umol /ml sangue), comparando-se os grupos G-2

(Isquemia Salina) e G-4 (Isquemia Ala-GlIn)
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4.3.1.4 Comparacgao entre os grupos G-2 (Isquemia Salina) e G-4 (Isquemia ALA-
GLN) — SANGUE - Corpos cetdnicos

Ocorreram diferengas significantes na concentracéo de corpos cetbnicos
no sangue dos ratos submetidos a isquemia e tratados com Ala-GIn (G-4),
comparados ao respectivo controle (G-2) durante a reperfusao (T-1, T-3 e T-6).

Observaram-se diferencgas significantes entre T-6 e T-0 nos ratos do G-4.

TABELA 42 — Concentragdo de corpos cetdnicos (umol /ml sangue), comparando-se 0s grupos
G-2 (Isquemia Salina) e G-4 (Isquemia Ala-GIn)

TRATAMENTO TEMPOS (Horas)

0 1 3 6

Solucéao salina

COM Isquemia (G-2)
L-Alanil-Glutamina
COM Isquemia (G-4)

0,426+0,054 0,373+0,058 0,367+0,063 0,541+0,097

0,548+0,037  0,667+0,110*  0,887+0,222* 1,330+0,112%a

Testes de Kruskal-Wallis e Mann-Whittney em 6 ratos
* p<0,05 comparado ao respectivo controle
A p<0,05 comparado ao T-0 no mesmo grupo

Corpos cetonicos - Sangue

a A
[N )]

pmol/ml sangue

e o
o w

Tempos (horas)

B Sol. Salina (Ilsquemia) B ALA-GLN (lsquemia)

Testes de Kruskal-Wallis e Mann-Whittney em 6 ratos
* p<0,05 comparado ao respectivo controle A p<0,05 comparado ao T-0 no mesmo grupo

FIGURA 51 — Concentragdo de corpos ceténicos (umol /ml sangue), comparando-se 0S grupos
G-2 (Isquemia Salina) e G-4 (Isquemia Ala-GIn)
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4.3.2RIM

4.3.2.1 Comparagao entre os grupos G-2 (Isquemia Salina) e G-4 (Isquemia ALA-
GLN) — RIM - Piruvato

Ocorreram diferengas significantes na concentragédo de piruvato no tecido
renal dos ratos submetidos a isquemia e tratados com Ala-GIn (G-4), comparados ao
respectivo controle (G-2) durante a reperfusdo (T-1 e T-3). Observaram-se

diferencas significantes entre T-1 e T-0 nos ratos do G-4.

TABELA 43 — Concentragéo de piruvato (umol /g tecido fresco) no rim, comparando-se 0s grupos
G-2 (Isquemia Salina) e G-4 (Isquemia Ala-GIn)

TRATAMENTO TEMPOS (Horas)

0 1 3 6

Solugao salina
COM Isquemia (G-2)

L-Alanil-Glutamina " «
COM Isquemia (G-4) 0,762+0,085 0,325+0,075*a  0,368+0,081 0,707+0,075

0,605+0,093 1,013+0,191 1,028+0,111 0,768+0,095

Testes de Kruskal-Wallis e Mann-Whittney em 6 ratos
* p<0,05 comparado ao respectivo controle
A p<0,05 comparado ao T-0 no mesmo grupo

Piruvato -Rim

3 15
1<)

= 10
s

= 05
]

£ 00

0 1 3 6
Tempos (horas)
B Sol. Salina (lsquemia) B ALA-GLN (Isquemia)

Testes de Kruskal-Wallis e Mann-Whittney em 6 ratos
* p<0,05 comparado ao respectivo controle A p<0,05 comparado ao T-0 no mesmo grupo

FIGURA 52 — Concentragéo de piruvato (umol /g tecido fresco) no rim, comparando-se 0s grupos
G-2 (Isquemia Salina) e G-4 (Isquemia Ala-GIn)
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4.3.2.2 Comparacgao entre os grupos G-2 (Isquemia Salina) e G-4 (Isquemia ALA-
GLN) — RIM - Lactato

Ocorreram diferencas significantes na concentragdo de lactato no tecido
renal dos ratos submetidos a isquemia e tratados com Ala-GIn (G-4), comparados ao
respectivo controle (G-2) durante a reperfusdo (T-1 e T-3). Ndo ocorreram diferengas

significantes entre os diversos tempos estudados no mesmo grupo.

TABELA 44 — Concentracgéo de lactato (umol /g tecido fresco) no rim, comparando-se os grupos
G-2 (Isquemia Salina) e G-4 (Isquemia Ala-GIn)

TRATAMENTO TEMPOS (Horas)

0 1 3 6

Solucéao salina

COM Isquemia (G-2)
L-Alanil-Glutamina
COM Isquemia (G-4)

2,727+0,941 2,026+0,545 1,811+0,264 2,461+0,319

2,596+0,392  3,129+0,488* 3,459+0,419**  2,313+0,298

Testes de Kruskal-Wallis e Mann-Whittney em 6 ratos
* p<0,05 comparado ao respectivo controle
** p<0,01 comparado ao respectivo controle

Lactato - Rim

4,0
3,0
2,0
1,0
0,0

umol/g tec. fresco

0 1 3 6

Tempos (horas)
m Sol. Salina (Isquemia) m ALA-GLN (Isquemia)

Testes de Kruskal-Wallis e Mann-Whittney em 6 ratos
* p<0,05 comparado ao respectivo controle ** p<0,01 comparado ao respectivo controle

FIGURA 53 — Concentragdo de lactato (umol /g tecido fresco) no rim, comparando-se 0s grupos
G-2 (Isquemia Salina) e G-4 (Isquemia Ala-Gin)
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4.3.2.3 Comparacgao entre os grupos G-2 (Isquemia Salina) e G-4 (Isquemia ALA-
GLN) — RIM - Glicose

Ocorreram diferengas significantes na concentragao de glicose no tecido
renal dos ratos submetidos a isquemia e tratados com Ala-GIn (G-4), comparados ao
respectivo controle (G-2) durante a reperfusdo (T-3). Observaram-se diferencas

significantes entre T-6 e T-0/T-1, nos ratos do G-4 e T-3 e T-1 nos ratos do G-2.

TABELA 45 — Concentragéo de glicose (umol /g tecido fresco) no rim, comparando-se 0s grupos
G-2 (Isquemia Salina) e G-4 (Isquemia Ala-GIn)

TRATAMENTO TEMPOS (Horas)

0 1 3 6

Solucédo salina

COM Isquemia (G-2)
L-Alanil-Glutamina
COM Isquemia (G-4)

6,130+£1,053 6,151+£0,286 2,400+0,679 m 4,433+0,737

7,250+0,666 7,975+0,974  5,755+0,754* 3,887+0,401Am

Testes de Kruskal-Wallis e Mann-Whittney em 6 ratos
* p<0,05 comparado ao respectivo controle

A p<0,05 comparado ao T-0 no mesmo grupo

m p<0,05 comparado ao T-1 no mesmo grupo

Glicose - Rim

9,0 *

6,0 An
3,0

0,0

pmol/g tec. fresco

0 1 3 6

Tempos (horas)
| Sol. Salina (Isquemia) B ALA-GLN (Isquemia)

Testes de Kruskal-Wallis e Mann-Whittney em 6 ratos
* p<0,05 comparado ao respectivo controle A p<0,05 comparado ao T-0 no mesmo grupo
m p<0,05 comparado ao T-1 no mesmo grupo

FIGURA 54 — Concentragdo de glicose (umol /g tecido fresco) no rim, comparando-se 0s grupos
G-2 (Isquemia Salina) e G-4 (Isquemia Ala-Gin)
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4.3.2.4 Comparacgao entre os grupos G-2 (Isquemia Salina) e G-4 (Isquemia ALA-
GLN) - RIM - ATP

Nao ocorreram diferengas significantes na concentragcdo de ATP no
sangue dos ratos submetidos a isquemia e tratados com Ala-GIn (G-4), comparados
ao respectivo controle (G-2). Observaram-se diferengas significantes entre T-6 e T-3
no grupo G-2.

TABELA 46 — Concentragdo de ATP (umol /g tecido fresco) no rim, comparando-se os grupos G-2
(Isquemia Salina) e G-4 (Isquemia Ala-GIn)

TRATAMENTO TEMPOS (Horas)

0 1 3 6

Solugao salina
COM Isquemia (G-2)

L-Alanil-Glutamina «
COM Isquemia (G-4) 0,615+0,135 0,731+0,104 0,749+0,064 0,885+0,200

0,795+0,090 0,755+0,090 0,453+0,054  0,892+0,062e

Testes de Kruskal-Wallis e Mann-Whittney em 6 ratos
* p<0,05 comparado ao respectivo controle
e p<0,01 comparado ao T-3 no mesmo grupo

ATP -Rim
% 1,2 .
= 09 *
3 06
2 0,3
o
E 00
0 1 3 6
Tempos (horas)
m Sol. Salina (Isquemia) m ALA-GLN (Isquemia)

Testes de Kruskal-Wallis e Mann-Whittney em 6 ratos
* p<0,05 comparado ao respectivo controle e p<0,01 comparado ao T-3 no mesmo grupo

FIGURA 55 — Concentragéo de ATP (umol /g tecido fresco) no rim, comparando-se os grupos G-2
(Isquemia Salina) e G-4 (Isquemia Ala-GlIn)
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4.3.2.5 Comparacgao entre os grupos G-2 (Isquemia Salina) e G-4 (Isquemia ALA-
GLN) — RIM - Corpos cetbnicos

Ocorreram diferengas significantes na concentragcéo de corpos ceténicos
no tecido renal dos ratos submetidos a isquemia e tratados com Ala-GIn (G-4),
comparados ao respectivo controle (G-2) durante a reperfusdo (T-3). Observaram-se

diferencgas significantes entre T-3 e T-0/T-1, nos ratos do G-2.

TABELA 47 — Concentragéo de corpos cetdnicos (umol /g tecido fresco) no rim, comparando-se os
grupos G-2 (Isquemia Salina) e G-4 (Isquemia Ala-GIn)

TRATAMENTO TEMPOS (Horas)

0 1 3 6

Solucédo salina
COM Isquemia (G-2)

L-Alanil-Glutamina "
COM Isquemia (G-4) 1,122+0,071 0,930+0,129 1,032+0,107 1,334+0,170

1,432+0,170 1,644+0,294 0,423+0,055Am  1,010+0,070

Testes de Kruskal-Wallis e Mann-Whittney em 6 ratos
* p<0,05 comparado ao respectivo controle

A p<0,05 comparado ao T-0 no mesmo grupo

m p<0,05 comparado ao T-1 nho mesmo grupo

Corpos cetonicos -Rim

2,0

1,5 *
1,0 Anm
0,5

0,0

pmol/g tec. fresco

0 1 3 6

Tempos (horas)
| Sol. Salina (Isquemia) B ALA-GLN (Isquemia)

Testes de Kruskal-Wallis e Mann-Whittney em 6 ratos
* p<0,05 comparado ao respectivo controle A p<0,05 comparado ao T-0 no mesmo grupo
m p<0,05 comparado ao T-1 no mesmo grupo

FIGURA 56 — Concentracéo de corpos ceténicos (umol /g tecido fresco) no rim, comparando-se os
grupos G-2 (Isquemia Salina) e G-4 (Isquemia Ala-GIn)
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4.3.3 FIGADO

4.3.3.1 Comparagéo entre os grupos G-2 (Isquemia Salina) e G-4 (Isquemia ALA-
GLN) — FIGADO - Piruvato

Ocorreram diferengas significantes na concentragéo de piruvato no tecido
hepatico dos ratos submetidos a isquemia e tratados com Ala-Gin (G-4),
comparados ao respectivo controle (G-2) durante a reperfusdo (T-1 e T-3).

Observaram-se diferencgas significantes entre T-3 e T-0 nos ratos do G-4.

