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RESUMO.

Saomao, AB. Beneficios no estresse oxidativo do uso enteral de glutamina durante
isquemia e reperfusdo hepatica. Cuiabd, 2007. 117 p. Dissertacdo (Mestrado em Ciéncias da
Salde) - Faculdade de Ciéncias Médicas, Universidade Federal de Mato Grosso.

Introducédo: Ao conjunto de ateragcdes decorrentes da privagcdo e do restabelecimento do
suprimento de oxigénio a orgaos e tecidos da-se o nome lesdo ou injuria de isquemia e
reperfusdo. Acredita-se que o afluxo de oxigénio nos tecidos isquémicos leve a uma série de
alteracBes bioquimicas, inflamatérias e celulares mediadas, em uma etapa inicia, pela
formacdo de espécies reativas de oxigénio. Ao vencer a acdo de mecanismos naturais de
defesa anti-oxidante, desencadeiamse fendmenos oxidativos auto-alimentaveis levando ao
dano tecidual, fénomeno conhecido por estresse oxidativo. Os estudo das substancias com
propriedades antioxidantes constitui um desafio. A glutamina € fundamental para a producéo
de glutationa em nivel intestinal. O sistema glutationa constitui 0 mais importante mecanismo
fisolégico de defesa contra o estresse oxidativo. Objetivo: Investigar o efeito da infusdo
enteral de glutamina na lesdo oxidativa produzida por isquemia total seguida de reperfusdo do
figado de ratos. Método: Trinta ratos Wistar machos foram submetidos a laparotomia e
confeccdo de uma alga fechada de 20 cm de comprimento envolvendo o intestino delgado
distal seguido do clampeamento do hilo hepético por 20 minutos e reperfusdo por 5 minutos.
Na aca fechada foi injetada glutamina (grupo glutamina; n=10) ou agua destilada (grupo
controle; n=10). Em dez animais (grupo sham) ndo foi redizado clampeamento hilar.
Coletourse sangue para dosagem de marcadores sorolégicos de lesdo isquémica
(transaminases, enzima desidrogenase | ética e lactato) e do estresse oxidativo (malondialdeido
e capacidade antioxidante total). Resultados. O nivel sé&rico de aanina transaminase foi
significantemente maior (p<0,001) nos grupos controle (767 [279-867] U/l) e glutamina (548
[417-698] U/l), em relagdo ao grupo sham (120 [81-187] U/l). Os valores de aspartato
aminotransferase estavam significantemente maiores (p<0,001) nos ratos controles (929 [860-
962] U/l) que nos do grupo glutamina (603 [386-776] U/l) e do grupo sham (149 [111-223]
U/l). A dosagem de aspartato aminotransferase no grupo glutamina foi significantemente
maior que a encontrada no grupo sham (p<0,001). A dosagem da desidrogenase l&tica foi
significantemente maior (p<0,001) nos grupos controle e glutamina em relacéo ao grupo sham
(controle = 6352 [6051-6728] U/l, glutamina = 5408 [810-7437] U/l e sham = 1261 [867-
3111] U/l). O mesmo ocorreu em relacdo a dosagem de lactato, que estava significantemente
maior (p<0,001) nos grupos controle (6,44 [5,25-8,79] U/l) e glutamina (6,78 [5,69-8,31] U/I)
em relacdo ao grupo sham (2,04 [1,23-3,06] U/l). Os niveis do malondialdeido foram maiores
no grupo controle (2037 [1498-5285] nmol/ml) em relacdo aos grupos glutamina (1543
[1208-2533] nmol/ml, p=0,01) e sham (1287 [1141-1610] nmol/ml, p<0,001). A dosagem do
malondialdeido foi significantemente maior (p<0,001) no grupo glutamina que no grupo
sham. A capacidade antioxidante total foi significantemente maior (p<0,05) nos grupos
glutamina e sham, relacéo ao grupo controle (glutamina = 1,61+0,07; sham = 1,55+0,06; e
controle = 1,44+0,08). Conclusdo: O uso entera de glutamina durante a isquemia-reperfusdo
do figado em ratos diminui a expressdo enzimaética sérica associada a dano hepético, reduz o
dano oxidativo e melhora a capacidade antioxidante total .

UNITERM OS: Figado; Traumatismo por reperfusdo; Glutamina; Estresse oxidativo; Ratos.
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ABSTRACT.

Saloméo, AB. Beneficts in oxidative stress of enteral glutamine during hepatic
ischaemia-reperfusion. Cuiabd, 2007. 117p. Dissertacdo (Mestrado em Ciéncias da Salde) -
Faculdade de Ciéncias Médicas, Universidade Federal de Mato Grosso.

Introduction: The damage caused by the restoration of blood supply to a previously ischemic
tissue is named ischaemia-reperfusion injury. The absence of oxygenand nutrients from blood
creates a condition in which the restoration of circulation results in both inflammation and
oxidative damage. White blood cells carried to the area by the newly returning blood release
various reactive oxygen species. An imbalance between the increasing production of reactive
oxygen species and the biological system ability to readily detoxify these reactive radicals
causes oxidative stress. Glutamine is necessary for the function of immunocompetent cells,
and enhances the immunity of the intestinal mucosa. It is the precursor to glutathione, one of
the most important endogenous antioxidant molecule. Objective: To evaluate the effects of
intraluminal injection of glutamine on oxidative damage in an experimental model of
ischemia-reperfusion of the liver. Method: Thirty Wistar rats underwent laparotomy to
perform a 20cm blind sac of small bowel and occlusion of the hepatic hilus for 20 minutes
followed by reperfusion for 5 minutes. Into the gut sac it was injected glutamine (glutamine
group, n=10) or distilled water (control group, n=10). Ten other animals (sham group)
underwent laparotomy without hilar occlusion. Blood samples were collected for
malondialdeyde, trolox equivalent antioxidant capacity, alanine transaminase, aspartate
aminotransferase, bctate dehydrogenase and lactate assays. Results: Alanine transaminase
was significantly greater (p<0,001) in the control group (767 [279-867] U/l) and glutamine
group (548 [417-698] U/l), than sham group (120 [81-187] U/I). Aspartate aminotransferase
was significantly greater (p<0,001) in controls (929 [860-962] U/l) than in glutamine group
(603 [386-776] U/l) and sham group (149 [111-223] U/l). Aspartate aminotransferase in the
glutamine group was significantly greater than sham group (p<0,001). Lactate dehydrogenase
was significantly greater (p<0,001) in both control and glutamine groups than sham group
(control = 6352 [6051-6728] U/l, glutamine = 5408 [810-7437] U/l and sham = 1261 [867-
3111] U/l). The same occurred with lactate levels that was significantly greater (p<0,001) in
both control (6,44 [5,25-8,79] U/l) and glutamine groups (6,78 [5,69-8,31] U/l) than sham
group (2,04 [1,23-3,06] U/l). The malondialdeyde was significantly greater in the control
group (2037 [1498-5285] nmol/ml) than both glutamine (1543 [1208-2533] nmol/ml, p=0,01)
and sham groups (1287 [1141-1610] nmol/ml, p<0,001). Malondialdeyde serum levels were
significantly greater (p<0,001) in glutamine group than sham group. The total antioxidant
capacity was significantly greater (p<0,05) in both glutamine group and sham groups than in
control group (glutamine = 1,61+0,07; sham = 1,55+0,06; control = 1,44+0,08). Conclusion:
The enteral use of glutamine during hepatic ischemia-reperfusion in rats diminishes the
enzymatic serum expression associate with liver damage, reduces oxidative damage, and
enhances serum antioxidant capacity.

KEY-WORDS: Liver; Reperfusion Injury; Glutamine; Oxidative Stress; Rats.
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INTRODUCAO.

Aspectos historicos da cirurgia hepética.

Desde a Antiguidade o figado € um 6rgéo gque desperta o interesse do homem. Relatos
assirios e babilénicos (2000-3000 AC) descrevem 0 uso da hepatoscopia cono método de
adivinhac&o, conforme a citacéo biblica™: “porque o rei da Babilonia parara nas encruzilhadas,
no cimo dos dois caminhos para fazer adivinhacdes. agucara as suas flechas, consultara os
Terafins, observando através do figado.” (Ezequiel 21:21). Na mitologia greco-romana
encontramos referéncias a aspectos inerentes a sua anatomia e peculiar fisiologia. Nalliadae
naOdisséa (cercade 800 A.C.), Homero descreve o figado como um 6rgéo vital, pois quando
ferido leva & morte®. Ainda na mitologia, Prometheus (iit4, filho de Japeto e Asa, irmao de
Atlas, Epimeteu e Menoécio), por ter roubado o fogo divino de Zeus para d&lo aos homens
(que assim puderam evoluir e distinguir-se dos outros animais), foi condenado a permanecer
durante 30.000 anos acorrentado no cimo do monte Caucaso. Ali, todos os dias uma &guia ia
comer-lhe o figado. Sendo Prometheus um imortal, seu figado ao regenerar-se propiciava
constante alimento & ave, prolongando assim sua tortura®. Tal mlato, ainda que em tempos

remotos, ilustra o conhecimento do principio da regeneracéo hepatica.

Descrigbes mais consistentes do ponto de vista técnico surgem apenas com Galeno
(130-200 DC), os quais dominaram a literatura existente até em torno do sécuo XV*.
Segundo este anatomista, o figado geraria 0 sangue a partir da alimentacdo proveniente do
estbmago e dos intestinos. Do figado, 0 sangue seria levado pela veia cava ao ventriculo
direito do coracdo e de |a, nutriria os pulmdes e o resto do corpo. Conceitos mais claros, e
aceitos até os nossos dias, enfocando a existéncia da circulagdo portal (Figura 1) surgiram
com Vesalius, em 1543 °.
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Figura 1. llustracdo presente
em “Fabrica’ de Vesdius
(1543), mostrando o figado
rebatido, destacando-se sua
divisdo anatbmica e o sistema
venoso portal °.

Os primordios da cirurgia do figado encontramse na recomendacdo de HipOcrates
para a incisd e drenagem de abscessos hepédticos® e na realizagdo, por Celsus, de
desbridamento de lesbes hepdticas em feridos de guerra. Durante séculos o figado foi
considerado um o6rgdo misterioso, com anatomia complexa, nimero imenso de funcdes e
capacidade extraordinéria de se regenerar. Ambroise Paré, notével cirurgido militar, advertia
japor volta de 1500, sobre os riscos de sangramento relacionados ao trauma hepatico. Relatos
de pequenas resseccles hepéticas no trauma (em particular por lesdes penetrantes) permeiam
o século XVII e XVII1*. O século XIX é marcado por grandes avancos em cirurgia. Crawford
Long em 1842 e William Morton em 1846 iniciaram a era da anestesia com 0 uso do éter
inalatétio. Observacdes realizadas por Ignaz Semmelweis, posteriormente solidificadas com

0s ensinamentos de Joseph Lister, inauguraram a época do cuidado asséptico na realizacéo de
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operacBes e tratamento de feridas, transformando a prética cirdrgica’. No final do século
surgem descricbes das primeiras resseccOes eletivas: mastectomia radical  (1880),
gastrectomia (1881), nefrectomia (1881), colecistectomia (1882), anastomose coldnica (1883)
e excisdes pancredticas (1884)*. A cirurgia experimental hepética avanca no estudo dos
mecanismos de regeneracdo e reserva funcional do figado. Destacam-se os trabalhos em
modelos animais publicados por Tillmans (1879), apud SandblonT, e posteriormente por
Gluck (1883), apud McClusky e cols®. Por fim, em 18 de janeiro de 1887, Carl Langenbuch
realiza a resseccdo de um tumor hepatico em um paciente do sexo feminino de 30 anos de
idade’: trata-se do primeiro relato na literatura médica de uma resseccdo hepética eletiva

realizada com sucesso”.

A histéria da cirurgia hepatica em suas origens € marcada por uma dura luta contra o
sangramento, especialmente contra a hemorragia maci¢a, considerada 0 ®u maior risco,
sendo o progndstico operatério essencialmente dependente do volume da perdade sangue. No
século XX, precisamente em 1908, Pringle® publica o relato de sua experiéncia no tratamento
de oito pacientes, vitimas de hemorragia oriunda de traumatismo hepético. Desses, quatro
foram submetidos a laparotomia, uma refutou o tratamento operatorio e trés morreram antes
mesmo gque um procedimento cirdrgico pudesse ser indicado. Para os pacientes operados,
Pringle teve aidéia de controlar 0 sangramento excessivo temporariamente pela realizagdo de
uma manobra digital ocluindo a triade portal (manobra de Pringle). A isquemia hepatica, pela
compressao das estruturas vasculares do hilo hepético (veia porta e artéria hepatica) passa, a
patir de entd, a ocupar um papel de destaque no controle de hemorragias e,
consequentemente, na diminuicdo das complicacdes inerentes a cirurgia do figado. Somaram:
se aos trabal hos de Pringle os estudos anatémicos de Rex (1888), apud Blumgart®, e Cantlie!®
(1898) acerca da anatomia cirurgica do figado. Cantlie concluiu que em humanos, os lobos
hepéticos direito e esquerdo sdo de tamanho semelhantes e divididos por um plano imaginério
gue cruza o figado a partir da bifurcacéo da veia porta, no nivel do leito da vesicula biliar, em
direcéo a veia cava inferior'®. Esse relato é o primeiro a quebrar o conceito previamente aceito
acerca da diviso do figado em lobos direito e esquerdo ao nivel do ligamento falciforme®.
Gragas a isso, linha de simetria a0 nivel do plano que divide o figado conforme
preconizado por Rex e Cantlie €, nos dias atuais, frequentemente chamada de linha de Rex-
Cantlie. Esses estudos serviram de base para que posteriormente fossem realizadas as
primeiras hepatectomias parciais com ligadura de pediculos portais e, por conseguinte, com

menor sangramento™®.
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Uma nova era da cirurgia hepética teve assim inicio, com o controle vascular do
figado e 0 estudo mais acurado de sua anatomia interna. Uma série de trabalhos foram
publicados até a segunda guerra mundial, onfirmando os achados de Cantlie do fina do
século XIX*. Em 1953, ja no periodo pds-guerra, os anatomistas e cirurgides tinham
claramente determinado que a distribuicdo dos ductos biliares, artéria hepética e pediculos
portais era segmentar no interior do figado. Mas o que dizer das veias hepaticas? Essa questéo
foi respondida por Claude Couinaud'? em 1954. A era moderna da cirurgia hepética teve
inicio com os seus estudos, que estabeleceram uma perfeita correlagdo arétomo-cirurgica, em
funcéo da distribuicéo dos pediculos portais e das veias hepaticas, descrevendo a segmentacdo
hepética®®>. Em sua publicacdo, de modo profundamente técnico, dividiu o figado em oito

segmentos, que passaram a ser a base das resseccfes hepéticas que a seguiram (Figura 2).

Paralelamente aos avancos no conhecimento na anatomia interna do figado, cresciam
0s estudos sobre a funcéo hepética e o aprimoramento das técnicas operatorias de abordagem
do 6rgdo. Em artigo datado de 1959, Quattlebaum™* listou quatro passos importantes que
deveriam ser utilizados durante grandes resseccfes hepaticas. adequada exposicdo do 6rgéo,
oclusdo vascular das estruturas envolvidas com o(s) segmento(s) a ser(em) ressecado(s),
completa mobilizagdo do figado e uso de instrumental especial, sem corte, para divisdo do
parénquima. Tais postulados sdo historicamente um marco no que tange os grandes modelos
de ressecgOes até os dias atuais: apenas a revisao de tais conceitos nos faz entender a sua
fundamental importancia®. Mas, o grande passo seguinte estava por ser dado, no inicio da
década de 60.

sulco principal

veia cava inferior

sulco direito

sulco esquerdo

Figura 2: Lobos e segmentos hepaticos baseados na distribuicgo intra-hepética dos
ductos hiliares e vasos sangliineos. A — vista anterior, B — vista inferior. Terminologia
proposta por Couinaud*?.
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Até o ano de 1955, jamais fora mencionada a possibilidade de realizacdo de um
transplante de figado. Nesse ano, Welch* publica um estudo experimental apresentando um
modelo de transplante heterotdpico de figado em cées. Ao longo dos préximos anos outros
estudos experimentais surgiram enfatizando as questGes técnicas e as possibilidades de
rejeicdo, até entdo colocadas como um grande empecilho para a redlizacdo do transplante
hepético. Em 1960, StarzI*® e Moore'” publicaram relatos acerca do transplante ortotdpico do
figado em caes, & partir dos trabalhos originais de Cannon, apud Foster'!, quatro anos antes.
As experiéncias continuaram por mais trés anos com transplantes em caes e porcos. O
primeiro tramsplante ortotopico de figado em humanos foi realizado por Starzl, em 1° de
marco de 1963, na Universidade de Colorado, Denver (EUA), ao qual seguiram-se outros
guatro, nos sete meses subsequentes, todos sem sucesso. Em setembro de 1963 e em janeiro
de 1964, outras tentativas de transplantes em humanos foram realizadas, em Boston e em
Paris, respectivamente, também sem sucesso®. Seguiram se outros insucessos, até que em 23
de julho de 1967 ocorreu o primeiro transplante ortotopico de figado bem sucedido em
humanos. Tratou-se de uma crianga de um ano e meio de idade que sobreviveu por treze
meses, morrendo em consequiéncia de metastases de carcinoma hepatocelular pelo qual fora
transplantada®®. Observacdes clinicas e estudos experimentais subsequentes permitiram ligar o
sucesso do procedimento a fatores relacionados a adequada preservacdo de 6rgéos doados,
melhoria da técnica cirdrgica com o0 uso das derivagOes venosas que drenassem os leitos
esplancnicos e sistémicos durante a fase anepética e resolucdo das dificuldades técnicas em
termos de reconstrucdo da via biliar e anastomoses vasculares®. Com o advento de novas
drogas imunossupressoras, em especia a introducéo da ciclosporina, sobreveio uma melhoria
significativa na sobrevida e na qualidade de vida péstransplante'®. Nos dias atuais o
transplante de figado vem sendo amplamente realizado, ndo obstante seus desafios e
dificuldades técnicas dia-a-dia superadas. Constitui cada vez mais, conforme palavras de Paul
McMaster?®: “um dos poucos atos na prética médica clinica ou cirlrgica que transforma um

paciente seriamente debilitado em um ser completamente reabilitado.”

Os novos rumos da cirurgia hepatica apontam para o uso da video-cirurgia. A primeira
hepatectomia anatémica regrada por video-laparoscopia foi publicada em 1996 por Azagra e
cols?. E, portanto, um procedimento muito recente, mas que tem sido utilizado com maior
frequiéncia nos dltimos anos®2. Limitagdes incluem dificuldades na realizago de manobras
guase sempre necessarias durante a cirurgia do figado, como a sua ampla mobilizacéo e

exposicdo, controle dos pediculos vasculares, palpacdo minuciosa e ultra-sonografia intra-
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operatoria. Além disso, fatores como a transec¢do do parénquima, o potencial de hemorragia
intra-operatéria e o risco de embolia gasosa tornam os procedimentos |aparoscopicos tema
controverso?®. Nao obstante, os avancos nesse campo indicam que esse método devera cada

vez mais fazer parte do arsenal terapéutico do cirurgido de figado?.

A lesdo por isquemia e reperfusdo (I/R).
Conceito.

A paavra “isquemia’ tem sua origem no grego “ischaimos’ (deter) e “haima”
(sangue). Caracteriza-se por fluxo de sangue oxigenado insuficiente para manter as funcgdes
normais teciduais levando & diminuicdo de nutrientes e retardo na retirada de metabdlitos.
As consequéncias da isquemia sdo bastantes variaveis e, de maneira geral, dependem do nivel
da oclusdo sanguinea, da circulacdo colateral e do grau de demanda de oxigénio dos tecidos
envolvidos®™. Em diversas situagBes na prética clinica a isquemia representa um papel
fundamenta no desencadeamento dos eventos fisiopatol 6gicos que, se ndo revertidos a tempo,

resultam em dano celular irreversivel.

A reperfusdo, com restabelecimento do fluxo sanguineo de modo a prover uma
concentracdo de oxigénio em nivels adequados para os tecidos isquémicos torna-se, portanto,
um pré-requisito fundamental. Paradoxa mente, isso pode ser responsavel por lesdes, tanto ao
nivel do sitio isqguémico, como em locais distantes, ainda mais graves que as da isquemia per
s2?®. Na isquemia, hé acimulo de uma série de metabdlitos téxicos, os quais ganham a
circulagdo sistémica durante o perfodo de reperfusdo?’. Clinicamente, as evidéncias desse
processo sdo 0 desenvolvimento de acidose metabdlica com hipercalemia cursando em muitos
casos, como observado em tecidos musculares, com mioglobinemia, mioglobindria,
insuficiéncia renal, além de ateractes da resposta pressorica e formagédo de edema pulmonar
ndo cardiogénico®®. Ao conjunto de alteracdes decorrentes da privacso e do restabelecimento
do suprimento de oxigénio a Orgdos e tecidos denomina-se 0 home lesdo ou injuria de

isquemia e reperfuso (1/R)?®.
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Fisiopatologia.

