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RESUMO

ALTERAC()ES METABOLICAS NA ISQUEMIA E REPERFUSAO DA MEDULA
ESPINHAL EM RATOS PRE-TRATADOS COM L-ALANIL-GLUTAMINA. SONIA
ELIZABETH LOPEZ CARILLO. Dissertacdo submetida a Coordenagdo do Programa de Pos-
Graduago Stricto Sensu do Departamento de Cirurgia da Universidade Federal do Ceara como
requisito parcial para a obtenc¢ao do titulo de Mestre em Cirurgia. Orientador: Prof. Dr. Paulo Roberto
Leitao de Vasconcelos.

Foram investigados os efeitos do pré-tratamento com l-alanil-glutamina (L-Ala-Gln) sobre as
concentracdes de glicose, piruvato, lactato e ATP na medula espinhal e sangue em ratos submetidos a
isquemia/reperfusdo medular. Utilizaram-se 72 ratos Wistar adultos, machos, distribuidos em dois
grupos, numericamente iguais e pré-tratados com solugfo salina (2,0 ml) ou solugdo de L-Ala-Gln a
20% (0,75g/Kg peso) Apds 30 minutos os ratos de cada grupo foram aleatoriamente distribuidos em
dois subgrupos (n=18). Os ratos pré-tratados com solugio salina (n=18) foram submetidos ao trauma
cirargico (G1) ou ao trauma seguido de pingamento da aorta abdominal infra-diafragmatica durante
30 minutos (G2), seguido por 10 ou 20 minutos de reperfusdo Os animais pré-tratados com L-Ala-Gln
foram submetidos aos mesmos procedimentos. Amostras (medula espinhal e sangue arterial) foram
coletadas ao término de periodo de isquemia e 10/20 minutos mais tarde. Os metabdlitos foram
determinados por ensaio enzimatico e expressos como Média + E.P.M. Os testes “t” de Student ou
Mann-Whitney foram utilizados nas andlises estatisticas. O nivel de significancia foi de p<0,05. O
trauma cirurgico seguido de isquemia/reperfusdo (G2) ndo induziu alteragdes nas concentragdes de
glicose e lactato no sangue ou na medula dos animais pré-tratados com solugéo salina, comparados ao
grupo G1. Entretanto, a concentrag@o de piruvato medular reduziu-se significativamente aos 20
minutos de reperfusdo, na medula no G2 e nos ratos pré-tratados com L-Ala-Gln (G3), comparados ao
grupo G1. As concentracdes de ATP reduziram-se significativamente no grupo G4, refletindo um
maior consumo para a producio de energia. As concentracdes de lactato aumentaram
significativamente durante a reperfusio nos ratos pré-tratados com L-Ala-Gln, possivelmente por uma
maior conversdo de piruvato a lactato. Conclui-se que o modelo utilizado néo foi eficiente na producéo
de uma isquemia medular importante. Por outro lado, o pré-tratamento com L-Ala-Gln na vigéncia do
aumento das concentracdes de lactato no sangue e na medula pode ser devido a glicolise aumentada,
possivelmente secundaria a maior disponibilidade de glutamato, produzindo ativagdo da lancadeira
malato-aspartato.

Descritores: Medula espinhal. [squemia. Leséo de reperfusdo. Metabolitos. L-alanil-glutamina.



ABSTRACT

ALTERAC()ES METABOLICA'S NA ISQUEMIA E REPERFUSAO DA MEDULA
ESPINHAL EM RATOS PRE-TRATADOS COM L-ALANIL-GLUTAMINA. SONIA
ELIZABETH LOPEZ CARILLO. Post-Graduation Program in Surgery (Stricto Sensu) of the
Surgical Department, Faculty of Medicine, Federal University of Ceard (Master’s Degree in Surgery).
2003. Professor: Dr. Roberto Leitdo de Vasconcelos.

A study has been conducted to investigate the effects of L-alanyl-glutamine (L-Ala-Gln) upon blood
and tissue (spinal cord) concentrations of glucose, pyruvate, lactate and ATP in rats subjected to spinal
cord ischemia/reperfusion. Seventy-two male Wistar rats distributed in 2 equal groups received either
saline 2.0 ml or 20% solution of L-Ala-Gln (0.75g/Kg). Thirty minutes later rats of each group were
randomized in two subgroups (n=18) and subjected to surgical trauma (G1) or to surgical trauma and
infradiafragmatic aortic clamping for 30 minutes (G2), followed by 10 or 20 minutes of reperfusion.
L-Ala-Gln treated rats were subjected to the same procedures (G3 and G4, respectively). Arterial
blood and spinal cord samples were collected and the end of ischemia and 10/20 minutes later.
Metabolites were submitted to enzymatic analyses. Results were expressed as Mean + S.E.M.
Student’s “t” and Mann-Whitney tests were utilized for statistical analyses. P<0.05 was accepted as
significant. Blood and spinal cord glucose and lactate were not different in G1 and G2 rats. However,
spinal cord pyruvate concentrations decreased significantly after 20 minutes of reperfusion in L-Ala-
Gln treated rats (G3) compared with G1. ATP concentrations decreased significantly in G4 rats,
reflecting an increased utilization for energy production. Lactate concentrations were also increased
during reperfusion in ischemic L-Ala-Gln treated rats (G4) possibly due to an increased turnover of
pyruvate to lactate. It is concluded that the model utilized in this study did not induce an important
spinal cord ischemia. Increased blood and spinal cord lactate concentrations could be related to
enhanced glycolysis possibly secondary to increased glutamate availability leading to malate-aspartate

shuttle activation.

Keywords: Spinal cord. Ischemia. Reperfusion injury. Metabolites. L-alanyl-glutamine
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1 INTRODUCAO

Os estudos das lesdes provocadas pela isquemia e reperfusdo sio amplos devido a
conhecida sensibilidade dos neurdnios a isquemia-anoxia, também devido a incapacidade de divisdo
das células nervosas, que ¢ um fator limitante em procedimentos que afetem a medula e encéfalo.
(SADER at al .,2002)

O pingcamento da aorta toracica em humanos € na aorta infradiafragmatica nos ratos
provoca isquemia distal de 6rgéos e sistemas vitais como rins e medula espinhal A paraplegia,
resultante do pingamento aortico ou da hipotensao distal ou de ambos, ocorre em 10 a 15% em
humanos submetidos & cirurgia para aneurismas toracoabdominais” (MARINO, 1991). Em animais ,

isquemia medular de 30 minutos resulta em paraplegia de 100%” (SADER et al., 2002).

Existe extensa investigacdo com a finalidade de entender a fisiopatologia ¢ os meios de

modifica-los SPENCER ¢ ZINMMERMAN (1950), demonstraram a importancia da irrigagdo medular

A irriga¢do medular ¢ dada por ramos das artérias vertebrais no segmento cervical, pelas
artérias intercostais nas regides dorsal e lombares ,além de ramos da artéria hipogastrica. Os ramos
anteriores das artérias intercostais confluem para as artérias radiculares anteriores, sendo a magna ou
de Adamkiewicz a mais importante na formag¢do da artéria espinhal anterior, responsavel pela
irrigagdo dos 2/3 da circunferéncia anterior da medula. O terco restante ¢ irrigado pela espinhal

posterior, constituida pelas radiculares posteriores. (MARINO at al., 1991)

Em 90% dos casos a artéria radicular magna origina-se entre T-7 e T-12 predilecdo T-8 e

T-9.Em 10% dos pacientes podem ter origem entre L-2 e L-4 em humanos. (MARINO at al., 1991)

Tem-se usado varias espécies de animais(rato, porco, cad, coelho) para estudar o possivel
efeito protetor de certos firmacos na medula isquémica, dentre eles estdo: esteroides e drenagem do
liquido cérebro espinhal; (WADOUH et al., 1984 ), uso de nimodipina intravenoso (SCHITTEK e¢
al.,1992);enzima superoxido dismutase (AGEE et al., 1991); flunarizine (JOHNSON et al., 1993);
antogonistas do glutamato, (MADDEN, 1992); pentobarbital e hipotermia (TETIK et al., 2002);
clorpromazine (SADER et al .,2002). Ginko biloba (MECHIROVA ; DOMORAKOVA et al., 2002),
bem como de outros procedimentos, dentre eles esta a drenagem do liquido cérebro espinhal
(CULLOUGH et al .,1988), hipotermia sist€émica (PONTIUS et al .,1954) hipotermia seletiva da
medula (COLES et al., 1983; COLON et al .,1987; MARSALA et al .,1993; TABAYASHI et al.,
1993; VANICKY et al., 1993) as derivagdes sangiiineas (ELMORE et al., 1992) e por tltimo

monitorizacdo de poténcias evocados somato sensoriais ; medidas da pressdo adrtica distal, e da



pressdo do liquido cérebro espinhal durante o pingamento adrtico, se mostro eficiente para prevencéo e

deteccdo de lesdo da medula espinhal (WADA et al .,2001).

No humano, as medidas preventivas, como métodos para reduzir as conseqii€ncias da
reperfusdo e a prevencdo da isquemia, reducdo do metabolismo do tecido nervoso , aumento da

pressdo de perfusdo medular sdo as seguintes:
Uso de barbitaricos e moderada hipotermia.

Uso de “shunts”, para o aumento de perfusdo medular, drenagem de liquor ¢ elevagio da pressio

sistolica proximal.
Reimplante de intercostais e lombares de grande calibre

Combate aos efeitos de radicais livres, liberados no periodo de isquemia e responsaveis pélos efeitos
da reperfusdo, com drogas derivadas superoxido-dismutase,glutationa-peroxidase ¢ a catalase.

(MARINO,1991;HOLIER,1989) sugere o uso de corticoides e manitol.

Os estudos em humanos, se intensificaram na ultima década, usando diversos métodos e
drogas sempre com o intuito de diminuir os efeitos nocivos da isquemia-reperfusdo medular, durante a
cirurgia para corre¢2o de aneurisma toracoabdominal.

Uso de drogas como naloxone e drenagem do fluido espinhal (ACHER et al., 1990;
NIKKISO; COSELLI et al., 1998); drenagem do fluido cérebro espinhal e ponte entre o atrio esquerdo
e artéria femoral (PLESTIS , 2001); perfuséo fria do espago epidural durante todo ou a maior parte do
peroperatorio (TABAYASHI et al., 2002; DOWNEY, 2000); perfusdo distal (BONATTI, et al 1996);
perfusdo distal e drenagem do fluido cérebro espinhal (SAFI, 1996); perfusdo distal hipotermia,
reimplantagdo de artérias intercostais dentro da protese e drenagem do liquido espinhal
(HILGENBERG, 1999); drenagem do fluido do liquido cérebro espinhal combinado com uso de
papaverina intratecal (SVENSSON et al., 1998). A reanastomose das artérias intercostais ou lombares,
ponte com coragdo direito, ¢ drenagem do liquido espinhal diminuiu para 4,5% de paraplegia ou
paraparesia (COSELLE et al., 2002).