TABELA 48 — Concentragdo de piruvato (umol /g tecido fresco) no figado, comparando-se os
grupos G-2 (Isquemia Salina) e G-4 (Isquemia Ala-GIn)

TRATAMENTO TEMPOS (Horas)

0 1 3 6

Solugao salina

COM Isquemia (G-2)
L-Alanil-Glutamina
COM Isquemia (G-4)

0,473+0,067 0,641+0,090 0,727+0,123 0,675+0,080

0,548+0,040  0,331%0,062* 0,262+0,061** A 0,350+0,058**

Testes de Kruskal-Wallis e Mann-Whittney em 6 ratos
* p<0,05 comparado ao respectivo controle

** p<0,01 comparado ao respectivo controle

A p<0,05 comparado ao T-0 no mesmo grupo

Piruvato - Figado

0,9

pmol/g tec. fresco

0 1 3 6

Tempos (horas)
B Sol. Salina (lsquemia) B ALA-GLN (Isquemia)

Testes de Kruskal-Wallis e Mann-Whittney em 6 ratos
* p<0,05 comparado ao respectivo controle A p<0,05 comparado ao T-0 no mesmo grupo
** p<0,01 comparado ao respectivo controle

FIGURA 57 — Concentragéo de piruvato (umol /g tecido fresco) no figado, comparando-se os
grupos G-2 (Isquemia Salina) e G-4 (Isquemia Ala-GIn)
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4.3.3.2 Comparagéo entre os grupos G-2 (Isquemia Salina) e G-4 (Isquemia ALA-
GLN) — FIGADO - Lactato

Nao ocorreram diferengas significantes na concentragdo de lactato no
figado dos ratos submetidos a isquemia e tratados com Ala-GIn (G-4), comparados
ao respectivo controle (G-2). Nao ocorreram diferengas significantes entre os

diversos tempos estudados, no mesmo grupo.

TABELA 49 — Concentragdo de lactato (umol /g tecido fresco) no figado, comparando-se os
grupos G-2 (Isquemia Salina) e G-4 (Isquemia Ala-GIn)

TRATAMENTO TEMPOS (Horas)

0 1 3 6

Solucédo salina

COM Isquemia (G-2)
L-Alanil-Glutamina
COM Isquemia (G-4)

3,847+0,538 2,065+0,363 2,349+0,321 2,463+0,259

3,576+0,702 4,568+1,200 2,311+0,330 1,793+0,298

Testes de Kruskal-Wallis e Mann-Whittney em 6 ratos

Lactato - Figado

o

g 6,0
= 4,0
&

= 2,0
S

E 0,0

0 1 3 6
Tempos (horas)
m Sol. Salina (Isquemia) m ALA-GLN (Isquemia)

Testes de Kruskal-Wallis e Mann-Whittney em 6 ratos

FIGURA 58 — Concentragéo de lactato (umol /g tecido fresco) no figado, comparando-se os grupos
G-2 (Isquemia Salina) e G-4 (Isquemia Ala-Gin)
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4.3.3.3 Comparagéo entre os grupos G-2 (Isquemia Salina) e G-4 (Isquemia ALA-
GLN) — FIGADO - Glicose

Nao ocorreram diferengas significantes na concentragdo de glicose no
sangue dos ratos submetidos a isquemia e tratados com Ala-GIn (G-4), comparados
ao respectivo controle (G-2). Observaram-se diferengas significantes entre T-6 e T-3
no grupo G-2.

TABELA 50 — Concentragdo de glicose (umol /g tecido fresco) no figado, comparando-se os
grupos G-2 (Isquemia Salina) e G-4 (Isquemia Ala-GIn)

TRATAMENTO TEMPOS (Horas)

0 1 3 6

Solucédo salina
COM Isquemia (G-2)

L-Alanil-Glutamina
COM Isquemia (G-4) 14,920+0,877 11,000+1,086 8,932+1,233 7,463+2,490 A

12,683+2,380  9,508+1,651 7,5611+0,656 8,257+1,152

Testes de Kruskal-Wallis e Mann-Whittney em 6 ratos
A p<0,05 comparado ao T-0 no mesmo grupo

Glicose - Figado

16,0
12,0
8,0
4,0
0,0

pmol/g tec. fresco

0 1 3 6

Tempos (horas)
m Sol. Salina (Isquemia) B ALA-GLN (Isquemia)

Testes de Kruskal-Wallis e Mann-Whittney em 6 ratos

FIGURA 59 — Concentragédo de glicose (umol /g tecido fresco) no figado, comparando-se os
grupos G-2 (Isquemia Salina) e G-4 (Isquemia Ala-GIn)
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4.3.3.4 Comparagéo entre os grupos G-2 (Isquemia Salina) e G-4 (Isquemia ALA-
GLN) — FIGADO - ATP

Ocorreram diferengas significantes na concentracdo de ATP no tecido
hepatico dos ratos submetidos a isquemia e tratados com Ala-Gin (G-4),
comparados ao respectivo controle (G-2) durante a reperfusao (T-6). Observou-se

diferenca significante entre T-3 e T-0 nos ratos do G-2.

TABELA 51 — Concentracdo de ATP (umol /g tecido fresco) no figado, comparando-se os grupos
G-2 (Isquemia Salina) e G-4 (Isquemia Ala-Gin)

TEMPOS (Horas)

TRATAMENTO
0 1 3 6

Solugao salina

COM Isquemia (G-2)
L-Alanil-Glutamina
COM Isquemia (G-4)

0,842+0,101 0,561+0,030 0,470+0,064A  0,711+0,070

0,656+0,489 0,690+0,076 0,531+0,086  0,469+0,065*

Testes de Kruskal-Wallis e Mann-Whittney em 6 ratos
* p<0,05 comparado ao respectivo controle
A p<0,05 comparado ao T-0 no mesmo grupo

ATP - Figado

umol/g tec. fresco

0 1 3 6

Tempos (horas)
| Sol. Salina (Isquemia) B ALA-GLN (Isquemia)

Testes de Kruskal-Wallis e Mann-Whittney em 6 ratos
* p<0,05 comparado ao respectivo controle A p<0,05 comparado ao T-0 no mesmo grupo

FIGURA 60 — Concentracédo de ATP (umol /g tecido fresco) no figado, comparando-se os grupos
G-2 (Isquemia Salina) e G-4 (Isquemia Ala-Gin)



80

4.3.3.5 Comparacgao entre os grupos G-2 (Isquemia Salina) e G-4 (Isquemia ALA-

GLN) — FIGADO - Corpos ceténicos

Ocorreram diferengas significantes na concentracdo de corpos cetbnicos

no tecido hepatico dos ratos submetidos a isquemia e tratados com Ala-Gin (G-4),

comparados ao respectivo controle (G-2) durante a reperfuséo (T-6). Nao ocorreram

diferencgas significantes entre os diversos tempos estudados no mesmo grupo.

TABELA 52 — Concentragéo de corpos ceténicos (umol /g tecido fresco) no figado, comparando-

se os grupos G-2 (Isquemia Salina) e G-4 (Isquemia Ala-GIn)

TRATAMENTO TEMPOS (Horas)

0 1 3

6

Solugao salina

COM Isquemia (G-2)
L-Alanil-Glutamina
COM Isquemia (G-4)

1,410+0,079 1,204+0,131 1,457+0,135

1,273+0,042 1,281+0,247 1,451+0,175

1,152+0,938

1,588+0,123*

Testes de Kruskal-Wallis e Mann-Whittney em 6 ratos
* p<0,05 comparado ao respectivo controle

Corpos cetonicos - Figado

1,8
1,2
0,6
0,0

pmol/g tec. fresco

0 1 3 6

Tempos (horas)
W Sol. Salina (lsquemia) B ALA-GLN (Isquemia)

Testes de Kruskal-Wallis e Mann-Whittney em 6 ratos
* p<0,05 comparado ao respectivo controle

FIGURA 61 — Concentragéo de corpos cetdnicos (umol /g tecido fresco) no figado, comparando-se

os grupos G-2 (Isquemia Salina) e G-4 (Isquemia Ala-Gin)
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4.3.4.1 Comparagao entre os grupos G-2 (Isquemia Salina) e G-4 (Isquemia ALA-

GLN) —-MUSCULO - Piruvato

Nao ocorreram diferencas significantes na concentragdo de piruvato no

tecido muscular dos ratos submetidos a isquemia e tratados com Ala-GIn (G-4),

comparados ao respectivo controle (G-2). Observaram-se diferencas significantes

entre T-6 e T-1 nos ratos do G-4.

TABELA 53 — Concentragéo de piruvato (umol /g tecido fresco) no musculo, comparando-se os

grupos G-2 (Isquemia Salina) e G-4 (Isquemia Ala-GIn)

TRATAMENTO TEMPOS (Horas)

0 1 3

6

Solucédo salina
COM Isquemia (G-2)

L-Alanil-Glutamina «
COM Isquemia (G-4) 0,204+0,046 0,103+0,015 0,314+0,116

0,486+0,104 0,385+0,078 0,435+0,090

0,169+0,055

0,323+0,064m

Testes de Kruskal-Wallis e Mann-Whittney em 6 ratos
* p<0,05 comparado ao respectivo controle
m p<0,05 comparado ao T-1 no mesmo grupo

Piruvato - Misculo

0,6
0,4
0,2
0,0

pmol/g tec. fresco

0 1 3 6

Tempos (horas)
| Sol. Salina (Isquemia) B ALA-GLN (Isquemia)

Testes de Kruskal-Wallis e Mann-Whittney em 6 ratos
* p<0,05 comparado ao respectivo controle

m p<0,05 comparado ao T-1no mesmo grupo

FIGURA 62 — Concentragéo de piruvato (umol /g tecido fresco) no musculo, comparando-se os

grupos G-2 (Isquemia Salina) e G-4 (Isquemia Ala-GIn)
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4.3.4.2 Comparagéo entre os grupos G-2 (Isquemia Salina) e G-4 (Isquemia ALA-
GLN) — MUSCULO - Lactato

Nao ocorreram diferengas significantes na concentragdo de lactato no
tecido muscular dos ratos submetidos a isquemia e tratados com Ala-GIn (G-4),
comparados ao respectivo controle. Observaram-se diferengas significantes entre

T-6 e T-0 nos ratos do grupo G-4.

TABELA 54 — Concentragdo de lactato (umol /g tecido fresco) no muasculo, comparando-se os
grupos G-2 (Isquemia Salina) e G-4 (Isquemia Ala-GIn)

TRATAMENTO TEMPOS (Horas)

0 1 3 6

Solucédo salina

COM Isquemia (G-2)
L-Alanil-Glutamina
COM Isquemia (G-4)

9,905+1,027 8,885+1,778 7,844+0,817 8.885+1,778

12,280£1,766  7,395+0,595 7,489+£0,920 4,745+0,889A

Testes de Kruskal-Wallis e Mann-Whittney em 6 ratos
A p<0,05 comparado ao T-0 no mesmo grupo

Lactato -Musculo

15,0

10,0 N
50
0,0

umol/g tec. fresco

0 1 3 6

Tempos (horas)
m Sol. Salina (Ilsquemia) B ALA-GLN (lsquemia)

Testes de Kruskal-Wallis e Mann-Whittney em 6 ratos
A p<0,05 comparado ao T-0 no mesmo grupo

FIGURA 63 — Concentracédo de lactato (umol /g tecido fresco) no musculo, comparando-se os
grupos G-2 (Isquemia Salina) e G-4 (Isquemia Ala-GIn)
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4.3.4.3 Comparagéo entre os grupos G-2 (Isquemia Salina) e G-4 (Isquemia ALA-
GLN) - MUSCULDO - Glicose

Ocorreram diferengas significantes na concentragdo de glicose no
musculo dos ratos submetidos a isquemia e tratados com Ala-GIn (G-4), comparados
ao respectivo controle (G-2) durante a reperfuséo (T-6). Observaram-se diferengas

significantes entre T-3 e T-0 nos ratos do G-2.

TABELA 55 — Concentragéo de glicose (umol /g tecido fresco) no musculo, comparando-se 0s
grupos G-2 (Isquemia Salina) e G-4 (Isquemia Ala-GIn)

TRATAMENTO TEMPOS (Horas)

0 1 3 6

Solugao salina
COM Isquemia (G-2)

L-Alanil-Glutamina «
COM Isquemia (G-4) 1,716%0,206 2,349+0,174 2,036+0,412 0,798+0,183*m

1,362+0,163 2,054+0,261 1,523+0,275 1,511+0,244

Testes de Kruskal-Wallis e Mann-Whittney em 6 ratos
* p<0,05 comparado ao respectivo controle
m p<0,05 comparado ao T-1 no mesmo grupo

Glicose - Musculo

pmol/g tec. fresco

0 1 3 6

Tempos (horas)
W Sol. Salina (Ilsquemia) B ALA-GLN (Isquemia)

Testes de Kruskal-Wallis e Mann-Whittney em 6 ratos
* p<0,05 comparado ao respectivo controle

m p<0,05 comparado ao T-1 no mesmo grupo

FIGURA 64 — Concentragdo de glicose (umol /g tecido fresco) no musculo, comparando-se os
grupos G-2 (Isquemia Salina) e G-4 (Isquemia Ala-GIn)
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4.3.4.4 Comparacgao entre os grupos G-2 (Isquemia Salina) e G-4 (Isquemia ALA-

GLN) — MUSCULO - ATP

Ocorreram diferengas significantes na concentragcdo de ATP no musculo

dos ratos submetidos a isquemia e tratados com Ala-GIn (G-4), comparados ao

respectivo controle (G-2) durante a reperfusdo (T-6). Observaram-se diferencas

significantes entre T-3 e T-0 nos ratos do G-2.