Muito se tem estudado acerca dos mecanismos biomoleculares relacionados a injaria
de I/R. Acredita-se que o afluxo de oxigénio nos tecidos isquémicos leve a uma série de
alteracbes bioquimicas, inflamatérias e celulares mediadas, em uma etapa inicia, pela
formacdo de radicais livres de oxigénio®. Define-se radical livre como qualquer &omo ou
molécula que tenha em sua érbita mais externa um ou mais elétrons néo pareados™. Isso lhes
confere propriedades paramagnéticas, elevada capacidade em doar ou receber elétrons,
tornando-os potenciais desestabilizadores moleculares®!. Ao vencer a agdo de mecanismos de
defesa naturais a eles direcionados, os radicais livres desencadeiam fendmenos oxidativos

auto-alimentéveis, levando ao dano celular, fénomeno conhecido por estresse oxidativo®?.

As lesBes assim produzidas servem como um estimulo a partir do qual incia-se a
reacao inflamatdria. Mediadores humorais levam & quimiotaxia de neutréfilos®® aos sitios de
lesdo. Estes passam a interagir com o endotélio vascular local, através da acdo de integrinas
leucocitérias (em especia proteinas da classe CD11/CD18) moduladas pelo leucotrieno-B4
(LTB4), componentes do complemento (C5a) e pelo fator de ativacdo plaquetaria (FAP), além
de proteinas de adesdo endotelial, destacando-se imunoglobulinas da classe ICAM-1 e
VCAM-1 e sdectinas (ELAM-1/GMP-140), estas por sua vez, moduladas pelo fator de
necrose tumoral®®. Com a interaggo neutréfilo-endotélio dé-se um incremento na producéo de
radicais livres. Enzimas proteoliticas como a colagenase, elastase e mieloperoxidase passam a
ser liberadas pelo neutréfilo. Esta dltima ocupa um papel importante, catalisando a reacéo
entre peréxido de hidrogénio (H20-) e ion cloreto (CI), para a formagéo do radical hipoclorito
(HOCI), potente agente oxidante3 (figura 3).

O neutrdfilo ativado estimula a produgdo de citocinas pré-inflamatorias. Destacam se
ainterleucina-1 (IL-1), interleucina-6 (IL-6), metabdlitos do acido aracdénico (leucotrieno B4
e tromboxano A2) e o fator de necrose tumoral®®. Com a amplificacdo da resposta
inflamatdria, outras linhagens celulares passam a ser recrutadas, dentre estas, s mastocitos.
Da sua degranulagdo sf0 originadas diversas aminas com propriedades vasoativas como
histamina, proteoglicans, prostaciclinas, cininas, leucotrienos, proteases, e oxido nitrico. O

Oxido nitrico, gas radical livre, tem interessantes propriedades vasodilatadoras, além de
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funcionar como antiagregante plaquet&rio e ser téxico para bactérias. Tais funcoes,
particularmente benéficas durante uma injdria inflamatdria, tornam-se deletérias uma vez da
interacdo do 6xido nitrico com outros radicais, em especia o radical superéxido (O, ),
levando a producdo de peroxinitrito (ONOQO") e didxido de nitrogénio (NOy), compostos

capazes de promover graves lesdes celulares®.

Imunoglobulinas
. (ICAM-1VCAM-1)
NEUTROFILO
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Figura 3: Interacdo neutréfilo-endotélio e a producédo de espécies
reativas de oxigénio.
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Portanto, doserva-se que, a partir de um estimulo gerado pela formacdo de radicais
livres, uma série de reagdes passam a se desenvolver, caracterizadas pela liberacdo de sinais
guimicos que modulam a interacdo entre o neutréfilo e endotélio, liberacdo de enzimas
proteoliticas e recrutamento de outras linhagens celulares, potencializando a resposta
inflamatdria inicia. Destaque ainda tem sido dado a outros eventos relacionados ao acimulo
de neutréfilos. Na microcirculacdo desenvolve-se, por um mecanismo de empilhamento
celular, obstrucdo do fluxo capilar com impossibilidade de restauracdo de perfusdo,

acentuando o trauma isquémico, fendmeno conhecido como no-reflow®’.

Espécies reativas de oxigénio e sua formacéo na lesdo por I/R.

Percario®® (2004), cita como os mais importantes radicais livres em fenémenos
bioldgicos o radical superdxido (O ), hidroxila (OH "), oxigénio singlet (02"), alkdxido
(R ) e peréxido (ROO ). Substancias outras, como o peréxido de hidrogénio, muito embora
ndo tenham um elétron ndo pareado em sua camada de valéncia, podem se combinar com
substratos especificos formando radicais livres. Por este motivo, ha uma tendéncia atual em

chamar todos esses compostos de espécies reativas de oxigénio (ROS)>*.

Em condic¢des fisiolégicas, 0 NADPH (nicotinamida adenina dinucleotideo fosfato) é
o0 ultimo aceptor de elétrons na cadeia respiratoria. Nessa reacdo, que se processa no interior
das mitocondrias catalisada pela enzima xantina desidrogenase, o oxigénio (O2) sofre reducéo
tetravalente originando duas moléculas de agua (H,0). Cerca de 2 a 4% do oxigénio reduz de
forma incompleta levando a formacgdo dos radicais superoxido, hidroperoxila, hidroxila e do
peréxido de hidrogénio (Figura 4). De maneira geral, estas ROS sofrem a acdo de sistemas
antioxidantes preventivos ou reparadores naturais. Dentre estes, a enzima superdxido
dismutase (SOD) — capaz de dismutar o radical superdxido convertendo-o novamente a

oxigénio e peréxido de hidrogénio — catalase e o0 sistema glutationa (glutationa reduzida —
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GSH, glutationa redutase — GSHrd e glutationa peroxidase — GSHpx). O sistema glutationa é

considerado o maior mecanismo bioldgico para reducéo do estresse oxidativo>°.
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Figura 4: Reducéo tetravalente do oxigénio
no interior da mitocondria®.

Granger e cols”®, em estudo publicado em 1986, propuseram um mecanismo para

explicar a origem das ROS na injuria por I/R. Durante a isquemia, com a interrupcdo do

suprimento de oxigénio para as células, o trifosfato de adenosina (ATP) € metabolizado até

hipoxantina, acumulando-a no espaco intracelular. 1sso leva a ateragbes de gradientes

idnicos dada a falha de mecanismos de bomba ATP-dependentes na membrana celular, com

consequente afluxo de fons Célcio (Caf*) para o interior celular. O fon célcio ativa proteases

intracel ulares que convertem a enzima xantina desidrogenase para sua forma oxidada (xantina

oxidase). Com a reperfusdo, o oxigénio reintroduzido ao meio celular serve de substrato para

a xantina oxidase. Esta converte hipoxantina a xantina, formando, nesta reacdo ROS: radical

superéxido, peroxido de hidrogénio e o radical hidroxila. Todos esses produtos possuem

elevada capacidade desestabilizadora da membrana celular (Figurab).
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Figura 5: Producéo de espécies reativas de oxigénio na injuria de isguemia-
reperfusdo, segundo 0 mecanismo proposto por Granger e cols”.



22

Além dessa, ha outras vias de producdo de ROS relacionadas a injuria por I/R. A
fosfolipase A2, € estimulada pelo aumento do ion célcio intracelular, e converte o &cido
aracdénico fosfolipideo esterificado para sua forma ativa. Uma vez ativado, o é&cido
aracdonico, sob a agdo das enzimas lipoxigenase e cicloxigenase, produz o leucotrieno B4 e
tromboxano A2. Estes servem de estimulo a mediadores peptidicos promovendo
vasoconstricao, agregacao plaguetéria e quimiotaxia de neutréfilos™. O neutréfilo ao interagir
com o endotélio, conforme ja descrito anteriormente, potencializa a formagdo de ROS,

especialmente pela formagdo do radical superdxido e hipoclorito .

Em 1954, Geshman e Gilbert, apud Percario®, postularam que o dano biolégico do
oxigénio é decorrente da formagdo de radicais livres. Poucos anos mais tarde, em 1956,
Harman*!, propos em sua teoria do envelhecimento o modelo do estresse oxidativo, através do
qual, reacbes desencadeadas por ROS sdo responsaveis por danos moleculares progressivos,
resultando na sintese de proteinas modificadas e desarranjo molecular celular. Considera-se
como o efeito mais lesivo das ROS a destruicdo da membrara celular através da peroxidacéo
lipidica (lipoperoxidagdo — LPO)*?. Esse é um processo complexo que iniciase com a
abstracdo de um aomo de hidrogénio do grupo metileno, posicionado entre as duas bandas
insaturadas da molécula lipidica. Forma-se um novo radical livre lipidico, com carbono
central que, na presenca de O,, da origem a lipoperoxidos. Estes sdo posteriormente
metabolizados no malondialdeido (MDA), o qual é passivel de ser dosado e tem sido usado
como um marcador da atividade deletéria das ROS*3. A dosagem do malondialdeido (MDA) é
um método simples, baseado na sua reagdo com o &acido tiobarbitdrico (TBA) em condicbes
acidicas e aguecimento, e tem sido em nosso meio a forma mais utilizada de avaliacdo da
LPO da membrana’®,

Mecanismos de defesa antioxidante.

Por definicdo, uma substancia antioxidante € aguela capaz de inibir a oxidagcdo ou
gualquer substancia que, mesmo presente em baixa concentragdo comparada ao seu substrato
oxidavel, diminui ou inibe a oxidacdo dagquele substrato®*. Do ponto de vista biolégico,

podemos definir antioxidantes como aqueles compostos que protegem os sistemas biol 6gicos
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contra os efeitos deletérios dos processos ou das reagdes que levam a oxidagdo de

macromoléculas ou estruturas celulares™®.

Como citado anteriormente, 0 corpo humano estabem equipado com mecanismos de
defesa contra a atividade das ROS*’. A medida que esses sdo produzidos, s30 naturalmente
neutralizados por um sistema endégeno de defesa antioxidante, enzimético ou ndo enzimatico,
que serviria para previnir ou reparar a lesio oxidativa®®. O estresse oxidativo é resultado de
um distarbio no estado de equilibrio, do sistema de pré-oxidantes e antioxidantes, nas células
intactas™. Essa definic&o implica no fato de que a célula deve ter um sistema onde exista um
equilibrio entre a producéo e a eliminacdo de ROS durante o metabolismo aerébico normal.
Quando existe maior ocorréncia de eventos oxidativos, consumindo antioxidantes como a
glutationa e a vitamina E, temrse como resultado fina o dano a lipidios, proteinas,

carboidratos e &cidos nucléicos. A severidade deste processo pode levar & morte celular™.

Os antioxidantes preventivos impedem a geracdo de ROS ou, sequiestram estas
espécies impedindo sua interacdo com os avos celulares®. Dentre estes temos a glutationa

(GSH), asuperdxido dismutase (SOD), a catalase, e a vitamina E*.

Antioxidantes reparadores sd0 os bloqueadores da etapa de propagagdo da cadeia
radicalar que, efetivamente, removem radicais intermediarios, como os radicais peroxila ou
acoxila®’. Sdo exemplos a glutationa-redutase (GSH-Rd), a glutationa peroxidase (GSH-Px) e

0 4cido ascorbico™.

A GSH (L-gama-glutamil-L-cisteinil-glicina) est4 presente na maioria das células e
pode ser considerada um dos agentes mais importantes do sistema de defesa antioxidante. A
GSH-Rd é uma flavoproteina que recupera a GSH quando ocorre a oxidagio®®. A GSH-Px
catalisa a reducdio do peroxido de hidrogénio (H.O.) e outros perdxidos organicos. E
encontrada no citosol, na mitocondria e na membrana. Ela contém selénio em seu sitio ativo*®,
A catalase € uma hemeproteina citoplasmatica que catalisa a reducéo do HO, a H,0 e O,.
Esta presente na maioria dos tecidos, mas concentra-se, principalmente, no figado, rim, baco e
eritrécito?”. A superéxido dismutase catalisa a dismutacdo do radical superdxido em HO; e
0,, na presenca do préton H'. Existem duas formas de SOD, a SOD-cobre-zinco presente no
citosol, e a SOD- manganés localizada primariamente na mitocondria®®. Conforme a definicao,

além do sistema antioxidante enzimético, também sdo ®nsiderados antioxidantes todas as
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substéancias que doam ou recebem um elétron de um radical livre, inativando-o. Sao exemplos
0 acido ascorbico (vitamina C), beta-caroteno, &cido Urico, afatocoferol (vitamina E),
albumina, transferrina e manitol. H&4 ainda agueles que indiretamente tem um efeito
antioxidante, como o aopurinol (inibidor da xantina oxidase), o selénio (presente na
glutationa peroxidase), a deferoxamina (quelante do ferro), entre outros™. No plasma, a
ordem tedrica de preferéncia no consumo de antioxidantes, no processo de LPO, é a seguinte:

vitamina C = tidis (glutationa) > bilirrubina > 4cido Grico > vitamina E*.

Na atualidade, varias substancias com propriedades antioxidante tém sido estudadas
sob situagdes de estresse oxidativo. O manitol, inibidor do radical hidroxil, na dose de
0,299/kg mostrou reduzir o edema pulmonar apds cirurgias para aneurismas, por um
mecanismos diferentes de sua capacidade de provocar diurese osmética®™. O aopurinol por
sua vez, agindo através da inibicdo da enzima xantina oxidase, tem mostrado limitar a lesdo
por /R em muitos modelos animais™. O extrato seco de gingko biloba (egb 761) mostrou
diminuir o estresse oxidativo em nivel miocérdico®*. Em nivel intestinal a vitamina C e o
manitol mostraram-se, em um modelo animal de isguemia mesentérica e reperfusdo, diminuir
os niveis teciduais do MDA e elevar os nives de glutationa, podendo desempenhar um papel
protetor na lesdo desencadeada por condic&o°2. Muitas outras substancias como o beta-
caroteno, acido urico, afa-tecoferol (vitamina E), albumina, transferrina e selénio mostraram
uma excelente atividade antioxidante in vitro. Todavia, muitos desses resultados néo foram

capazes de serem reproduzidos em modelos in vivo®.

A glutamina é o aminoacido mais abundante do plasma®. Avidamente captado pelo
enterdcito, tanto pela corrente sangilinea quanto pela luz intestinal, que 0 usa como seu
principal substrato energético®*. Classificado como ndo essencial, é sintetizado em quase
todos os tecidos corpéreos e se torna indispensavel sob certas condigdes, especialmente nos
estados catabdlicos™. Aguilar-Nascimento e cols®® demonstraram protecdo conferida pela

injecdo iltraluminal de glutamina em modelo experimental de lesdo por I/R intestinal.

Ouitros avos pontenciais na lesdo por /R tém sido descritos: inibicéo da producdo de

metabdlitos do &cido aracdbnico (uso de inibidores da lipoxigenase e tromboxano sintetase),



25

anticorpos monoclonais anti moléculas de adesdo (anti complexo CD-18 do neutrdfilo,
anticorpos anti-imunoglobulinas endoteliais ICAM-1) e agentes estimulantes e citoprotetores
do oOxido nitrico. Dentre des destaca-se a quercetina, bioflavoide neutralizador do radical
superdxido e gerador de oxido nitrico, prostaglandina E1, promovendo reducdo do radical
superéxido e peroxinitrito mantendo o 6xido nitrico, e L-arginina, aminoacido precursor do
6xido nitrico, com ago citoprotetora sob 0 mesmo™®.

Mar cadores sorol 6gicos da lesdo oxidativa induzida por I/R & Marcadores da
defesa antioxidante.

Em modelos bioldgicos, portanto, o estresse oxidativo € o resultado final entre a
producéo de ROS — o qua pode ocorrer como parte de mecanismos fisiolégicos (como na
cadeia respiratéria) ou ser consequiéncia de condicdes patol dgicas (como ha lesdo por I/R) —e
a atividade dos sistema de defesa antioxidantes, sejam de origem enddgena ou exdgena. Em
outras palavras, sendo o plasma, assim como outros fluidos orgéanicos, uma mistura complexa,
0 estudo do estresse oxidativo implica na observacdo da atividade do conjunto de ROS que
nele atuam em fungdo do conjunto de mecaniSmos enzimaticos ou nN&o-enzimaticos de defesa
antioxidante presentes.

Tendo em vista essas condicles, a atividade delétria das ROS tem sido estudada
investigando-se as consequiéncias do seu atague a lipidios componentes da membrana celular.
Conforme citado anteriormente, 0 processo de destruicdo da membrana celular pelas ROS,
recebe 0 nome de lipoperoxidacdo (LPO)*. Trata-se de uma reacio em cadeia mediada por
ROS, resultando na deterioracdo oxidativa de acidos graxos poli-insaturados (PUFAS).
PUFAS sdo agueles que apresentam mais de uma dupla ligagdo covalente carbono-carbono em
sua estrutura. S&0 0s principais componentes estruturais da membrana celular, sendo parte
integrante de sua estrutura lipoprotéica. Os PUFA s sdo particularmente susceptivels ap atague
por ROS”’.
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A LPO é congtituida de trés fases: iniciac8o, propagacdo e terminacéo (Figura 6).

Acido graxo poli-insaturado

. abstracio de um dtomo de hidrogénio
l HT ' do radical hidroxil

/\:/\:/\: Radical instivel com

carbono central
l re-arranjo molecular

m ~_/ Conjugado dieno
l+ 02
\/:\_/”-. / Radical peroxil

o @ abstracio de um atomo REACAO EM
é'l‘ l = de hidrogénio %> CADEIA
_\ /\ / Hidroperdxido . . - e
= Figura 6: Peroxidacdo lipidica da
0 membrana e formagdo de hidroperoxidos.
OH I—p Malondialdeido (MDA) Adaptado de Rice-Evans e cols”’.
etc.

A fase de iniciagdo comega em geral com a abstracdo de um &omo de hidrogénio do
carbono central entre as duas bandas insaturadas da molécula lipidica. Com isso, forma-se um
radical livre instdvel com carbono central que é estabilizado rapidamente através de re-arranjo
molecular espontaneo, formando um conjugado dieno Farmer e cols, apud Rice-Evans e
cols®’). Ha métodos que avaiam a atividade das ROS sob |ipides da membrana celular, como
a espectroscopia ultravioletae cromatografia liquida de alta performance (HPL C), detectando
conjugados dienos pela mensuracdo da perda seletiva c& PUFAs a partir de fracbes de
membrana. Tais métodos, apesar de guardar uma boa correlagdo com outros indices de
peroxidacdo, posstem limitacGes importantes em sua aplicabilidade in vivo (Buttriss &
Diplock, apud Rice-Evans e cols”). A fase de propagacdo tem inicio com a reacso espontanea
do conjugado lipidico dieno com o oxigénio, formando-se radicais peroxil. Estes podem ser
bloqueados por antioxidantes reparadores ou reagir com lipidios poli-insaturados adjascentes
pela abstracdo de um &omo de hidrogénio, formando hidroperdxidos®™. Observa-se que a
abstracdo deste novo &omo de hidrogénio de uma molécula adjacente de &cido graxo poli-
insaturado re-inicia o processo (reacdo em cadeia) que apenas sera interrompido pela acdo de
antioxidantes (terminacéo). A determinacédo de hidroperdxidos em amostras bioldgicas € um
método frequentemente utilizado para quantificacéo da L PO, embora extremamente complexo
pela |abilidade destes compostos®’.
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Uma vez produzidos, os hidroperdxidos sdo metabolizados a aldeidos, dentre estes o
MDA (MDA). Tratase de um dialdeido de trés carbonos altamente reativo. Em gera é
produzido a partir de hidroperdxidos lipidicos, entretanto, pode também derivar da hidrélise
de pentoses, desoriboses, hexoses, de alguns aminoacidos e do DNA (Frankel & Neff, apud
Rice-Evans e cols’’). O MDA pode ser dosado com grande especificidade e acurécia por
métodos de HPLC. Todavia, na prética, 0 méodo que vem sendo mais utilizado para sua
mensuracdo é o que Uutiliza de sua reagdo com o &cido tiobarbitirico (TBA), proposto
inicialmente por Kohn e Liversedge em 1944°. Desde sua proposicéo, este método sofreu
muitas modificactes, todas relativas as condi¢fes da reacdo, mas sem que a reacdo em S
sofresse qualquer alteracdo®’. Percario e cols® padronizaram a técnica de dosagem do MDA
em 1993, tornado-a extremamente factivel, reprodutivel e tecnicamente simples. A dosagem
por diversos métodos de outros aldeidos derivados de hidroperdxidos (al cadienos, alcatrienos,
dfa-hidroxialdeidos, hidroperoxialdeidos, cetonas, etc.) é descrita, porém, em estudos

médicos tém sido pouco utilizadas”.