Os resultados dos estudos experimentais da isquemia reperfusdo da medula espinhal
podem ser avaliados por pardmetros clinicos, eletrofisiologicos, estudos morfoldgicos, estudos

bioquimicos e enzimaticos.

1.1 ISQUEMIA

A importancia fundamental da circulagio estd, na ag¢do de transporte, ndo sé do oxigénio

ligado a hemoglobina, como também no transporte de nutrientes anticorpos, hormdnios, células



leucocitarias, calor substincias residuais ,em respostas as exigéncias metabolicas que variam,
amplamente de tecido para tecido e inclusive dentro de um mesmo tecido (LEHNINGER et al., 2000).

No caso do sistema nervoso central , apds 5 a 15 min de isquemia ja apresenta alteragéo
na fungdo celular. Tenta-se a indug@o ao coma com pentobarbital com o intuito de prolongar a
tolerancia do sistema nervoso central a isquemia (TETIK et al., 1999) No musculo esquelético, pela
habilidade de manter fungdes celulares basicas através da glicolise anaerdbia (QUINOES et al.,
1989),se encontra entre os tecidos que tem relativa tolerancia a isquemia. O rim quando submetido a
60 minutos de isquemia quente revela lesdes histologicas definitivas (JABLONSKI et al., 1983).

Durante a isquemia ha redug¢fo ou auséncia na oferta de oxigénio e substratos para as
células, com inibicdo do metabolismo aerébio e, conseqiientemente, diminui¢do do suprimento
energético para a manutengdo de metabolismo celular (CHERVU et al., 1989).

Com a queda acentuada de ATP celular, ocorre ndo sé um aumento das concentragdes de
adenosina difosfato e monofosfato, xantina e hipoxantina ,como também de concentragdes
relativamente altas de xantina desidrogenase (TETIK et al., 1999).

A queda do ATP celular em associagdo com o aumento da adenosina monofosfato (AMP)
estimula atividade da fosfofrutoquinase e fosforilase. Isto resulta em aumento da glicdlise anaerdbica
para manter fontes de energia celular pela geracdo de ATP pela queima das reservas de
glicogénio.Portanto, deplecdo gradual das reservas energéticas (Adenosina Trifosfato); a qual seria
agora produzida pelo metabolismo anaerébio com a formacgdo de lactato e fosfatos inorgénicos.
(ROBBINS,1994).

Como conseqiiéncia da diminui¢do do suprimento energético, hd comprometimento da
bomba de sddio e potassio, resultando em efeito adverso dos delicados sistemas enzimaticos,
principalmente mudan¢a da xantina desidrogenasse para xantina oxidase com grande acumulo de
xantina ¢ hipoxantina, resultando em edema celular e alteracdes das organelas celulares: tumefagdo
das mitocondrias; descolamento dos ribossomos e aparecimento das vesiculas na superficie celular
(COTRAN et al .,1996).

Esta tumefagdo celular constitui uma caracteristica da lesdo isquémica mais grave, no
entanto, o papel preciso desta tumefacdo na isquemia ainda ¢ controverso (JAMART ;LAMBOTTE,
1982).

A distincdo do limite preciso entre uma lesdo reversivel e irreversivel ¢ dificil de se
determinar, porém estas alteracdes podem atingir as mitocondrias e outras organelas, ja constituindo
evidente dano irreversivel inicial na célula (PEGG,1986).

Caso a isquemia se prolongue e ndo havendo producdo adequada de energia sob a forma
de ATP, as alteragdes tornam-se mais graves em todas as organelas, levando ndo apenas as alteragdes
nas mitocondrias, como também a uma desintegracdo progressiva da membrana celular,

principalmente devido a falha na bomba de sédio e potassio. Isso acontece em decorréncia de um



influxo geral do célcio dentro da célula, acarretando efeitos destrutivos nos sistemas enzimaticos
delicados (HAIMOVICI,1979).

A ativagdo dessas enzimas e co-enzimas, ¢ também a degradacdo cada vez mais os dos
fosfolipidios comprometem a integridade da membrana celular, que no pode ser mantida, ocorrendo a

morte celular (SCHOENBERG, et al, 1983)
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FIGURA 1 — Mecanismos de lesdo da membrana por isquemia (ROBBINS, 1994).

1.2 REPERFUSAO

Talvez, tdo importantes quanto os danos provocados pela isquemia, sejam também
aqueles causados pela reperfusio que agravam as lesdes teciduais da isquemia
(SCHOENBERG,1993).

O consenso ¢ que lesdo celular significante ja ocorre nas fases iniciais da reperfusio e, na
propor¢do que ocorre um retardo na restauracdo do fluxo sangiiineo & area isquémica, maior seria
les@o celular, também conhecida como lesdo de reperfusio (HAIMOVICI,1979)

Dois mecanismos tém sido enfatizados como responsaveis, pelas alteragdes provocadas
pela isquemia-reperfusdo, sdo: a geragdo de radicais livres de oxigénio e a ativagio da fosfolipase A2
(GUNEL,1998). As lesdes estruturais e funcionais provocadas pelos radicais livres sdo basicamente a

peroxidagdo lipidica e a oxidagdo das proteinas . Estd bem estabelecido que o sistema



hipoxantina/xantina oxidase e os granuldcitos neutrofilos sdo fontes de producéo de radicais livres de
oxigénio (TETIK, 1999).

Esses radicais livres sfo, geralmente, produzidos pelas organelas celulares ¢ membrana
citoplasmatica. Os leucoécitos polimorfonucleares que invadem o local de isquemia, durante a
reperfusdo também produzem uma gama de radicais livres, derivados dos oxigénios lesivos a célula.
Estudos tém sugerido a participagdo dos leucocitos nesse mecanismo lesivo, que, através de uma
reacdo de degranulacdo, liberariam esses mediadores toxicos, destruindo o acido hialur6nico com
ruptura da membrana basal, aumentando a permeabilidade capilar (BELKIN et al., 1990).

Nao havendo preparag¢do adequada da célula, a revascularizagdo provocaria o fendmeno
do ndo — refluxo, no qual muitos capilares ndo sdo reperfundidos (BRAUNWALD et al .,1995).

Esse fendmeno adquire importancia quando o intervalo isquémico ¢ alargado.A deposi¢do
de fibrina na microcirculacdo, também chamada de trombose de aposi¢do, parece se um fator
significante que pode requerer controle para otimizar a reperfusdo (NEGLEN et al .,1986).

A maioria dos radicais livres de oxigénio ¢ produzido como resultado de acumulacdo de
hipoxantina e formacdo de xantina oxidase durante o periodo de isquemia seguido de reperfusio.
GRANGER at al., (1981) propuseram que a enzima xantina oxidase era a principal fonte de produgio
de oxidante. A hipotese era de que a isquemia acelerava a conversdo de xantina desidrogenase para o
radical oxigénio, produzindo xantina oxidase .Concomitantemente, o ATP ¢ catabolizado durante o
periodo de hipoxia para hipoxantina. Com a reperfusdo e conseqiiente reoxigenagdo, o oxigénio
molecular reage com hipoxantina e xantina oxidase, produzindo metaboélitos de oxigénio altamente
citotdxicos: superdxido, peroxido de hidrogénio e radical hidroxila (ZIMMERMAN ; GRANGER,
1992). Esses radicais de oxigénio altamente citotoxicos s@o capazes de permanentemente destruir as
membranas celulares, principalmente causando lesdes estruturais e funcionais pela peroxidagdo das

proteinas (TETIK et al; 1999).

Os neutrdfilos sdo amplamente aceitos como um dos maiores fatores responsaveis pelas
alteragdes microvasculares e teciduais da isquemia seguida de reperfusdo (HERNANDEZ et al., 1987,
BARROSO-ARANDA et al .,1988; KORTHUIS et al., 1988). Esta aceitacdo ¢ baseada em estudos
que demonstram o efeito benéfico da limitagdo da interagdo dos neutréfilos com o endotélio

microvascular através de modelos leucopénicos (WALKER et al .,1987).

1.3 VIAS METABOLICAS PARA OBTENCAO DE ENERGIA CELULAR
As células obtém energia (ATP) por varias vias metabolicas. A quebra da glicose na
auséncia de oxigénio, é denominada glicdlise anaerdbica.O processo € catalisado por enzimas do

citosol e todos os intermediarios sdo compostos fosforilados (LEHNINGER et al., 2000)



Entretanto, a maioria das células eucaridticas e muitas bactérias, normalnente, sio
aerdbias e oxidam seus combustiveis organicos completamente até CO2 e H20,na fase aerdbica, esse
processo é também denominado respiragdo celular.A respiragdo celular ocorre em 03(trés) estagios: a
formagdo oxidativa do Acetil-Coa, a partir de moléculas dos combustiveis orgdnicos (glicose;acidos
graxos e alguns aminoacidos), a degradagéo dos residuos de acetila pelo acido citrico com a liberacéo
de CO2 e de elétrons; a transferéncia de elétrons para o oxigénio molecular, acoplada a fosforilagdo do
ADP em ATP. O catabolismo oxidativo da glicose libera muito mais energia que as vias
fermentativas. No entanto, no processo isquémico, as células utilizam vias alternativas como meio de
contornar, pelo menos temporariamente, a condi¢do anormal.

De um modo geral, as vias metabdlicas alternativas ndo possuem a mesma eficiéncia
bioquimica, nem a mesma dura¢do das vias preferenciais. No entanto, se essa condi¢do andmala

persiste, termina dando lugar a alteragdes celulares importantes (COTRAN et al., 1996 ).

1.4 GLUTAMINA

As células, em geral, contém milhares de proteinas diferentes. Cada uma com uma fun¢do
ou atividade biologica diferente. Essas fun¢des incluem catalise enzimatica, transporte molecular,
nutri¢do motilidade do organismo, papéis estruturais, defesas do organismo, regulagdo e muitas outras.

Todas as proteinas sdo feitas do mesmo conjunto de 20 aminodacidos. As suas diferencas
em funcgdo resultam das diferencas em composi¢ao e seqiiéncia de seus aminoacidos .Os aminoacidos
que ndo podem ser sintetizados pelo organismo, ou aqueles que sdo sintetizados em quantidades
inadequadas (velocidade de sintese menor que a capacidade de utilizagéo), sdo chamados essenciais e
devem ser oferecidos por fontes exdgenas. Os aminoacidos nio essenciais ou aqueles dispensaveis na
dieta diaria podem ser sintetizados endogenamente a partir de outros aminoédcidos. (LEHNINGER et
al., 2000).