TABELA 56 — Concentragdo de ATP (umol /g tecido fresco) no musculo, comparando-se 0s

grupos G-2 (Isquemia Salina) e G-4 (Isquemia Ala-GIn)

TEMPOS (Horas)

TRATAMENTO
0 1 3 6
Solucéao salina
. 1 +0,1 2,10310,111 1,773+0,1 2,208+0,2
COM Isquemia (G-2) ,885+0,159 ,10310, ,773+0,186 ,208+0,230
L-Alanil-Glutamina
+ + + + *
COM Isquemia (G-4) 1,574+0,131 2,362+0,435 3,65310,784  3,405+0,245* A
Testes de Kruskal-Wallis e Mann-Whittney em 6 ratos
* p<0,05 comparado ao respectivo controle
A p<0,05 comparado ao T-0 no mesmo grupo
ATP - Muasculo

3 45 *A

< 30

é 1,5

§ 0,0

0 1 3 6
Tempos (horas)
| Sol. Salina (Isquemia) B ALA-GLN (Isquemia)

Testes de Kruskal-Wallis e Mann-Whittney em 6 ratos
* p<0,05 comparado ao respectivo controle A p<0,05 comparado ao T-0 no mesmo grupo

FIGURA 65 — Concentragédo de ATP (umol /g tecido fresco) no musculo, comparando-se 0s grupos

G-2 (Isquemia Salina) e G-4 (Isquemia Ala-Gin)
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4.3.4.5 Comparagéo entre os grupos G-2 (Isquemia Salina) e G-4 (Isquemia ALA-
GLN) — MUSCULO - Corpos cetdnicos

Ocorreram diferengas significantes na concentragcéo de corpos ceténicos
no musculo dos ratos submetidos a isquemia e tratados com Ala-Gin (G-4),
comparados ao respectivo controle (G-2) durante a reperfusdo (T-6). Observaram-se

diferencas significantes entre T-3 e T-0 nos ratos do G-2.

TABELA 57 — Concentragéo de corpos cetdnicos (umol /g tecido fresco) no musculo, comparando-
se os grupos G-2 (Isquemia Salina) e G-4 (Isquemia Ala-GIn)

TRATAMENTO TEMPOS (Horas)

0 1 3 6

Solucédo salina
COM Isquemia (G-2)

L-Alanil-Glutamina " «
COM Isquemia (G-4) 0,52410,036 0,983+0,094*a  0,754+0,086 0,630+0,063

0,323+0,068 0,596+0,102 1,205+0,556 0,422+0,088

Testes de Kruskal-Wallis e Mann-Whittney em 6 ratos
* p<0,05 comparado ao respectivo controle
A p<0,05 comparado ao T-0 no mesmo grupo

Corpos cetonicos - Musculo

2,0

1,5 * A
1,0 .

05

0,0

pmol/g tec. fresco

0 1 3 6

Tempos (horas)
W Sol. Salina (lsquemia) B ALA-GLN (Isquemia)

Testes de Kruskal-Wallis e Mann-Whittney em 6 ratos
* p<0,05 comparado ao respectivo controle A p<0,05 comparado ao T-0 no mesmo grupo

FIGURA 66 — Concentragéo de corpos ceténicos (umol /g tecido fresco) no muasculo, comparando-
se os grupos G-2 (Isquemia Salina) e G-4 (Isquemia Ala-Gin)
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5. DISCUSSAO

O rato (Rattus norvegicus), da linhagem Wistar, foi escolhido como animal
de experimentacdo. Trata-se de um mamifero de baixo custo de aquisicdo e
manutencdo, de facil manuseio e elevada resisténcia a infeccdo e ao trauma
cirurgico, com admiravel sistema de hemostasia. Por estas razdes, € o animal
preferido pela maioria dos pesquisadores para estudos experimentais (FESTING,
1979). Saliente-se ainda que o rato exibe uma anatomia arterial e venosa dos
membros pélvicos semelhante ao do homem, viabilizando um bom modelo de
isquemia regional.

Quanto a anestesia, optou-se pela inalatéria, utilizando-se o éter dietilico,
pela facilidade de uso com um minimo de equipamento, apesar de suas conhecidas
desvantagens, como inducdo de salivagdo excessiva e irritacdo do epitélio
respiratorio, além de eventuais arritmias cardiacas (REMIE et al., 1990).

Na quase totalidade dos estudos experimentais sobre isquemia do
membro pélvico do rato, 0 mecanismo mais frequentemente utilizado para ocluir o
sistema arterial € a compressao extrinseca, por torniquete, com duragao geralmente
superior a duas horas. Tal método, apesar de evitar um procedimento operatério
mais invasivo e delicado, apresenta a grande desvantagem de ocluir, além das
artérias, os sistemas venoso e linfatico. Some-se a isto a subjetividade na
quantificacdo da intensidade compressora, afora o trauma sobre os nervos e partes
moles da regido comprimida, a somatdria de suas repercussdes regionais e
sistémicas (CORDEIRO; BARACT, 1983).

No presente estudo, para a obtengao de isquemia aguda e normotérmica,
utilizou-se o pingamento, sob visao direta, da artéria iliaca comum esquerda do rato.
A duracao da isquemia foi de 3 horas. Tendo o cuidado de obstruir apenas a artéria,
assemelha-se em muito ao que ocorre na vivéncia clinica, como nos frequentes
casos de isquemia aguda dos membros inferiores, por trombose ou embolia arterial
(VOLLMAR, 1982; MELO, 1998). A oclusdo da artéria iliaca comum esquerda,
utilizada no experimento, propicia uma maior intensidade de isquemia. Utilizando-se
o0 método do torniquete, s6 € possivel ocluir a artéria femoral comum, mais distal, e

de menor eficacia isquémica.
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A isquemia experimental, utilizada no presente estudo, objetivou a
observacao de eventuais alteragbes metabdlicas no sangue da aorta e no musculo
sujeito a isquemia, além de seus efeitos a distancia, sobre o figado e o rim, em
quatro diferentes tempos de reperfuséo (0, 1, 3 e 6 horas). Além do mais, pretendeu-
se verificar eventual diferenga na concentracdo dos metabdlitos estudados (lactato,
piruvato, glicose, ATP e corpos cetdnicos) em relagdo aos animais que receberam
L-alanil-glutamina por gavagem 3 horas antes do inicio da isquemia, comparando-os
com os animais que receberam, do mesmo modo, apenas solugao salina.

Estudos experimentais, utilizando técnicas capazes de induzir fenébmenos
provocados por isquemia e reperfusdao, podem promover alteragcdes metabdlicas na
regiao sujeita a isquemia, como também, embora em menor intensidade, no restante
do organismo (PARK et al., 1998; RAO et al., 1998; PREM et al., 1999). No ambito
especifico do metabolismo, todos os autores consultados abordam o substrato
piruvato e, por este ocupar uma posi¢ao central, sdo considerados com frequiéncia o
lactato, a glicose e os corpos cetdnicos, especialmente o acetoacetato e o
3-hidroxibutirato (BOYLE et al., 1996; VEZZOLI et al., 1997; WHITE et al., 1999). Foi
utilizado no chamado grupo-experimental um peptideo, precursor da glutamina, a L-
alanil-glutamina, administrado diariamente, durante 7 dias, por gavagem. A literatura
especializada relata, um sem numero de estudos utilizando este dipeptideo, em
estudos experimentais (KHOGALI et al., 1998; BRUCE et al., 2001; TORRES et al.,
2003).

Todas as células podem gerar lactato e libera-lo na circulagdo, como
também todas elas s&o capazes de extrair lactato do sangue para usa-lo no
metabolismo, exceto as hemacias, as células da retina e da medula da glandula
supra-renal que sdo essencialmente glicoliticas. Em condigdes normais, o musculo
esquelético, o cérebro, as hemacias e a pele séo os principais produtores de lactato,
enquanto o figado e o rim cuidam, com destaque, de sua eliminagdo. Nesses
orgaos, mais intensamente no figado, através da LDH, converte-se em piruvato, que
se transforma em glicose (gliconeogénese) ou através do ciclo tricarboxilico em ATP,
CO;, e H;0O. A geracao de lactato nas hemacias, musculo esquelético, cérebro e
pele, com posterior gliconeogénese pelo figado (ciclo de Cori), € utili como
mecanismo para manutencdo da oferta de energia a 6rgdos que requerem glicose
durante estados de jejum (WATERHOUSE; KEILSON, 1969). Segundo Kreisberg



88

(1972), os niveis de lactato dentro de uma célula estdo determinados pelos niveis
de piruvato e a relativa prevaléncia de NADH e NAD".

A Unica via de sintese para a producdo do lactato dentro das células € a
conversdo do piruvato a lactato, mediada pela enzima lactato-desidrogenase (LDH).
Pela mesma reacao, o lactato pode converter-se em piruvato. O NADH é um fator

obrigatério para a reacao (GREKIN, 1988).

Piruvato + NADH + H*  <——2 Lactato + NAD*

Quando, circunstancialmente, alguns tecidos animais precisam funcionar
anaerobicamente, o piruvato, oriundo da glicélise, ndo pode ser oxidado devido a
falta de oxigénio; &, entdo, reduzido a lactato. Esse processo se denomina glicélise
anaerdbica e se constitui uma importante fonte de ATP, especialmente na vigéncia
de isquemia (LEHNINGER; NELSON; COX, 2000a).

A liberacao de lactato dos tecidos para a corrente sanglinea depende da
velocidade de formacao deste metabdlito a nivel tissular, a partir do piruvato via
reacao catalisada pela LDH. Esse processo esta na dependéncia das concentragdes
de piruvato e NADH. Nas situagdes isquémicas, por exemplo, espera-se que a
concentragdo de piruvato esteja aumentada, porque o ritmo de glicdlise esta
aumentado, enquanto a oxidagdo do piruvato esta diminuida. Além do mais, a
relagdo NAD*/NADH também se encontra baixa durante a isquemia, a qual produz
hipdxia tissular. Tais fatores contribuem para o expressivo aumento da sintese de
lactato durante a isquemia (NEWSHOLME; START, 1981).

O piruvato é o produto final da via glicolitica e desempenha um papel
central importante no metabolismo dos carboidratos e lipidios. No citosol,
independentemente da presenca de oxigénio, ocorre uma série de reagdes, que
convertem 1 mol de glicose em 2 moles de piruvato, produzindo-se 2 moles de ATP
(LEHNINGER; NELSON; COX, 2000a). A desaminacao da alanina no figado e da
glutamina no rim produzem piruvato. Embora seja uma importante fonte da
gliconeogénese, principalmente dentro do figado, o piruvato € quantitativamente
mais importante na glicélise. Nas mitocondrias, a metabolizacdo enzimatica do
piruvato necessita da presenca do oxigénio. A piruvato-desidrogenase catalisa a

descarboxilagdo do piruvato a acetil CoA, que é logo oxidada, através do ciclo
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tricarboxilico, a diéxido de carbono e agua. Este processo, de alta eficiéncia
metabdlica, explica a maior parte do metabolismo do piruvato, produzindo por mol de
piruvato, 18 moles de ATP. Para se converter novamente em glicose, o piruvato se
transforma em oxaloacetato via piruvato-carboxilase. Essas duas vias metabdlicas
do piruvato dependem de reagdes oxidativas nas mitocondrias e, em casos de
disfungao mitocondrial, como na isquemia, as alteragcdes sao significativas (GREKIN,
1988).

O figado é o principal produtor da glicose, captando intensamente esse
metabdlito quando em abundancia (hiperglicemia), assegurando a sua homeostase
(MADISON et al., 1963).

Os corpos cetbnicos (acetoacetato, 3-hidroxibutirato e a acetona) sao
sintetizados exclusivamente no figado a partir da oxidagao parcial dos acidos graxos
e podem ser utilizados como fonte energética pela maioria dos tecidos aerdbicos
(musculo, cérebro, rim, mama, intestino delgado, entre outros), com excecédo do
proprio figado. Como esta presente em pequena quantidade, a acetona ndo tem
importancia fisioldgica; € provavelmente derivada da descarboxilagdo esponténea do
acetoacetato (NEWSHOLME; START, 1981).