Pode-se considerar ainda, como medida indireta do estresse oxidativo, a dosagem de
marcadores pré-inflamatérios liberados & partir da agressdo inicid das ROS*. Um exemplo
disso € a dosagem da mieloperoxidase (produzida pelo neutréfilo ativado durante a resposta
inflamatdria), oxido nitrico, prostaglandinas, fator de necrose tumoral, interleucinas, etc*:.
L ogicamente, esses métodos possuem menos especificidade na afericdo do estresse oxidativo,
pois sofrem influéncia de outros fatores potencializadores da resposta inflamatéria, aém da

agressio das ROS”’.

A dosagem da capacidade antioxidante total (CAT) de amostras bioldgicas constitui
um capitulo a parte no estudo dos mecanismos biomoleculares envolvidos com o estresse
oxidativo. Em suma, sdo métodos capazes de detectar a atividade somatoria de todos os
antioxidantes de origem enddgena e exdgena presentes em um sistema. E a  inter-relagio
desses diversos antioxidantes que determinara em Ultima analise o quanto mistura esta
protegida da atividade de ROS*’. A mensuracdo da capacidade antioxidante total de uma
amostra possibilita, portanto, do ponto de vista bioldgico, informagdes mais importantes do
gque a mensuracdo de compostos antioxidantes isolados, hga vista considerar o efeito
cumulativo de todos os antioxidantes presentes no plasma ou outros fluidos corporeos. A

grande parte desses métodos propicia a andlise de antioxidantes hidrossoluveis e liposolGveis
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sem distincdo. A capacidade antioxidante da amostra é determinada tendo por referencia a
atividade de agum outro antioxidante conhecido. O trolox (&cido 6-hidroxi-2,5,7,8-
tetrameticromono-2-carboxilico), andlogo sintético hidrossolivel da vitamina E, tem sido
muito empregado para esse fim>°. N&o obstante, sdo descritas mensuracdes de compostos
antioxidantes isolados (complexos enzimaticos ou nao), que constituem 0s principais
mecanismos de defesa contra a injuria oxidativa em sistemas biolégicos. Dentre 0s mais
utilizados temos. mensuracdo da vitamina E e carotendides (HPLC); glutationa peroxidase,
glutationa redutase, catalase e superdxido dismutase (métodos colorimétricos)®’. Os métodos
colorimétricos utilizam a comparagcdo, sob condi¢cbes definidas, da cor produzida pela
substéncia em quantidade desconhecida com a mesma cor produzida por uma quantidade
conhecida do material a ser determinado. Essa comparagdo € feita pela medida da absorcéo

relativa de luz (absorbancia), através de leituras sob espectrofotometria®.

I/R hepética.

Periodos de isguemia sd0 necessarios em um grande nimero de procedimentos
cirtrgicos envolvendo o figado, como no trauma hepético ou resseccdo de lesdes intra-
parenquimatosas®. Ao restaurar o fluxo sangiiineo, o figado é alvo de um insulto adicional,
agravando a injUria ja causada pela isquemia. Isso caracteriza a lesdo de I/R que, em especial
no transplante hepético, ganha especial interesse hgja vista ser condicdo sine qua non para

sua realizagao®.

S&0 vérios 0s mecanismos envolvidos com a leso pés-reperfusio no figado®s. Em um
estagio inicial 0 edema endotelial, vasoconstriccdo, seqiestro leucocitério e agregacéo
plaguetéria sinusoidal levam a faléncia da microcirculago®. O edema endotelial e das células
de Kupffer resulta da falha dos mecanismos de bomba ATP-dependentes na membrana
celular, devido ao déficit energético gerado pela agressao isquémica. O delicado balanco entre
0 Oxido nitrico e o endotélio promove vasoconsctricgdo. A velocidade do fluxo sanglineo
nesse nivel diminui consideravelmente e isto, por sua vez, leva a leucostasia e aumento no
contato entre os leucécitos e o endotdio®®. A ativacdo plaquetéria juntamente com o
empilhamento leucocitario favorecem o fenémeno de no-reflow, que prolongara o periodo de
hipoxia, mesmo na vigéncia de reperfusdo. Por sua vez, a ativagdo das células de Kupffer e
dos neutrofilos desencadearéo os fendmenos inflamatorios, potencializados pela producéo de

citocinas e pelaacgo de ROS no periodo de reperfusan®.
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Durante cirurgias hepéticas, periodos de isgquemia quente do 6rgéo podem durar de 15
a 50 minutos. No caso de isquemia intermitente (15 minutos de isgquemia seguidos de 5 de
reperfusdo), esse tempo pode ser superior a 120 minutos®®. Muitos estudos demonstram o
aumento na producéo ke citocinas pro-inflamatorias e na LPO seguida a reperfusdo nesses
procedimentos®?.

Em relacdo ao transplante hepatico, acrescentam-se fatores inerentes ao doador, que ja
pode estar sendo sujeito a fendbmenos isquemicos devido a periodos de hipotensdo, uso de
medicagBes, induzindo-o & disfuncéo hepética e tornando-o mais sujeito a lesdes por 1/R%%. O
mesmo pode ser observado em relacéo a figados esteat6ticos®®. E importante ressaltar que, a
caréncia de 6rgédos para transplante faz com que aumente o0 uso de figados sub-6timos mais
propensos &s lesdes por I/R°2. Fatores relacionados ao proprio ato operatério, como a reducéo
do fluxo portal e arterial, e tempo prolongado de isquemia a quente e a frio do enxerto
também sdo0 importantes no desencadeamento das lesdes de I/R°%. AlteracBes na
microcirculacdo hepatica tornam-se mais evidentes quanto maior for o tempo de conservacéo
e sdo ainda mais significativas quando ocorre a reperfusdo®’. A apoptose é um fendmeno
comumente observado em bidpsias que seguem o periodo de reperfusdo hepética®®. Episdios
de hipotensdo no intra-operatorio e isquemia esplancnica também estdo relacionados com a

severidade das lesdes de I/R®.

Estudos tém demonstrado uma queda acentuada da atividade antioxidante endégena
em periodos pos-reperfusdo hepética®. Isso provavelmente é resultado da degradacéo de
antioxidantes dado a0 aumento das ROS®. Superéxido dismutase, alopurinol, N-acetil-
cisteina e afa-tocoferol tém demonstrado atenuar a injdria por I/R em nivel hepético®. No
transplante, a perfusdo e estocagem do figado com solugdes de conservacdo contendo
ingredientes ativos a base de antioxidantes como o alopurinol, desferrioxamina e glutationa

parecem aumentar a sobrevida dos enxertos'®.

Model os experimentais de I/R hepéatica.

Como descrito anteriormente, Pringle® em 1908, descreveu a técnica de isquemia

hepética por clampeamento da triade portal com finalidade de controlar sangramentos. Tal



30

método é utilizado até os dias atuais em situagdes de trauma e ressecgdes envolvendo o
figado’!. Além disso, o transplante ortotdpico do figado, com isquemia a frio do 6rgéo e
posterior revascularizacdo, constitui um dos maiores protétipos da lesdo de I/R. Foi com a
evolucdo dos estudos nesta area que os modelos experimentais de isquemia hepética
difundiramse. Tais modelos podem ser utilizados em outras situagcBes como resseccoes

hepéticas, trauma com lesio hepética e choque hemodinamico’.

Modelos experimentais para estudo de I/R hepaticas tém sido desenvolvidos em
camundongos, ratos, cdes, porcos e macacos’>. Nestes modelos, a descompress3o do territorio
venoso esplancnico tém sido utilizada para garantir a estabilidade das condigdes circulatérias
e metabdlicas durante o periodo de isquemia hepatica. Seu uso, no entanto, contraria o que €

observado na prética em cirurgias hepéticas.

No estudo da I/R em nivel do aparelho digestivo, 0 modelo murino tem sido o mais
amplamente empregado. O rato apresenta facilidade de trabalho, adequabilidade ao protocolo
e disponibilidade. A constituicdo anatdbmica visceral do rato € bastante similar ado homem, o
gue permite extrapolar, em certa medida, muitos dos conhecimentos adquiridos. Além disso, €
um animal tolerante a anestesia tanto inalatdria quanto intravenosa, tem porte pequeno, € de
facil manuseio cirlrgico para abordagem das artérias e, ainda, de baixo custo. Essas
caracteristicas favorecem o agrupamento de maior nimero de individuos, facilitando a
avaliaggo estatistica’®. De maneira geral, modelos de I/R s3o de fécil execucdo em animais de
pequeno e médio porte, requerendo conhecimentos anatdmicos bésicos. E possivel efetuar
ligaduras de ramos principais (exemplos: artéria hepatica, mesentérica inferior, célicas, €tc),

ou empreender isquemias segmentares em ramos secundérios’.

A Figura 7 e a Tabela 1 mostram as principais caracteristicas hepato-biliares e

referentes a parametros fisiol 6gicos do modelo murino .
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* peso do figado: 10 g/ 250 g do rato (4%)
* volume do figado: 19,6ml / 250 g do rato
* fluxo de bile: 22,5ml/ dia / 250 g do rato

* Segmentacao hepatica: quatro lobos -
meédio (quadrado), lateral direito, esquerdo
e caudado”

* O rato nao tem vesicula biliar

* A bile de cada lobo hepatico parte via
ducto biliar. Estes ductos entao formam
um ducto biliar comum, o qual entra no
duodeno a aproximadamente 25 mm distal
do esfincter pilorico.

Figura 7: Caracteristicas hepato-biliares do modelo experimental murino’.

Tabelal: Principais parametros fis

olégicos do modelo experimental murino”®.

Par ametr os Valores
Periodo de vida 2,5—-3,5anos
Glandulas mamérias 06 pares

Peso corporal do macho adulto*
Peso corporal dafémeaadulta*
Temperatura corporal retal

Consumo de oxigénio**
Areade superficie corporal
Necessidade de alimento
Necessidade de &gua
Tempo detransito intestinal
Volume de urina

pH daurina

Aguacorporal total*
Fluido intracelular*

Fluido extracelular*

V olume plasmético*

450 — 520 gramas

250 — 300 gramas
359-375C

96,6 — 99,5°F

0,84 ml/nf/g de peso corporal

10,5 cnf (2/3 do peso corporal em gramas)

5— 6 gramas/100g de peso/dia
10-12 ml/100g de peso/dia
12 —24 horas

5,5 ml/100g de peso/dia
73-85

167ml

92,8ml

74,2ml

7,8ml

* peso corporal variacom ragae linhagem.

** paseado em um rato de 250 gramas.
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Estudo das repercussies intestinais da isquemia e reperfusdo hepatica.

Sabe-se que durante a isqguemia do figado, com a obstrucdo ao fluxo portal dé-se
importante congestédo venosa esplancnica levando a isquemia intestinal — muitos modelos
usam da isquemia hepética parcial’’"® 79808182 o da isquemia hepética total acrescida de
derivacdo vascular®384858 ofim de evitar tal situagdo. Todavia, s80 os modelos de isquemia

hepética total sem derivac&o vascular que mais se aproximam da situagdo real®’.

A isquemia intestinal leva a lesdo da mucosa com aumento da permeabilidade
microvascular, perda de fluido na luz intestinal, liberag@o de hidrolases lisossdmicas, aumento
de protedlise e liberagdo de fator de depressdo do miocardio na circulacéo levando ao choque
circulatorio. Desencadea-se um circulo vicioso no qual estas alteragdes causam depressdo da
funcéo cardiaca que, por sua vez, levam a progressiva deterioracéo da funcéo intestinal. Sébe
e cols®®, observaram em um modelo animal de isquemia hepética total sem derivacdo vascular
gue quanto maior o tempo de clampeamento do pediculo hepatico, maior a congestdo
esplancnica e, aos 30 minutos de isquemia, ocorrem lesbes morfologicas intestinais
marcantes, com desprendimento do revestimento epitelial das vilosidades e hemorragia. Na
reperfusdo, tais alteracdes podem r agravadas pela ampla producéo de ROS e conseguiente
lesdo da membrana celular, com atracéo de neutrdéfilos estimulando a producdo de mediadores

pré-inflamatorios®®.

O clampeamento portal pode ser utilizado para estudar fendmenos de isquemia com ou
sem reperfusdo em nivel intestinal. Na prética médica, a trombose venosa ocorre em 10% das
isguemias intestinais. Geralmente € conseqiiéncia de complicagdes como infecgbes intra-
abdominais, estados de hipercoagul abilidade, hipertens3o portal, trauma, pés-operatrio, etc®’.
Todavia, s80 escassos na literatura trabalhos que estudem as repercussdes da |I/R em nivel
intestinal, em modelos de congestdo vascular esplancnica por isquemia hepética seguida de

reperfusdo.

Marcador es sorol0gicos do dano isquémico hepatico.

As transaminases (ALT e AST) classicamente tém sido usadas como marcadores do
dano isguémico hepatico. Existem no figado mais de sessenta reacBes que produzem

transaminases, porem, as Unicas com valor clinico sdo a aspartato aminotransferase (também
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conhecida pelas siglas TGO, GOT ou ASAT ou AST ou SGOT) e a aanina transaminase
(também conhecida pelas siglas TGP, GPT ou ALAT ou ALT ou SGPT), sendo que estas nao

sdo produzidas exclusivamente no figado®™.

A aspartato aminotransferase (AST) € uma enzima que catalisa a reacdo do aspartato
com afa-queroglutarato resultando oxaloacetato e glutamato. E encontrada em altas
concentragdes no citoplasma e nas mitocondrias do figado, musculos esquelético e cardiaco,
rins, pancreas e eritrocitos Quando qualquer um desses tecidos é lesado, a AST € liberada na
circulacéo. Como nd ha um método laboratorial para determinar a origem da AST
encontrada no plasma, o diagndstico da causa do seu aumento deve levar em consideracéo a

possibilidade de lesdo em qualquer um dos 6rgdos onde é encontrada®.

Alanina transaminase (ALT) € uma enzima que catalisa a reacdo do aspartato com
dfa-queroglutarato resultando em piruvato e glutamato. Em atas concentracbes pode ser
encontrada apenas no citoplasma do figado, o que torna o seu aumento mais especifico de

lesio hepdtica. Entretanto, pode estar aumentada em conjunto com a AST em miopatias
severas™.

A enzima desidrogenase |&tica (LDH ou DHL) é observada em |lesdes hepatocelulares
de modo geral. Clinicamente, pode ser Util na diferenciacéo entre hepatite aguda viral e lesdo
causada por isguemia ou paracetamol; sugere-se que, em elevagbes de aminotransferases
acima de 5 vezes o limite superior, uma relacdo ALT/LDH maior que 1,5 sugere hepatite

vira®.

Em tempos variados de isquemia tepética, tem-se verificado aumento significativo da
ALT e da AST em grupos isquémicos em relacdo a controles®. Boin (1997)% néo verificou
aumento destas enzimas apods isquemia com tempo de duracdo entre 60 e 120 minutos, mas
sm apos reperfusdo do figado. As aminotransferases sdo, atualmente, os marcadores mais
sensiveis da lesio iquémica do figado®. Clavien e cols®® utilizaram essas enzimas, no
primeiro estudo com pré-condicionamento isquémico (plauzivel mecanismo protetor no qual
curtos periodos de I/R conferem a um determinado tecido resisténcia a um insulto isquémico
mais prolongado), readlizado em seres humanos, para mostrar seu efeito benéfico em
hepatectomias parciais com exclusdo vascular. Eles verificaram diminuigdo significativa da
ALT e AST no grupo de pacientes submetidos a hepatectomia parcial, isquemia e pré-
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condicionamento isquémico. No mesmo estudo com isquemia e pré condicionamento
isquémico, 0 comportamento sérico daenzima desidrogenase lactica (LDH) foi semelhante ao
das aminotransferases; houve aumento significativo no grupo isquémico com reducdo no
grupo onde se usou o pré condicionamento isquémico do figado®. Isso mostra que a LDH

também pode ser um bom marcador do dano isquémico hepético®.

Lactato: Marcador sorolégico de anaerobiose.

O aumento nos niveis séricos de lactato (hiperlacticidemia) ttm sido observado em
pacientes septicos e traumatizados, sendo habitualmente relacionado com hipoxia e/ou
hipoperfusdo tecidual, com consequente glicdlise anaerébica®. Isso ocorre mesmo em
Stuagcbes em que os habituais indicadores da perfusdo tecidular como a pressdo arteria,

débito cardiaco e débito urindrio sdo normais ou em margem clinicamente aceitavel®’.

Como a hiperlacticidemia nem sempre se correlaciona com os habituais indicadores de
perfusdo nem diminui com o aumento do transporte de oxigénio, deverdo existir outros
mecanismos para a sua formacao, inclusive em tecidos bem oxigenados™. Na sépsis existem
evidéncias de que a acumulacdo de lactato ndo é o resultado da falta de oxigénio. A acidose
|&ctica pode ser classificada em dois tipos. ade tipo A, associada com evidéncia de deficiente
perfusdo ou oxigenacdo tecidular, enquanto que a de tipo B néo se relaciona com ma perfusio
ou oxigenagaon®®.

O lactato € um produto final da dicdlise anaerdbica que ocorre em tecidos hipdxicos.
Contudo, tecidos bem oxigenados podem em certas condicbes gerar lactato através da
glicdlise aerébica A producdo norma de lactato é de 1 mmol/Kg/hora®. Ocorre
principalmente no musculo esquelético, intestino, cérebro e glébulos vermelhos. O lactato
formado pode ser captado pelo figado e ser convertido em glicose (neoglicogénese) ou ser
utilizado como combustivel (fonte de energia). O metabolismo anaerdbico da glicose produz
apenas 47 Kcal de energia por mole de glicose, enquanto que o metabolismo aerdbico gera
673 Kcal por mole de glicose. A oxidagédo do lactato produz 326 Kcal por mole de lactato e
como 1 mole de glicose produz 2 moles de lactato, a energia produzida a partir da glicélise
anaerobica serd aumentada para 625 Kcal (2 x 326) — esta via € utilizada durante o exercicio e

pode ocorrer nas fases iniciais do chogque (quando o musculo esquel ético torna-se anaerobico
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o lactato gerado pode ser utilizado como fonte de energia por outros 6rgdos vitais que ainda
estd0 em aerobiose, como o coragdo e o sistema nervoso central)®’.

Hipdxia (presente nos estados de choque) € a causa mais importante de acidose
l&ctica®. Nestes doentes, a severidade da hiperlacticidémiafoi relacionada com o prognéstico.
Quando superior a 10 mmol/L, s30 escassas as hipéteses de sobrevivéncia®’, conforme pode-

se observar na Tabdla 2:

Tabela 2: Mortalidade associada a hiperlacticidemia em pacientes apresentando de choque

séptico®’.
Lactato (mmol/L) Terminologiaclinica Mortalidade associada (%)
<25 normal -
25-49 hiperlacticidemia leve 25-35
50-99 hiperlacticidemia moderada 60-75
>10 hiperlacticidemia severa >95

Segundo Vincent®, além dos niveis de lactato, a duragdo da hiperlacticidemia tem
importante valor prognéstico no choque séptico. Outras causas de hiperlacticidemia incluem
aumento de niveis séricos de adrenalina (comum nos traumatismos e pacientes sépticos
hemodinamicamente compensados)®®, endotoxemia'®, deficiéncia de tiamina'®, acdose
severa (aumento da atividade de enzimas pH-dependentes da via glicolitica que promovem a

formacdo de lactato), asma aguda'®?