Mas recentemente, muita atencdo tem sido conferida a um aminoacido neutro nido
essencial, L-glutamina, devido as suas diferentes fungdes desempenhadas na fisiologia do homem,
animais e nas células em cultura.

A glutamina foi descrita, pela primeira vez em 1833, por SCHULZE E BOSSHARD, no
entanto coube a THIERFELD (1914) elucidar as principais fungdes e a KREBS (1930), demonstrar a
capacidade dos tecidos animais de sintetiza-la (SMITH et al., 1990).

A L-Glutamina, segundo descricdo de Smith (1990), foi considerada um substrato
biologicamente importante ha cerca de 100 anos, quando se demonstrou com base em evidéncias
indiretas, que este era o elemento estrutural das proteinas. A importancia biologica da glutamina foi
conferida através dos trabalhos desenvolvidos com cultura de células, hd muitos anos .Um dos

primeiros conceitos de que a glutamina possui propriedades metabolicas importantes, surgiu dos



trabalhos desenvolvidos por EAGLE (1955), o qual demonstrou que este aminoacido constitui
nutriente importante para o crescimento ¢ manutengéo de células em cultura.

Resultados similares foram posteriormente obtidos para diferentes tipos de células e
tecidos, demonstrando ser este aminoacido precursor da sintese de nucleotideos e outras moléculas,
bem como, fornecedor da energia necessaria para a prolifera¢io celular. MEISTER (1956) demonstrou
que um grande variedade de células necessita de glutamina no meio de cultura como nutriente
essencial para o crescimento e proliferacao.

No periodo de 1950 a 1960 foram evidenciados a fungdo da glutamina na sintese protéica
e o seu papel como importante intermediario para um grande nimero de vias metabolicas em
diferentes tipos celulares.(LIMA ,98)Em células musculares, grande quantidade de glutamina ¢
encontrada livremente, o que significa que ndo esta ligada a nenhum outro aminoacido (O'DWYER et
al., 1989).

A glutamina parece ser o principal nutriente para o reparo intestinal, acelerando, por
exemplo, o processo cicatricial de tulceras gastricas cronicas (KABE et al., 1976), assim como,
defendendo o tubo digestivo da acdo lesiva de quimioterdpicos (FOX,1988 ) e de radiagio
(KLIMBERG et al., 1990) sendo essencial para a sintese do DNA (divisdo celular e crescimento),
facilitando, dessa forma, o reparo e a cura do tecido.

A glutamina é muito importante para neutralizar toxinas no corpo, sendo a
fonte energética principal para todo o sistema imunologico, ao incrementar a habilidade das células do
sistema imunoldgico, a realizar o trabalho de identificar e destruir as bactérias (ZIEGLER,1992).Ndo
tem sido demonstrado nenhum efeito adverso da glutamina apds o seu emprego por via oral ou
endovenosa (ZIEGLER, 1992).

Devido a sua grande participagdo nas rea¢des de transaminagfo, a glutamina pode ser
classificada como um verdadeiro regulador da homeostase de aminoacidos( PHROMPHET-CHARAT
etal .,1981).

A glutamina é um aminoacido neutro nio essencial que pode ser sintetizado virtualmente
por todos os tecidos do organismo. Na sua composi¢do quimica encontra-se, carbono (41,09%),
hidrogénio (6,9 %), oxigénio ( 32,84 % ) e nitrogénio (19,17 % ). Em PH fisioldgico , o grupamento
carboxil carrega uma carga negativa, enquanto o grupo amino uma positiva. E um aminoacido
glicogénico e diferentemente dos outros aminoacidos, possui dois grupamentos amina: um alfa- amino
e outro amida, sendo este facilmente hidrolisavel. Esta caracteristica estrutural lhe confere importancia
como transportador de nitrogénio e carrcador de amoénia da periferia para os Orgdos viscerais

(ALFACE,1997) .
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FIGURA 2 — Estrutura quimica da glutamina

Em todas as células, este aminoacido ¢ o doador de atomos de nitrogénio durante a
sintese de purinas, pirimidinas, nucleotideos, além de ser um precursor da glutationa. Nos rins, a
glutamina desempenha papel importante no equilibrio acido-basico, como o mais importante substrato

para amoniogénese. No figado e rim pode servir como substrato gliconeogénico (LOCH ET et al.,

1998).
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A glutamina participa de algumas importantes vias metabdlicas do organismo (LIMA, 1998).

FIGURA 3 - Vias metabdlicas da glutamina




A glutamina ndo estd apenas envolvida nas multiplas reagdes bioquimicas dentro da
célula, mas desempenha importantes fun¢des em tecidos especificos e na fisiologia inter-tecidos.
Trata-se do aminoacido livre mais abundante do plasma e no “pool” intracelular.

Durante o periodo de tempo em que muitos desses trabalhos foram realizados, havia
pouco interesse no estudo da glutamina, pois esta era considerada um aminoacido ndo essencial. Outro
aspecto importante relacionava-se as dificuldades em quantificar a sua concentragio plasmatica e nos
tecidos.Esta molécula ¢ instavel sob condi¢des de PH baixo ou elevado, sendo facilmente degradada
durante a prepara¢do de amostras para a analise de aminoacidos e, diferente da maioria dos outros
aminoacidos, ¢ 1abil ao calor e relativamente instavel em solug¢@o aquosa (STEHLE et al., 1989).

Considerando todas as fung¢des desempenhadas pela glutamina nos diferentes tecidos e
células, atualmente, alguns autores chamam a aten¢@o para a sua classificacdo como aminoacido ndo
essencial. Os relatos atuais discutem a possibilidade de classifica-la como “nutriente condicionalmente
essencial”, o qual torna-se necessario na dieta em muitos estados patologicos.Outros autores o
consideram condicionalmente essencial porque ¢ um aminoacido nio essencial, sob certas condi¢des
de saude, mas, nos estados patologicos em que a competigdo pela utilizagdo excede a capacidade de
sintese muscular e hepatica para manter as concentragdes plasmaticas normais, pode ser um nutriente
essencial (WINDMUELLER e SPAETH, 1980).

Relatos atuais demonstram que este aminoacido é avidamente consumido pelas células
de divisdo rapida, tais como células da mucosa intestinal, células tumorais, fibroblastos, linfécitos e
até mesmo macrofagos. A glutamina ndo atua somente como um precursor para a sintese protéica, mas
também ¢é um importante intermedidrio em um grande numero de vias metabolicas. Sendo o
aminoacido mais concentrado na corrente sangiiinea, a glutamina funciona como um transportador de
nitrogénio entre os varios tecidos.Devido & sua grande participagdo nas rea¢des de transaminacdo, a
glutamina pode ser classificada como um verdadeiro regulador da homeostase de aminoacidos
(PHROMPHET-CHARAT et al .,1981; SIES et al., 1984).

A glutamina representa um importante combustivel metabolico para as células do trato
gastrointestinal. Tanto para os enterdcitos como para os colondcitos (HULS, et al., 1993),

Recentemente, marcantes evidéncias demonstram que todas as células de proliferacdo
rapida, principalmente as do sistema imunologico, sdo estritamente dependentes da disponibilidade de
glutamina como fonte de energia (carbono, nitrogénio) (ALVERDY, 1990).

Embora a glutamina seja o mais abundante aminoacido de corpo, estudos cientificos tém
demonstrado que sob condi¢des de estresse metabolico ocorre aumento significativo do consumo
endégeno deste aminoacido, e nestas condigdes, o potencial de sintese hepatica € muito comprometido
(LACEY, 1990)

Estudos atuais demonstram que a suplementagfo extra de glutamina na dieta resulta em
melhoria significativa do balango nitrogenado e estimulo & resposta imunoldgica (LABOW &

SOUBA, 2000 et al., 2002)
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Varios trabalhos demonstraram que linfocitos e macrofagos — principais células do
sistema de defesa — utilizam glutamina em altas taxas. Nas situagdes em que seja necessaria
restauragdo do metabolismo e funcionalidade destas células, certamente, a oferta exdgena de
glutamina deve ser aumentada. Taxas elevadas de consumo de glutamina, com oxidacdo parcial,
detectadas nessas células, sdo caracteristicas metabdlicas também de enterdcito, timdcitos, colondcitos
e fibroblastos (LACEY ; WILMORE, 1990).

As condigdes hipermetabdlicas como as que ocorrem na presenga de tumores, grandes
queimaduras, cirurgias, traumas e sepse, sdo acompanhadas de mudangas significativas na distribuigdo
tecidual de glutamina com diminuig¢do da concentragdo intramuscular e plasmatica. Em conseqiiéncia,
ocorre evidente redugdo na capacidade e velocidade de sintese endogena deste aminoacido e

significativo aumento na capacidade de utilizacio celular (LACEY, 1990).

1.5 ALANIL GLUTAMINA

A forma livre de glutamina (L- glutamina), tem sido normalmente utilizada nas solugdes
de aminoacidos e em suporte nutricional enteral ou oral. Esta forma livre, no entanto, possui pobre
solubilidade em solucdo aquosa e baixa estabilidade em PH baixo e temperaturas elevadas. Além
disso, do ponto de vista metabolico, a L —glutamina sofre conversdo espontinea formando
piroglutamato e amoénia, produtos toxicos ao organismo humano (STEHLE et al .,1989).

Essas importantes limitagdes no uso e na eficacia da glutamina livre tém levado a estudos
cujos resultados recomendam a administragdo deste aminoacido na forma de peptideo. Os peptideos
glicil-glutamina ou alanil-glutamina apresentam alta solubilidade em agua e estabilidade durante os
procedimentos de preparo, armazenamento e administracéo das solugdes nutricionais.

Atualmente varios mecanismos sdo propostos para explicar a captagdo celular da
glutamina peptideo na corrente sangiiinea: Hidrdlise por enzimas presentes na membrana plasmaticas
das células intestinais, ¢ absor¢do intestinal de peptideos intactos por transporte ativo ou difusdo
passiva (BAI et al., 1996).

Outros experimentos indicam que a taxa de remog¢ao plasmatica dos peptideos depende da
espécie, do tecido envolvido e do tipo de peptideo administrado. Estes e outros estudos demonstram
que o peptideo glicil glutamina ¢ captado principalmente pelos rins e pelas células intestinais. No
entanto, a célula hepatica parece possuir habilidade para remover eficientemente as duas formas de
peptideos (BAI et al .,1996).