A formagdao dos corpos cetbnicos, considerada uma via de
“superabundéancia®, € uma dentre as muitas maneiras que o figado utiliza para
ofertar combustiveis ao resto do organismo. Os corpos ceténicos, por serem uma
importante via alternativa de combustiveis a glicose, atuam como poupadores de
proteina endégena (LEHNINGER; NELSON; COX, 2000b).

Para a discussao dos resultados obtidos no presente estudo experimental,
sera observada a seguinte sequéncia: validacdo do modelo, efeitos da L-alanil
glutamina no trauma e efeitos do dipeptideo sobre a isquemia/reperfuséo.

Nao foram observadas diferengas significantes nas concentragdes de
piruvato sanguineo, comparando-se os grupos G-1 (Sham) e G-2 (Isquemia), ambos
tratados com solugéo salina (Tabela 1, Figura 10).

O modelo de isquemia imposto pelo pingamento da artéria iliaca esquerda
nao causou diferenga significante na lactacemia em nenhum dos tempos estudados
(Tabela 2, figura 11). Tal fato corrobora a favor de uma les&o isquémica regional sem
que esta cause acidose latica, ja que os niveis de lactato permaneceram entre 1,69 a

2,18 pymol/ml.
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Houve aumento significante das concentracbes de glicose sanglinea no
tempo 3h de reperfusdo quando comparadas as aferidas no sangue de animais
submetidos ao trauma sem isquemia (Tabela 3, Figura 12). Tal fato deve-se,
provavelmente, ao desenvolvimento de maior intolerancia a glicose e possivelmente
maior resisténcia insulinica induzidas pela lesdo de reperfusao caracterizado o
chamado “diabetes de estresse”. Vasconcelos et al. (1989) demonstraram em ratos
sépticos aumentos de colesterogénese hepatica e da sintese de acidos graxos, in
vivo, associados a elevagdes da insulinemia e da disponibilidade de precursores
gliconeogénicos, tais como lactato e piruvato.

O pingamento da artéria iliaca esquerda nao causou alteragao significante
na cetonemia dos animais em nenhum dos tempos estudados quando comparados
0s grupos entre si (Tabela 4, Figura 13), (Sham vs. Isquemia/reperfusao salina). As
concentragdes de corpos cetbnicos, em ambos 0s grupos, permaneceram em torno
de 0,4 pM, ou seja, compativeis com o periodo de 24 horas em jejum infligido aos
animais.

Houve elevagao significante das concentragées de piruvato no tecido
renal dos animais nos trés tempos de reperfusdo (1, 3 e 6 horas) quando
comparadas as concentragbes de animais submetidos ao trauma sem isquemia
(Tabela 5, Figura 14). O piruvato é o principal substrato utilizado para geragao de
energia no ciclo do acido tricarboxilico. Elevagado nas concentragdes do piruvato no
rim sugerem menor utilizagcdo deste composto no ciclo de Krebs para producéo de
energia, ou seja, a lesao de reperfusao nos seus trés tempos induziu provavelmente
a uma menor oxidagao do piruvato no ciclo do acido tricarboxilico, para geragao de
energia nos rins dos animais submetidos a reperfuséo.

Houve redugdo das concentragcdes de lactato nos rins no tempo 3 horas
de reperfusdo, quando comparadas as concentragdes de lactato no tempo 3 horas
pos-trauma sem isquemia, sugerindo menor atividade glicolitica anaerdbica neste
tempo (Tabela 6, Figura 15). Tal fato pode ser considerado como recuperagado do
tecido renal apesar de ele nao ter ocorrido no tempo 6 horas apés a reperfusao.

As concentragdes de glicose no rim de animais submetidos a reperfusao
aumentaram no tempo 6 horas de reperfusdo quando comparadas as determinadas
no mesmo tempo em animais submetidos ao trauma sem isquemia (Tabela 7, Figura
16). Tal fato sugere ou maior sintese de glicose pelos rins dos animais submetidos a

isquemia/reperfusdo, ou maior captacado de glicose pelo tecido renal 6 horas apos a
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lesdo de reperfusao, indicando provavel recuperacao da capacidade de captagao de
glicose pelo rim.

Houve diminuigdo dos corpos cetdnicos no tempo 3 horas de reperfusio
dos animais submetidos a isquemia/reperfusdo, quando comparadas as aferidas no
tempo 3 horas pds-trauma sem isquemia (Tabela 8, Figura 17). Tal fato sugere
menor captacdo deste metabdlito naquele tempo. Esse fato nao ocorreu no tempo
6 horas de reperfusdo, sugerindo menor captagdo ou maior oxidagcdo pelo tecido
renal dos corpos cetdnicos naquele tempo.

As concentracdées de ATP no tecido renal de animais submetidos a
isquemia/reperfusdo cairam significantemente no tempo 3 horas de reperfuséao,
quando comparadas as encontradas no tecido renal de animais submetidos a
trauma sem isquemia no mesmo tempo (Tabela 9, Figura 18). Esse achado sugere
maior utilizagado deste substrato para fungdes energéticas. Por outro lado, no tempo
6 horas, houve elevagado nas concentragdes de ATP no tecido renal de animais
submetidos a reperfusdo. O fato de ter havido acumulo nas concentragcdes de ATP
no tecido renal no tempo 6 horas de reperfusdo vem ao encontro do achado da
elevacdo de glicose no tempo 6 horas, sugerindo menor oxidagdo de glicose e
menor utilizagdo de ATP para os processos energéticos com consequentemente
acumulo deste nucleotideo no tecido renal. No tempo 3 horas de reperfuséo, houve
reducdo nas concentracbes de ATP nos rins destes animais. Tal fato encontra
respaldo pela redugdo nas concentragcbes de lactato no mesmo tempo de
reperfusdo. Reducdo de lactato significaria dizer maior utilizacdo da glicdlise
aerobica neste tempo e maior consumo de ATP, justificando a queda deste
metabdlito no tempo 3 horas de reperfusao. No tempo 6 horas de reperfusao, houve
acumulo de glicose e maior concentracdo de ATP, sugerindo menor utilizagdo de
ATP para os processos energeéticos.

Houve reducgdo significante nas concentragbes de piruvato no tempo
1 hora de reperfusdo (Tabela 10, Figura 19) nos animais submetidos a
isquemia/reperfusdo em relagdo ao grupo controle (Sham). Isto sugere maior
utilizacdo deste metabdlito, ou seja, maior oxidagdo de piruvato no ciclo do acido
tricarboxilico com possivel maior produgao de energia. Por outro lado, no tempo 6h
de reperfusdo, houve maior concentragdo de piruvato no figado desses animais
submetidos a isquemia/reperfusdo, sugerindo menor utilizagdo desse substrato, e

sua consequente oxidagao imediata para uso no ciclo de Krebs para producao de
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energia, ou seja, parece ter havido reducdo nas taxas de oxidagao de piruvato
durante a leséo de reperfusdo com o passar do tempo.

A lesao de isquemia/reperfusdo induziu elevagao nas concentracdes de
lactato hepatico no tempo maximo de isquemia e no tempo 6 horas de reperfusio
quando comparadas as concentragcées encontradas nos mesmos tempos no figado
de animais submetidos a trauma sem isquemia (Tabela 11, Figura 20). Tal fato
sugere maior captacédo de lactato pelo figado, que, por sua vez, sera oxidado para
producdo de energia no proprio figado ou transformado em glicose na
gliconeogénese hepatica. Uma possivel maior captagao de lactato pelo figado pode
decorrer de maior atividade do ciclo glicose-lactato (ciclo de Cori). Por outro lado,
ndo houve diferenca significante na lactacemia, em nenhum dos tempos estudados,
quando comparados 0s grupos, com as concentragdes de lactato no sangue, néo
excedendo 2,2 mmol por litro (Tabela 2, Figura 11).

Nao houve alteragao significante nas concentragdes de glicose no figado
de animais submetidos a isquemia/reperfusao quando comparadas as concentracoes
aferidas no figado de animais do grupo sham (Tabela 12, Figura 21).

Também ndo houve alteragdo estatisticamente significante nas
concentragcbes hepaticas de corpos cetbnicos em animais submetidos a
isquemia/reperfusdo (Tabela 13, Figura 22) quando comparadas as concentragdes
destes metabdlitos no figado de animais submetidos ao trauma (Sham). Os corpos
cetbnicos sao sintetizados no figado e tal achado sugere sintese de corpos cetdnicos
semelhantes em ambos o0s grupos de animais estudados.

Houve queda nas concentracbes hepaticas de ATP durante a lesao de
reperfusdo nos tempos 1 e 3 horas de reperfusdo quando comparadas as
concentragdes deste nucleotideo no figado de animais submetidos a trauma sem
isquemia (Tabela 14, Figura 23). Esse achado sugere maior utilizacdo desse
substrato no figado de animais sujeitos a les&o de reperfusao nos tempos iniciais (1
e 3 horas). Por outro lado, houve aumento nas concentragdes de ATP no tempo de
6 horas, sugerindo reducao da utilizacdo de ATP para fungdes energéticas no tempo
6 horas. Parece ter havido, portanto, menor utilizacdo de ATP para produgdo de
energia no tempo 6 horas, quando comparado aos tempos 1 e 3 horas de
reperfusdo.

A reducdo nas concentragbes de piruvato, no figado, nos animais

isquémicos, no tempo 1 hora de reperfusao, sugere maior queima de piruvato para
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producao de ATP (Tabela 10, Figura 19). Esse resultado vai ao encontro do achado
de menor acumulo de ATP no figado desses animais, sugerindo realmente, no tempo
de 1h, maior utilizagdo de piruvato para produgdo de energia e maior uso de ATP
para fungcdes energéticas neste tempo (1 hora). Por outro lado, do mesmo modo, o
maior acumulo de piruvato no tempo 6 horas de reperfusdo sugere menor utilizagao
de piruvato no ciclo de Krebs e menor producéao e utilizagao tecidual local de ATP.

O acumulo de concentragdo de lactato, no tempo 6 horas de reperfuséo,
no figado de animais submetidos a isquemia/reperfusdo (Tabela 11, Figura 20)
sugere maior formacao de lactato no tecido hepatico, 0 que vem ao encontro e
reforca o aumento de ATP naquele tempo.

A lesdo de isquemia/reperfusdo néo induziu alteragdes significantes nas
concentragbes musculares de piruvato (Tabela 15, Figura 24), lactato (Tabela 16,
Figura 25), glicose (Tabela 17, Figura 26) ou de ATP (Tabela 19, Figura 28). Houve,
no tempo maximo de isquemia (zero hora), redugao nas concentragcées de corpos
cetbnicos no musculo, sugerindo ou menor captagdo dos corpos cetdnicos ou maior
utilizagcado desses compostos naquele tecido (Tabela 18, Figura 27).

Sabe-se que a L-Ala-GIn sofre hidrdlise no sangue e libera a glutamina,
que € captada pelos tecidos ricos em glutaminase. Tais tecidos transformam
glutamina em glutamato. O glutamato € um substrato importante no ciclo malato-
aspartato, com possivel atividade neste ciclo, causando possivelmente maior
regeneracdo de NAD™ no citosol, e estimulo para a transformagéo de uma molécula
de glicose em duas moléculas de piruvato. No presente estudo, os animais
traumatizados sem isquemia, porém submetidos a oferta de L-Ala-Gin,
apresentaram acumulo nas concentragées sanguineas de piruvato no tempo zero
(pbés-trauma imediato), sugerindo maior conversdao de glicose a piruvato,
provavelmente por maior disponibilidade de NAD" no citosol € maior transformacéo
de glicose em piruvato. Por outro lado, 6 horas apds o trauma, houve redugdo nas
concentragbes de piruvato no sangue do grupo de animais traumatizados, sem
isquemia, pré-tratados com L-Ala-GIn, sugerindo que o efeito de L-Ala-Gin por
gavagem nao perdurou até 6 horas apos o trauma (Tabela 20, Figura 29).