, convulsdes, insuficiéncia hepética (por diminuicdo do
clearance do lactato) e toxicidade do nitroprussiato (por acumulo de cianeto)!®’. Pode-se
inferir que vérios mecanismos poder&o estar presentes no mesmo doente, pelo que, no caso de
sépsigtrauma os niveis de lactato ndo deverdo ser considerados sinbnimo de deficiente
perfusdo tecidular'®. Hiperlacticidemia também se faz presente na lesdo por I/R, sugerindo-se

gue ocorra manutencdo da via glicolitica anaerobica mesmo apos restabel ecimento do fluxo

a 103 104

sanguineo arteri . Sorlie e cols™" observaram aumento de lactato, durante e apGs o
pincamento prolongado da artéria femoral, no sangue venoso de 8 pacientes claudicantes que

se submeteram a derivacéo femoropoplitea.

| munonutrientes

A nutricdo, além de fornecer energia e nitrogénio ao organismo, tem assumido na

atualidade papel importante na modulacdo das respostas metabdlica, inflamatéria e
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imunolégica. Segundo Kudsk e cols'®

(1983), a nutricdo enteral funciona como um suporte
de defesa contra a agdo de microorganismos patogénicos, modera a resposta metabdlica ao
trauma, mantém a integridade da mucosa e da barreiraintestinal e ainda, previne ateractes da
microflora intestinal. Por essa razdo, temse investigado em pacientes graves 0 uso de
nutrientes e alimentos funcionais associados a nutricdo enteral precoce com o intuito de

limitar e prevenir as complicacdes e a perda da barreiraintestinal *°°.

Um alimento é considerado funcional quando contém nutrientes ou outras substancias
gue influenciam beneficamente o organismo, proporcionando uma acdo funcional fisioldgica
que garanta a salide®’. Nutrientes especificos, também chamados imunonutrientes, tém sido
usados como meio de interferir nas respostas organicas de pacientes sob condicdes situactes
de estresse'®. Estudos realizados com glutamina, arginina, écido graxo &mega-3 , &cido
graxo 6mega6 e nucleotideos mostraram que esses imunonutrientes regulam os
processos imunolégico e inflamatério, modulam o balanco nitrogenado e a sintese de

proteinas apds injuria sistémica'®.

Glutamina

A glutamina (GLN), NH2-C(O)-CH2-CH2-CH-NH2-COOH ¢é sintetizada em

praticamente todos os tecidos'®®

. Apresenta dois grupos nitrogenados. alfa-amino, CH(NH2),
e um grupo amida, NH2-C(O), caracteristica peculiar que a faz importante no transporte de
nitrogénio entre os diferentes tecidos e de aménia da periferia para os 6rgaos viscerais'®®. A
glutamina participa na estrutura de proteinas e peptideos, aém disso, € precursora da
gliconeogénese, da amoniogénese renal e de neurotransmissores como o0 &cido alfa
aminobutirico e o glutamato. Tem papel importante fornecendo nitrogénio para a sintese de

purinas, pirimidinas e nucleotideos'%.

A sintese da GLN ocorre a partir de glutamato e ambnia, armazenando energia na

forma de ATP, sob a0 da enzima glutamina-sintetase'°

. Por sua vez, a sua desaminagéo
ocorre pela agdo da enzima glutaminase, levando a formagdo de glutamato e amonia. O
glutamato pode ser utilizado na sintese protéica ou convertido em afa-cetoglutarato e
danina’!. A energia gerada pela oxidacso do afa-cetoglutarato, no ciclo de Krebs, leva a

producdo de 30 moles de ATP, o que torna a GLN um substrato energético tdo importante
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guanto a glicose. O outro subproduto da GLN é a aanina, um aminoécido que desempenha

importante papel na neoglicogénese'®.

Quantitativamente, a GLN € o aminodcido mais abundante no plasma e tecidos
humanos, em concentracdes que variam entre de 500 a 900pmol/L 2. E um vaor
significantemente maior que o encontrado com outros amino&cidos, tais como leucina
160pmol/L, metionina 32umol/L, treonina 146pmol/L e valina252 pmol/L*®. O peso
molecular da GLN é 146,15 e contém 19,2 % de nitrogénio, ou sgja, arelacdo GLN/teor de
nitrogénio é de 1/0,13, assim sendo, 1g de GLN fornece 0,13 g de nitrogénio glutaminico™>.
A GLN utiliza diversos sistemas de transporte na membrana celular. O sistema A é
dependente de sodio e necessita de ATP, enquanto o sistema L, € independente desse ion.
Esses sistemas estdo presentes na membrana celular de todas as células, inclusive na
bordadura em escova das células da mucosa intestinal e na membrana basolateral dos
enterécitos jejunais do rato'*. Além da afinidade dos sistemas de transportes ser grande pela

GLN, eles so estimulados pelasingestdo oral desse aminoéacido™™.

Em condigdes de estresse, ocorre um consideravel aumento do fluxo de GLN do musculo para
o figado®'®. O figado também pode se tornar importante produtor de GLN, especiamente

durante periodos de acidose e jegjum®!’

.A GLN e a danina sdo os principais carreadores de
nitrogénio e carbono do musculo esquel ético para o |eito esplancnico™®. O intestino delgado e
0s rins s30 locais de maior utilizacdo da GLN em muitas espécies animais em situacéo
normal*'®, Em pacientes desnutridos, o teor de GLN na mucosa duodena encontra-se
diminuido, no entanto, em ratos, a infusdo intravenosa de GLN contribui para manter e/ou
recuperar o trofismo da mucosa intestina'!®. A Tabela 3 apresenta uma série de efeitos

benéficos relacionados com o uso parenteral de GLN.

Tabela-3: Efeitos da GLN em animais de experimentacdo™2.

Bloqueiaalipdlise e cetogénese e aumenta a ureagénese.

Diminui abacteremia

Estimula o transporte intestinal de agua, sddio e cloro.

Favorece o0 metabolismo protéico durante regeneracdo hepatica.

Mantém a concentragdo intra muscular de GLN.

Melhora aretengdo nitrogenada e associada a sintese protéica.

Restaura a celularidade da mucosaintestinal durante nutricdo parenteral e/ou quimioterapia, radioterapia e sepse.

Ointestino é o local de maior metabolismo de GLN na maioria dos animais estudados,

inclusive no homem’. Tendo em vista o papel deste aminoécido de transporte de nitrogénio
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entre diferentes tecidos, o intestino delgado € considerado como tendo importante funcéo no
processamento do nitrogénio oriundo de outros 6rgdos*?°. A oxidac&o do carbono da GLN é
uma fonte fundamental de energia para as células epiteliais da mucosa intestinal. 1sso a

torna tao vital quanto a glicose como combustivel respiratério nesse tecido'?:.

O intestino delgado é mais do que um sitio de digestdo e absor¢do de nutrientes. Esse
segmento do tubo digestivo desempenha funcdes importantes tanto em circunstarcias
normais como no catabolismo intenso, o que em parte, pode estar relacionado a capacidade do

enterécito de metabolizar a GLN1%?

. Sendo a GLN substrato energético para os enterocitos,
sua oxidacdo contribui de forma substancia para o fornecimento de energia necess&ria ao
desempenho das atividades metabdlicas normais desse grupo de células. Além disso, o
epitdio intestinal apresenta altas taxas de sintese protéica e de renovacdo celular. A GLN

pode ser importante também para esses processos' .

A resposta inflamatéria iniciada por infecgdes, trauma ou intervengdes cirdrgicas,
resulta em maior mobilizagdo de nitrogénio no corpo humano. Essa resposta inflamatoria leva
a0 balanco nitrogenado negativo e prolongado, o que prejudica a recuperacéo pos-trauma’?.
E importante verificar a possibilidade do uso terapéutico de aminoacidos que, devido ao teor
de nitrogénio, tornam-se suficientes para repor essas perdas, e promovem o reparo de tecidos
e orgaos previamente lesados. Nesse contexto, os aminoacidos tém muiltiplas fungbes como
papel de substrato na sintese protéica tornando-os, portanto, necessarios no suporte e
manutencdo de vérias fungdes, tanto para individuos sadios como doentes. O balanco
nitrogenado do organismo depende da interacdo entre as reservas periféricas e o leito
esplancnico. Em condi¢bes de trauma ocorre catabolismo protéico, resultando em exportagdo
de aminoacidos para uso dos tecidos esplancnicos, na gliconeogénese e na sintese de proteinas

de fase aguda®?®.

As alteracOes na concentracdo dos aminoacidos no tecido muscular esquelético, apos
diferentes tipos de lesdes, s80 semelhantes, sugerindo um tipo de resposta comum a varios
tipos de trauma. Do ponto de vista metabdlico, verifica-se que ha consumo de aminoéacidos,

especiamente os de cadeia ramificada'?®

, mais propriamente de GLN. Esta é liberada a partir
do tecido muscular para células do sistema imune, figado e intestino entre outros 6rgaos. A

concentragdo plasmética de GLN diminui apés o trauma, indicando maior captacdo desse
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aminoécido por outros 6rgdos™’. A deficiénciade GLN também resulta em imunodepresszo,

sendo a funcdo linfocitéria praticamente dependente da presenca deste aminoécido™**.

Ha controvérsias sob o uso de GLN como grande regulador de sintese protéica em
situacBes de estresse.  Hammarquist e cols'®® (1994), em estudo com infusdo de Varios
hormonios, que estdo aumentados em condic¢des de trauma (adrenalina, cortisol e glucagon),
demonstraram que a oferta de solucéo de aminoécidos sem GLN é capaz de manter a sintese
protéica em relagdo ao grupo controle. Hiramatsu e cols'?® (1994), usando o balanco cinético
de aminoacidos em jovens eutroficos, mostraram que a oferta de GLN néo foi capaz de alterar
o equilibrio de diferentes aminoécidos ou estimular a sintese protéica, tanto no jejum como no
pos-prandia. A Tabela 4 mostra alguns dos beneficios clinicos em seres humanos recebendo

suplementacdo de L -GLN.

Tabela 4: Efeitos clinicos benéficos observados em seres humanos apos terapia nutricional
com suplementac&o de L-GLN(GIn), alanil-glutamina (Ala-Gln).1°

Mantém e/ou restabel ece a concentragdo intracelular de GLN

Melhora o balan¢o nitrogenado apdés cirurgias, transplante de medula éssea e queimadura extensa.
Aumenta a sintese protéica muscular pés-operatéria.

Reduz a degradacao protéica miofibrilar.

Aumenta a absorcao de d-xilose em pacientes graves.

Reduz ainfecg&o e colonizagdo bacteriana apés o transplante de medula Gssea.

A elaboracdo de solucdes contendo GLN, destinada a terapia nutricional, apresenta
pelo menos duas grandes dificuldades. A primeira relaciona a sua baixa solubilidade em
solugdo aquosa ou sgja 36g/L a 18° C. A segunda decorre de uma tendéncia da GLN, em
especial quando aguecida, sofrer hidrélise, originando &cido glutémico, ambnia e &acido
piroglutamico, potencialmente téxicos™!. Ambas situacdes podem ser resolvidas através da
utilizacdo do dipeptideo alanil-glutamina, estavel, atamente sol(vel, bem tolerado™®. A
solucéo de aanil-glutamina, apds administrada é rapidamente metabolizada liberando GLN e
tem sido utilizada, de maneira efetiva, por via parenteral e enteral em modelos experimentais
e pacientes'®3.

Considerando que a GLN corresponde a cerca de 7% do total de aminoacidos
plasméticos e que 30% deste tota € liberado pelo misculo no estado pos-absortivo ou em
situacles catabdlicas, sugere-se que, a maior parte da GLN liberada pelo musculo, sga

134

proveniente de sintese endégena". A suplementacdo de GLN enteral ou parenteral resultaem

aumento da espessura, conteido de DNA e volume protéico da mucosa intestinal**. Postula
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se que a GLN possa estar relacionada a reducéo da translocacdo bacteriana, entretanto, em
modelos animais os resultados tém sido conflitantes™®®. Cunha®’ (1994), em experimentos
com ratos no trauma agudo por queimadura, observou efeito protetor da oferta de GLN,
impedindo ou diminuindo a translocacdo bacteriana. Salvalaggio e cols'*® (2002), em modelo
experimental de obstrucdo do ileo termina ndo observaram protecdo na translocacdo
bacteriana conferida pela suplementacdo oral de GLN. Todavia, este estudo sugeriu que a
GLN possa ter funcéo na preservacdo da barreira intestina através da melhora na resposta
imune sistémica. A capacidade da GLN previnir a translocagdo bacteriana pode ser
influenciada ou mesmo limitada pelos mecanismos promotores da translocacdo utilizados em
diferentes modelos animais (Lehninger, apud, Salvalaggio e Campos*®). Com base nesses
principios, que regem o metabolismo da GLN, varios estudos clinicos e experimentais
buscam identificar seu papel na melhoria ou na manutencéo da integridade morfo-funcional

de diversos 6rgaos, em resposta a diferentes tipos de trauma®*°.

Papel da GLN naslesdes por I/R intestinal e hepatica.

Evidencias na literatura mostram que a GLN parece ter importante papel protetor na
mucosa intestinal durante o trauma e injlrias graves®®. A GLN é fundamenta para a

producdo de glutationa intestinal**

, COMO Visto anteriormente, uma das mais importantes
fontes endogenas de defesa antioxidante. O glutamato, produzido através do metabolismo da
GLN, é precursor da sintese de glutationa, que tém como um de seus maiores reservatorios o

tecido hepético™®.

A rota (enteral ou parenteral), momento de aplicacdo e a formulagdo (isoladamente ou
associada) da GLN parecem ser fatores decisivos nos resultados de seu emprego em modelos
experimentais de I/R™’. Na I/R intestinal, o uso intraumina de GLN, administrado no
decorrer da agressdo, mostrou diminuir o dano de mucosa e o aculmulo de neutréfilos na

submucosa®®. Harward e cols'#?

, observaram que o nivel de glutationa na mucosa intestinal
foi melhor mantido em ratos que receberam GLN, 0 que estava associada a menor LPO da
membrana, provendo maior protecdo ao intestino durante periodos de I/R. Yasuharal®?,
atribuiu esse efeito ao estimulo da producdo de moléculas de citoprotecdo (heme oxygenase-
1/HSP32) e de glutationa. Resultados interessantes foram publicados por Kozar e cols#414°,

em estudos mostrando que o0 uso enteral de GLN durante I/R mesentérica manteve a
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integridade do citoesgueleto, diminuiu a permeabilidade intestinal, manteve a capacidade

absortivaintestinal preservardo os niveis celulares de ATP.

Em muitos modelos experimentais, a glutationa administrada por via parenteral parece
ser efetiva na reducdo da lesdo por I/R hepétical®147148 Todavia, sBo poucos os estudos que
tratam dos efeitos da GLN na I/R hepética. Além disso, os poucos trabalhos existentes
mostram resultados conflitantes. Experimentalmente, o pré-tratamento por trés dias com GLN
parenteral levou a uma melhor tolerancia a |I/R do figado, marcadamente aumentando os
niveis de glutationa no tecido hepético’®®. J& em outro estudo experimental, o uso
intraperitonial de GLN, 24h e 6h antecedendo a I/R hepdtica, ndo alterou a injaria
hepatocelular, a necrose hepatica ou os niveis de atividade da mieloperoxidase em relagdo ao
controle, concluindo n&o ter ocorrido protecdo contra ainjdria de I/R*°. N&o s3o encontrados

estudos que mostrem a acdo da GLN quando administrada por via enteral, nal/R hepatica.
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JUSTIFICATIVA.

Conforme observado em estudo anterior por Sébe e cols®®, o clampeamento do hilo
hepatico em ratos por um tempo superior a dez minutos leva a lesdo da mucosa intestinal,
marcadamente determinada pela dilatacéo dos vasos presentes no interior das vilosidades
intestinais. Esse processo desenvolve-se de forma progressiva, sendo notado, a partir de trinta
minutos, desprendimento do revestimento epitelial das vilosidades intestinais e hemorragia.
Tais achados, segundo McCord™! (1985) e Koyama e cols'®? (1985), podem estar
relacionados a formac&o local de radicais livres. Sabe-se que a producdo mais determinante de
radicais livres durante a injuria isquémica se d4, conforme descrito anteriormente, durante a
fase de reperfusdo, com o afluxo de oxigénio nos tecidos outrora isquémicos. Podemos inferir
que a isquemia hepdtica, levando a congestdo do fluxo sanguineo mesentérico, seguida de
reperfusdo, leve a intensos fendmenos oxidativos. Kobayashi e cols™3, demonstraram haver
importante resposta inflamatéria apds trinta minutos de isquemia hepédtica seguida de
reperfusdo que atenua consideravelmente com a realizacdo de shunt porto-sistémico com a
finalidade de diminuir a congestdo intestinal. Segundo o autor, isso demonstra a importancia
do intestino na producdo de citocinas pré-inflamatorias durante a 1/R hepética. Constatacéo

154 Segundo estes autores, as visceras esplancnicas

semelhante foi feita por Sankary e cols
contribuem com a lesdo de I/R hepética, havendo beneficios na descompressdo do fluxo

mesentérico pelarealizacdo de shunts porto-sistémicos.

Entendemos que uma forma de compreender-se melhor este processo seria atraves da
dosagem de marcadores do estresse oxidativo seguindo-se a isguemia hepdtica por
clampeamento datriade portal (isquemiatotal) e reperfusdo. Conforme comentado, os estudos
realizados nesse sentindo m demonstrado que a lesdo oxidativa nessas condic¢les processa-
se tanto no nivel hepético como intestinal. As repercurssdes sistémicas assim geradas séo
consequencias de uma somatoria de efeitos deletérios ocasionados pela injuriade 1/R nesses
sitios. Em estudo recente, Pimenta e cols™® demonstraram que o intestino tem participacéo
importante na lesdo por I/R de membros posteriores de ratos: a resposta inflamatdria mediada
por interleucina-6 nesse modelo teve como origem tanto ao nivel do sitio de I/R como do
territério esplancnico. Esse achado corrobora com a hipétese de que o intestino deve
participar ativamente da sindrome pés-reperfusdo, mesmo nas situagfes em que encontra-se

distante da sede inicial da injaria™*.
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Cogita-se um papel protetor conferido pela GLN, contra a lesdo por I/R™. Os
mecanismos relacionados a esta protecdo encontram-se pouco elucidados. Podemos especular
que uma das acBes da GLN pode ocorrer pela atenuacdo da producdo de ROSM™’. Ao nivel
intestinal, sabe-se da ampla captacéo deste aminoacido pelo enterdcito, mesmo em estados de
intenso estresse™*. Estudos anteriores demonstraram que sua ac&o pode ser benéfica, quando
presente no interior da luz intestina durante a injdria de I/R°. Em um modelo de isquemia
hepética total por clampeamento da triade portal (manobra de Pringle®), sem derivagdo
vascular, seguida de reperfusdo, isso pode ser particularmente interessante. A nossa grande
guestéo aqui € se a GLN na luz intestinal pode ser utilizada como um agente protetor na
formacdo de radicais livres nessas condi¢des de I/R hepética, conforme ja foi observado para
outros modelos de lesdo intestinal.

No contexto da I/R, as lesdes desencadeadas sdo geradas inicialmente pela producéo
de ROS?. A implementac&o de fontes de defesa antioxidante é um ponto passivel de estudo,
na busca de uma forma de diminuir ainjuria oxidativaa. A GLN € considerada a principal
fonte de energia para 0 enterdcito, adém de ser essencial para a sintese da glutationa
intestinal™*®. O sistema glutationa, por sua vez, constitui 0 mais importante mecanismo
biolégico para reduco do estresse oxidativo#?. A avidez dos tecidos hepéticos e intestinal
por fontes de energia durante a lesdo isquémica, associada a necessidade imediata de
utilizacdo de antioxidantes durante a reperfusdo, torna estimulante o estudo dos efeitos desse

aminoacido sob essas condi¢oes.

Partindo de tais premissas, propomo-nos a avaliar o estresse oxidativo em um modelo
experimental de isquemia hepédtica por clampeamento do pediculo hepatico seguida de
reperfusdo. Para tanto, a dosagem de seus marcadores (MDA e CAT), durante os primeiros
minutos de reperfusdo hepética, torna-se mister. Com isso, estimaremos a intensidade da leséo
oxidativa desencadeada e, associadamente, o status dos mecanismos de defesa anti-oxidante.
E essa relagdo que determinaré em Ultima andlise o estresse oxidativo. Para avaliar uma
possivel acdo protetora conferida pela GLN, propomo-nos a avaliar os mesmos parametros, na
presenca desse aminoacido naluz intestinal. Ta estudo é inovador ao investigar nesse modelo
experimental a atividade da GLN, tendo-se em vista especialmente 0 seu uso pela via enteral.
Seus resultados podem elucidar pontos importantes acerca da participagdo da producdo de

ROS nas lesbes decorrentes do clampeamento da triade portal, manobra comumente utilizada



em cirurgias hepdéticas, enfatizando especiadmente o potencial da GLN enquanto agente

protetor nessas situagoes.
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OBJETIVOS.
Objetivo Geral.