Nao parece haver na literatura consultada estudos abordando o uso de dipeptideo L-
alanil-glutamina como nutracéutico capaz de modificar a resposta metabdlica do tecido submetido as

lesdes de isquemia e reperfusdo medular, fato que incentivou a realizagdo do presente trabalho.
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2 OBJETIVO DO ESTUDO

Verificar o eventual efeito da L-alanil glutamina sobre a isquemia e reperfusio na medula
espinhal de ratos, através da determinacdo das concentragdes in vivo no sangue ¢ no tecido da medula

espinhal , de glicose, lactato, piruvato e ATP.
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3 METODO

A pesquisa experimental foi realizada de acordo com as Normas Internacionais para a
Pesquisa Biomédica em Animais (CONSEJO DE ORGANIZACIONES INTERNACIONALES DE
CIENCIAS MEDICAS,1990) e de acordo com a Lei Federal n.0 6.638(estabelece normas para a

pratica didatico-cientifica da vivissec¢io de animais),de 08 de maio de 1979.

3.1 ANIMAIS E AMBIENTES DE EXPERIMENTACAO

Foram utilizados 72 ratos albinos (Ratus norvegicus albicus, Rodentia mammalia), da
linhagem Wistar, machos .Durante o experimento os animais foram mantidos em condigdes
controladas de luz (ciclo claro de 7 as 19 horas) e temperatura de 22 graus centigrados,provenientes do
Biotério central da Universidade Federal do Ceara. O peso dos animais variou entre 300 e 350
gramas. Os animais eram mantidos no Laboratério de Cirurgia Experimental do Departamento de
Cirurgia da Faculdade de Medicina (UFC) em gaiolas de polipropileno, recebendo dgua e alimento
adequado ad libitum, foram mantidos em condi¢des controladas de luz (ciclo claro de 7 as 19 horas) e

temperatura de 22 graus centigrados.

3.2 TECNICA ANESTESICA

Os animais foram anestesiados com éter dietilico pela técnica inalatéria, 0 animal posto
sob campanula de plastico semifechado, exposto a éter embebido em chumaco de algoddo. O nivel
anestésico era avaliado por parametros clinicos como respiragdo, freqiiéncia cardiaca, eventuais

arritmias,(com uso de doppler portatil), movimentos evidenciando superficializagdo anestésica.

3.3 TECNICA OPERATORIA

Apos a obtengdo de um adequado plano anestésico, as operagdes foram realizadas
seguindo as seguintes etapa:Imobilizacdo do animal em decubito dorsal, numa placa de madeira com
fixagdo dos seus membros com liga elastica.

Laparotomia por incisdo mediana de 5 cm de extensdo a partir do processo xifoide.
Exatamente apos 30 minutos da injecdo endovenosa de L-Alanil glutamina na dose 0,75g/kl no grupo
experimento, por dissec¢do da jugular interna, e 2 ml de solucdo salina no grupo controle, era
dissecado a seguir a aorta infradiafragmatica, estabelecendo a isquemia através de pinga buldoge
pediatrico, durante 30,minutos, (periodo de isquemia).confirmava-se a eficiéncia da isquemia pelo

desaparecimento do fluxo arterial ao uso do estetoscopio ultra-sonico Dopples, como também pela



13

percepcao visual da ausé€ncia dos pulsos arteriais abaixo do pingamento O modelo de isquémia
medular foi realizado segundo experiéncias de SADER;COUTINHO NETTO, et a/ .

Passados 30 minutos de isquemia, retirava-se cuidadosamente a pinga buldogue da artéria
aorta infradiafragmatica, de inmediato ,o reaparecimento do fluxo arterial era verificado com o uso do
fluxdmetro Doppler e com os outros criterios clinicos .O tempo de reperfusio variava de acordo com
cada grupo de estudo: 0, 10, 20 minutos. A seguir se realizo laminectomia, exérese da medula

espinhal.

3.4 DELINEAMENTO EXPERIMENTAL

Foram estudados 72 animais distribuidos em 2 grupos: Grupo Controle (36 animais),
submetidos a laparotomia, dissec¢do da aorta infradiafragmatica, passagem de fio cirurgico sem
pincamento do vaso. Grupo experimento (36 animais), submetidos a laparotomia, dissec¢do e
pincamento da aorta infradiafragmatica, promovendo isquemia normotérmica por 30 minutos.

O grupo controle foi distribuido em 06 sub-grupos de 06 animais nos tempos:
imediatamente 30 minutos pos-trauma 0 e subseqiientemente 10 e 20 minutos. Metade dos animais foi
infundido com as solugdo salina (0,9%) no volume de 2 ml, via veia jugular interna, meia hora antes
do inicio do procedimento cirurgico. Os outros trés sub-grupos receberam L-Alanil-Glutamina, na
dose de 0,75 g/kg de peso corporal na veia jugular interna meia hora antes do procedimento cirrgico.

O grupo experimento (36 animais), foi distribuido em 06 sub-grupos de 06 animais e
estudado nos tempos 0, 10 e 20 minutos de reperfusdo. Metade dos animais foi infundido via veia
jugular interna, com 2 ml de solugdo salina a 0,9%. Os outros 03 subgrupos receberam através da veia
jugular interna L-Alanil-Glutamina na dose de 0,75 g/kg de peso meia hora antes do procedimento

cirargico.
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FIGURA 4 - Delineamento do estudo.
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FIGURA 5 — Pingamento da aorta infradiafragmatica

FIGURA 6 — Foto mostrando laminéctomia
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3.5 TECNICA LABORATORIAL

Preparagio do tecido: medula espinhal e sangue.

Os fragmentos de medula espinhal, logo depois de retirados, eram imediatamente
prensados e mergulhados em nitrogénio liquido a cerca de 190 graus centigrados negativos. Esta
técnica baixa a temperatura tissular a aproximadamente 80 graus centigrados negativos em um tempo
inferior a 0,1 segundo. O tecido da medula espinhal era entfo triturado e transformado em uma fina
camada de pd com o auxilio de utensilios de porcelana (gral e pistilo), sempre acrescentando
nitrogénio liquido para manter o tecido congelado (WILLIAMSON et al ., 1967.)

Tanto o sangue arterial como o tecido da medula espinhal em po, eram colocados
isoladamente em tubos de ensaio diferente, com capacidade de 10 ml, contendo 5 ml de &cido
perclorico 0,75 M ,imersos em gelo no interior de um recipiente de isopor. A imersao neste acido
provoca inativacdo e precipitagdo rapida das proteinas que sdo removidas por centrifugacio a 2000
rotagdes por minuto durante 10 minutos. Desprezando-se o precipitado, colocava-se o sobrenadante

(extrato acido) em tubos de ensaio de vidro de 10 ml, previamente pesados

Os tubos eram entdo novamente pesados, obtendo-se desta maneira um volume acido. A
seguir um indicador de pH universal era adicionado ao volume acido juntamente com uma solugio de

hidroxido de potassio a 20% até que o pH permanecesse entre 7,0 ¢ 8,0.

Os tubos eram entfo repesados e centrifugados a 2000 rotagdes por minuto durante 10
minutos. Novamente se transferia par outro tubo de ensaio o sobrenadante, agora extrato neutro, que
foi utilizado para analise dos metabolitos por método espectrofotométrico. O piruvato e o acetoacetato
foram medidos logo ap6s a neutralizagdo e os outros metabdlitos dentro de duas semanas no maximo,

as amostras, eram congeladas e mantidas a 20°C negativos.
3.6 DETERMINACAO DOS METABOLITOS.

Os metabolitos do sangue e do tecido, da medula espinhal foram determinados através de
ensaios enzimaticos.

Os metabolitos lactato, piruvato, glicose ¢ ATP foram estudados no sangue arterial e no
tecido da medula espinhal.(ATP foi estudado somente no tecido medular).

3.6.1 DETERMINACAO DA D-GLICOSE

A glicose foi determinada seguindo o método descrito por SLEIN (1963). Seqiiéncia da reagéo:
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a) Reagdo auxiliar
Mg++
Glicose + ATP » glicose-6- fosfatasse + ADP

b) Reagdo indicadora

Glicose-6-fosfato desidrogenasse + Mg ++
Glicose-6-fosfatase + NADP" 6=fosPogluconato+
NADP'H

Com o pH 7,5 o equilibrio para reacdo indicadora ¢ desviado para a direita, garantindo o
término completo de ambas as reagdes, uma vez que a glicose-6-fosfatase, formada na reagdo anterior,
¢ rapidamente usada na reagdo seguinte ainda que a hexoquinase catalise a fosforilagdo de varios
outros monossacarideos, a especificidade do ensaio consiste em a glicose-6-fosfato desidrogenasse

(G6PD) s6 reagir com a glicose-6-fosfato, ndo o fazendo com outras hexoses e pentoses.

Solugéo tampao para o ensaio:

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

0,2 ml de NAD 1%

0,13 ml de G6 PD ( 1 mg/ml)

Esta solugdo foi renovada para cada ensaio. Cada cubeta tinha um volume total de 2 ml (=
0,1 da amostra neutralizada + 9 ml de agua destilada + 1 ml da solucdo tampao). Todas as cubetas

foram lidas a 340 nm, 10 e 15 minutos apods adi¢do de 0,01ml de hexoquinase.

3.6.2 DETERMINACAO DA ADENOSINA 5’TRIFOSFATO E DA D-GLICOSE-6-FOSFATO.

A adenosina 5’ trifosfato e a d-glicose 6 fosfato no sangue e no tecido foram
determinadas utilizando uma combinagdo dos métodos descritos por (LANPRECHT;
TRAUSHOOULD ; HOHORST, 1963), usando a mesma cubeta. A Hexoquinase catalisa a
fosforilagdo da glicose com ATP, na presenca de glicose 6 fosfato com a NADP. Cada mol de ATP
forma 1 mol de NADPH.

Hexoquinase
Glicose + ATP » golicose 6 fosfatase
Glicose-6-fosfato de hidrogenase
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Glicose 6 p + NADP * » 6 fosfogluconato lactona+ NAD'H".

Na presenca de concentragdes equivalentes de glicose e Mg++ o ATP € convertido quantitativamente
pela hexoquinase em ADP. O equilibrio da reagdes , pois a Glicose-6-fosfatase formada na primeira

reacdo ¢ rapidamente consumida na seguinte .

Solugdo tampao para o ensaio:

10 ml de Tris 0,1 M pH 7,4

1 mg/ml NADP (para cada 10 ml do tampao adicionar 1 ml do NADP a 1 % )
2mg MgC120,1 M

0,5 ml de glicose PA . 100%

lido em 340 nm 10 é 15’

3.6.3 DETERMINACAO DO PIRUVATO

Como o piruvato, pode ser medido seqliencialmente na mesma amostra e na mesma cubeta, de
acordo com a combinacio de métodos descritos por HOHORST et al, (1959) e WILLIAM et al,
(1962)

Seqiiéncia da reagdo:

Lactato-desidrogenase

Piruvato + NADH+ H' » Lactato + NAD"

3-OH-desidrogenase

acetoacetato +NADH" 3-OH® butirato+NAD"

O equilibrio da primeira reacdo em pH 7,0 € suficientemente desviado para a direita, o que garante
uma medida quantitativa dos niveis de piruvato, desde que a concentragdo de NAD ndo seja
inferior a 0,0lmM. Com o mesmo pH e com excesso de NADH compativel, pelo menos 98% do
acetoacetato € reduzido para 3-hidroxibutirato. Devido a baixa atividade da preparacao de 3-

hidroxibutirato desidrogenasse, a Segunda reagcdo ocorre com uma velocidade inferior & primeira.