Em relagdo aos corpos cetdnicos, houve um comportamento exatamente
inverso, ou seja, reducdo nas concentragbes sanguineas dos corpos cetbnicos no
tempo zero (pos-trauma imediato) e aumento das concentragdes desse substrato,

no sangue, no tempo 3 e 6 horas (Tabela 23, Figura 32). Sabe-se que a L-Ala-GIn
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poderia exercer um efeito periférico ativando o ciclo malato-aspartato, regenerando
NAD", para maior queima da glicose em tecidos periféricos. A nivel pancreético, um
estimulo a glicdlise nas células B do pancreas levaria ao aumento da liberagcdo de
insulina por este érgéo. A insulina € o principal horménio regulador da sintese dos
corpos cetdnicos. A redugédo da cetonemia no tempo zero sugere menor produgao
de corpos cetdnicos naquele tempo, o que pode significar provavel acao da L-Ala-
GIn elevando a oferta de insulina nesse tempo zero, que sinaliza para o figado
reducdo ou parada na cetogénese. No tempo 6 horas, houve aumento dos corpos
cetbnicos no sangue, sugerindo que o provavel efeito elevatério da insulina é
também breve e nao perduraria até o tempo 6 horas pds-trauma sem isquemia. A
oferta de L-Ala-GIn, a animais traumatizados sem isquemia, ndo modificou as
concentragdes de lactato (Tabela 21, Figura 30) ou glicose (Tabela 22, Figura 31),
quando comparadas as concentragdes deste metabdlito entre os grupos.

A oferta de L-Ala-GIn induziu elevacao significante nas concentragdes
renais de piruvato no tempo zero (trauma imediato) e 6 horas pos-trauma (Tabela
24, Figura 33). Tal fato sugere menor utilizacdo desse substrato para geracdo de
energia no ciclo de Krebs, induzida pela oferta de dipeptideo nos devidos tempos.
Ao encontro de uma menor utilizagdo de piruvato, encontra-se no tempo zero
(Trauma imediato) elevagéo significante nas concentragées de lactato em tecido
renal, ou seja, no periodo imediatamente pds-trauma, parece ter havido utilizagéo
preferencial da via glicolitica anaerdbica.

A oferta de L-Ala-GIn, em animais traumatizados sem isquemia, acarretou
diminuicdo das concentragdes de lactato (Tabela 25, Figura 34) no tecido renal nos
tempos 1 e 3 horas de reperfusdo em relagéo ao tempo pds-trauma imediato (Tempo
zero). Tal fato sugere maior utilizagdo de energia através da glicélise aerdbica no
tecido renal nesse tempo.

O trauma sem isquemia infligiu redugédo nas concentragdes de glicose nos
rins de animais tratados com solugao salina no tempo 6 horas de trauma em relagao
ao tempo zero (pés-trauma). Por outro lado, nos animais traumatizados tratados com
L-Ala-GIn, ndo houve reducéo significante ao longo do tempo nas concentragdes de
glicose renal, permanecendo em torno de 4 a 5 milimoles por litro (Tabela 26 Figura
35). Comparando os grupos entre si, a oferta de L-Ala-GIn causou elevagdo na

concentragao de glicose no tempo 6 horas pds-trauma em relagdo ao grupo controle
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no rim desses animais, sugerindo maior captacdo de glicose por esse tecido, ou
menor utilizacdo desse substrato pelo tecido renal.

O trauma sem isquemia em animais tratados com solug¢do salina induziu
reducdo nas concentracdes renais de corpos cetbnicos no tempo 6h pds-trauma em
relacdo ao tempo zero (pos-trauma imediato). Tal fato sugere ou menor captagéao dos
corpos cetdnicos pelo tecido renal ou maior utilizagdo desses compostos. Por outro
lado, no grupo de animais traumatizados sem isquemia, tratados com L-Ala-Gin,
ocorreu elevagao significante nas concentragbes dos corpos cetbnicos no tempo
6 horas em relagdo ao grupo de animais traumatizados sem isquemia pré-tratados
com solugdo salina (Tabela 27, Figura 36). Isso sugere que a L-Ala-GIn induziu
elevagdo das concentragdes de corpos cetbnicos nos rins, sugerindo ou maior
captagao ou menor utilizacdo desses compostos no tempo 6 horas pds-trauma.

A oferta de L-Ala-GIn nos animais traumatizados sem isquemia induziu
reducao significante das concentragdes de ATP renal dos animais nos tempos zero, 1
e 6 horas pds-trauma, quando comparadas as concentragdes de ATP em tecido renal
de animais sujeitos a trauma sem isquemia pré-tratados com solugdo salina,
sugerindo maior hidrélise de ATP para produgdo de energia nesses tempos, no
periodo pds-trauma imediato. Por outro lado, houve acumulo de ATP no tecido renal
6 horas pos-trauma, sugerindo reducéo na hidrélise desse substrato, ou seja, menor
producao de energia nesse tempo (Tabela 28, Figura 37).

A oferta de L-Ala-GIn a animais traumatizados reduziu as concentragoes
hepaticas de piruvato no tempo 1 hora pds-trauma sem isquemia, sugerindo maior
oxidagao desse substrato para reprodugédo de energia no ciclo de Krebs (Tabela 29,
Figura 38). Tal fato vem ao encontro da também reducdo de ATP hepatico 1 hora
pds-trauma sem isquemia em animais pré-tratados com o dipeptideo. A redugcao das
concentragcbes de ATP hepatico sugere maior hidrélise desse substrato para
producao de energia no figado (Tabela 33, Figura 42).

Quanto ao lactato hepatico, houve aumento das suas concentracoes,
induzido pela oferta de L-Ala-GIn em animais traumatizados sem isquemia, nos
tempos zero e 6 horas, sugerindo maior captagao de lactato pelo tecido hepatico no
tempo pos-trauma imediato e no tempo 6 horas pods-trauma (Tabela 30, Figura 39).
Em relagao a glicose, houve também aumento nas concentragdes de glicose hepatica

induzido pela oferta de L-Ala-GIn em animais traumatizados sem isquemia nos
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tempos zero e 6 horas pos-trauma, sugerindo maior produgao de glicose no figado
desses animais, induzida pela oferta prévia de L-Ala-GIn (Tabela 31, Figura 40).

Houve queda dos corpos cetbnicos, no tecido hepatico, no tempo zero e 1
hora pds-trauma sem isquemia, o que vem de encontro a reducao de cetonemia no
tempo zero pos-trauma nesses animais recipientes da L-Ala-GIn, sugerindo
provavelmente em funcdo da agdo da glutamina sobre o pancreas, induzindo a
elevagdo do hormoénio insulina, que, por sua vez, possivelmente sinalizou, ao figado,
reducdo da sintese dos corpos cetdnicos. Portanto a redugcdo nas concentragcdes dos
corpos cetbnicos no figado, zero e 1 hora pds-trauma sem isquemia em animais
recipientes do dipeptideo, sugere redugao da cetogénese pelo figado. Por outro lado,
6 horas pés-trauma sem isquemia, ja ha aumento da cetogénese, sugerindo que o
efeito inibidor da cetogénese por uma provavel elevagao da insulinemia, desaparece
6 horas pés-trauma (Tabela 32, Figura 41).

As concentragdes de ATP em animais recipientes de L-Ala-GIn ficaram
reduzidas no figado nos tempos 1 e 3 horas pos-trauma sem isquemia, sugerindo
maior hidrélise de ATP e maior produgdo de energia nesses tempos (Tabela 33,
Figura 42).

A L-Ala-GIn induziu aumento nas concentragdes musculares de piruvato,
nos tempos zero e 1 hora pés-trauma sem isquemia, sugerindo maior atividade da
fase 1 da glicdlise (transformacdo de glicose em piruvato) no tecido muscular no
tempo zero pés-trauma sem isquemia (Tabela 34, Figura 43). Esse aumento da
glicolise se deveu provavelmente pela ativagdo do ciclo malato-aspartato, com
regeneragdo de NAD", pela oferta do dipeptideo L-Ala-Gin.

Em relacdo ao lactato, houve reducido de suas concentragdes in vivo, no
tecido muscular, no tempo 1 hora pds-trauma sem isquemia, sugerindo menor
atividade glicolitica anaerdbica e maior utilizagdo de glicose na via aerdbica, nessa
mesma fase 1h pos-trauma, induzida pela oferta de L-Ala-GIn (Tabela 35, Figura 44).

Houve aumento das concentragdes de glicose em tecido muscular nos
tempos zero e 3 horas pds-trauma sem isquemia em animais recipientes do
dipeptideo. O aumento nas concentragcbes musculares de glicose, induzido pela
oferta de L-Ala-GIn, sugere maior captacdo desse substrato nos tempos 1 e 3 horas
pds-trauma sem isquemia (Tabela 36, Figura 45).

Quanto aos corpos cetdnicos, houve aumento nas concentracbes de

corpos cetdnicos no musculo, no tempo 6 horas pds-trauma sem isquemia, sugerindo
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maior captagao desse substrato induzida pela oferta de L-Ala-GlIn, fato esse que tem
suporte na medida em que houve aumento nas concentracbes de cetonemia no
tempo 6 horas pds-trauma, ou seja, maior oferta de corpos cetdnicos aos tecidos no
referido tempo, induzida pela oferta do dipeptideo (Tabela 37, Figura 46).

Quanto as concentragdes de ATP muscular, a oferta de L-Ala-GIn a
animais traumatizados sem isquemia ndo modificou a concentracdo de ATP no
musculo desses animais, ja que as concentracdes de ATP foram semelhantes em
ambos os grupos (Tabela 38, Figura 47).

A oferta de L-Ala-GIn a animais submetidos a isquemia/reperfusao nao
alterou as concentragdes sanguineas de piruvato em nenhum dos tempos estudados,
durante a isquemia e a reperfuséo (Tabela 39, Figura 48). Por outro lado, aumentou
as concentragdes de lactato no sangue nos tempos 1 e 6 horas de reperfusao.
Aumento das concentragdes sanguineas de lactato nesses tempos sugere maior
atividade da glicélise anaerdbica nos tecidos periféricos e maior disponibilidade de
lactato para o sangue, induzidas pela acgéo pro-glicolitica promovida pela oferta
prévia de L-Ala-GIn (Tabela 40, Figura 49).

O pré-tratamento com o dipeptideo ndo promoveu qualquer alteragao nas
concentragdes glicémicas em nenhum dos tempos estudados, quando comparados
0s grupos submetidos a isquemia reperfusao pré-tratados com solugédo salina ou
L-Ala-GIn (Tabela 41, Figura 50).

Houve aumento nas concentragdes in vivo de corpos cetdnicos durante a
lesdo de reperfusdo nos trés tempos 1, 3 e 6 horas, sugerindo ou maior producgao de
corpos ceténicos pelo figado (aumento da cetogénese), ou menor utilizagdo destes
compostos pelos tecidos periféricos (Tabela 42, Figura 51).

No rim, a oferta de L-Ala-GIn induziu redugdo nas concentracbes de
piruvato nos tempos 1 e 3 horas de reperfusdo, sugerindo maior utilizagcdo desse
substrato na glicolise aerdbica em tecido renal, ou seja, maior utilizagado de piruvato
no ciclo de Krebs na cértex renal, e consequentemente menores concentragdes
deste metabdlito no tecido renal total (cértex e medula) (Tabela 43, Figura 52).

Quanto ao lactato, houve aumento nas concentragdes de lactato no tecido
renal nos tempos 1 e 3 horas de reperfusdo em animais recipientes do dipeptideo,
com provavel aumento da glicolise anaerdbica na medula renal durante esses
tempos induzida pela oferta de L-Ala-GIn (Tabela 44, Figura 53). Sabe-se que a

medula do rim € eminentemente glicolitica anaerdbica, pois s6 queima glicose e
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transforma em lactato. Entdo o acumulo de lactato em 1 e 3 horas de reperfusao em
animais submetidos a isquemia/reperfusao tratados pela L-Ala-GIn sugere aumento
da glicélise anaerodbica provavelmente pelo tecido medular renal

Houve aumento, no tempo 3 horas de reperfusdo, nas concentragcboes de
glicose renal dos animais recipientes de L-Ala-GIn, sugerindo maior captacao de
glicose neste tempo, apesar de a glicemia, naquele momento, ser semelhante em
ambos os grupos (Tabela 45, Figura 54).

Houve aumento, no tempo 3 horas de reperfusdo, nas concentracoes de
corpos cetbnicos (Tabela 47, Figura 56) e ATP (Tabela 46, Figura 55) em tecido
renal de animais recipientes do dipeptideo. Entretanto o que realmente se verificou
foi uma queda no grupo isquemia/reperfusdo tratado com solugéao salina, muito mais
do que uma elevagdo nas concentragbes de ATP e corpos cetdbnicos no grupo
recipiente de L-Ala-GIn, sugerindo que, no grupo tratado com L-Ala-Gin, houve
manutencdo das concentracdes dos corpos cetbnicos e de ATP nos tecidos renais
desses animais.

A oferta de L-Ala-GlIn induziu uma significante redugdo nas concentragdes
hepaticas de piruvato nos tempos 1, 3 e 6 horas de reperfusdo, sugerindo maior
atividade energética, e utilizagdo do piruvato no ciclo de Krebs, ou ciclo do acido
tricarboxilico, para producdo de energia no figado nos tempos de reperfusdo nos
animais tratados com L-Ala-GIn (Tabela 48, Figura 57).