Investigar em ratos, os efeitos no estresse oxidativo e em marcadores de dano
isquémico hepético e sistémico do uso enteral de GLN, durante aisquemia total do figado

seguida de reperfusdo.

Objetivos Especificos.

Mensurar valores do MDA plasmético na dependéncia do uso enteral ou ndo de GLN

durante I/R hepética.

Mensurar valores da capacidade antioxidante total (CAT) plasmética na dependéncia

da infusdo enteral ou ndo de GLN durante I/R hepatica.

Mensurar alteracbes sangliineas em marcadores bioquimicos de dano isquémico
hepético (AST, ALT, LDH) e anaerobiose (lactato), com ou sem 0 uso enteral de GLN
durante I/R hepética.
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MATERIAL E METODO.

O experimento seguiu 0s principios éticos preconizados pelo Colégio Brasileiro de
Experimentacdo Anima (COBEA).

Desenho do estudo.

Trata-se de um estudo experimental em ratos, realizado nas dependéncias do
Laboratorio de Investigacdo, da Faculdade de Ciéncias Médicas da Universidade Federal do
Mato Grosso (UFMT).

Inicialmente, para fins de adaptacdo ambiental, os animais (N=30) permareceram trés
dias no Laboratorio de Investigacdo sob ciclos de 12 horas de claro e escuro, temperatura
ambiente controlada de 25°C, recebendo dieta (AIN-1993'°%) ad libitum. Apés esse intervalo
de tempo, os animais foram mantidos em dieta zero para sdlidos, por um periodo de 12 horas

e submetidos a ato operatdrio sob anestesia gerd.

A operacdo consistiu de laparotomia com confeccdo de uma “alc¢a fechada” de 20cm
de comprimento, envolvendo o segmento distal do intestinal delgado do animal. Procedeuse
nesse ponto injecdo no interior da luz intetinal de solugdo contendo GLN (GRUPO GLN,
n=10) ou agua destilada (GRUPO CONTROLE, n=10). Seguiu-se o clampeamento do
pediculo hepético (interessando veia porta, artéria hepatica e ducto biliar — manobra de
Pringle®) por 20 minutos (isquemia) e liberacdo do clampeamento com reperfusio por 5
minutos. Apds este periodo, foi colheitada amostra de sangue (5ml) da veia cava posterior
para andlise do dano isquémico hepético (ALT, AST, LDH), sistémico (lactato) e do estresse
oxidativo MDA e CAT). Um grupo de animais (GRUPO SHAM, n=10) foi submetido a
anestesia geral, laparotomia (duragéo de 25 minutos) com manipul¢éo do contelido cavitério,
e colheita de sangue para dosagem dos mesmos marcadores sorolégicos. Todos 0s animais

foram sacrificados logo ap0s a colheita de sangue, com sobredose de éter inalatorio.
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Animais.

Utilizouwse 30 ratos Wistar, variedade abinos rodentia mammalia  (Rattus
novergicus), machos, adultos. Os mesmos foram provenientes do biotério central da
Universidade Federal de Mato Grosso (UFMT). Os animais foram escolhidos a eatériamente

e pesados. Foram incluidos agquel es que apresentaram peso corporal entre 250 a 300g.

Randomizag&o e grupos.

Cada animal foi escolhido aeatoriamente a partir de sua gaiola, onde permaneceu
durante o periodo de adaptacdo ao ambiente do laboratdrio. Ao inicio do ato anestésico o
animal foi identificado por um dos membros da equipe de pesquisa através de um codigo que
passou a constar em sua ficha de experimentacéo (Anexo 1). O mesmo pesquisador realizou
um sorteio que definiu para qual dos grupos de estudo pertenceria o animal. O sorteio foi
realizado jogando-se um dado com faces numeradas de 1 a 6. Convencionou-se que se
resultado 1 ou 2 o animal em questdo perteceria a0 GRUPO CONTROLE; 3 ou 4, GRUPO
GLN; 5 ou 6, GRUPO SHAM. A caracterizagcdo dos grupos de estudo pode ser observada na
Tabela-5.

Tabela 5: Distribuicdo dos animais de experimentacdo em funcdo dos grupos de estudo
(N=30).

Randomizacéo Gruposde NuUmero de Caracterizacao do grupo
(resultado do jogo de dado) estudo Animais(n)
Animais submetidos a laparotomia com
lou2 CONTROLE 10 injecdo enteral de 4gua destilada, seguida de
isquemia por clampeamento do hilo hepatico
ereperfusdo.

Animais submetidos a laparotomia com

3ou4d GLN 10 injecéo enteral de GLN, seguida de isquemia
por clampeamento do hilo hepético e
reperfusdo.

Animais submetidos a laparotomia, e apenas
50u6 SHAM 10 manipulacdo de al¢as intestinais e do hilo
hepético
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Solucdes utilizadas para aplicacdo enteral.

Foram utilizados no experimento dois tipos solucdo para aplicacdo enteral:

eAgua destilada: Solugdo estéril e apirogénica, frasco ampola contendo 10ml (Farmace

IndUstria Quimica Farmacéutica Cearense LTDA., Fortaleza-CE, Brasil).

#Solucdo de GLN: N(2)-L-aanil- L-glutamina - Dipeptiven®, frasco de 50ml (Fresenius K abi
LTDA., Campinas-SP, Brasil). Cada 100ml da solucdo contém 20g de N(2)-L-alanil-L-
glutamina, correspondente a 8,209 de L-alanina (32,7%) e 13,469 de L- glutamina (67,3%).

A dose para cada animal foi calculada em 0,5g/kg, portanto, para uma animal de 2509
(0,25kQg), 0,125g de GLN, correspondente a aproximadamente 1ml da solugdo de N(2)-L-

aanil- L-glutamina.

Técnicas anestésica e operatéria

Todos os animais foram submetidos aos mesmos procedimentos anestésicos. As
operacoes foram realizadas pelo mesno cirurgido, que desconhecia que tipo de solucéo
estava aplicando ma luz intestinal. A sistematizacdo da anestesia e do ato operatério, conforme

0 grupo de estudo, seguiu rigorosamente a mesma seqiiéncia em todos os animais.

Anestesia.

Os animais receberam anestesia inalatéria com éter sulfurico associada a 10mg/kg de
cloridrato de cetamina (Cloridrato de Cetamina, 50mg/ml - Ketalar®, Pfizer LTDA.,
Guarulhos-SP, Brasil) por via intramuscular. Para esse procedimento, inicialmente foram
introduzidos em uma campanula contendo algoddo embebido em éter sulfdrico, onde
permaneceram até perderem os reflexos motores. A seguir foram retirados da campéanula e
manteve-se inalacdo de éter sulfarico misturado com ar ambiente, sob mascara. A injegdo de

cloridrato de cetamina (lOmg/kg ) foi administrada na musculatura da coxa do membro



49

posterior esquerdo do animal, utilizando-se seringa de 1ml e agulha descartavel 13x4,5; cerca
de 5 minutos antes do inicio do ato operatério. Durante todo o experimento os animais foram
controlados quanto a manutencdo do plano anestésico confirmando-se a auséncia dos
movimentos voluntarios do animal, reflexos motores, e estabilidade da freqiiéncia respiratéria

(ndimero de respiracBes por minuto) contada em intervalos de 5 minutos.

Material cirdrgico.

Foi utilizado material cirdrgico composto por laminas descartaveis, pingas, tesouras
delicadas, afastadores de Farabeuf, todos acondicionados em caixas metalicas individuais para
cada animal, devidamente autoclavadas no Centro de Materiais Esterilizados (CME) do
Hospital Universitario Jilio Miller (UFMT) cerca de 12 horas antes das operacfes. Os
campos estéreis fenestrados para assepsia também foram oriundos do Hospital Universitario
Julio Mller. Todos os animais foram operados com utilizag&o de paramentagcdo composta por

gorro, méascara cirurgica e luvas cirurgicas de latex descartaveis estéreis.

Operacao.

O ato operatério obedeceu sistematicamente uma rotina pré-estabel ecida.

Procedeuse 0 posicionamento do animal na mesa de operacdo, em decubito dorsal. Os
membros anteriores e posteriores foram mantidos em extensdo, sob contencdo através de
amarras que prendiam suas patas a mesa.

Seguiu-se tricotomia da parede abdominal anterior, antissepsia ampla destaregido com
solucdo de polivinilpirrolidona iodo (solucdo topica com 0,1g/ml — Laboratério Quimico
Farmacéutico da Aeronautica, Rio de Janeiro-RJ, Brasil) e assepsia da érea operatoria com

campo cirurgico estéril fenestrado.

Realizou se laparotomia mediana com cerca de 4cm de extensdo e breve inventario da
cavidade abdominal.

Nos animais dos grupos CONTROLE e GLN, procedeuse a identificacdo da transicéo

ileo-cecal. Nesse nivel, aravés de uma brecha feita em espaco avascular do mesentério foi
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passado fio de algodéo poliester 3.0 sem agulha pré-cortado (Shalon Fios Cirargicos LTDA.,

S30 Luis de Montes Belos-GO, Brasil) e realizada ligadura com tensdo suficiente para ocluir a
luz do 6rgdo, tomando-se o cuidado de ndo comprometer a circulagdo mesentérica adjascente
(Figura 8). Atraveés de régua milimetrada contouse desta ligadura no sentido proximal 20cm
(Figura9). Neste local foi realizada uma segunda ligadura, conforme a anteriormente descrita
(Figura 10). Naluz da“alcaintestinal fechada” assim formada (Figura 11), através de puncgao
com agulha 13x4,5, foi injetado volume correspondente a 0,59 GLN/kg de peso corporal
(GRUPO GLUTAMINA), ou igud volume de &gua destilada (GRUPO CONTROLE). A

injecdo foi realizada com seringa plastica de 1ml, sob baixa pressdo, sendo 50% da solucéo
uilizada injetada no interior do segmento de alca pela sua extremidade distal e 50% injetada
pela sua extremidade proximal, de modo a preenche-la por completo (Figura 12). Procedew
se disseccdo cuidadosa do pediculo hepético (Figura 13), seguida do clampeamento de todas
as suas estruturas com pinca vascular atraumatica tipo bulldog conforme manobra descrita
por Pringle!® (Figura 14). Disparou-se neste exato momento crondmetro digital, contando em
minutos o tempo de isquemia. A isquemia hepatica foi constatada pela alteracdo na coloracao
do 6rgéo e em nivel intestinal pela congestdo mesentérica com parada dos pulsos arteriais
(Foto 8). Ao completar 20 minutos (tempo de isquemia), o clamp vascular era liberado e, a
partir de entdo, iniciava-se hova contagem até o tempo de 05 minutos (tempo de reperfusdo).

A reperfusdo hepética foi constatada pelo retorno da coloragdo do 6rgéo e em nivel intestinal

pelo cessar da congestéo vascular no mesentério, com retorno dos pulsos vasculares (Figura
15). Durante todo o tempo de I/R os animais foram mantidos com as bordas da ferida
operatdria parcialmente aproximadas e protegidas com gazes estéreis umidecidas com solucéo
fisiolégica 0,9% aquecida (36°C), afim de evitar desidratacéo visceral excessiva. Os mesmos
foram ainda protegidos da hipotermia, permanecendo sob foco de luz contendo uma lampada
de tungsténio (60watts), na distancia ideal para proporcionar uma temperatura ambiente local,

controlada por termdmetro de mercurio, da ordem de 36 a 37°C (Figuras 16 e 17).

Nos animais pertencentes ao grupo SHAM, apods a laparotomia, foram realizados os
mesmos procedimentos descritos para os demais grupos, porém, com realizagdo de ligaduras
frouchas (sem ocluir a luz intestinal). Nesse grupo ndo houve injecdo de qualquer substancia
na luz intestinal. Realizowrse manipulacdo do hilo hepatico e manutencdo do animal sob

anestesia, nas mesmas condicdes dos demais grupos, pelo periodo de 25 minutos.
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Figura8: Ligadura ocluindo-se a luz intestinal ao nivel do ileo terminal, préximo a transicéo
ileo-cecal.

Figura 9: Método de mensuracdo do comprimento intestinal.
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Figura 10: Ligaduras ocluindo-se aluz intestinal: distal (d), proximo a transi¢do ileo-ceca e
proximal (p), a 20cm daligadura distal.

-
-: ':' Ligaduras

Figura 11: llustracdo do segmento de alca intestinal fechada confeccionado cirurgicamente.
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Figura12: Injecdo naluz intestina de L-alanil- glutamina (grupo glutamina) ou agua destilada
(grupo controle) com o uso de agulha 13x45 acoplada a seringa de 1ml.

Figura 13: Dissec¢do datriade portal (veia porta, artéria hepética e ducto biliar) ao nivel do
ligamento hepato-duodenal do animal.



Figura 14: Clampeamento da triade portal. Inicio do periodo de isquemia.

Figura 15: Aspecto das al¢as intestinais Figura 16: Aspecto das alcas
e mesentério durante o periodo de intestinais e mesentério durante o
isquemia. periodo de reperfusdo.
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Figura 17: Modo de acondicionamento dos animais durante o periodo de isquemia e
reperfusdo (casulo de I-R).

Figura 18: Deta he do acondicionamento dos animais durante o periodo de isquemia e
reperfusdo. Protecéo contra hipotermia mantendo-se a temperatura local em torno de 36-37°C
e contra a desidratacéo visceral.
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Colheita de amostra de sangue e sacrificio.

Seguiu-se sistematicamente 0s seguintes passos para todos os animais. Realizou-se
exposicao da veia cava posterior, acima da insercéo das veias renais e, nesse local, colheitou
Se sangue por puncdo utilizando-se agulha 25x7mm acoplada a seringa de 5ml. Td
procedimento foi realizado com extremo cuidado para evitar-se hemdlise. A seringa e agulha
utilizada na colheita de sangue haviam sido previamente heparinizados, utilizando-se o
seguinte método: aspiracdo de 0,5ml de heparina (Heparina Sédica 5000 Ul/ml — Cristdlia
Produtos Quimicos e Farmacéuticos LTDA., Sdo Paulo-SP, Brasil), realizacdo de movimentos
repetitivos com o émbolo de modo ao contelido da seringa entrar em contato com toda a sua

superficie interna, retirada do excesso de heparina de forma a ndo sobrarem residuos visiveis.

O sangue foi ent&o imediatamente repassado para frasco de colheita seco, devidamente
identificado com o codigo do anima. Permaneceu em banho-maria & 37°C durante 20
minutos e a seguir foi centrifugados a 1500 rpm durante 20 minutos para separacéo do
plasma. Com uso de pipeta automética de 500ul o plasma foi colheitado. Parte dele (cerca de
1a 2 ml) foi identificado e imediatamente encaminhado em geladeira a 4°C para dosagem
laboratorial de AST, ALT, LDH e do lactato. Outra parte da amostra (cerca de 2 a 3 ml) foi
acondicionada em frasco resistente a alta temperatura (Criotubo de tampa rosqueavel — Cral
Artigos para Laboratério LTDA., S8o Paulo-SP, Brasil), com capacidade para 4ml, que foi
identificado e imediatamente congelado em nitrogénio liquido a -160°C (Foto 11). Tais

amostras destinaram-se & dosagem da concentragdo do MDA e da CAT*°.

Figura 19: Modo de armazenamento do plasma dos animais em frascos resistentes a baixa
temperatura, acoplados a haste para congelamento em nitrogénio liquido.
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Apos a colheita de sangue os animais foram sacrificados com sobredose de éter por via

analatéria.

Dosagens bioquimicas; ALT, AST, LDH e Acido Lé&tico.

As dosagens bioquimicas automatizadas dos valores de AST, ALT, DHL e &cido 1&ico
foram realizadas no Laboratorio Exame, em CuiabaMT. As dosagens de AST, ALT e LDH
foram redlizadas pelo método cinético optimizado com leitura na faixa ultravioleta. A
dosagem do lactato plasmético foi realizada segundo o méodo de Gutmann e Wahlefeld®®?,

com leitura colorimétrica na faixa ultravioleta.

Mensuracao da agressao oxidativa produzida por ROS: Dosagem do
Malondialdeido (MDA).

A dosagem do MDA seguiu os fundamentos iniciais propostos por Konn & Livesedge
(1944), com as condicdes quimicas da reacdo alteradas segundo Percério e cols™®® (1994). O
método, conhecido como “teste do TBA”, baseia-se na reacdo do MDA com o &cido
tiobarbitarico (TBA), em pH baixo e temperatura elevada, para formar o complexo MDA-
TBA, de cor rosea e absor¢do maxima em 535nm. Esta dosagem pode ser realizada em soro,

plasma, liquidos corporais e homogenados de tecido®?.

No dia da dosagem, realizou-se o descongelamento das amostras, retirando-as do
nitrogénio liquido e mantendo-as em bancada, sob temperatura ambiente. Apds o
descongelamento as mesmas foram armazenadas em geladeira a 4°C até o momento de sua
mistura aos reagentes. Cerca de 800l de plasma de cada amostra foi utilizado para a dosagem
do MDA. No Apéndice 1 encontrase a descricdo detalhada da rotina empregada para
dosagem do MDA (protocolo de dosagem do malondialdeido).

Mensuracdo da atividade antioxidante total (CAT) do plasma: Dosagem da
capacidade antioxidante em equivaléncia ao Trolox (TEAC).

Fundamentos do método e reagentes utilizados.

Seguiu-se 0 método proposto por Miller e cols'™® (1993), modificado por Re e cols'®®
(1999), em condicdes adaptadas de temperatura, proporcoes relativas dos reagentes e tempo
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de mensuragdo, conforme ja publicado anteriormente por Salomao e cols*®* (2006). O méodo
destina-se a dosagem da capacidade antioxidante total de amostras bioldgicas (plasma, soro,
sdliva, urina, homogenados de tecidos, etc..). O potencia antioxidante é determinado
segundo a sua equivaléncia a um potente antioxidante conhecido, o trolox (é&cido 6- hidroxi-
2,5,7,8-tetrameticromono-2-carboxilico; Aldrich Chemical Co 23881-3). Tratase de uma
técnica colorimétrica baseada na reacéo entre o ABTS — sal diaménio do &cido 2,2’ -azinobis
(3-€tilbenzotiazolina-6-sulfonico) — Sigma-Aldrich A1888, com persulfato de potassio
(K2S0g, Sigma-Aldrich P5592), produzindo diretamente o radical cation ABTS™, croméforo
de coloragdo verde/azul, com absorbancia maxima nos comprimentos de onda 645, 734 e
815nm %°. A adicdo de antioxidantes a este radical cétion pré-formado o reduz novamente a
ABTS, na extensdo e escala de tempo dependente da capacidade antioxidante, concentracéo
de antioxidantes e duraczo da reacs0™®. Isto pode ser mensurado por espectrofotometria pela
observagdo da mudanca na absorbéancia lida a 734nm durante um determinado intervalo de
tempo (Figura 8). Assim, extensdo da descoloragéo como indice de inibicdo do radical cétion
ABTS™ ¢ determinada como a atividade antioxidante total (CAT) da amostra E entfo
caculada a sua relacdo com a reatividade do trolox como padrdo, sob as mesmas
condigBes™™®. Os resultados finais s expressos em micromoles por litro de trolox (mM/I de
trolox), 0 que correspondente a concentracdo do trolox com capacidade antioxidante
equivalente a da amostra. A este padrdo de medida da-se 0 nome TEAC (trolox equivalente

antioxidant capacity)'*°.

0,8

ABSORBANCIA A 734nm

0 50 100 150 200 250 300 350 400
TEMPO (segundos)

—&—Trolox 2.5mM  —8—Trolox 2.0mM  —&—Trolox 1.5mM J4—Trolox1.0mM ——Trolox 0.5mM

Figura 20: Efeitos do trolox (acido 6-hidroxi-2,5,7,8-tetrameticromono-2-carboxilico) na
supressio da absorbancia a 734nm do radical cation ABTS™, em funcdo do tempo, a 25°C.
Laboratério de Investigagdo, FCM-UFMT, CuiabaMT.
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Sensibilidade do método.

O teste € mais reprodutivel para amostras com capacidade antioxidante entre 1,0-
2,0mM/I 1%°. A regressio linear usada para o célculo da equacio que define a curva de dose-
resposta do trolox foi feita com base em tais valores (sdo referentes ao percentual de inibicdo
de aproximadamente 40-80%), os quais correspondem aos pontos que produzem valores de
absorbancia na regifo mais linear desta curva®® (Figura 21). Os valores de referéncia para
atividade antioxidante do plasma e soro humano por este método tém sido considerados de
1,32 a 1,58mM/l (1,46+0,14mM/I, n=312)'°. O método tem sido usado para andise da
capacidade antioxidante de amostras biol6gicas de uma variedade de espécies de mamiferos

n&o-humanos (camundongos, ratos, coelhos e primatas)*®°.