Solugéo tampdo para ensaio:

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

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

cubeta, as quais foram lidas novamente ap6s 35 e 45 minutos.

3.6.4 DETERMINACAO DO L-(+)- LACTATO.

As concentragdes de lactato foram determinadas no tecido da medula espinhal e sangue

conforme o método e HOHORST (1963).

Seqiiéncia da reagdo:

Lactato-desidrogenase

Lactato + NAD" » piruvato+NADH + H"

O equilibrio da reagéo ocorre no lado do lactato e NAD+. Contudo, para garantir a
completa conversdo do lactato, devem ser removidos os produtos da reagdo. Por intermédio de uma
reagdo alcalina sdo aprisionados protons; o piruvato reage com hidrato de hidrazina na solugéo tampao
formando piruvato de hidrazona e, além disto, usa-se um grande excesso de NAD+ e enzima para se
obter rapidamente um ponto final da reagdo. Como a lactato-desidrogenase reage somente com o L-

(+)-lactato. Tal fato confere especificidade para o ensaio:

Solugdo tampéo para o ensaio:

40 ml de Tris 0,2 M

05 ml de hidrato de hidrazina 100%
25 mg de EDTA

Agua destilada até completar 100 ml

O pH da solugéo foi ajustado com 4cido hidroclérico 5 M para 9,5. Esta solugéo pode ser
estocada 4 4 graus centigrados por até duas semanas. No inicio do ensaio, Iml de NAD" 1 % foi
adicionado a cada 10 ml de solugdo tampdo. Em cada cubeta, o volume total foi de 2 ml (0,2 ml da

amostra neutralizada + 0,8 ml de agua destilada + 1 ml de soluc¢do tampao contendo NAD + 1%).
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Todas as cubetas foram lidas a 340 nm antes e 35 a 45 minutos apds adi¢do de 0,02 ml de lactato-

desidrogenase.

3.7 CALCULO DOS METABOLITOS

Todos os calculos dos metabdlitos se baseiam nas alteragdes da densidade optica,
medidas a 340 nm nas amostras das cubetas, seguidas apds adi¢do da enzima e subtraidas das

mudangas inespecificas que podem ocorrer nas cubetas de controle.

Portanto: A diferencga da densidade dbtica (DDO)= (alteragdo da absorbancia da amostra

na cubeta) — (altera¢do na absorbéncia na cubeta controle).

Uma vez que o coeficiente molar da extingdo NADH ¢ de 6,22 cm2/umol, a quantidade
de substrato na cubeta ¢ igual a(DDO/6,22) X volume total da cubeta. Este resultado ¢ entdo

multiplicado por um fator de dilui¢do para cada amostra, resultando na concentragdo do substrato

Micromol do metabdlito/ml de sangue ou grama de medula espinhal (peso de sangue ou
medula espinhal +HCLO4/peso de sangue ou medula espinhal) x peso extrato neutro/peso extrato

acido) x (volume total da cubeta / volume extrato neutro na cubeta) x (DD0O/6,22)

3.8 ANALISE ESTATISTICA

Os resultados deste estudo experimental foram expressos como média + E.P.M. (Erro
padrdo de Média), acompanhando-se pelo niimero de observagdes (n). A significancia estatistica foi
calculada conforme os testes ndo paramétricos Mann-Whitney, Kruskal-Walis, e teste de Dunn,
através do programa Prism® para Windows, produzido pela Minitab INC; e Kruskal-wallis, teste de
Dunn. O nivel de significancia estabelecido foi de p < 0,05 (SNEDECOR ¢ COCHRAN, 1967,
LEHMANN e D’ABRERA, 1975).
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4 Resultados
4.1 Efeitos metabélicos do trauma operatério

Nao se observaram diferengas significantes nas concentragcdes dos metabolitos estudados
(glicose, piruvato e lactato) no sangue dos animais, quando se compararam os grupos G-1 e G-2,
constituidos por ratos pré-tratados com solugdo salina e submetidos ao trauma cirirgico sem e com

isquemia medular, respectivamente (Tabela 1, Figuras 7, 8 ¢ 9).

4.1.1 No sangue

Tabela 1 — Concentra¢des médias de glicose, piruvato e lactato (wmol/ml) no sangue de ratos pré-
tratados com solugio salina (SS) e submetidos ao trauma operatorio (G1) ou ao trauma operatdrio +
isquemia medular (G2), nos trés tempos do estudo: ao término da isquemia (tempo 0) e 10/20 minutos

apos o inicio da reperfusio
Tempo de reperfusio (min)

Metabdlito  Grupo 0 10 20
Glicose G1- (SS Sem Isquemia) 5,50 £ 0,70 6,58 +£0,82 7,20 + 0,55
G2 - SS Com Isquemia) 496 +1,23 6,64 + 0,38 6,67 + 0,85
Piruvato G1- (SS Sem Isquemia) 0,07+ 0,02 0,08 £ 0,02 0,09 £ 0,01
G2 - SS Com Isquemia) 0,05 + 0,09 0,08 +£ 0,01 0,10+ 0,01
Lactato G1- (SS Sem Isquemia) 3,51+0,27 6,07 +£1,26 5,72+ 0,82
G2 - SS Com Isquemia) 6,05+ 0,87 9,31 £0,51 8,24 + 1,36

Testes “t” de Student (piruvato) e Mann-Whitney
(glicose e lactato)

Dados néo significantes.

Glicose - sangue

10,00 -
8,00 -
6,00 -
4,00 -
2,00
0,00 -

Médias ( ymol
/ml sangue)

TO T10 T20
Tempos de coleta

| SS Sem Isquemia (G1) B SS Com Isquemia (G2)

Dados nio significantes Teste de Mann-Whitney
Figura 7 - Concentra¢des médias de glicose (umol/ml) no sangue dos ratos pré-tratados com solugdo
salina (SS) e submetidos ao trauma operatério (G1) ou ao trauma operatdrio + isquemia medular, nos
trés tempos do estudo: ao término da isquemia (tempo 0) e 10/20 minutos apos o inicio da reperfusio
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Piruvato - sangue

0,14 -
0,12 1
0,10 -
0,08 -
0,06 -
0,04 -
0,02 -
0,00 A

Médias ( pmol
Iml sangue)

TO T10 T20
Tempos de coleta

B SS Sem Isquemia (G1) B SS Com Isquemia (G2)
Dados nio significantes Teste “t” de Student

Figura 8 - Concentra¢des médias de piruvato (umol/ml) no sangue dos ratos pré-tratados com solucdo
salina (SS) e submetidos ao trauma operatdrio (G1) ou ao trauma operatdrio + isquemia medular, nos
trés tempos do estudo: ao término da isquemia (tempo 0) e 10/20 minutos apos o inicio da reperfusio

Lactato - sangue

12,00 -
10,00 -
8,00 -
6,00 -
4,00 -
2,00 +
0,00 -

Médias ( ymol
/ml sangue)

T10 T20
Tempos de coleta

B SS Sem Isquemia (G1) B SS Com Isquemia (G2)
Dados néo significantes. Teste de Mann-Whitney
Figura 9 - Concentra¢des médias de lactato (umol/ml) no sangue dos ratos pré-tratados com solugéo

salina (SS) e submetidos ao trauma operatério (G1) ou ao trauma operatorio + isquemia medular, nos
trés tempos do estudo: ao término da isquemia (tempo 0) e 10/20 minutos apds o inicio da reperfusio
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4.1.2 No tecido medular

Nao se observaram diferengas significantes nas concentragdes dos metabolitos estudados
(glicose, lactato ¢ ATP) na medula dos animais, quando se compararam os grupos G-1 e G-2,
constituidos por ratos pré-tratados com solugfo salina e submetidos ao trauma cirurgico sem ¢ com
isquemia medular, respectivamente (Tabela 1). Houve redugo significante nas concentracdes de

piruvato no grupo G2, comparado ao grupo G1, apos 20 minutos de perfusao.

Tabela 2 — Concentra¢des médias de glicose, piruvato, lactato e ATP (umol/g) na medula espinhal de
ratos pré-tratados com solugdo salina (SS) e submetidos ao trauma operatorio (G1) ou ao trauma
operatorio + isquemia medular, nos trés tempos do estudo: ao término da isquemia (tempo 0) e 10/20
minutos apds o inicio da reperfusio

Metabélito  Grupo Tempo de reperfusio (min)

0 10 20
Glicose G1- (SS Sem Isquemia) 1,95 +0,45 2,00 £0,32 3,54 + 1,34
G2 - SS Com Isquemia) 2,36 £ 1,41 1,36 £ 0,31 1,29 +£0,32
Piruvato G1- (SS Sem Isquemia) 0,12+0,02 0,09 £ 0,01 0,12 +£0,02
G2 - SS Com Isquemia) 0,07 £0,03 0,09 £ 0,04 0,05 £ 0,00 **
Lactato G1- (SS Sem Isquemia) 10,3+ 1,59 6,50 + 0,75 6,72 + 1,27
G2 - SS Com Isquemia) 7,10 £2,19 11,50 + 2,50 8,03+0,91
ATP G1- (SS Sem Isquemia) 0,17 £ 0,05 0,17+ 0,08 0,08 £ 0,01
G2 - SS Com Isquemia) 0,27 £ 0,06 0,13 +£0,04 0,07 £ 0,03

Testes: “t” de Student (Lactato e ATP) e Mann-Whitney (Glicose e Piruvato)

** p<0,01 comparado ao respectivo controle

6,00
__ 5,00
4,00
3,00
2,00
1,00
0,00

Médias (umol/g tecido
fresco

Glicose - medula

T20

Tempos de coleta

B SS Sem Isquemia (G1) B SS Com Isquemia (G2)

Dados nio significantes

Teste de Mann-Whitney

Figura 10 - Concentra¢des médias de glicose (umol/g) na medula espinhal de ratos pré-tratados com
solucdo salina (SS) e submetidos ao trauma operatorio (G1) ou ao trauma operatorio + isquemia
medular, nos trés tempos do estudo: ao término da isquemia (tempo 0) e 10/20 minutos ap6s o inicio

da reperfusido
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Piruvato - medula