Nao houve modificacbes ou diferengas significantes nas concentragdes
hepaticas de lactato durante a lesdo de isquemia/reperfusao nos animais tratados
com solugdo salina ou L-Ala-GIn. As concentragdes de lactato, no figado, foram
semelhantes em ambos os grupos (Tabela 49, Figura 58). Do mesmo modo, as
concentragdes hepaticas de glicose se mantiveram semelhantes entre os grupos em
todos os tempos estudados (Tabela 50, Figura 59).

Em relagdo aos corpos cetdnicos, houve um aumento nas concentragdes
hepaticas no tempo 6 horas de reperfuséo, sugerindo aumento da sintese de corpos
cetbnicos nesse tempo. Isso corrobora com o aumento da cetonemia no tempo 6h
desses animais, ja que houve aumento da cetonemia nos tempos 1, 3 e 6 horas, de
reperfusdo, em animais recipientes de L-Ala-GIn (Tabela 52, Figura 61).

No tempo 6 horas de reperfusdo, houve uma reducdo nas concentragoes
de ATP no figado de animais tratados com L-Ala-GIn submetidos a lesdo de

isquemia/reperfusdo quando comparadas as concentragdes hepaticas de ATP em
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animais recipientes de solugao salina, submetidos a lesdo de isquemia/reperfusao,
sugerindo maior hidrélise desse substrato, maior utilizagdo energética deste
nucleotideo nesse tempo pelos animais recipientes do dipeptideo (Tabela 51, Figura
60).

A oferta de L-Ala-GIn reduziu as concentragdes de piruvato no tempo zero,
(Tabela 53, Figura 62) tempo de isquemia maxima, sugerindo maior utilizagdo do
piruvato nesse tempo para produgcédo de energia. Mesmo na privagao de oxigénio,
houve uma queda de piruvato, sugerindo maior utilizagcdo desse substrato induzida
pela oferta de L-Ala-GlIn.

A oferta de L-Ala-GIn nao alterou as concentragdes de lactato (Tabela 54,
Figura 63) no musculo e em nenhum dos tempos estudados. Semelhante achado foi
encontrado por Fortes e colaboradores em humanos submetidos a
isquemia/reperfusdo em pacientes com isquemia critica dos membros inferiores
submetidos a revascularizagao distal.

Quanto a (glicose (Tabela 55, Figura 64), houve reducdo nas
concentragdes no tempo 6 horas. Esta redugédo da concentragéo de glicose no tempo
6h sugere maior utilizagdo desse substrato para geragcdo de energia ou menor
captacao pelo tecido muscular nesse tempo de reperfusao.

Houve elevacao dos corpos cetdnicos (Tabela 57, Figura 66) no musculo
nos tempos zero e 1 hora, sugerindo maior captagcédo desse substrato, fato esse que
tem suporte, j4 que os animais tratados com L-Ala-GIn submetidos a
isquemia/reperfusdo tiveram maior nivel de cetonemia (concentracdo de corpos
cetbnicos no sangue) em 1 e 3 horas nos mesmos tempos em que o tecido muscular
conseguiu captar mais esse substrato no tempo zero e 1h.

Houve maior elevagao das concentragdes musculares de ATP (Tabela 56,
Figura 65) no tempo 6 horas de reperfusdo nos animais submetidos a isquemia
reperfusdo e tratados com L-Ala-GIn, sugerindo menor hidrolise desse substrato e
menor utilizacdo de energia nos animais ofertados com L-Ala-GIn em relagdo aos
animais submetidos a isquemia/reperfusao tratados com solugao salina.

O dipeptideo L-ALA-GLN estimulou a glicolise em tecidos periféricos e
comportou-se como um “glucose burner” ajudando a reduzir a resisténcia insulinica
caracteristica do metabolismo durante o trauma e a lesdo de isquemia/reperfusio.

A maior queima de glicose na periferia resultaria em provavel redugao de

insulina plasmatica, sinalizando para o aumento da cetogénese, hipercetonemia e
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maior captagao destes compostos pelos tecidos periféricos. O aumento do “turn
over’ de glicose pode ser devido a maior atividade glicolitica em tecido periférico,
por maior disponibilidade de glutamato, ativando o ciclo malato-aspartato,
promovendo maior regeneracdo de NAD" no citosol, propiciando, por sua vez,
aumento da queima de glicose a piruvato (primeira fase da glicdlise).

Suporte as hipoteses acima mencionadas, poderia ser dado a partir da
dosagem de insulina plasmatica e da atividade da enzima malato-desidrogenase,
enzima chave da lancadeira malato-aspartato, em tecidos de hospedeiro pré-
tratados com L-ALA-GLN. O uso de drogas que reduzam a resisténcia insulinica, tipo
roseglitazonas, associadas a L-ALA-GLN, poderia ajudar a esclarecer o papel deste

dipeptideo na reducéo da resisténcia insulinica em modelos experimentais e clinicos.
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6 CONCLUSAO

O modelo de pincamento da artéria iliaca esquerda promove alteracdes
metabolicas decorrentes da leséo de isquemia/reperfuséo.

O dipeptideo L-alanil-glutamina em animais submetidos ao trauma, induz
elevacdo nas concentragcbes hepaticas de lactato, promove elevacdo de glicose
muscular e reducdo de lactato no mesmo tecido. Esses achados indicam elevacao

no “turnover” de glicose.

Em animais submetidos ao pingcamento da artéria iliaca comum esquerda, o
dipeptideo L-alanil-glutamina induz elevagao das concentracdes de corpos cetbnicos
no figado, no sangue e no musculo, indicando aumento da cetogénese durante a

lesé@o de reperfusao.

A oferta do dipeptideo a animais durante a lesdo de reperfusdo causa,
hiperlactacemia e elevacao nas concentracdes de lactato, indicando maior atividade

glicolitica anaerdbica.

O aumento do “turnover” de glicose induzido pela oferta do dipeptideo
glutamina decorre da maior atividade glicolitica em tecidos periféricos, por maior
disponibilidade de glutamato, causando possivelmente ativacdo do ciclo malato-

aspartato

Maior atividade glicolitica resultante da oferta do dipeptideo, durante a lesdo
de reperfusédo, leva a reducéo da resisténcia insulinica com provavel diminuicdo dos
niveis plasmaticos do horménio causando elevagcédo da cetogénese, hipercetonemia

e maior captacao destes compostos em tecidos periféricos.
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APENDICE A
DADOS BRUTOS (1)
Sangue - PIRUVATO Rim - PIRUVATO
Grupo 1 - Solucéo Salina (Sham) Grupo 1 - Solucéo Salina (Sham)

T-0 T-1 T-3 T-6 T-0 T-1 T-3 T-6
0,530 0,222 0,385 0,759 0,290 0,908 0,226 0,372
0,252 0,321 0,775 0,582 0,324 0,201 0,276 0,299
0,211 0,254 0,184 0,197 0,588 0,346 0,458 0,364
0,322 0,697 0,150 0,650 0,509 0,329 0,704 0,250
0,016 0,862 0,459 0,710 0,317 0,142 0,514 0,341
0,181 0,581 0,439 0,440 0,521 0,306 0,348 0,356

Sangue - LACTATO Rim - LACTATO
Grupo 1 - Solucéo Salina (Sham) Grupo 1 - Solucéo Salina (Sham)

T-0 T-1 T-3 T-6 T-0 T-1 T-3 T-6
2,261 1,097 1,109 2,074 2,849 1,329 6,874 1,423
1,708 1,666 1,891 2,095 3,054 2,258 3,609 1,283
2,126 1,102 1,360 2,765 2,947 1,267 3,082 0,741
2,216 3,665 1,578 1,954 1,989 2,866 2,669 3,790
1,439 2,128 2,444 2,174 2,989 2,105 4,480 1,505
1,456 2,224 1,791 2,070 3,101 4,098 2,311 1,287

Sangue - GLICOSE Rim - GLICOSE
Grupo 1 - Solucgéo Salina (Sham) Grupo 1 - Solucéo Salina (Sham)

T-0 T-1 T-3 T-6 T-0 T-1 T-3 T-6
4,662 5,015 3,796 4,929 5,620 3,224 4,500 2,168
7,270 6,840 4,363 4,289 6,232 5,525 2,674 1,230

14,040 3,227 4,046 4,087 7,493 4,520 3,529 1,828
6,056 9,945 3,233 4,518 6,732 12,379 3,974 2,181
6,930 4,812 4,327 3,334 5,822 4,051 4,714 1,128
3,967 5,088 3,365 2,211 4,544 4,134 4,040 2,407
Sangue - CORPOS CETONICOS Rim - CORPOS CETONICOS
Grupo 1 - Solucéo Salina (Sham) Grupo 1 - Solugéo Salina (Sham)

T-0 T-1 T-3 T-6 T-0 T-1 T-3 T-6
0,498 0,319 0,369 0,601 1,209 1,265 1,821 0,454
0,460 0,403 0,492 0,581 1,343 1,354 1,306 0,706
0,546 0,423 0,367 0,599 1,766 1,261 1,263 0,621
0,729 0,330 0,422 0,140 1,612 1,084 1,429 0,972
0,381 0,771 0,187 0,119 1,747 1,679 1,552 0,971
0,554 0,356 0,409 0,683 1,796 1,318 1,419 1,065

Grupo 1 - Solucéo Salina (Sham)
Rim - ATP
T-0 T-1 T-3 T-6
0,674 0,858 1,247 0,639
0,898 0,788 0,844 0,389
0,803 0,837 1,008 0,450
0,815 0,640 0,657 0,648
0,652 0,692 0,825 0,982

0,834 0,720 1,468 0,387
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DADOS BRUTOS (2)

Figado - PIRUVATO

Grupo 1 - Solucéo Salina (Sham)

Musculo - PIRUVATO

Grupo 1 - Solucéo Salina (Sham)

T-0 T-1 T-3 T-6
0,533 1,281 0,807 0,429
0,203 1,061 0,839 0,373
0,892 0,866 1,014 0,370
0,784 0,561 1,222 0,435
0,430 0,876 0,792 0,320
0,673 0,986 0,717 0,751

Figado - LACTATO

T-0 T-1 T-3 T-6
0,118 0,087 0,339 0,242
0,342 0,537 0,439 0,124
0,384 0,584 0,266 0,257
0,150 0,389 0,362 0,386
0,438 0,421 0,135 0,357
0,353 0,225 0,492 0,840

Grupo 1 - Solucéo Salina (Sham)

Mdusculo - LACTATO

Grupo 1 - Solucéo Salina (Sham)

T-0 T-1 T-3 T-6
1,975 1,228 1,974 1,890
2,036 3,350 2,277 1,366
3,074 2,571 2,203 1,363
1,750 7,010 1,406 1,636
0,497 3,429 2,414 1,712
1,384 1,419 1,940 2,050

Figado - GLICOSE

T-0 T-1 T-3 T-6
7,790 7,346 7,195 8,701
6,635 11,879 7,124 0,150
7,233 11,638 7,475 4,824
6,805 7,564 7,427 10,015
7,967 9,370 7,965 4,673
9,747 9,877 8,777 6,759

Grupo 1 - Solucgéo Salina (Sham)

Mdusculo - GLICOSE

Grupo 1 - Solucéo Salina (Sham)

T-0 T-1 T-3 T-6
5,560 4,751 2,872 5,142
10,854 9,092 5,953 6,640
14,641 3,766 3,001 3,566
4,122 12,731 3,362 4,979
15,772 11,466 8,429 6,252
6,638 6,224 4,615 5,594

Figado - CORPOS CETONICOS

T-0 T-1 T-3 T-6
1,640 0,606 1,032 1,073
1,752 1,816 1,433 0,001
1,254 1,609 0,942 0,890
1,600 2,235 1,414 1,646
2,485 0,717 1,544 0,991
1,715 1,655 1,583 1,246

Grupo 1 - Solucéo Salina (Sham)

Musculo - CORPOS CETONICOS

Grupo 1 - Solugéo Salina (Sham)

T-0 T-1 T-3 T-6
1,339 1,818 2,419 1,025
1,489 1,113 1,288 1,557
2,208 1,294 1,385 1,052
1,777 1,029 1,637 1,256
1,021 1,330 1,245 1,453
1,730 1,905 1,265 1,977
Grupo 1 - Solucéo Salina (Sham)