0,8 7
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0,6 1
0,5 1

0.4 1

ABSORBANCIA A 734nm
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CONCENTRACAO FINAL DO TROLOX (mM/l)

Figura 21: Curva de dose-resposta da concentracdo final do trolox em funcdo da
absorbancia a 734nm. CondigBes. 2970ul ABTS™, 30 pl trolox, temperatura 25°C, tempo
de reacdo: 5 minutos. Laboratorio de Investigagdo, FCM-UFMT, Cuiab&MT.

Interferéncias.

No método origina™®®, hemdlise macica pode deixar amostras de plasma
insatisfatorias para analise, muito embora estgja demonstrado que em graus menores a

hemdlise ndo atere os resultados. Drogas e outros materiais exdégenos com absorbancia
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significante a 734nm podem potencialmente ter interferéncia positiva nas dosagens. EDTA
(20mM/1), heparina (10.000UI), uréa (10mM/l), creatinina (10mM/I), glicose (10mM/l) e
etanol (60%), ndo apresentam reatividade e, consequentemente, interferéncia nos resultados

nessas concentracdes .

A descrigéo detalhada da rotina utilizada na dosagem da capacidade antioxidante total

em equivaléncia ao trolox encontra-se descrita no Apéndice 2.

Andlise estatistica

Para tratamento estatistico dos dados foi utilizado o programa SPSS para sistema
operaciona Windows versdo 11.0..

Os resultados obtidos foram analisados quanto a distribuicdo norma com o teste de

K ol mogorov-Smirnov e quanto & homogeneidade de variancias pelo teste de Levene'®.

Para comparacéo dos resultados entre os trés grupos estudados foi utilizado, para os
dados considerados de distribuicdo normal e que apresentaram homocedasticidade, o teste
ANOVA one-way. Sendo encontrada diferenca estatistica entre os grupos, utilizou-se os testes

de Turkey como post-hoc.

Para os demais dados, utilizou-se o teste ndo-paramétrico de Kruskall-Wallis. Nesse
caso, uma vez encontrada diferenca estatistica entre os grupos, procedeuse a comparagao dos

mesmos entre si (dois a dois), pelo teste de Mann-Whitney.

Um nivel de 5% foi estabelecido para significancia estatistica (p<0,05). Os dados
foram expressos como média e desvio padrdo ou como mediana e variagao.
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RESULTADOS.

Todos os dez animais de cada um dos trés grupos (controle, glutamina e sham)

toleraram bem o experimento. Nao houve 6bitos durante a sua realizacéo.

Dosagens bioquimicas; ALT, AST, LDH e Acido Lé&tico.

O nivel sérico de ALT foi significantemente maior (p<0,001) nos grupos controle (767
[279-867] U/l) e GLN (548 [417-698] U/l), em relacdo ao grupo Sham (120 [81-187] U/).

Entre os grupos controle e glutamina ndo houve diferenca significante (p=0,075).

Os valores de AST estavam significantemente maiores (p<0,001) nos ratos controles
(929 [860-962] U/I) que nos do grupo glutamina (603 [386-776] U/l) e do grupo sham (149
[111-223] U/l). A dosagem de AST no grupo glutamina foi significantemente maior que a
encontrada no grupo sham (p<0,001). Os valores da mediana das dosagens de ALT e AST e

sua variacao nos diferentes grupos podem ser vistos nas Figura 22.
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Figura 22: Dosagem sérica nos trés grupos de: @) ALT @anina transaminase); b) AST
(aspartato aminotransferase). * = p<0,001 vs. Sham, T = p<0,001 vs. Glutamina e p<0,001
vs Sham.
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A dosagem de LDH foi significantemente maior (p<0,001) nos grupos controle e
glutamina em relacdo ao grupo sham (controle = 6352 [6051-6728] U/l, GLN =5408 [810-
7437] U/l e sham = 1261 [867-3111] U/l). Entre os grupos controle e glutamina ndo se
encontrou diferenca significativa (p=0,165).

O mesmo ocorreu em relagdo a dosagem de &cido l&ctico, que estava
significantemente maior (p<0,001) nos grupos controle (6,44 [5,25-8,79] U/l) e glutamina
(6,78 [5,69-8,31] U/l) em relagdo ao grupo sham (2,04 [1,23-3,06] U/l). Na foram
observadas diferencas na dosagem de &acido lactico entre os grupos controle e glutamina

(p=0,739). Esses resultados podem ser vistos nas Figura 23.
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Figura 23: Dosagem sérica de LDH (desidrogenase lactice) e acido lactico nos diferentes
grupos estudados. * = p < 0,001 vs Sham.

Dosagem do MDA.

Os niveis de MDA (Figura 24) foram maiores no grupo controle (2037 [1498-5285]
nmol/ml) em relacdo aos grupos glutamina (1543 [1208-2533] nmol/ml, p=0,01) e sham
(1287 [1141-1610] nmol/ml, p<0,001). A dosagem do MDA plasmatico foi significantemente

maior (p<0,001) no grupo glutamina que no grupo sham.
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Figura 24. Vaores plasmaticos do Maondiadeido (MDA), nos diferentes grupos
estudados. * = p<0,001 vs. Sham, T = p=0,01 vs Glutamina e p<0,001 vs. Sham.

Dosagem da capacidade antioxidante total em equivaléncia ao trolox (TEAC).

O TEAC foi significantemente maior (p<0,05) nos grupos glutamina e sham em
relacdo ao grupo controle (glutamina = 1,61+0,07; sham = 1,55+0,06; e controle =
1,44+0,08). Nao houve diferenca (p = 0,212) na capacidade antioxidante total entre os grupos

glutamina e sham. Esses resultados podem ser vistos na Figura 25.
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DISCUSSAO.

Desde a publicacdo do trabalho origina de Pringle®, em 1908, até os dias de hoje
(quase um século depois), o clampeamento da triade portal como forma de obter-se controle
vascular sobre o figado vem sendo amplamente utilizado. 1sso se aplica a situagBes de trauma,
ressecgdes regradas e, mais recentemente, ao transplante de figado. E notéria a evolugdo da
cirurgia hepética ao longo do Gltimo século®. A medida que aumentouse a complexidade dos
procedimentos operatérios sobre o figado, aumentou-se também o tempo operatério de tais
intervencles e, conseguentemente, os periodos de isquemia hepéatica tornaram-se maiores.
Consegiientemente, observou-se um interesse crescente no estudo das lesdes decorrentes deste

estado de isgquemia, somando-se a este, as injUrias relacionadas a sindrome pés-reperfusdo.

As transaminases (ALT e AST) tém sido utilizadas como marcadores do dano isgquémico
hepético™ . Nesse estudo, a isquemia hepética por clampeamento da triade portal esteve
relacionada a um aumento significativo de ALT e AST em relacéo ao grupo sham. O mesmo
foi observado em relagdo a enzima desidrogenase lética (LDH), de acordo com outros
trabalhos encontrados na literatura, incluindo-se o estudo original realizado por Clavien e
cols™, pioneiro em utilizar-se dessas enzimas para avaliacso da tolerancia do figado a curtos
periodos de isquemia seguidos de reperfusdo (pré-condicionamento isquémico). No presente
trabalho observou-se no grupo de animais onde a GLN foi utilizada por via enteral (grupo
glutamina), diminuicdo do valor de AST em relagdo ao grupo controle. Sabe-se que a AST €
uma enzima pouco especifica em relacdo ao tecido hepético, hgja vista ter seus valores
elevados em lesdes envolvendo diversos Orgaos como, muisculo esguelético, musculo
cardiaco, rins, pancreas e eritrocitos™. Sendo a GLN uma fonte importante de energia em
estados de estresse, extremamente necess&ria em situagBes patoldgicas onde sua utilizagdo
excede a capacidade de sintese muscular e hepatica, a suplementacéo por via enteral realizada
nesse modelo, ainda que agudamente, pode estar relacionado a algum grau de protecdo
sistémica, demonstrado pelos niveis mais baixos de AST presentes no grupo glutamina. Nao
obstante, essa suposta protecdo ndo encontrou respaldo nos niveis de lactato. Indicador de
injarias isguémicas sistémicas, os niveis desse metabdlito tipico de situactes de anaerobiose,
estiveram elevados em ambos os grupos de animais submetidos al/R, independente do uso de
GLN. Outros estudos de I/R utilizando-se suplementacéo de GLN observaram aumento do

167,168

lactato sérico, 0 que foi associado a aumento na glicdlise anaerdbica por uma maior
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disponibilidade de glutamato, possivelmente ativando a lancadeira malato-aspartato. Tal
constatac&o ndo foi observada neste estudo.

Neste estudo, a acidose (um dos principais componentes da sindrome de 1/R?®), foi
indiretamente demonstrada pela elevacdo dos valores de lactato. A literatura reforca a
associacdo desta com a presenca de hipercaemia, mioglobinemia, mioglobindria,
insuficiéncia renal aguda, edema pulmonar ndo-cardiogénico, alteracbes na resposta pressora,
culminando em disfuncdo de multiplos érgdos e morte®. Neste trabalho estes outros
parametros sistémicos da sindrome de I/R ndo foram avaliados ficando-se agui apenas a
sugestdo do envolvimento de outros 6rgaos na lesdo desencadeada. Outrossim, fica a sugestéo
de que a GLN, atuando em nivel celular, possa ter agido como fator de protecdo. A
inespecificidade da AST impede que restrinjamos essa protecdo ao nivel hepatocelular.
Dosagens de outros marcadores celulares de lesdo, em especia envolvendo outros 6rgéos avo
relacionados a elevacdo da AST (creatinofosfoquinase, troponina, amilase, lipase, etc.), sera
de valia em estudos futuros afim de gjudar a entendermos de modo mais preciso como e onde

Se processa protecéo.

No tocante ao envolvimento extra- hepatico, nos € particularmente importante discutir
a participagdo intestinal. Na prética cirdrgica, a realizacdo da manobra de Pringle implica em
represamento de sangue na circulacdo esplancnica. Com o clampeamento da veia porta a
congestdo venosa no leito mesentérico torna-se inevitével. Dai advém, portanto, uma injaria
isquémica que acomete diretamente ndo somente o figado, mas também os intestinos. Além
disso, ainda em situacbes praticas, no transplante de figado, a cirurgia convencional no
receptor inclui a hepatectomia total com remocgdo do segmento retro-hepético da veia cava
inferior. Soma-se nesse caso um estado de congestdo, gerado pelo clampeamento da veia cava
em seu trecho infra-hepético que sb pode ser contornado com a utilizagdo de circulagéo extra-
corporea (derivacdo veno-venosa externa temporaria porto-cava-axilar) durante a fase
anepdtica®®. Para evitar-se este inconveniente, atualmente vem sendo desenvolvida a técnica
de preservacdo da vela cava inferior na hepatectomia durante o transplante de figado,
denominada de 'piggy-back”. Algumas de suas vantagens incluem a diminui¢do do tempo de
isquemia quente (por eliminar a anastomose da veia cava infra-hepatica), a reducdo da
necessidade da utilizacdo de derivacOes veno-venosas e a simplificacdo da cirurgia do re-

transplante hepético®°.
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A isquemia hepética determinada pela oclusdo das estruturas de seu hilo e a isquemia
intestinal assim determinada, continuam sendo um importante fator limitante nas intervencoes
sobre o figado. Na compreensdo deste processo, inlmeros modelos experimentais surgiram
permitindo-se 0 estudo dos principios fisiopatologicos que regem as lesbes ora
desencadeadas, e de possivels formas de minimiza-las. Alguns destes modelos mostraram
tolerar extremamente mal este estado de isqguemia — em ratos, 45 a 60 minutos de
clampeamento da triade portal leva quase que invariavelmente a morte do animal'’*, situacdo

semel hante ao que ocorre com caes' 2

. J& humanos e primatas apresentam melhor tolerancia
ao clampeamento portal. Todavia, na prética o tempo de isquemia hepatica mantendo-se a
congestdo esplancnica, mostrou ter um importante papel nos resultados clinicos das

resseccdes e do transplante hepético'*°.

A congest&o venosa na circulacdo mesentérica em ratos provoca intensas alteragdes na
morfologia macroscopica e microscopica dos intestinos. Camargo e cols’? observaram em
ratos a presenca de células inflamatérias na Iamina prépria das vilosidades a partir de vinte
minutos de congestdo venosa (isquemia); com trinta minutos instala-se desprendimento de
grandes éreas do epitélio luminal no dpice das vilosidades intestinais e aparecimento de
intensas &reas de hemorragia. E importante ressaltar que o intestino funciona como uma
barreira para impedir que toxinas e bactérias presentes na luz intestinal, atinjam o figado ou
outros 6rgdos distantes'®. Falhas nessa funcdo de barreira desencadeadas pela isquemia
intestinal, resultam em aumento da permeabilidade e subseqliente translocacdo de bactérias e
toxinas a partir de sua luz'"3. O tempo prolongado de congestao esplancnica leva a um estado
de endotoxemia com efeitos extremamente deletérios'’®, muitas vezes levando ao 6bito, o

qual parece ter como um dos principais fatores causais a trandocacdo intestinal de bactérias e
toxinas'>L.

Acrescentarse a estas lesdes isquémicas, as injurias decorrentes do periodo de
reperfusio. Estas s3o mediadas inicialmente pela producéo de ROS?. Sua principal via de
producdo é a oxidacdo da hipoxantina a xantina, catalisada pela enzima xantina oxidase, na
presenca de O, *. A acdo destas ROS sobre os PUFAS, presentes nas membranas celulares e
nas lipoproteinas, inicia um processo destrutivo em cadeia conhecido como |ipoperoxidacéo
(LPO)*. Em conseqiiéncia dessa agressdo celular, iniciamse eventos inflamatérios, com a
participacdo de mediadores teciduais, neutréfilos e mastécitos,  atuando

interdependentemente e potencializando as lesdes?®.
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Nesse estudo, 0 estresse oxidativo foi resultante do clampeamento do pediculo
hepatico seguido de reperfusdo. Testamos, sob essas condicles, a acdo da GLN administrada
por via enteral. O metabolismo intracelular deste aminoacido € regulado, principa mente, por
duas enzimas. a Glutaminase, que catalisa a hidrélise da GLN a glutamato, e a glutamina-
sintetase, que catalisa a sintese de GLN, a partir de glutamato e amdnia'’®. A direcéo e os
valores destas reagdes é que vao determinar se o tecido é consumidor ou produtor de GLN*"®.
Existe pouca glutamina-sintetase em toda a mucosa do trato gastrointestina e existe baixa
atividade da Glutaminase no esbfago, atividade intermedidria em vérias partes do colon (ceco,
ascendente, transverso, descendente e reto) e alta atividade nas células epiteliais da mucosa do
intestino delgado (duodeno e ileo)'’”. Ao definirmos a forma de infusio enteral de GLN neste
estudo, tivemos em mente referencias na literatura que demonstraram haver no ileo de ratos,
atividade da Glutaminase que se mantém, mesmo em situacdes de estresse metabdlico (como
no jejum prolongado) , o que ndo acontece com a mucosa jejunal*’®. Conforme observado em
estudo anterior'®®, a hipoxia tecidual pode agir como fator de ativacdo para a Glutaminase,
facilitando a utilizacdo de GLN exdgena oferecida a tecidos ricos em tal enzima. Optamos
pelo emprego de um segmento de 20cm de intestino delgado, envolvendo o ileo do animal,
para a aplicacdo enteral de GLN nesse modelo de I/R. O ileo distal tém demonstrado ser a
regidgo onde as lesdes decorrentes da I/R intestina mostram+se mais significativas'’®. Por
estes motivos, o estudo das agbes da GLN no estresse oxidativo, quando aplicada a este nivel,

Nos pareceu particularmente interessante.

A GLN é fonte importante de energia para hepatdcitos, linfocitos, macréfagos e

180

enterdcitos™". Além disso, melhora a resposta imunoldgica, otimiza o balango nitrogenado, e

ainda serve de precursor da biossintese de importantes agentes metabdlicos como a arginina,

a181

glutationa e taurina™". A arginina é o substrato para a sintese do 6xido nitrico, considerado o

maior agente regulador do endotélio vascular, tendo funcdo vasodilatadora e estando

a182

envolvido com afisiologia dos macréfagos e com a resposta inflamatéria na célula™<. Por sua

vez, a glutationa e o aminoécido taurina tem um papel extremamente importante na defesa

antioxidante do organismo*®

. Por tais motivos, os potenciais efeitos terapéuticos da GLN
durante as lesdes de I/R tém sido alvo de investigacOes. No presente estudo, seu uso enteral
esteve relacionado a manutencéo da capacidade antioxidante total do plasma, a qual se
equiparou a de animais que ndo foram submetidos a I/R. Além disso, a melhora no estresse

oxidativo pdde ser constatada por uma diminuicdo do conteido plasmatico do malondialdeido
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(MDA), marcador sorolégico da LPO, em relacdo ao grupo controle. Isto sugere que a GLN
tem profundo impacto na reducdo do estresse oxidativo. Tal achado possui grande
importancia haja vista haverem evidéncias de que o intestino € uma fonte importante de
marcadores inflamatoérios tipicos da lesdo oxidativa determinada por I/R, mesmo quando esta
desenvolve-se em sitios distantes do intestino. Pimenta e cols™°, em um modelo de I/R de
membros posteriores de ratos por clampeamento adrtico demonstrou ser o intestino a maior

fonte de producéo de IL-6.

O estresse oxidativo aqui estudado origina-se fundamentalmente dos sitios hepético e
intestinal. Neste ultimo, as propriedades antioxidantes do uso enteral da GLN sdo bem

conhecidas. Para Suh e cols*®*

, 1550 decorre de um aumento nos niveis de glutatioraintestinal
e reducdo na concentracdo plasmatica de 6xido nitrico (NO) pela inibicdo da expressdo da
enzima 6xido nitrico sintetase induzida (iNOS), importante na sintese desse radical livre a
partir de estimulos gerados por endotoxinas e citocinas na mucosa intestinal. Corroboram com
esses resultados, achados de outros autores que correlacionaram o uso enteral da GLN com
uma inibicdo da LPO em modelos experimentais de I/R intestinal e na musculatura

esquel ética’®®.

Todavia, é importante ressaltar que, em grande parte desses estudos, a suplementacdo
enteral de GLN foi realizada ao longo de varios dias antecedendo a lesdo de I/R. No modelo
experimental aqui utilizado, a infusdo de GLN se deu durante o periodo de I/R. 1sso nos
permite questionar se, neste caso, 0s mecanismos de defesa contra a agressdo oxidativa
determinada pelo uso da GLN podem ser explicados pelas razdes colocadas anteriormente.
Além do tempo de uso, alguns autores acreditam que em situacfes de estresse metabdlico o
uso enteral da GLN isoladamente pode ser inadequado, devendo ser complementado com o
uso parenteral'®. Na literatura, modelos experimentais enfocando efeitos locais do uso da

144

GLN durante a I/R hepética o fizeram por via parenteral™**'*®. Ja e cols'** utilizando-se do

pré-tratamento por via parenteral com GLN durante trés dias antecedendo a I/R hepatica,

145 utilizando

demonstraram melhora na toleréncia deste 6rgéo a injuria oxidativa. Noh e cols
GLN parenteral por seis horas antecedendo a I/R hepética ndo tiveram a mesma constatac&o.
Os resultados séo conflitantes, 0 que pode ser explicado por diferencas no tempo, dose e

modo de aplicacso da GLN*°.
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No tocante a via e momento de infusdo enteral de GLN, um modelo experimental
similar ao deste estudo (porém gerando isquemia intestinal através do clampeamento de vasos
mesentéricos seguido de reperfusdo), foi utilizado por Kozar e cols'*'%?. Nestes trabalhos, a
infusdo de nutrientes deu-se durante o transcorrer da I/R, na luz de sacos (algas fechadas)
confeccionadas cirurgicamente no intestino de ratos. Aguilar-Nascimento e cols*® utilizando-
se desse mesmo método estudaram os efeitos da I/R intestina, enfocando aspectos
histopatol 6gicos da parede intestinal. Demonstrou-se que a injecdo intraluminal de GLN, em
segmentos isolados de acas de jguno e ileo de ratos Wistar resultou em menor dano da
mucosa intestinal e menor acimulo de neutréfilos na lamina prépria da mucosa intestinal.
Sukhotnik e cols' 2, em estudo recente, também demonstraram prevencdo na lesdo de mucosa
promovendo nelhor recuperacdo seguida a lesdo de isgquemia reperfusdo intestinal em ratos
através do uso enteral de GLN. No estudo piloto realizado para a confecgdo deste trabalho
obtivemos resultados bastante similares aos aqui apresentados em relacdo a uma melhora na
atividade anti-oxidante total do plasma, conferida pelo uso enteral de GLN*®°. E importante
ressaltar que neste estudo foi utilizada uma solugdo contendo N(2)-L-aanil-L-glutamina. A
danina ndo é metabolizada pelo intestino™®’, desse modo, acreditamos que os efeitos aqui
observados se devem exclusivamente a agdo da GLN. H& outros estudos na literatura que

utilizaram o dipeptideo alanil-glutamina por via enteral, em situacdes de I/R ou n&o™h1+187,
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Em estudo anterior, Kozar e cols demonstraram que a infusdo enteral de GLN

diferentemente daalanina, foi efetiva na protecéo da mucosa intestina durante I/R.