0,05

Médias (umol/g tecido
fresco)
o
>

0,00

TO T10

Tempos de coleta

m SS Sem Isquemia (G1) mSS Com Isquemia (G2)

** p<0,01 comparado ao respectivo controle Teste de Mann-Whitney

Figura 11 - Concentragdes médias de piruvato (umol/g) na medula espinhal de ratos pré-tratados com
solugdo salina (SS) e submetidos ao trauma operatorio (G1) ou ao trauma operatorio + isquemia
medular, nos trés tempos do estudo: ao término da isquemia (tempo 0) e 10/20 minutos ap6s o inicio
da reperfuséo

Lactato - medula
15,00
10,00

5,00

Médias (umol/g tecido
fresco)

0,00

T10

Tempos de coleta

m SS Sem Isquemia (G1) m SS Com Isquemia (G2)

Dados néo significantes Teste “t” de Student

Figura 12 - Concentragdes médias de lactato (umol/g) na medula espinhal de ratos pré-tratados com
solucdo salina (SS) e submetidos ao trauma operatério (G1) ou ao trauma operatorio + isquemia
medular, nos trés tempos do estudo: ao término da isquemia (tempo 0) e 10/20 minutos ap6s o inicio
da reperfuséo
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Dados nio significantes

Figura 13 - Concentra¢des médias de ATP (umol/g) na medula espinhal de ratos pré-tratados com

Teste “t” de Student

solucdo salina (SS) e submetidos ao trauma operatério (G1) ou ao trauma operatorio + isquemia
medular, nos trés tempos do estudo: ao término da isquemia (tempo 0) ¢ 10/20 minutos ap6s o inicio

da reperfuséo

4.2 Efeitos metaboélicos da oferta de L-Ala-Gln sobre o trauma operatdrio

4.2.1 No sangue
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Nao se observaram diferencas significantes nas concentragdes dos metabdlitos estudados

(glicose, piruvato e lactato) no sangue dos animais, quando se compararam os grupos G-1 ¢ G-3,

constituidos por ratos pré-tratados com solugéo salina ou L-Ala-Gln, respectivamente, e submetidos ao

trauma cirurgico sem isquemia medular, (Tabela 3, Figuras 14, 15 ¢ 16).

Tabela 3 — Concentragdes médias de glicose, piruvato e lactato (pumol/ml) no sangue de ratos pré-
tratados com solugdo salina (SS) (G1) ou L-alanil-glutamina (L-Ala-Gln) (G3) e submetidos ao trauma
operatdrio sem isquemia medular, nos trés tempos do estudo: ao término da isquemia (tempo 0) e
10/20 minutos apds o inicio da reperfuséo

Tempo de reperfusio (min)

Metabdlito  Grupo 0 10 20
Glicose G1- (SS Sem Isquemia) 5,50+0,70 6,58 +£0,92 7,20 £ 0,56
G3 — L-Ala-GIn Sem Isquemia 7,85+0,89 6,44 +0,63 8,45+ 0,97
Piruvato G1- (SS Sem Isquemia) 0,07£ 0,02 0,08 £0,02 0,09 + 0,01
G3 - L-Ala-GIn Sem Isquemia 0,10+0,02 0,09 +0,02 0,11+ 0,04
Lactato G1- (SS Sem Isquemia) 3,51 +£0,03 6,01 £1,27 5,72 £ 0,83
G3 — L-Ala-Gln Sem Isquemia 6,15+1,12 540+0,55 4,65+ 1,48

Dados nio significantes

Teste de Mann-Whitney (Glicose e Lactato) e

Teste “t” de Student (Piruvato)
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Figura 14 - Concentracdes médias de glicose (Lumol/ml) no sangue de ratos pré-tratados com solug@o
salina (SS) (G1) ou L-alanil-glutamina (L-Ala-Gln) (G3) e submetidos ao trauma operatdrio sem
isquemia medular, nos trés tempos do estudo: ao término da isquemia (tempo 0) e 10/20 minutos apos
o inicio da reperfusio

Piruvato - sangue
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Teste “t” de Student ( Dados nio significantes

Figura 15 - Concentragdes médias de piruvato (umol/ml) no sangue de ratos pré-tratados com solugio
salina (SS) (G1) ou L-alanil-glutamina (L-Ala-Gln) (G3) e submetidos ao trauma operatdrio sem
isquemia medular, nos trés tempos do estudo: ao término da isquemia (tempo 0) e 10/20 minutos apos
0 inicio da reperfusio
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Figura 16 - Concentracdes médias de lactato (umol/ml) no sangue de ratospré-tratados com solugédo
salina (SS) (G1) ou L-alanil-glutamina (L-Ala-Gln) (G3) e submetidos ao trauma operatdrio sem
isquemia medular, nos trés tempos do estudo: ao término da isquemia (tempo 0) e 10/20 minutos apos
o inicio da reperfusio

4.2.2 No tecido medular

Nao se observaram diferengas significantes nas concentragdes dos metabolitos estudados
(glicose e lactato) na medula dos animais, quando se compararam os grupos G-1 e G-3, constituidos
por ratos pré-tratados com solucdo salina ou L-Ala-Gln, respectivamente, ¢ submetidos ao trauma
cirtrgico sem isquemia medular. Houve redu¢do significante nas concentragdes de piruvato apés 20
minutos de perfusdo e na concentragdo de ATP, ao término da isquemia (T0), no grupo G3,

comparado ao grupo G1 (Tabela 4, Figuras 17, 18, 19 ,20).

Tabela 4 — Concentra¢des médias de glicose, piruvato, lactato e ATP (umol/g) na medula espinhal de
ratos pré-tratados com solugdo salina (SS) (G1) ou L-alanil-glutamina (L-Ala-Gln) (G3) e submetidos
ao trauma operatdrio sem isquemia medular, nos trés tempos do estudo: ao término da isquemia
(tempo 0) e 10/20 minutos apds o inicio da reperfusdo

Tempo de reperfusio (min)

Metabdlito  Grupo 0 10 20
Glicose G1- (SS Sem Isquemia) 1,95 +0,45 2,00+£0,32 3,54+1,34
G3 — L-Ala-GIn Sem Isquemia 2,00 +0,49 2,22+0,80 1,52+0,48
Piruvato G1- (SS Sem Isquemia) 0,12 +£0,02 0,09+0,01 0,12+0,02
G3 — L-Ala-GIn Sem Isquemia 0,07 £ 0,02 0,08+ 0,02 0,04 £0,01 **
Lactato G1- (SS Sem Isquemia) 10,3 £1,58 6,50+0,75 6,72+1,26
G3 — L-Ala-GIn Sem Isquemia 6,35+ 1,14 433+094 3,84+0,99
ATP G1- (SS Sem Isquemia) 0,17 £ 0,05 0,17+0,08 0,08+0,01
G3 — L-Ala-GIn Sem Isquemia 0,06 +£0,02 * 0,19+0,09 0,17+0,07

* p<0,05 comparado ao respectivo controle
** p<0,01 comparado ao respectivo controle

Teste “t” de Student
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Figura 17 - Concentracdes médias de glicose (umol/g) na medula espinhal de ratos pré-tratados com
solucdo salina (SS) (G1) ou L-alanil-glutamina (L-Ala-Gln) (G3) e submetidos ao trauma operatério
sem isquemia medular, nos trés tempos do estudo: ao término da isquemia (tempo 0) ¢ 10/20 minutos
apos o inicio da reperfusio
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** p<0,01 comparado ao respectivo controle Teste “t” de Student

Figura 18 - Concentragdes médias de piruvato (umol/g) na medula espinhal de ratos pré-tratados com
solucdo salina (SS) (G1) ou L-alanil-glutamina (L-Ala-Gln) (G3) e submetidos ao trauma operatério
sem isquemia medular, nos trés tempos do estudo: ao término da isquemia (tempo 0) e 10/20 minutos
apos o inicio da reperfusdo
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Figura 19 - Concentragdes médias de lactato (umol/g) na medula espinhal de ratos pré-tratados com
solugdo salina (SS) (G1) ou L-alanil-glutamina (L-Ala-Gln) (G3) e submetidos ao trauma operatorio
sem isquemia medular, nos trés tempos do estudo: ao término da isquemia (tempo 0) e 10/20 minutos
apos o inicio da reperfusio
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* p<0,05 comparado ao respectivo controle Teste “t” de Student

Figura 20 - Concentragdes médias de ATP (umol/g) na medula espinhal de ratos pri-tratados com
solunyo salina (SS) (G1) ou L-alanil-glutamina (L-Ala-Gln) (G3) e submetidos ao trauma operatcrio
sem isquemia medular, nos trks tempos do estudo: ao tumino da isquemia (tempo 0) e 10/20 minutos
apos o invcio da reperfusyo

4.3 Efeitos metaboélicos da oferta de L-Ala-Gln sobre isquemia / reperfusio da medula espinhal
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4.3.1 No sangue

Nao se observaram diferengas significantes nas concentragdes dos metabolitos estudados
(glicose e piruvato) no sangue dos animais, quando se compararam os grupos G-3 e G-4, constituidos
por ratos pré-tratados com L-Ala-Gln, e submetidos ao trauma cirurgico sem e com isquemia
medular, respectivamente. Por outro lado, houve aumento significante da concentracdo de lactato, ao
término da isquemia (TO) e apds 10 minutos de reperfusdo, no Grupo G4, comparado ao grupo G3

(Tabela 5, Figuras 21, 22 e 23).