Figado - ATP

T-0 T-1 T-3 T-6
0,547 1,475 0,924 0,527
1,140 0,543 0,641 0,625
1,246 0,746 0,667 0,444
0,727 1,081 0,665 0,328
0,480 0,842 0,820 0,459

0,609 1,079 0,824 0,595

T-0 T-1 T-3 T-6
1,009 0,537 0,739 0,561
0,588 0,759 0,576 0,093
0,333 0,531 1,013 0,394
0,687 0,935 0,587 0,481
0,879 0,860 0,385 0,536
0,760 0,678 0,443 0,725
Grupo 1 - Solucéo Salina (Sham)

Musculo - ATP

T-0 T-1 T-3 T-6
1,698 1,518 1,397 2,873
1,725 1,958 2,634 0,003
1,352 1,360 1,560 1,611
1,875 1,451 1,860 2,998
1,282 1,301 1,834 1,657
1,548 2,696 1,380 2,376
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DADOS BRUTOS (3)

Sangue - PIRUVATO

Grupo 2 - Soluc¢do Salina (Isquemia)

Rim - PIRUVATO

Grupo 2 - Soluc¢do Salina (Isquemia)

T-0 T-1 T-3 T-6
0,736 0,376 0,220 0,129
0,555 0,245 0,191 0,496
0,032 0,323 0,187 0,240
0,406 0,376 0,169 0,402
0,554 0,168 0,177 0,476
0,643 0,143 0,290 0,364

Sangue - LACTATO

Grupo 2 - Soluc¢do Salina (Isquemia)

T-0 T-1 T-3 T-6
3,140 2,042 1,931 0,830
2,416 1,511 1,397 0,581
1,889 1,974 1,438 4,200
2,771 1,287 1,430 0,858
0,866 1,391 3,119 3,640
1,939 1,578 2,689 1,030

Sangue - GLICOSE

Grupo 2 - Solugéo Salina (Isquemia)

T-0 T-1 T-3 T-6
4,783 6,009 7,543 4,005
5,237 2,886 6,490 3,754
5,918 6,120 6,704 3,228
8,399 10,598 3,536 5,745
3,482 9,032 4,355 5,927
9,986 6,641 5,805 5,126

Sangue - CORPOS CETONICOS

T-0 T-1 T-3 T-6
0,566 0,374 1,003 0,467
1,009 1,056 1,326 0,490
0,627 0,619 0,737 0,970
0,325 1,025 1,384 0,886
0,477 1,656 0,785 0,984
0,624 1,350 0,931 0,813

Rim - LACTATO

Grupo 2 - Solucdo Salina (Isquemia)

T-0 T-1 T-3 T-6
7,200 4,731 1,683 2,314
2,600 1,445 1,311 2,802
2,335 1,780 1,094 2,699
1,067 1,338 2,311 3,414
2,286 1,344 2,827 1,066
0,873 1,516 1,640 2,471

Rim - GLICOSE

Grupo 2 - Solucgéo Salina (Isquemia)

T-0 T-1 T-3 T-6
6,830 6,178 3,936 2,521
5,074 4,844 4,288 3,360
7,354 6,356 0,588 2,835
4,092 6,157 0,613 7,094
3,157 6,948 1,649 5,467

10,275 6,421 3,326 5,322

Grupo 2 - Solugéo Salina (Isquemia)

Rim - CORPOS CETONICOS

Grupo 2 - Solucgéo Salina (Isquemia))

T-0 T-1 T-3 T-6
0,656 0,411 0,658 0,331
0,365 0,197 0,327 0,741
0,324 0,562 0,213 0,675
0,338 0,289 0,325 0,345
0,358 0,499 0,393 0,312
0,513 0,277 0,286 0,841

T-0 T-1 T-3 T-6
1,596 1,651 0,433 0,884
1,763 2,644 0,400 1,116
1,659 1,547 0,292 1,036
0,684 2,273 0,678 1,277
1,692 0,846 0,344 0,801
1,197 0,902 0,393 0,942

Grupo 2 - Solucgéo Salina (Isquemia)

Rim - ATP

T-0 T-1 T-3 T-6
0,741 0,853 0,583 1,042
1,017 0,868 0,572 0,916
0,681 0,635 0,216 0,823
0,437 0,786 0,451 0,817
0,988 0,550 0,445 1,076

0,906 0,835 0,452 0,677
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DADOS BRUTOS (4)
Figado - PIRUVATO Musculo - PIRUVATO
Grupo 2 - Soluc¢do Salina (Isquemia) Grupo 2 - Soluc¢do Salina (Isquemia)
T-0 T-1 T-3 T-6 T-0 T-1 T-3 T-6
0,329 0,204 0,989 0,563 0,222 0,557 0,264 0,095
0,495 0,733 0,869 0,855 0,916 0,427 0,699 0,139
0,564 0,628 1,076 0,442 0,403 0,022 0,103 0,397
0,363 0,731 0,659 0,555 0,655 0,371 0,418 0,100
0,340 0,772 0,361 0,951 0,370 0,524 0,530 0,253
0,745 0,778 0,408 0,682 0,351 0,409 0,596 0,030
Figado - LACTATO Mdasculo - LACTATO
Grupo 2 - Soluc¢do Salina (Isquemia) Grupo 2 - Solucdo Salina (Isquemia)
T-0 T-1 T-3 T-6 T-0 T-1 T-3 T-6
4,097 0,810 1,618 2,395 13,314 7,280 5,986 15,851
2,386 1,457 1,953 2,186 9,407 4,700 7,250 11,165
2,214 3,020 2,218 3,125 9,424 11,900 7,278 9,349
5,429 3,014 1,802 2,108 5,938 8,100 7,474 4,620
3,966 2,355 3,733 1,655 9,528 5,600 11,779 8,155
4,989 1,735 2,770 3,310 11,816 2,419 7,295 4,171
Figado - GLICOSE Miusculo - GLICOSE
Grupo 2 - Solugéo Salina (Isquemia) Grupo 2 - Solucgéo Salina (Isquemia)
T-0 T-1 T-3 T-6 T-0 T-1 T-3 T-6
5,899 2,303 6,702 7,742 0,914 3,260 0,863 0,929
10,911 13,088 8,399 10,430 1,141 1,938 0,996 1,797
15,660 8,339 7,898 2,875 1,340 1,918 2,547 2,563
15,489 13,132 6,199 9,788 1,407 2,145 1,046 1,381
20,899 11,058 5,784 10,098 1,274 1,596 2,045 1,348
6,638 9,126 10,084 8,610 2,094 1,466 1,639 1,048
Figado - CORPOS CETONICOS Musculo - CORPOS CETONICOS
Grupo 2 - Solugéo Salina (Isquemia) Grupo 2 - Solucgéo Salina (Isquemia)
T-0 T-1 T-3 T-6 T-0 T-1 T-3 T-6
1,235 1,036 1,378 1,245 0,425 0,285 0,316 0,341
1,459 1,220 1,751 1,032 0,172 0,607 0,553 0,319
1,561 1,499 1,724 1,452 0,207 1,026 0,310 0,414
1,134 1,390 0,899 0,792 0,589 0,648 2,057 0,140
1,648 1,434 1,308 1,104 0,369 0,573 3,622 0,555
1,423 0,647 1,682 1,290 0,178 0,434 0,369 0,762
Grupo 2 - Solugdo Salina (Isquemia) Grupo 2 - Solucgéo Salina (Isquemia)
Figado - ATP Musculo - ATP
T-0 T-1 T-3 T-6 T-0 T-1 T-3 T-6
0,630 0,548 0,436 0,842 2,195 1,980 2,030 1,850
0,777 0,516 0,458 0,605 1,299 2,211 1,021 1,933
0,734 0,687 0,730 0,991 2,272 2,391 2,055 1,485
0,613 0,605 0,314 0,531 1,656 1,916 1,387 2,343
1,121 0,524 0,322 0,639 1,708 2,393 2,047 2,595

1,177 0,486 0,561 0,658 2,179 1,726 2,095 3,044
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DADOS BRUTOS (5)
Sangue - PIRUVATO Rim - PIRUVATO
Grupo 3 - Ala-GIn (Sham) Grupo 3 - Ala-GIn (Sham)

T-0 T-1 T-3 T-6 T-0 T-1 T-3 T-6
0,574 0,762 0,251 0,570 0,643 0,589 0,189 0,466
0,785 0,761 0,336 0,072 0,927 0,592 0,524 0,518
0,708 0,089 0,603 0,204 0,549 0,705 0,403 0,964
0,584 0,401 0,188 0,206 0,709 0,641 0,891 0,839
0,354 0,332 0,211 0,098 0,961 0,554 0,624 0,720
0,521 0,376 0,091 0,224 1,090 0,853 0,835 0,471

Sangue - LACTATO Rim - LACTATO
Grupo 3 - Ala-GIn (Sham) Grupo 3 - Ala-GIn (Sham)

T-0 T-1 T-3 T-6 T-0 T-1 T-3 T-6
1,923 1,487 0,028 2,231 3,998 1,869 2,287 2,602
2,181 1,345 2,522 2,102 5,724 1,455 1,084 2,876
0,579 1,175 2,628 1,849 4,890 0,820 1,729 2,907
2,333 2,988 2,011 1,668 20,972 0,406 1,967 3,463
2,285 1,523 1,254 1,630 3,832 2,238 3,805 1,307
2,875 3,998 2,906 1,348 4,112 1,083 1,837 2,344

Sangue - GLICOSE Rim - GLICOSE
Grupo 3 - Ala-GIn (Sham) Grupo 3 - Ala-GIn (Sham)

T-0 T-1 T-3 T-6 T-0 T-1 T-3 T-6
6,594 5,793 5,793 8,409 4,476 5,720 5,712 1,415
5,676 6,661 6,661 2,107 10,799 4,821 3,949 7,553
4,488 6,845 6,845 4,511 1,510 4,751 6,796 5,451
5,144 3,946 3,946 4,521 2,572 4,060 6,364 2,375
6,561 3,896 3,896 4,076 6,729 3,852 5,470 6,013
4,780 6,073 6,073 3,750 6,685 3,436 5,847 3,567
Sangue - CORPOS CETONICOS Rim - CORPOS CETONICOS

Grupo 3 - Ala-GIn (Sham) Grupo 3 - Ala-GIn (Sham)

T-0 T-1 T-3 T-6 T-0 T-1 T-3 T-6
0,429 0,317 1,401 1,273 1,621 1,290 1,387 1,827
0,382 0,384 0,559 0,812 1,179 0,975 0,898 1,478
0,263 0,514 0,665 2,589 1,216 1,130 1,404 1,128
0,312 0,488 0,673 1,099 1,088 1,344 1,478 1,094
0,331 0,557 0,888 0,772 1,590 1,291 1,977 0,779
0,281 0,596 1,111 0,680 1,578 1,329 1,348 1,425

Grupo 3 - Ala-GIn (Sham)
Rim - ATP
T-0 T-1 T-3 T-6
0,663 0,443 0,752 0,918
0,312 0,465 0,972 1,001
0,320 0,184 0,714 0,700
0,550 0,454 0,750 0,698
0,332 0,485 0,388 0,829

0,649 0,564 0,661 2,757
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APENDICE A
DADOS BRUTOS (6)
Figado - PIRUVATO Musculo - PIRUVATO
Grupo 3 - Ala-GIn (Sham) Grupo 3 - Ala-GIn (Sham)

T-0 T-1 T-3 T-6 T-0 T-1 T-3 T-6
0,794 0,552 1,427 0,327 1,358 0,779 0,527 0,968
0,720 0,536 0,413 0,553 1,356 2,071 0,494 0,343
0,805 0,487 0,381 0,511 1,902 1,28 0,168 0,144
0,491 0,243 0,505 0,438 2,245 1,197 0,299 0,083
0,995 0,473 0,403 0,384 1,11 0,503 0,361 0,202
0,572 0,773 0,750 0,989 1,069 1,471 0,269 0,249

Figado - LACTATO Mdasculo - LACTATO
Grupo 3 - Ala-GIn (Sham) Grupo 3 - Ala-GIn (Sham)

T-0 T-1 T-3 T-6 T-0 T-1 T-3 T-6
4,513 1,591 7,987 3,077 13,968 5,029 7,494 3,807
7,142 3,089 2,701 2,982 18,929 5,145 5,274 3,692
1,875 1,660 1,602 2,941 9,534 4,689 10,524 2,391
3,044 1,349 1,648 3,013 8,390 9,262 3,317 1,980
9,812 1,647 2,359 4,960 8,508 5,008 7,341 4,305
4,345 0,899 1,369 3,309 7,466 7,351 4,917 3,705