A dose de GLN empregada também é um fator de fundamenta relevancia. Evidéncias
na literatura sugerem que em pacientes gravemente enfermos, a suplementacdo por via
parenteral e enteral de GLN em altas doses associada a antioxidantes pode ter um impacto
positivo na sobrevida. Nesse contexto, um grande ensaio clinico multicéntrico chamado
REDOXS (reducing deaths due to oxidative stress, the REDOX study) vem sendo realizado

por Heyland e cols'®

, CUjos resultados sdo promissores em nos fornecer respostas acerca do
uso de nutrientes chaves, especificamente GLN associada a antioxidantes, como determinante
de maior sobrevida em pacientes graves. Nesse trabaho, ainda em desenvolvimento, a GLN
vém sendo suplementada em paciente criticos na dose de 0,359 de GLN/kg de peso/dia por
via parenteral, associada a 30g de GLN por via enteral. Baseado nisso, optamos pelo uso no
presente estudo de uma dose considerada altade GLN para emprego enteral, da ordem de

0,50g de GLN/kg de peso.
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Uma das principais funcles intestinais da GLN € a preservacdo da integridade da
mucosa O que guarda relacdo com a manutencdo de sua funcdo de barreira®. Berg e
Garlington™® definiram translocagdo bacteriana como a passagem de bactérias vidveis do trato
gastrointestinal para os linfonodos do mesentério e outros sitios extraintestinais tais como:
baco, figado, rins, cavidade peritoneal e circulacdo sangiinea. Atualmente, essa definicéo
envolve também a trandocagéo de produtos bacterianos, tais como lipopolissacarideos (L PS)
ou mediadores inflamatérios (IL-1, IL-6, TNF-a e PGE»)™. A translocacgo de bactérias e
endotoxinas da luz intestinal para a circulagdo porta esta relacionada com a ativacéo das
células de Kuppfer!®. Estas passam a produzir em grande escala uma série de citocinas pré-
inflamatdrias, em especial do fator de necrose tumora alfa (TNF-a), importante mediador da
lessio por 1/R™. A reacso inflamatéria desencadeada pela ativacdo de polimorfonucleares,
potencializada pelas acBes de tais citocinas, esta diretamente envolvida com o estresse
oxidativo, tanto pela liberagdo de enzimas proteoliticas na interagdo neutrofilo-endotélio (por
exemplo a mieloperoxidase, envolvida com aproducdo do radical hipoclorito) quanto pela
degranulacéo de mastdcitos levando a producso do oxido nitrico™. A barreira intestinal deve
ser entendida como um conjunto de mecanismos voltados a prevencdo da translocacdo de
bacteriana®®3. Dentre estes incluem o peristaltismo, producdo de muco, flora intestinal, tecido
linféide associado ao intestino (GALT), sais hiliares, horménios, &cidez gastrica e, a
preservacdo da morfologia da mucosa intestinal (MacFie, apud Salvalaggio e Campos*®3). Ha
controvérsias quanto a acéo da GLN suplementada por via enteral ou parenteral nainibicéo da
translocagdo bacteriana®®®, muito embora o seu uso possa atenua-la através de uma ativagdo
do sistema imunol 6gico'®®. N&o ha evidencias suportando que alteracdes de vilosidades per se
ou 0 aumento da permeabilidade intestinal leve invariavelmente a translocacdo de bactérias e
toxinas™°. N&o obstante, acreditamos que, beneficiando a funcéo de barreira intestinal, seja
pela prevencdo ou diminuicdo da translocacéo de bactérias e toxinas da luz intestinal, a GLN
estaria limitando a extensdo da resposta inflamatéria loca e sistémica e, com isso,
contribuindo para a reducdo do estresse oxidativo. Este, possivelmente, foi um dos principais
mecanismos relacionados a diminuicdo dos valores de MDA e preservacdo da CAT em
animais que utilizaram GLN, observado neste estudo. Limita esta interepretacéo a inexisténcia
de dados morfoldgicos ou de confirmagdo microbacterioldgica de translocagdo bacteriana
neste trabalho.

Contraria tal hipbtese a constatacdo de Adams*®! (1996) de que LPS ou endotoxinas

bacterianas, junto com citocinas, tais como TNFa , IL-1 ou IF-g, induzem a sintese de
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iINOS, de 2 a 4 horas apds a exposicdo ao agente. No presente estudo, foram avaliadas as
repercussoes oxidativas durante os primeiros minutos de reperfusdo. Optamos por essa

afericdo em estégio precoce dada a constatacdo de Ashoori e cols'®?

, que o MDA tem seu
pico 10 minutos ap6s a reperfusdo, quando ocorre um provavel consumo das defesas
antioxidantes endogenas, sem que haja condicdes do organismo produzir um aumento nas
defesas sintetizaveis (tais como enzimas antioxidantes e glutationa reduzida). As colheitas de
sangue para avaliagdo do estresse oxidativo foram por nos realizadas 5 minutos apds a

reperfusao.

Uma maior elucidagdo dos mecanismos relacionados a agdo protetora da GLN neste
modelo experimental podera ser conseguida com novos trabalhos, avaliando-se a morfologia
da mucosa intestinal, ocorréncia de transocacdo bacteriana e realizando-se mensuracdes
séricas e/ou teciduais de antioxidantes especificos como a glutationa e de outros marcadores
daresposta inflamat6ria inerente ao estresse oxidativo como o 0xido nitrico, mieloperoxidase,

fator de necrose tumoral e interleucinas.

Consideragdes também devem ser feitas acerca do método escolhido para a avaliagdo
do estresse oxidativo neste estudo. Os efeitos deletérios das ROS sob os sistemas biol 6gicos
sdo resultantes da oxidacdo de componentes celulares como tidis, cofatores enziméticos,
proteinas, nucleotideos e |ipides, principamente écidos graxos poliinsaturados (PUFAs)>’. O
processo de LPO é iniciado pela reacdo de um radical livre com um &cido graxo insaturado e
propagada por radicais peroxilas. Resulta na formagdo de hidroperédxidos lipidicos e aldeidos,
tals como 4 hidroxinonenal, isoprostanos, e 0 MDA que podem ser detectados em amostras
biol 6gicas e uilizados para se avaliar o estresse oxidativo®’. Uma das técnicas mais utilizadas
para se avaliar a oxidacdo de lipides é a dosagem do MDA®®. O teste padr&o, introduzido por
Kohn e Liversedge®, em 1944, é bastante popular porque é simples e r&pido, porém
inespecifico. Consiste na medida de um cromoégeno réseo formado pela reacdo do MDA com
duas moléculas de &cido tiobarbitirico (TBA), em meio &cido e alta temperatura. Essa reacéo,
chamada de “teste das substancias reativas com &cido tiobarbitirico” (TBARS). A avaliacéo
do MDA pelo teste com TBA nédo é especifica, pois muitas outras substancias que ocorrem
em materiais bioldgicos também reagem com o TBA. Como exemplo, o acido tiobarbitdrico
pode reagir inespecificamente com interferentes, tais como o acido sidlico, levando a falsos
resultados. Felizmente, estes interferentes sdo de origem exdgena e podem ser facilmente

evitados em modelos animais controlados™®*. Quatro fatores importantes devem ser
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considerados neste teste: (a) a influéncia das condices da reacdo e dos reagentes na resposta
ao TBA; (b) anédo especificidade do TBA para areacdo com o MDA; (c) ando exclusividade
do MDA como produto final da LPO (d) aimpossibilidade de se distinguir o complexo MDA-
TBA dos outros produtos reativos ao TBA por espectrofotometria’®®. A grande vantagem
desse método esta sem duvidas em sua facil utilizagcdo e relativamente baixo custo. Fornece
informagbes sobre a extensdo da LPO em sistemas smples, in vitro, mas em fluidos

biol 6gicos, dado as restricdes colocadas, deve ser interpretado com certa cautela®®*

A dosagem da capacidade antioxidante total tem sido utilizada para avaliacdo do
potencial antioxidante de misturas complexas®®. Tem a vantagem de identificar a atividade do
conjunto de antioxidantes presentes nessa mistura, computando nesse interim o sinergismo
que pode ocorrer entre os mesmos®°. Em sistemas bioldgicos, a atividade sinérgica entre
antioxidantes € muito comum, como €é observado com a propria glutationa. A mesma age
regenerando o ascorbato e este regenerardo o atocoferol, recuperando suas propriedades de
supressdo as ROS!®. Assim, a medida da capacidade antioxidante total de uma amostra pode
dar informagdes biologicamente mais relevantes do que as obtidas pela mensuragdo da
concentragdo individual de antioxidantes’®®. A GLN mostrou nesse estudo preservar a
capacidade antioxidante total do plasma em niveis semelhantes aos encontrados em animais
gue ndo foram submetidos a lesdo por isquemia reperfusdo. Isto pode estar relacionado a um
aumento dos componentes antioxidantes presentes no plasma, destacando-se a glutationa, ou a
uma inibicdo na producéo de ROS diminuindo a demanda organica por antioxidantes. Sendo
este um modelo agudo, é provavel que a segunda alternativa sgja mais viavel. O aumento de
componentes anti-oxidantes do plasma é melhor observado sobretudo nos modelos crénicos
de estresse oxidativo, como no exercicio fisico, conforme ja demonstrado em estudo
anterior'®’, sendo pouco comum em modelos de lesfo oxidativa aguda, como o agui
empregado.

Dentre as diversas maneiras que podem ser utilizado para a avaliagéo da capacidade
antioxidante total de amostras bioldgicas optamos pelo método de inibicdo do radica
ABTS" em equivaléncia ao trolox (TEAC), originamente descrito por Miller e Rice-
Evans®. Este radical n&o é encontrado em mamiferos sendo portanto, uma ROS de origem
ndo-fisiologica. E importante destacar que a velocidade de reacdo entre antioxidantes
plasméticose o0 ABTSs" pode ndo ser amesma: usar end-points para a reacdo em torno de 4 a

6 minutos pode levar portanto a interpretacGes incorretas acerca da atividade anti-oxidante
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total de uma amostra complexa, subestimando a atividade de antioxidantes de acdo mais lenta.
Os tidis de maneira geral reduzem rapidamente o radical ABTS™ o que faz esse méodo
interessante na afericdo da atividade antioxidante de elementos como a vitamina C e a
glutationa’®®. Como apenas a producéo de enzimas antioxidantes (por exemplo, a superéxido
dismutase) e de glutationa podem ser produzidas pelo organismo em resposta a uma agressao

oxidativa>*, o presente método nos parece adequado.

Neste modelo de I/R hepética por clampeamento da triade portal, sem realizacéo de
shunt porto-sistémico, a congestéo esplancnica e conseguiente envolvimento intestinal parece
s&r um importante mecanismo relacionado as lesdes locais e sistémicas. O dano local hepético
foi caracterizado pelo aumento das aminotransferases (ALT e AST) e a lesdo sistémica pelo
aumento significativo de lactato em relacdo aos animais do grupo sham. O estresse oxidativo
comprovou ter uma participagdo extremamente importante nesse mecanismo de les&o. Isso foi
verificado pelo aumento do MDA plasmético, aliado ao consumo das defesa antioxidantes. A
grande evidéncia dessa participagao intestinal vem do papel protetor demonstrado pela GLN
administrada locamente, levando a diminuicdo nos valores de MDA e preservacéo das
defesas antioxidantes em relagdo ao grupo controle. Contudo, deve-se cautela na interpretacao
destes achados. Trata-se de um modelo agudo de estresse oxidativo, onde as ateracdes na
LPO e na defesa antioxidante foram determinadas em uma fase bastante inicial do processo.
Certamente, ndo houve tempo suficiente para o desenvolvimento das respostas organicas mais
criticas a0 estresse, devendo-se provavelmente os resultados aqui observados a alteractes
sutis na resposta inflamatéria determinada pela atividade local, especiamente em nivel da
mucosaintestinal, pela GLN.

N&o encontramos trabalho similar na literatura. Os dados obtidos no presente estudo
servem como ponto de partida para uma investigagdo mais detalhada destes complexos
fendbmenos fisiopatol6gicos. Novos estudos com modelos experimentais com uso mais
prolongado da GLN e avaliagdo das repercussdes da I/R por periodos mais longos devem ser
realizados. Futuros estudos com marcadores sorologicos e morfologicos de lesdo, com o
objetivo de investigar a evolucdo destes fendmenos durante as fases mais tardias da injuria de
I/R também sdo esperados. Com isso, poder-se-a determinar com maior precisdo, o potencial
beneficio do uso da GLN por via enteral no tratamento de individuos gque serdo submetidos a

procedimentos operatdrios ou vitimas de processos mérbidos que envolvam |/R hepética e/ou
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intestinal. Os dados permitem especular que a GLN enteral pode ser Gtil na I/R de outros

6rgaos ou regides aém do figado.
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CONCLUSAO.

Neste modelo de isquemia do figado por clampeamento do pediculo hepético sem derivacéo

vascular seguida de reperfusdo julgamos poder concluir que:

1. O wo enteral de GLN reduz o dano oxidativo e melhora a capacidade antioxidante
total do plasma. O uso de GLN esta associado a uma queda na concentracéo
plasmédtica do MDA, e preservacdo da CAT, mantendo-a a niveis similares ao

observado em animais que ndo foram submetidos al/R.

2. A infusdo enteral de GLN diminui a expressdo enzimatica sérica associada a dano
hepético, marcadamente a concentragdo plasmética de AST em relagdo ao grupo

controle.
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APENDICE 1.
PROTOCOLO DE DOSAGEM DO MALONDIALDEIDO (MDA)

Materiais.

Vidraria:

#Becker de 1500ml.

=Becker de 1000ml.

=Becker de 200ml.

=Becker de 100ml.

#Becker de 50ml.

=Becker de 20ml.

#Baldo de 1000ml.

#Proveta de 15,0x100ml.

&Tubos de ensaio.

#Tubos de ensaio resistentes a alta temperatura (parede reforgcada: dimensdes de 11x100,

parede de 2mm).

Equipamentos de laboratério:

#Balanca analitica eletronica (balanca andlitica digital  210G/0,1mg, Hexasystens®
Hexa2104N).

#Baanca graneleira (Ohaus Scot®)

#Pipetas automaticas: 1000pl, 500 pl, 400 ul, 200 pl. (Eppendorf®).

#Pipetas Pasteur de 3ml.

eEstantes para tubos de ensaio.

#pHmetro (pHmMetro Marte® MB10).

=Centrifuga (Centrifuga de Bancada Excelsa® 11 206 BL).

#Banho Maria com capacidade de aquecimento até 95°C (Banho Maria com agitacéo faixa de
trabalho de 5°C acima da temperatura ambiente até 110°C, Quimis® 215.110).

#Agitador magnético (agitador magnético com aguecimento Marconi® MA-085).

#Agitador de tubos de ensaio tipo vortex (agitador de tubos vortex Quimis® Q-220).



78

=Egpectrofotbmetro (espectrofotdmetro digital Celm® E225D).
#Egpectrofotdbmetro com controle de temperatura (espectrofotdmetro digital Beckman® DU-

70, com controlador de temperatura).

Equipamentos de protegdo individual:

zAventd
#|_uvas de |atex para procedimento

=M ascara e gorro (opcioral)

Diversos:

=Parafilm®, rolhas de borracha para tubos de ensaio, suporte (estante para tubos de ensaio),

bolas de gude.

Reagentes.

eAgua destilada (H20d) ou superior.

#Cloreto de Potassio (KCI) 1,15% (CQA Quimica LTDA., Sdo Paulo-SP, Brasil).

#Fosfato Monobésico de Potassio (KHPO,;) — Tampéo fosfato 75Mm, pH 2,5 (CQA
QuimicaLTDA., S&0 Paulo-SP, Brasil).

«Acido Tiobarbitdrico (TBA) 10 nM (Sigma T-5500, 2-Thiobarbituric Acid, minimum 98%
— Sigma-Aldrich Corporation, St. Louis - Missouri, E.U.A.).

#Solucéo Padrdo MDA (1,1,3,3, tetrahidroxipropano) 20uM (Sigma T9889, 1,1,3,3,
tetrahidroxipropano, MM = 220,3 g/Mol, pureza = 97%. Solugéo com densidade = 0,92g/ml
— Sigma-Aldrich Corporation, St. Louis - Missouri, E.U.A.).

«Alcool nButilico (Caal Reagentes Analiticos LTDA, S&o Paulo-SP, Brasil).

Preparo dos reagentes.

Solucéo de Cloreto de Potassio (KCI) 1,15%.

M isturouse 1000ml de &gua destilada a 1,159 de Cloreto de Potassio.
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#Dissolveuse por completo a mistura em placa agitadora magnética.

& condicionou-se a solugdo em frasco ambar identificado.

Fosfato Monobésico de Potassio (KH2PO,) — Tampéo fosfato 75Mm (pH 2,5).

#Acidificourse, em phmetro, H20d até o pH de 2,5.

#Pesou-se, em balanca graneleira, 10g de Fosfato Monobasico de Potassio (KH,PO4). O
mesmo foi misturado a agua destilada acidificada, em um Becker de 500ml, até que
dissolveurse por completo. Com o0 uso de um baldo de 1000ml, misturou-se os 10g de
KH2PO, dissolvidos em agua destilada acidificada até completar 1000ml da solucéo.

#Acondicionouse 0 reagente preparado em frasco ambar identificado. O mesmo foi

acondicionado em geladeiraa 4°C.

Acido Tiobarbitdrico (TBA) 10 nM.

Obs.: Uma vez preparado o &cido tiobarbiturico ndo pode ser estocado. Assim, esse reagente

foi invariavelmente preparado no dia da dosagem do MDA.

#Utilizouse 0,036g de TBA para 25ml da solucdo de Fosfato Monobésico de Potéssio
(KH2PO4) — Tampéo fosfato 75Mm (pH 2,5). Dessa forma, por regra de trés, para preparo
de 100ml utilizou-se 0,144g do TBA, ou sga, 144mg. Para cada dosagem utilizouse 1ml da
solucéo de acido tiobarbitdrico 10nM, portanto, 100ml tornaram possiveis 100 dosagens.

#4Jsando um becker de 50ml em balanca analitica realizou se pesagem de 0,144g do TBA.

«Em proveta, mediu-se 100ml em volume da solugéo de Fosfato Mombésico de Potéssio
(KH2PO4) — Tampéo fosfato 75Mm (pH 2,5).

O TBA é de dificil solubilizacdo. Desta forma, alguns cuidados nessa etapa inicial
foram observados. Iniciou-se a solubilizagdo do TBA usando um Becker de 50ml, passouse o
contetdo para um Becker de 100ml, lavou-se o Becker de 50ml com a solugdo de Fosfato
Monobasico de Potéssio. Passouse 0 contelido para Becker de 200ml lavando de modo a ndo

ficar residuos do TBA sem estar dissolvido.

Selouse 0 becker de 200ml com parafilm® e adissolucdo completa foi concluida em
placa agitadora magnética.
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Procedeu-se aidentificagdo do reagente TBA 10nM, pronto para uso.

Solugéo Padréao MDA (1,1,3,3, tetrahidroxipropano) 20uM).

#Preparouse uma solucdo padréo do MDA a 20uM. Inicialmente preparou-se uma olucéo a

400uM/I. Usou-se a seguinte regra, tendo por base as especificagdes do produto original:

1 uM =10° mol
220,39 ------------me- 1 mol
(¢ T — 400x10°® mol (400puM)

X =0,08812g, onde X = massa em gramas equivaente a 400uM do produto.