Tabela 5 — Concentragdes médias de glicose, piruvato e lactato (umol/ml) no sangue de ratos pré-

tratados com L-alanil-glutamina (L-Ala-Gln) e submetidos ao trauma operatério (G3) ou ao trauma

operatorio + isquemia medular (G4), nos trés tempos do estudo: ao término da isquemia (tempo 0) e
10/20 minutos apds o inicio da reperfusio

Metabélito  Grupo Tempo de reperfusio (min)

0 10 20
Glicose G3 - L-Ala-GIn Sem Isquemia 7,85 +0,89 6,44 £ 0,63 8,45+ 0,97
G4 — L-Ala-Gln + Trauma + I/R 5,66 + 1,23 6,33 + 0,50 8,18+ 0,79
Piruvato G3 — L-Ala-GIn Sem Isquemia 0,10 £ 0,02 0,09 £ 0,02 0,11+ 0,04
G4 - L-Ala-Gln + Trauma + I/R 0,10+ 0,02 0,09 + 0,01 0,09 + 0,01
Lactato G3 — L-Ala-GIn Sem Isquemia 6,15+1,12 5,40 £ 0,55 4,65+1,48

G4 — L-Ala-GIn + Trauma + I/R 9,51 £0,64 * 8,70+ 0,51 ** 7,59+1,19

Testes “t” de Student (Glicose e Lactato) e Mann- * p<0,05 comparado ao respectivo controle
Whitney (Piruvato) ** p<0,01 comparado ao respectivo controle
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Teste “t” de Student Dados nio significantes

Figura 21 - Concentracdes médias de glicose (umol/ml) no sangue de ratos pré-tratados com L-alanil-
glutamina (L-Ala-GlIn) e submetidos ao trauma operatério (G3) ou ao trauma operatdrio + isquemia
medular (G4), nos trés tempos do estudo: ao término da isquemia (tempo 0) e 10/20 minutos apos o
inicio da reperfusio
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Figura 22 - Concentracdes médias de piruvato (umol/ml) no sangue de ratos pré-tratados com L-
alanil-glutamina (L-Ala-Gln) e submetidos ao trauma operatorio (G3) ou ao trauma operatdrio +

isquemia medular (G4), nos trés tempos do estudo: ao término da isquemia (tempo 0) e 10/20 minutos
apos o inicio da reperfusio
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Teste “t” de Student * p<0,05 comparado ao respectivo controle

** p<0,01 comparado ao respectivo controle

Figura 23 - Concentra¢des médias de lactato (umol/ml) no sangue de ratos pré-tratados com L-alanil-
glutamina (L-Ala-Gln) e submetidos ao trauma operatorio (G3) ou ao trauma operatorio + isquemia
medular (G4), nos trés tempos do estudo: ao término da isquemia (tempo 0) e 10/20 minutos apos o
inicio da reperfusdo

4.3.2 No tecido medular

Observou-se aumento significante da concentragdo de lactato 20 minutos apos o inicio da

reperfusdo (T20) nos ratos do grupo G-4, pré-tratados com L-alanil-glutamina e submetidos ao trauma
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operatério + isquemia/reperfusdo, comparados ao grupo G-3, constituido por ratos também pré-
tratados com L-alanil-glutamina e submetidos apenas ao trauma operatorio. Ndo se observaram
diferengas significantes nas concentra¢des de piruvato, glicose ¢ ATP em nenhum dos tempos

estudados (Tabela 6, Figuras 24, 25,26 e 27)

Tabela 6 — Concentragdes médias de glicose, piruvato, lactado e ATP (umol/g) na medula espinhal de
ratos pré-tratados com L-alanil-glutamina (L-Ala-Gln) e submetidos ao trauma operatorio (G3) ou ao
trauma operatorio + isquemia medular (G4), nos trés tempos do estudo: ao término da isquemia
(tempo 0) e 10/20 minutos apds o inicio da reperfusio

Metabdlito  Grupo

Tempo de reperfusio (min)

0 10 20
Glicose G3 — L-Ala-GIn Sem Isquemia 2,00 £0,49 2,22 +£0,80 1,52 +£0,48
G4 - L-Ala-Gln + Trauma + I/R 1,72+ 0,76 0,97 £ 0,27 1,33 £ 0,20
Piruvato G3 - L-Ala-GIn Sem Isquemia 0,07 £0,02 0,08 £0,02 0,04 £0,01
G4 - L-Ala-GlIn + Trauma + I/R 0,05+ 0,01 0,14 £ 0,03 0,05 £0,01
Lactato G3 — L-Ala-GIn Sem Isquemia 6,35+ 1,14 4,33 £0,94 3,84 +£ 0,99
G4 - L-Ala-Gln + Trauma + I/R 5,98 + 0,87 8,08 +2,14 7,43 +£0,70 *
ATP G3 — L-Ala-GIn Sem Isquemia 0,06 = 0,02 0,19 + 0,09 0,17 +0,07
G4 — L-Ala-Gln + Trauma + I/R 0,16 £ 0,08 0,16 £ 0,07 0,12+ 0,01

Testes “t” de Student (Glicose, Piruvato e Lactato)

¢ Mann-Whitney (ATP)
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* p<0,05 comparado ao respectivo controle

Figura 24- Concentragdes médias de glicose (umol/g) na medula espinhal de ratos pré-tratados com L-
alanil-glutamina (L-Ala-Gln) e submetidos ao trauma operatdrio (G3) ou ao trauma operatorio +
isquemia medular (G4), nos trés tempos do estudo: ao término da isquemia (tempo 0) e 10/20 minutos

apos o inicio da reperfusdo
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Figura 25 - Concentracdes médias de piruvato (umol/g) na medula espinhal de ratos pré-tratados com
L-alanil-glutamina (L-Ala-Gln) e submetidos ao trauma operatdrio (G3) ou ao trauma operatorio +
isquemia medular (G4), nos trés tempos do estudo: ao término da isquemia (tempo 0) e 10/20 minutos
apos o inicio da reperfusio
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Figura 26 - Concentracdes médias de lactato (umol/g) na medula espinhal de ratos pré-tratados com
L-alanil-glutamina (L-Ala-Gln) e submetidos ao trauma operatdrio (G3) ou ao trauma operatorio +
isquemia medular (G4), nos trés tempos do estudo: ao término da isquemia (tempo 0) e 10/20 minutos
apods o inicio da reperfusdo
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Figura 27 - Concentra¢des médias de ATP (umol/g) na medula espinhal de ratos pré-tratados com L-
alanil-glutamina (L-Ala-Gln) e submetidos ao trauma operatdrio (G3) ou ao trauma operatorio +
isquemia medular (G4), nos trés tempos do estudo: ao término da isquemia (tempo 0) e 10/20 minutos

apods o inicio da reperfusdo
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5 DISCUSSAO

O rato foi o animal de experimentacio escolhido para esse estudo, por tratar-se de um
mamifero de baixo custo de aquisi¢do e manutencdo e apresentar elevada resisténcia a infeccdo e ao
trauma cirurgico (FESTING, 1979). A anatomia vascular do homem e do rato sdo similares com
relag@o ao suprimento sanguineo para a medula espinhal. Segundo Lang-Lazdunski et al. (2000), o
modelo experimental, utilizando ratos, ¢ adequado para o estudo da isquemia medular. No presente
estudo utilizou-se o pincamento infra-diafragmatico da aorta abdominal para a obten¢do de uma
isquemia medular aguda e normotérmica. A duracdo da isquemia foi de 30 minutos. A técnica usada
para producdo da isquemia da medula espinhal no presente estudo ¢ uma variagdo do modelo descrito
por Sader et al. (1998) e desenvolvido no Laboratério de Técnica Cirtirgica e Cirurgia Experimental
do Departamento de Cirurgia, Ortopedia e Traumatologia da Faculdade de Medicina de Ribeiro Preto,
da Universidade Sao Paulo (USP). Esse modelo produzia uma isquemia acentuada que resultava em

paraplegia (90-00%) dos animais, apos 30 minutos de pingamento da aorta toracica.

O éter dietilico foi o anestésico utilizado pela facilidade de uso com um minimo de
equipamento, apesar de suas conhecidas desvantagens: inducéo de salivacio excessiva e irritacdo do

epitélio respiratorio. Os procedimentos foram de curta duragdo o que minimizou as complicagdes.

As lesdes teciduais e celulares provocadas pela isquemia/reperfusdo tém sido amplamente
estudadas, principalmente em modelos experimentais. A literatura médica é abundante em estudos que
buscam substancias capazes de impedir ou minimizar as lesdes da isquemia/reperfusdo. Neste estudo,
foram discutidas as alteragdes nas concentragdes de metabolitos no sangue (glicose, piruvato e lactato)
e nos tecidos da medula espinhal (glicose, piruvato, lactato e ATP) em ratos submetidos ao trauma
cirurgico e pré-tratados com solugéo salina ou L-Ala-Gln. Também foram estudadas as alteracdes das
concentracdes dos mesmos metabolitos em ratos submetidos ao trauma cirirgico agravado pela

isquemia da medula espinhal e pré-tratados com solugdo salina ou L-Ala-Gln.

Os resultados dos estudos experimentais da isquemia/reperfusdo da medula espinhal
podem ser avaliados por pardmetros clinicos, eletrofisiologicos, estudos morfoldgicos, estudos
bioquimicos e enzimaticos. No presente estudo foram aferidas as concentragdes de quatro metabdlitos
(glicose, piruvato, lactato e ATP) para avaliagio dos efeitos do trauma operatério e da
isquemia/reperfusdo da medula espinhal sobre os pardmetros bioquimicos no sangue e no tecido
medular de ratos Wistar.

Para avaliagdo dos efeitos metabolicos do trauma operatdrio, compararam-se as concentragdes

de metabdlitos no sangue ¢ na medula dos ratos pré-tratados apenas com solu¢o salina e submetidos
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ao trauma cirurgico (G1) com o grupo de ratos submetidos a isquemia medular (G2). O pingamento
infra-diafragmatico da aorta abdominal por 30 minutos ndo induziu alteragdes significativas nas
concentrag¢des de glicose, piruvato ou lactato, no sangue desses animais. Também nfo se observaram
alteragdes nas concentracdes de glicose, lactato ¢ ATP na medula espinhal, embora os niveis de
piruvato na medula tenham sido reduzidos apds 20 minutos de reperfusdo. Aparentemente a isquemia
induzida pelo pingamento adrtico ndo foi eficaz para determinar as alteragdes metabolicas observadas
na isquemia/ reperfusdo de 6rgdos ou tecidos. E possivel que esse resultado se deva a uma irrigagio
andmala da medula espinhal, que impediu o estabelecimento de uma isquemia prolongada. Sabe-se
que o pingamento infra-renal da aorta raramente causa paralisia em humanos pela presenga da artéria
de Adamkiewicz, que nasce, na maioria dos casos, acima das artérias renais e ¢ 0 vaso mais importante
na formacdo da artéria espinhal anterior, responsavel pela irrigagdo de 2/3 da circunferéncia anterior
da medula (LANG-LAZDUNSKI et al., 2000). Ainda segundo esse pesquisadores, o pingamento da
artéria mamaria interna esquerda ¢ importante para assegurar-se uma isquemia adequada da medula
espinhal.

O piruvato € o produto final da via glicolitica e desempenha um papel central importante no
metabolismo dos carboidratos e lipidios. No citosol, independentemente da presenga de oxigénio,
ocorrem uma série de reagdes, que convertem um mol de glicose em dois moles de piruvato,
produzindo-se dois moles de ATP (LEHNINGER, NELSON, COX, 2000). Nas mitocondrias, a
metabolizagdo enzimatica do piruvato necessita da presenca de oxigénio. A enzima piruvato
desidrogenase catalisa a descarboxilagdo do piruvato a acetil CoA, que logo é oxidada, através do
ciclo tricarboxilico, a dioxido de carbono e agua (GREKIN, 1988). Neste estudo, a diminui¢do dos
niveis de piruvato, durante a reperfusdo pode ser conseqiiéncia de uma maior conversdo desse
metabolito em acetil CoA, diante da oferta de oxigé€nio decorrente da reperfuséo.