Figado - GLICOSE Miusculo - GLICOSE
Grupo 3 - Ala-GIn (Sham) Grupo 3 - Ala-GIn (Sham)

T-0 T-1 T-3 T-6 T-0 T-1 T-3 T-6

20,371 13,609 16,886 7,204 2,407 1,489 1,843 0,940

23,389 16,638 5,933 8,644 3,695 1,060 1,452 1,506

14,633 9,204 8,243 16,694 2,227 1,461 2,303 1,101

15,187 9,107 8,281 8,718 2,493 1,665 1,110 0,923

17,702 8,301 4,933 7,015 2,742 2,021 1,128 1,106

12,199 8,081 10,707 11,093 2,060 1,890 1,371 0,913

Figado - CORPOS CETONICOS Musculo - CORPOS CETONICOS
Grupo 3 - Ala-GIn (Sham) Grupo 3 - Ala-GIn (Sham)

T-0 T-1 T-3 T-6 T-0 T-1 T-3 T-6
1,032 0,723 3,297 2,298 0,711 0,469 0,903 1,024
0,677 0,789 0,912 1,795 0,811 0,743 0,785 1,006
1,267 0,823 1,815 2,077 0,615 0,601 0,642 1,018
0,476 0,762 1,530 1,671 0,592 0,501 0,682 0,814
0,599 0,961 1,500 1,995 0,507 0,452 0,503 0,618
0,952 0,598 1,487 1,832 0,481 1,715 0,541 2,159

Grupo 3 - Ala-GIn (Sham) Grupo 3 - Ala-GIn (Sham)
Figado - ATP Musculo - ATP

T-0 T-1 T-3 T-6 T-0 T-1 T-3 T-6
0,249 0,293 0,204 0,666 0,690 1,339 1,904 2,280
0,806 0,286 0,496 0,624 1,600 1,384 1,456 5,113
0,243 0,210 0,623 0,622 1,471 1,083 2,437 2,020
0,260 0,231 0,577 0,579 2,313 1,659 0,219 1,898
0,126 0,417 0,476 0,544 2,072 1,206 1,956 3,209

0,564 0,300 0,612 0,534 1,451 1,330 4,224 2,168
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DADOS BRUTOS (7)

Grupo 4 - AlaGIn (Isquemia)

Rim - PIRUVATO
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Grupo 4 - AlaGIn (Isquemia)

T-0 T-1 T-3 T-6 T-0 T-1 T-3 T-6
0,221 0,035 0,208 0,205 0,433 0,314 0,425 0,958
0,153 0,578 0,354 0,385 1,046 0,275 0,069 0,514
0,260 0,226 0,414 0,322 0,810 0,402 0,641 0,754
0,402 0,344 0,378 0,322 0,817 0,607 0,492 0,864
0,201 0,196 0,170 0,329 0,841 0,038 0,268 0,513
0,217 0,308 0,444 0,622 0,625 0,316 0,312 0,638

Sangue - LACTATO Rim - LACTATO
Grupo 4 - AlaGIn (Isquemia) Grupo 4 - AlaGIn (Isquemia)

T-0 T-1 T-3 T-6 T-0 T-1 T-3 T-6
0,645 3,063 2,612 1,725 2,543 4,758 5,492 2,426
1,347 3,084 2,922 1,971 1,728 1,877 3,233 1,814
1,901 4,259 2,368 5,113 2,145 4,050 2,658 2,840
3,623 3,499 3,803 3,163 2,757 3,369 3,346
1,898 2,416 1,010 1,521 1,773 1,800 2,962 1,298
2,105 2,919 1,610 2,529 4,223 3,534 3,041 2,154

Sangue - GLICOSE Rim - GLICOSE
Grupo 4 - AlaGIn (Isquemia) Grupo 4 - AlaGIn (Isquemia)

T-0 T-1 T-3 T-6 T-0 T-1 T-3 T-6
1,894 11,344 7,663 3,905 7,722 11,228 6,543 3,715
6,593 5,413 6,508 5,146 7,680 9,218 5,559 4,741
7,009 5,039 7,201 4,334 6,183 4,903 6,380 4,889

11,239 7,667 10,548 10,067 7,271 8,557 4,028
8,353 8,426 3,725 4,759 5,531 5,863 3,891 2,148

10,033 8,647 4,151 2,760 6,319 9,367 3,597 3,801

Sangue - CORPOS CETONICOS

Grupo 4 - AlaGIn (Isquemia)

Rim - CORPOS CETONICOS

Grupo 4 - AlaGIn (Isquemia))

T-0 T-1 T-3 T-6 T-0 T-1 T-3 T-6
0,505 1,033 0,459 1,067 1,322 1,151 1,419 1,235
0,540 0,884 0,743 1,188 1,352 1,153 1,242 0,901
0,554 0,514 0,425 1,342 0,968 0,919 1,084 2,076
0,702 0,745 0,556 0,959 0,336 0,810 1,421
0,565 0,524 1,448 1,323 1,024 1,148 0,862 1,006
0,421 0,303 1,688 1,731 1,109 0,874 0,776 1,364

Grupo 4 - AlaGIn (Isquemia)
Rim - ATP
T-0 T-1 T-3 T-6
0,470 0,912 0,807 0,312
0,622 0,331 0,756 1,771
0,663 0,612 0,447 0,873
0,198 1,076 0,747 0,875
0,539 0,745 0,847 0,599
1,200 0,712 0,892 0,881
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DADOS BRUTOS (8)

Figado - PIRUVATO

Grupo 4 - AlaGIn (Isquemia)

Musculo - PIRUVATO

Grupo 4 - AlaGIn (Isquemia)

T-0 T-1 T-3 T-6
0,523 0,221 0,289 0,156
0,511 0,204 0,320 0,385
0,408 0,288 0,397 0,350
0,651 0,241 0,120 0,215
0,668 0,584 0,039 0,483
0,529 0,450 0,404 0,508

Figado - LACTATO

T-0 T-1 T-3 T-6
0,16 0,043 0,131 0,158
0,13 0,093 0,303 0,288
0,146 0,109 0,31 0,484
0,421 0,157 0,167 0,474
0,226 0,101 0,867 0,404

0,14 0,115 0,105 0,127

Grupo 4 - AlaGIn (Isquemia))

Mdusculo - LACTATO

Grupo 4 - AlaGIn (Isquemia)

T-0 T-1 T-3 T-6
3,118 7,551 1,727 1,928
1,476 4,382 2,405 3,175
3,768 2,399 3,352 1,545
4,487 0,179 3,193 1,124
2,274 5,178 1,714 1,337
6,332 7,716 1,476 1,649

Figado - GLICOSE

T-0 T-1 T-3 T-6
6,208 8,296 10,564 2,388
9,445 8,163 4,056 7,170

12,089 9,269 8,381 7,453

18,814 5,403 5,864 5,064

12,410 7,136 8,284 3,315

14,715 6,105 7,782 3,079

Grupo 4 - AlaGIn (Isquemia)

Mdusculo - GLICOSE

Grupo 4 - AlaGIn (Isquemia)

T-0 T-1 T-3 T-6

17,400 8,504 10,553 6,213
14,896 13,975 7,359 6,375
17,213 8,309 11,206 19,497
12,045 9,127 12,877 2,049
13,078 12,258 6,042 5,400
14,876 13,824 5,553 5,245

Figado - CORPOS CETONICOS

T-0 T-1 T-3 T-6
1,254 2,960 2,267 0,037
1,554 2,394 1,547 0,847
1,061 1,813 1,766 0,854
2,334 2,605 3,957 1,405
2,000 2,398 1,517 0,658
2,092 1,923 1,162 0,986

Grupo 4 - AlaGIn (Isquemia)

Musculo - CORPOS CETONICOS

Grupo 4 - AlaGIn (Isquemia)

T-0 T-1 T-3 T-6
1,235 0,991 1,430 1,456
1,468 2,275 0,913 1,537
1,275 1,460 1,097 2,094
1,270 1,300 1,680 1,177
1,229 1,226 1,465 1,678
1,161 0,433 2,120 1,587

Grupo 4 - AlaGIn (Isquemia)
Figado - ATP

T-0 T-1 T-3 T-6
0,154 0,444 0,557 0,174
0,217 0,733 0,376 0,518
0,206 0,707 0,78 0,499
0,193 0,517 0,449 0,483
0,066 0,954 0,259 0,485

3,098 0,784 0,762 0,654

T-0 T-1 T-3 T-6
1,371 3,163 3,053 2,733
1,809 1,120 1,661 4,205
1,233 2,559 3,413 3,818
1,966 0,960 1,904 2,759
1,260 2,922 6,447 3,702
1,802 3,449 5,440 3,211

Grupo 4 - AlaGIn (Isquemia)
Musculo - ATP

T-0 T-1 T-3 T-6
1,371 3,163 3,053 2,733
1,809 1,120 1,661 4,205
1,233 2,559 3,413 3,818
1,966 0,960 1,904 2,759
1,260 2,922 6,447 3,702
1,802 3,449 5,440 3,211
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ANEXO A

MATERIAIS E EQUIPAMENTOS UTILIZADOS
1. Drogas e solucdes reagentes

* Solucéo salina (solucdo de NaCl a 0,9%)

* L - Alanil — glutamina 20% (Dipeptiven)

* Heparina (Roche — 1ml = 5000u)

+ Eter dietilico

 Acido cloridrico (HCI)

(Reagen, Rio de Janeiro — RJ, Brasil)

 Acido perclérico 20% (HCIO,)

(Haloquimica Ind. e Com. Ltda, Sao Paulo — SP, Brasil)
* Cloreto de magnésio (MgCl, . 6H,0)

(Grupo Quimica Industrial Ltda, Rio de Janeiro — RJ, Brasil)
» EDTA (acido etilenodiaminotetraacético)
(C10H14N20gNa; . 2H,0)

» Fosfato de potassio dibasico (K;HPO,)

(Reagen, Rio de Janeiro — RJ, Brasil)

» Fosfato de potassio monobasico (KH2PO,)
(Reagen, Rio de Janeiro — RJ, Brasil)

e Hidrato de hidrazina 80% (NH2NH- . H,0)

(Reagen, Rio de Janeiro — RJ, Brasil)

e TRIS (Hidroximetil) Aminometano (C4H11NO3)

(Reagen, Rio de Janeiro — RJ, Brasil)

2. Bioquimicos e enzimas

* Adenosina-5-triphosphato

(Boehringer Mannheim - Germany)

* Glucose-6-phosphato-dehydrogenase de Leuconostoc
mesenteroides

(Boehringer Mannheim - Germany)



117

117

* Hexoquinase

(Boehringer Mannheim - Germany)

* Hydroxyburyrat-dehydrogenase de Rhodopseudomonas spheroides
(Boehringer Mannheim - Germany)

» Lactat-dehydrogenase

(Boehringer Mannheim - Germany)

* NAD (C,1H27N;014P23H20)

(Boehringer Mannheim - Germany)

3. Aparelhagem

4. Diversos

» Balanca analitica (modelo H5, Mettler, Suica)

* Balanca para analitica (tara de 0 a 2000g, Mettler P3. USA)

* Centrifuga Eppendorf

« Espectrofotbmetro (modelo DU, Beckman, Fullerton, CA, USA) com
medidor de absorbancia digital e outros acessorios

(Modernization System, Gilford, Oberlin, Ohio, USA)

* Medidor de pH micronal (pH - metro B374)

» Estetoscépio (fluxdmetro) ultrassénico - Doppler
IMBRACRIOS - EU 700 - Ind. Bras.

* Cubetas para leitura ultravioleta

(American Hospital Supply Corporation - USA)
* Indicador de pH universal

(Reagen, Rio de Janeiro - RJ, Brasil)

* Nitrogénio liquido

(White Martins, S&o Paulo — SP, Brasil)

* Tubos de ensaio de vidro de 10ml

» Pipeta automatica de 5 a 1000 microlitros

» Ponteiras descartaveis para pipeta automatica
* Provetas

* Becher de 10,50 e 100ml (Pyrex)
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Gral e pistilo de porcelana

Garrafa térmica de 3 litros para acondicionar nitrogénio liquido
durante o experimento

Pinca apreendedora ( para manusear o tecido muscular juntamente
com o nitrogénio liquido)

Seringas de 3ml e agulhas 30g%2

Gel (Aquassonic — para uso de fluxdmetro Doppler, junto ao vaso
arterial)

Material cirargico: pin¢as diversas, bisturi, tesouras, fios de sutura
pincas vasculares oclusivas (tipo buldogue)

Luvas de procedimento (Blowtex, USA)

Gazes e algodéao

Recipiente de plastico, tipo campanula
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