#Como a pureza do produto é de 97%, aplicou-se um fator de corre¢éo para 100%, ou sgja

Clxml=C2xm2
100 x 0,088 = 97 x m2
m2 = 0,0908, portanto a massa necessaria para uma solucéo de 400uM é de 0,0908g

&Sabiase que a densidade do produo original era 0,92g/ml, assim:
d = mlv; 0,92 =0,0908/v; v = 0,0987ml ~ 99 ul

#Desse modo, pipetouse 99ul do produto original (Sigma T9889) em 1l de agua destilada
usando bal&o de 1000ml.

#Neste ponto tinha-se uma solugdo do reagente MDA a 400uM.

&0 reagente para uso deveria ter concentracdo 20uM. Portanto, dilui-se 50 ml (20pmoles) da
solucéo de MDA 400uM em 1000ml de agua destilada.

#Chegouse, desse modo, a solugdo padrdo MDA pronta para uso, com concentragdo 20uM.

&/A condicionou-se 0 reagente preparado em frasco ambar identificado. O mesmo foi estocado

em geladeiraa 4°C..
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Alcool n-Butilico.

#Produto comercializado pronto para uso.

Preparo final dos controles e amostras.

Esta foi a etapa fina de preparacdo, a qual antecedeu a leitura dos valores de
absorbancia em espectrofotometro.

#Preparolrse uma ou mais estantes para tubos de ensaio de acordo com a quantidade de
amostras a serem processadas no periodo de trabalho. Foram necessérios dois tubos para
cada amostra de material. 1sso ocorreu pois a dosagem do MDA deve ser feita de modo
pareado, ou sgja, cada peca (espécime de plasma) foi dosada em duplicata, desprezaram-se
as amostras na quais fouveram diferencas maiores que 10% de absorbancia entre os dois
tubos, uma vez que os valores absolutos da dosagem sdo muito pequenos (ordem de 10°
®ng/ml), podendo-se refletir em erros muito potencializados.

#niciou-se aidentificacdo dos tubos dois adois, a partir do nimero 1.

#Colocaram-se 0s tubos na estante em sequéncia, afim de que, caso houvessem problemas
com a identificagdo feita no tubo nas etapas que seguiriam, pela sua posicédo na estante se
pudesse conhecer 0 seu nUMero.

#Jma vez identificados todos os tubos pareados, iniciou-se pipetagem de 1ml do reagente
TBA (Acido Tiobarbitdrico 10 nM) para cada tubo de ensaio. Houve atencéo especial para
gue n&o ocorressem erros de pipetagem.

#Estando todos os tubos com 1ml do reagente TBA, procedeuse a pipetagem das amostras.
Neste momento, utilizouwse uma ponteira para cada amostra (descartando-a apds a
pipetagem). Simultaneamente a cada pipetagem, um segundo pesquisador iniciou o
preenchimento do ficha de dosagem do MDA (Anexo 2), definindo a que amostra (cédigo
do animal) pertencia cada tubo numerado. Os pesquisadores responsaveis pela dosagem
desconheciam a que grupo pertencia a amostra que estava sendo processada.

#0s tubos de ensaio de niUmero 1 receberam 0,5ml (500ul) de agua destilada. Estes tubos
foram designados “controle branco”.

#0s tubos de ensaio de nimero 2 receberam 0,5ml (500pl) da solugdo padrdo MDA 20uM.
Estes tubos foram designados “controle padréo MDA”.

#0s tubos de ensaio de nimero 3 em diante receberam 0,5ml (500ul) de cada amostra
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#Terminada a pipetagem das amostras todos os tubos foram colocados em banho- maria a
temperatura de 94°C, onde permaneceramdurante 1h. Um cuidado importante neste ponto a
fim de se evitar perda ou contaminacéo das amostras com agua condensada dentro aparelho
de banho-maria, foi tampar cada tubo utilizando-se uma bola-de-gude.

#Apo6s uma hora em banho-maria a 94°C as amostras foram resfriadas. 1sso foi realizado
deixando-as em repouso sob bancada a temperatura ambiente durante cerca de 15 minutos.
Neste tempo, observou-se uma coloracdo transparente- limpida nos tubos 1 (controle branco)
e résea nos tubos 2 (controle padréo MDA).

&Terminado o resfriamento, acrescentouse a cada tubo de ensaio, 4ml do reagente acool
Butilico.

#0s tubos foram cuidadosamente tampados com rolhas apropriadas. A seguir, o conteido de
cada um deles, individualmente, foi misturado em agitador de tubos tipo vortex, para que
houvesse a maxima extracdo do MDA para a fase organica. Nao houve tempo definido para
misturar a amostra, usouse 0 tempo que fosse necessario para ter-se uma boa
homogenizag&o.

#Por fim, centrifugaram se os tubos a 2500rpm durante 10 minutos.

£A0 término da centrifugagdo a amostra continha duas fases. Uma ao fundo, transparente e
limpida e outra mais superficial de coloragdo mais ou menos résea, de acordo com a
guantidade de MDA na amostra. 1sso indicou que houve uma boa mistura, tendo ocorrido
boa extracéo do MDA para fase organica. Caso a fase ao fundo do tubo ainda apresentasse
tracos da cor rosea, repetia-se a agitacdo dos tubos no vortex e centrifugava-se novamente
até que ficasse satisfatorio. Entre uma fase e outra observouse um precipitado mais sdlido
depositado, que foi separado pipetando-se 3ml do sobrenadante. Isto foi feito
cuidadosamente na medida ser esse 0 materia destinado a leitura em espectrofotdmetro.

Leitura em Espectrofotometro.

Realizou-se calibragem do espectrofotdmetro, gustando-o para leitura a 535nm. A
seguir, zerou-se o aparelho com os tubos de ensaio nimero 1 (controle branco). Realizaram-se
aleitura dos tubos 2 (controle padréo MDA). Esse valor foi anotado no protocolo de dosagem
do MDA, pois serviu de referéncia para os demais resultados. Seguiu-se entdo a leitura de
todas as amostras, com o cuidado de preencher-se os valores de absorbancia de maneira

correta no protocolo de dosagem do MDA.



83

Rotina de leitura:

#Retirouse excesso de umidade da cubeta de espectrofotometria com algumas batidas leves
de sua boca contra papel toalha em superficie rigida.

#Passou-se 0 contetido (amostra) do tubo de ensaio para cubeta de espectrofotometria.

=L impou-se a superficie externa da cubeta com papel higiénico macio.

#Realizouse aleitura no espectrofotémetro.

#Apbés amtacdo da leitura (absorbancia), retornouse o contedo da cubeta para seu
respectivo tubo de ensaio. Anotouse o valor no protocolo de dosagem do MDA. Separou-se
0 tubo de ensaio junto aos demais ja lidos, deixou-se a cubeta escorrendo com boca virada

para baixo por alguns segundos e repetiu-Se 0 processo.

Calculo do valor de MDA da amostra.

O valor fina de MDA daamostra, em ng/ml (ou nmol/ml) foi obtido pelo emprego da

seguinte formula:

MDA = A médiax F, onde:

A média= (A1+A2)/2

(amostras com diferencas entre Absorbancia 1 e Absorbéancia 2 superiores a 10% foram desconsideradas).

F = ([padrdo MDA] x 440,61)/ A padrdo MDA, como a solucéo padréo MDA utilizada tem

concentracéo de 10nM temos.
F =10 x 440,61/ A padréo MDA,
F = 44,06 /A padrédo MDA

(lembrando que A padrdo MDA foi a média, ou sgja (A1+A2)/2 referente as amostras

numero 2).
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APENDICE 2.
PROTOCOLO DE DOSAGEM DA CAPACIDADE ANTIOXIDANTE
TOTAL EM EQUIVALENCIA AO TROLOX

Os materiais de vidraria, @uipamentos de laboratorio, equipamentos de protecdo

individual e diversos foram os mesmos utilizados na dosagem do MDA.

O método de coleta e estocagem do plasma foi 0 mesmo utilizado para a dosagem do

MDA. Cercade 100ul de cada amostra € necessario para esta dosagem.

Preparo de reagentes.

Solucéo salina isotonica (PBS) ph7.2

Solucéo salina isotdnica com pH7.2 foi usada como solvente no preparo de reagentes e

diluicdo de amostras.

# 1,489 de NaHPO, (Fosfato de Sodio Dibésico)

# 0,439 de NaH,PO, (Fosfato de Sédio Monobésico)
# 7g deNaCl

& HpO destilada ----------- 1litro

Ajustou-se 0 ph da solugdo (em phmétro) para pH 7.2, acrescentando-se NaHPO, ou écido

acético se necessario.
Solucéo de estoque ABTS™

A solucdo de estoque ABTS'™ foi preparada de 12 a 16h antes das dosagens. Misturou
se uma solucdo (A) do sal diamdnio ABTS a 7mM com uma solucdo (B) de persulfato de
potassio (K 2S,0g), de modo que concentracdo final fosse 2,45mM. O célculo para chegar a
essa concentracdo molar, considerando-se o preparo de 20ml (20.000 pl da solucéo de estoque

ABTS™), foi efetuado da seguinte maneira:

CixV1=C2xV2



85

140mM x 352ul = C x 20.000ul

C~ 2,45mM
(A)  ABTS7mM: 0,0768( --------------- 20 ml de PBS
(B) K205 140mM: 0,7560g ----------- 20 ml de PBS

= Retirow-se com pipeta automatica 352l da solucéo (A) e misturou-se a esta 352l da
solucéo (B):

19,648ml de (A) + 352ul de (B) *

* A concentracdo final de (B) nessa mistura é 2,45 mM

Foram preparados 20ml da solucdo de estoque ABTS™. A mesma permaneceu no
escuro, em temperatura ambiente, durante 12-16h para formar o radical cétion ABTS™. O
radical é estavel por cerca de dois dias estocado desta forma, no escuro, a temperatura

ambiente 61,

Solucéo detrabalho ABTS™

Misturou-se a solucéo de estoque ABTS™ aPBS, até que a absorbancia a 734nm fosse
de 0.7 + 0.02 (0 que equivale a uma concentracdo de ABTS™ de aproximadamente 47uM),
equilibradaa 30°C.

A expectativa calculada para conseguir-se esta leitura foi diluir 2289 pl da solucéo de
estoque ABTS™ em 200ml de PBS. Assim, procedeu-se do seguinte modo:

#Calibrou-se 0 espectrofotdmetro na leitura de 734nm, zerando com PBS.

#Preparou-se tubo de Elenmeyer com 200ml de PBS.

#4niciando-se com 1800pl da solucéo de estoque ABTS, misturou-se ao PBS, homogenizou-
se e efetuouse leitura do espectro. Concentrou-se ou dilui-se a mistura até atingir valor de
leiturade 0.7 + 0.02 a 30°C.

#Atingido esse valor, estava pronta a solucéo de trabalho ABTS™
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Solucao de estoque de Trolox (2.5mM).

Preparo:

= Pesou-se em balanca analitica0,647g de trolox.

# O trolox pesado € misturado a 1l de PBS (calculo para preparar-se 1 litro da solucéo de
estoque de trolox 2.5mM).

& Dissolveurse o trolox (trata-se de um sal de dificil dissolucdo em PBS). Colocou-se em
placa agitadora magnética, turbilhonando com leve aquecimento até observar-se completa
dissolucéo.

& Esta solucdo é estavel por uma semana quando estocada a 4°C ou 6 meses se estocada a -
20°C 2,

Rotina de dosagem.

As leituras em espectrofotdbmetro foram realizadas a temperatura ambiente de 25°C. O
volume final de cada amostragem para leitura foi de 3ml (3000ul). Cada amostra de plasma
foi lidaem duplicata (Al e A2), afim de assegura-se dos resultados. Foram aceitas diferencas
de até 10% entre a média das leituras A1 e A2. Para a redlizacdo da curva padrdo, cada
amostra de trolox foi lida em triplicata. A leitura foi realizada em espectrofotbmetro, a
734nm.

Preparo das solugdes de trolox para construcao da curva padrao:
& Separou-se seis (06) tubos de ensaio, os quais foram identificados de A a F. Foram
colocados solucéo de estoque de trolox e PBS em cada tubo, conforme os volumes indicados

na Tabela 6:

Tabela 6: Diluicdes do trolox para construgdo da curva padréo.

Tubo Solucgdo de Trabalho de Trolox PBS (ul) Concentracéo Final (mM de Trolox)
(D
A 5000 0 2,5
B 4000 1000 2,0
C 3000 2000 15
D 2000 3000 1,0
E 1000 4000 0,5
F 0 5000 0 (branco)
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Rotina de Leitura:

& Em uma cubeta colocou-se com pipeta automética 2970pl da solugdo de trabalho ABTS™
outrora preparada. Redlizou-se leitura da absorbancia a 734nm e anotou-se o valor
(correspondente a TO).

& Retirou-se a cubeta e imediatamente, acrescentou-se 30l da solugdo de trolox, acionando
neste exato momento cronémetro digital.

& Homogenizouw-se a mistura manuamente por 20 segundos e re-iniciokrse a leitura
(734nm), anotando-se o valor decorridos exatos 5 minutos (correspordentea T5).

& Repetiu-se o procedimento para cada solugéo de trolox (tubos de A-F). As dosagens foram
feitas em triplicata, anotando os resultados na ficha para construcdo da curva padréo da
atividade antioxidante do trolox (Anexo 3). Aceitou-se diferencas de até 10% entre a média
aritmética das absorbéancias de 5minutos (T5) e os valores individuais.

= Fez-se 0 mesmo procedimento com as amostras bioldgicas estudadas. Fez-se um controle
branco (com 30l de PBS) e um padréo (com 30pl de Trolox 1mM — feito conforme o tubo D
da Tabela 6). As dosagens foram feitas em duplicata, anotando os valores referentes de TO e
T5 na tabela da ficha de dosagem da capacidade antioxidante total em equivaléncia ao trolox
(Anexo 4). Aceitou-se diferencas de até 10% entre a média aritmética das absorbancias de 5

minutos (T5) e os vaores individuais.

Célculo dos resultados;

Definiv-se o valor médio da absorbancia em T5, conforme descrito no item anterior. O
calculo da Atividade Antioxidante Total (AAT) de cada amostra, foi efetuado usando a
seguinte férmula:

AAT=T0-T5
TO

Calculou-se o vaor corrigido da Atividade Antioxidante Total de @da amostra (AATC)
subtraindo-se o valor de AAT das amostras biolégicas e do Padrédo do valor de AAT

encontrado para o Branco:
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AATc=AAT —AAT do Branco

Obs.: No caso das amostras de trolox em diferentes concentragdes na construcéo da curva
padréo, aplicou-se: AATc = AAT — AAT do tubo F.

& Plotou-se os valores de AATc encontrados referentes ao trolox em diferentes
concentracOes em funcdo da concentragcdo final de trolox (mM) da Tabela 6 Uma curva
padréo da atividade antioxidante do trolox foi assim construida, podendo ser vista na Figura
10.

1,2 4

ATIVIDADE ANTIOXIDANTE TOTAL (AATc)

D DIDZOI0ADE0E DFOADA 1 11 12 13 14 15 16 1718 19 2 212223 24 2528 27
CONCENTRAGAO FINAL DO TROLOX {mM1)

Figura 26: Curva padréo da atividade antioxidante total do trolox (AATc) em funcéo de sua
concentracdo final em mM/I. CondigBes. 2970ul ABTS™, 30ul trolox, temperatura 25°C,
tempo de reacdo: 5 minutos. Em destaque esté representada a regido mais linear da curva, a
qual corresponde a um percentual de inibic¢éo de aproximadamente 40-80% (AATc de 0,4 a
0,8 e concentracdo de 1,0 a 2,0 mM/l) 1. Laboratério de Investigagdo, FCM-UFMT,
Cuiab&MT.
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Caculou-se a equacdo que represente a melhor reta que corresponda a regido mais linear da
curva da capacidade antioxidante total do trolox (AATc de 0,4 a 0,8 e concentragcdo de 1,0 a

2,0 mM/I detrolox). Consegui-se as seguintes coordenadas.

x (mM/l detrolox) | y (AATC)
1,0 0,432
15 0,652
2,0 0,862

A equacdo daretafoi conseguida pela aplicacdo dale dos quadrados perfeitos:

y=b + mx, onde:

m=Ix* Iy —N Z(x*y)
(Zx)? - N = Z(x)

b=y -m*X

Portanto, para a curva padréo: y = 0,0036666666666667 + 0,43x
y = 0,004 + 0,43x

Calculou-se a atividade antioxidante em equivaléncia ao trolox das amostras bioldgicas

usando a equacdo obtida da regressdo linear da curva padréo, através da substituicdo dos
valores de TAAc de cada amostra dentro da equagéo:

v= 0,004+ 0.43x, logo

AATc = 0,004 + 0,43 [Trolox mM/1];

[Trolox mM/1] = AATe — 0,004 :
0,43
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Desse modo, a formula final para a Capacidade Antioxidante em Equivaléncia ao Trolox em
mM/I (TEAC) foi:

TEAC=AATc - 0,004
0.43
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FICHA DE EXPERIMENTACAO:

Check-list para cada animal:

DATA: / / 2005.

& Seringa/agulha de insulina com 3U (0,3ml) de Cetamina
s Seringa/agulha de insulina com 10U (1,0ml) de Agua destilada ou Glutamina (ver grupo)
& Seringa/agulha de insulina com 1U (0,1ml) de Heparina - 3mg/kg, LIQUEMINE®: 1 mI=5000U=50 mg

& Seringa de 5ml “lavada” com heparina com agulha 25x7 para coleta de sangue

&5 01 criotubo identificado

201 tubo de coleta a vacuo identificado

1. IDENTIFICAGAO DE GRUPO / DESCRITOR

C 1234567891011 1213 1415 ,
G 1234567891011 12 13 14 15 OBITO (PERDA)
S 1234567891011 12 13 14 15

2. CONTROLE DE I-R

#lnicio da Isquemia: 20 MINUTOS

#lInicio da Reperfuséo: 05 MINUTOS

#Inicio da Coleta de Materiais :

Comportamento do Animal (AnotarFR) — Valor normal no rato: 60— 115rpm

Tempo

ISQUEMIA

REPERFUSAOQO

FR (RPM)

FR (RPM)

05min

10min

15min

20min

05 min

3. PECAS PARA BIOQUIMICA CONVENCIONAL

ORIGEM

CHECK

DESTINO

PLASMA

TGO — TGP —LDH — LACTATO

4. PECAS PARA CONGELAMENTO

ORIGEM

CHECK

DESTINO

PLASMA

TEAC / MDA

OBSERVACOES:
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ANEXO 2.
FICHA DE DOSAGEM DO MDA

F = ([padréo MDA] x 440,61) = DATA

A padréo MDA

TUBO AMOSTRA

1 Controle branco

1 Controle branco

2 Controle padréo
MDA

2 Controle padréo

MDA
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FICHA PARA CONSTRUCAO DA CURVA PADRAO DA ATIVIDADE ANTIOXIDANTE TOTAL DO TROLOX

Data:

Pesquisador:

Horario deInicio do Experimento:

Temperatura:

Horéario de Término do Experimento:

CONCENTRACAO (mM): x TO T5 Valor Médio TAA TAAC
TO T5
TROLOX 2.5 (A) Al
(§TM A2
A3
TROLOX2.0(B) |[A1
(4ml STT + 1ml PBS) A2
A3
TROLOX 1.5 (C) |A1l
(3ml STT + 2ml PBS) A2
A3
TROLOX1.0(D) |[A1
(2ml STT + 3ml PBS) A2
A3
TROLOX 0.5 (E) Al
(Iml STT + 4ml PBS) A2
A3
TROLOXO0 (F) Al
(PBS) A2
A3

STT: Solugdo de Trabalho Trolox 2.5mM

TAA: TO-T5
TO
TAAc: TAA — TAA do trolox 0 (F)

Desconsiderar valores individuais que estiverem 10% acima ou abaixo da média.
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ANEXO 4.
FICHA DE DOSAGEM DA CAPACIDADE ANTIOXIDANTE TOTAL
EM EQUIVALENCIA AO TROLOX

Data:
TAA=T0-T5; TAAc=TAA - TAA do Branco; TEAC=TAAC-0004 x 0434
TO 043 TAAc Padréo
AMOSTRA TO T5 Valor Médio TAA TAAcC TEAC
TO T5
Branco |Al
(PBS) A2
Padréao Al
(Trolox ImM)* [ AD
I Al
A2
2 Al
A2
3 Al
A2
4 Al
A2
5 Al
A2
6 Al
A2
7 Al
A2
8 Al
A2
° Al
A2
10 Al
A2
11 Al
A2
12 Al
A2
13 Al
A2
14 Al
A2
15 Al
A2

* Trolox 1ImM = 2ml Trolox 2.5mM + 3m| PBS
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