Por outro lado, quando um tecido deixa de receber um influxo adequado de oxigénio, a
fosforilagdo oxidativa mitocondrial é inibida, resultando na diminui¢do dos niveis de ATP. Na
tentativa de restaurar os niveis de ATP, ha ativagéo da glicolise anaerdbica com deplegdo das reservas
de glicogénio hepatico. Simultaneamente, ha eleva¢do no lactato no citosol, com redu¢do do pH
intracelular. Neste estudo, os niveis de ATP, comparando-se os animais submetidos a
isquemia/reperfusao (G2) com os ratos submetidos ao trauma cirurgico, sem isquemia (G1), ndo foram
diferentes, do ponto de vista estatistico. Como nao foram observadas diferencas significantes nas
concentra¢des dos metabdlitos estudados, pode-se admitir que ndo houve uma isquemia medular
completa, neste estudo, o que impediu o aparecimento de alteragdes metabdlicas detectaveis.

Para a avaliagdo dos efeitos metabdlicos da oferta de L-Ala-Gln sobre o trauma operatorio,
foram comparados os animais do grupo Gl (trauma cirtrgicotsolu¢do salina) e G3 (trauma
cirurgicotL-Ala-Gln). Mais uma vez ndo foram encontradas diferencas significantes das
concentragdes de metabdlitos (glicose, piruvato e lactato) no sangue e de glicose e lactato na medula

desses animais. Entretanto, a analise dos dados obtidos na aferi¢do das concentragdes de piruvato no
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tecido medular mostrou que houve redugdo significante desse metabolito apos 20 minutos de
reperfusdo (0,12+0,02 versus 0,04+0,01, p<0,01), de modo semelhante ao que ocorreu quando se
compararam os grupos Gl e G2. Também ocorreu redugdo dos niveis de ATP (0,17+0,05 versus
0,06+0,02, p<0,05), que pode ser atribuida a uma maior utilizagdo desse substrato para as fungdes
energéticas.

Para a avaliag¢do dos efeitos metabdlicos da oferta de L-Ala-Gln sobre isquemia / reperfusio
da medula espinhal, foram comparados os grupos G3 e G4, constituido por ratos submetidos ao trauma
cirargicotisquemia/reperfusio e pré-tratados com solu¢do salina (G3) ou L-ala-Gln (G4).

Todas as células sdo capazes de gerar lactato e libera-lo na circulacdo sanguinea, como
também podem extrair o lactato existente no sangue e utilizd-lo no metabolismo, com excec¢do das
hemacias, as células da retina e as células da medula da glandula supra-renal, que sdo essencialmente
glicoliticas. Em condi¢des normais, o musculo esquelético, o cérebro, as hemacias e a pele sdo os
principais produtores de lactato, enquanto o rim e o figado cuidam de sua eliminacdo. Nesses 6rgdo,
com mais intensidade no figado, através da lactato desidrogenase (LDH) o lactato ¢ convertido em
piruvato e a seguida em glicose (gliconeogénese) ou ainda, através do ciclo tricarboxilico, em ATP,
gas carbdnico e adgua. A geragdo de lactato nas hemacias, musculo esquelético, cérebro e pele, com
posterior gliconeogénese pelo figado (ciclo de Cori), € util como mecanismo para a manutengio da
oferta de energia a 6rgldos que requerem glicose durante os estados de jejum (WATERHOUSE,
KEILSON, 1969). Segundo Kreisberg (1972), os niveis de lactato dentro de uma célula sdo
determinados pelos niveis de piruvato e a relativa prevaléncia de nicotinamida adenina dinucleotideo
reduzida (NADH) e nicotinamida adenina dinucleotideo oxidada (NAD").

Neste estudo, a oferta de L-ala-Gln nfo induziu alteragdes nas concentra¢des de glicose no
sangue ou no tecido medular dos ratos pré-tratados com esse dipeptideo. Tal fato sugere uma possivel
acdo reguladora do figado, impedindo uma diminui¢do das concentragdes de glicose no tecido
medular, devido a glicdlise anaerdbica. A auséncia de alteragdes nas concentragdes de piruvato no
sangue dos animais dos grupos G3 e G4 pode ser explicada por sua maior conversio a lactato, o que
justificaria a elevag@o dos niveis de lactato, tanto no sangue, ao término da isquemia (TO) (6,15%1,12
versus 9,51£0,64, p<0,05) e apds 10 minutos de reperfusdo (T10) (5,70+£0,55 versus 8,70+0,51,
p<0,01) como na medula, apos 20 minutos de reperfusdo (T20) (3,84+0,99 versus 7,43+0,70, p<0,05),
nos animais pré-trados com L-Ala-Gln, comparados aos animais pré-tratados com solu¢éo salina.

A maior atividade da via glicolitica no tecido medular submetido a isquemia/reperfusio tem
suporte a partir do incremento observado das concentracdes de lactato no tempo T20, nos animais pré-
tratados com L-Ala-Gln e submetidos ao trauma cirtirgico+isquemia/reperfusdo, comparados aos ratos
pré-tratos com solug@o salina e submetidos ao trauma cirurgico+isquemia/reperfusdo. Ha relatos na
literatura de uma agfo facilitadora da glicélise (fase 1 — conversdo de uma molécula de glicose a duas
moléculas de piruvato) decorrente da oferta exdgena de L-ala-Gln. Esse dipeptideo libera alanina e

glutamina, quando introduzido na corrente sanguinea, que proporcionam uma maior regeneracdo de
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glutamato em tecidos ricos em glutaminase. A maior disponibilidade de glutamato ativaria o ciclo
malato-aspartato com regeneragdio de NAD' para o citosol, mantendo um estado redox
citoplasmatico/mitocondrial, favorecendo a glicolise (CAMPS et al., 2002; Bezerra et al., 2002).

As explicagdes aqui apresentadas para a acgéo glicolitica da L-Ala-Gln ainda estdo no campo
das hipoteses. Estudos adicionais, com aferi¢do das concentracdes da enzima malato-desidrogenase
s80 necessarios para a confirmagdo dos efeitos deste dipeptideo na ativagdo da langadeira-malato-

aspartato.
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6 CONCLUSAO

O modelo de isquemia/reperfusdo medular utilizado neste estudo ndo induziu uma isquemia
total da medula, como pode ser demonstrado pela auséncia de diferengas significantes nas
concentracdes de metabolitos nos ratos submetidos ao pingamento infra-diafragmatico, comparados
aos ratos submetidos somente ao trauma cirdrgico.

A administrag¢do endovenosa de L-alanil-glutamina a ratos submetidos aos efeitos lesivos da
isquemia/reperfusdo causou aumento das concentragdes de lactato no tecido medular e da lactacemia,

possivelmente por ativagdo do ciclo malato-aspartato.

Citosol Mitocéndria
Glicose +
2 NAD K»Malato MalatoDC‘l:‘AD‘D
NADH Osxaloaoctato Oxaloacetato IADH .
2 Piruvato Gluta /
Cadeia Transportadora
KG de ektrons

Aspartato Aspartato

Membrana interna
da mitocdndria

FIGURA 28 — Ciclo malato-aspartato.
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8 ANEXOS

Drogas e solugdes reagentes

Solucéo salina (solugdo de Na CL a 0,9 %)

Alanil —glutamina 20% (Dipeptiven- laboratorio Frenesius)
Eter dietilico

Acido perclérico 20% ( HCLO4)

(haloquimica Ind. E Com. Ltada , sdo Paulo-SP, Brasil).
Cloreto de magnésio ( Mg CL 2 . 6 H20)

(Grupo Quimica industrial Ltda, Rio de Janeiro-RJ Brasil)
EDTA (acido etilenodiaminotetracético)
(c10H14N208Na2.2H20)

fosfato de potassio dibasico (K2HPO4)

(Reagen, Rio de Janeiro- RJ, Brasil).

Fosfato de potassio monobasico ( KH2PO4).

(Reagen, Rio de Janeiro- RJ, Brasil).

Hidrato de hidrazina 80% (NH2 NH2. H20).

(Reagen, Rio de Janeiro- RJ, Brasil).

TRIS (Hidroximetil) Aminometano ( C4H11NO3)
(Reagen, Rio de Janeiro- RJ, Brasil).

Acido cloridrico (HCL)

(Reagen, Rio de Janeiro- RJ, Brasil).

Bioquimicos e enzimas.

Adenosina-5- triphosphato

(Boehringer Manheim-Germany)
glucose-6-phosfato-dehydrogenase de leuconostoc mesenteroides
(Boehringer Manheim-Germany)

Hexoquinase.

(Boehringer Manheim-Germany)

Hydroxyburyrate- desydrogenase de Rhodopseudomonas spheroides
(Boehringer Manheim-Germany)

lactate- dehydrogenase

(Boehringer Manheim-Germany)
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NADH (C21H27N7014Na2)
(Boehringer Manheim-Germany)
NAD (C21H27N7014P2.3H20)
(Boehringer ManheimGermany)
APARELHAGEM
Balanga analitica (modelo H5,Merrler,Suica)
Balanca para animais (tara de o a 2000 g, Merrler P3.USA)
Centrifuga Eppendorf
Espectrofotometro (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 B 374)
Estetoscdpio (fluxometro) ultrassoénico- Doppler IMBRACRIOS-EU 700-IND Bras.
DIVERSOS
Cubeta para leitura ultravioleta (American Hospital Supply Corporation- USA)
Indicador de PH universal (Reagen, Rio de Janeiro-RJ, Brasil)
Nitrogénio liquido ( White Martins, Sdo Paulo — SP, Brasil)
Tubos de ensaio de vidro de 10 ml
Pipeta automatica de 5 a 1000 microlitros
Ponteiras descartaveis para pipeta automatica
Provetas
Becher de 10,50, e 100 ml (pyrex)
Gral e pistilo de porcelana
Garrafa térmica de 3 litros para acondicionar nitrogénio liquido durante o experimento
Pinga apreendedora (para manusear o tecido da espinha dorsal juntamente com o
nitrogénio liquido)
Seringas de 3 ml e agulhas de 25/7
Gel (Aquasonic- para uso de fluxometro Doppler, junto ao vaso arterial)
Material curtrgico: pingas de Halsted, bisturi 1amina 15, tesouras de metzenbau,fios de
sutura (algoddo), pinga vasculares oclusivas tipo buldogue
Luvas de procedimento(blowtex, USA)
Gazes, algodio e cotonetes

Recipiente de plastico, tipo poncheira, de 3 litros (para iniciar a anestesia do rato).



