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RESUMO

Efeitos da L-alanil-glutamina na isquemia e reperfusdo em cérebro de ratos
wistar. ANDREA DA NOBREGA CIRINO NOGUEIRA. Pds-Graduac&o Stricto
Sensu do Departamento de Cirurgia, Faculdade de Medicina, Universidade
Federal do Ceard (Grau de Mestre em Cirurgia). Setembro, 2009.
Orientador: Prof. Dr. Paulo Roberto Leitdo de Vasconcelos.

O objetivo do presente estudo foi verificar os efeitos da L-alanil-glutamina (Ala-
GIn) na isquemia e reperfusao em cérebro de ratos. Foram utilizados 48 ratos
machos, da linhagem Wistar, com idade média de 62 dias e peso médio de
276,38q, distribuidos em quatro grupos: Sham 30 minutos, Isquemia, Sham 90
minutos e Isquemia/ Reperfusdo. Foi utilizado um modelo de isquemia cerebral
experimental global, com oclusdao da artéria cardétida comum bilateral e
administracao de solucao salina ou Ala-GIn. Os resultados do presente estudo
mostraram elevacéo estatisticamente significante no percentual de area de
necrose do grupo Isquemia (13,24 + 8,82) em relagdo ao grupo Sham 30
minutos (0,12 = 0,20, p= 0,01). O mesmo ocorreu em relacdo a area de
necrose do grupo Isquemia/Reperfusao (13,30 + 9,91) em relagdo ao Sham 90
minutos (0,70 £ 1,35, p= 0,01). Tais resultados demonstram a efetividade do
modelo Isquemia e Isquemia/Reperfusdo cerebrais utilizados. Nao foi
observada alteragao significante no percentual de area de necrose entre os
grupos Isquemia Salina (13,24 £ 8,82) e Isquemia Ala-GIn (15,35 + 6,80, p=
0,34). A média do percentual de area isquémica do grupo Isquemia/Reperfuséo
Ala-GIn (4,65 + 1,44) foi significantemente inferior aquela encontrada no grupo
Isquemia/Reperfusdo Salina (13,30 + 9,91, p= 0,03). A administrag&o prévia de
Ala-GIn a ratos submetidos a Isquemia/reperfusdo cerebral ndo promoveu
reducdo no percentual de area de necrose na lesido isquémica. Por outro lado,
esse dipeptideo reduziu o percentual de necrose cerebral na lesao
Isquemia/Reperfusao cerebral.

Palavras-chave: Isquemia cerebral. Reperfusdo. L-alanil-glutamina. Necrose.



ABSTRACT

Effects of l-alanyl-glutamine in ischemia and reperfusion in the brain of Wistar
rats. ANDREA DA NOBREGA CIRINO NOGUEIRA, Stricto Sensu Post-
graduation. Department of Surgery, Medicine School, Federal University
of Ceara (Degree of Master of Surgery). September, 2009. Advisor: Prof.
Dr. Paulo Roberto Leitdo de Vasconcelos.

The aim of this study was to investigate the effects of L-alanyl-glutamine (Ala-
GIn) in ischemia and reperfusion in rat brain. We used 48 male rats, Wistar, with
a mean age of 62 days and average weight of 276.38 g, divided into four
groups: Sham 30 minutes ischemia, 90 minutes and Sham Ischemia /
Reperfusion. We used a model of experimental global cerebral ischemia with
occlusion of bilateral common carotid artery and administration of saline or Ala-
GIn. The results of this study showed a statistically significant increase in the
percentage of necrotic area of the ischemia group (13.24 + 8.82) than in group
Sham 30 minutes (0.12 + 0.20, p= 0.01). The same occurred in relation to the
area of necrosis in ischemia-reperfusion group (13.30 + 9.91) compared to
Sham 90 minutes (0.70 £ 1.35, p= 0.01). These results demonstrate the
effectiveness of the model Ischemia and Ischemia / Reperfusion brain used.
There was no significant change in the percentage of necrotic area between
Salina ischemia groups (13.24 £ 8.82) and ischemia Ala-GIn (15.35 + 6.80, p=
0.34). The average percentage of ischemic area of group Ischemia /
Reperfusion Ala-GIn (4.65 + 1.44) was significantly lower than that in group
Ischemia / Reperfusion Salina (13.30 + 9.91, p= 0.03). The prior administration
of Ala-GlIn in rats subjected to ischemia / reperfusion did not cause reduction in
the percentage of necrosis in ischemic injury. Moreover, this dipeptide reduced
the percentage of necrosis in the cerebral injury cerebral ischemia / reperfusion.

Keywords: Cerebral ischemia. Reperfusion. L-alanyl-glutamine. Necrosis.
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1 INTRODUGCAO

A isquemia cerebral é causada por uma reducao transitéria ou permanente do
fluxo sanguineo, e é considerada uma das principais causas de mortalidade e
morbidade humanas (NISHIZAWA, 2001).

As consequéncias desta restricido dependem das caracteristicas metabdlicas
do tecido atingido, da existéncia de circulagdo colateral e do tempo de restricdo
(SCHALLER; GRAF, 2004).

A semelhanca de outros tipos de trauma, provoca resposta organica,
determinando alteracbes e reacgdes diversas de natureza inflamatoéria, hormonal,
humoral e metabdlica, com a finalidade precipua de restabelecer o equilibrio
biolégico do chamado meio interno (RAHDLE et al., 1996).

Quatro componentes estruturais e funcionais sdo particularmente sensiveis a
hipéxia decorrente da isquemia: a membrana celular, responsavel principal pelo
equilibrio ibnico e osmatico; a respiracao aerdbica, que compreende, entre outros
eventos, a fosforilagcdo oxidativa e a producdo de ATP (adenosina-trifosfatada); a
sintese de proteinas estruturais e enzimaticas e a cromatina responsavel pela
reproducgao celular (COTRAN; KUMAR; ROBBIN, 1996).

As repercussdes da isquemia estdo associadas a alteragdes morfologicas e
funcionais resultantes da necrose tecidual. As alteragcdes provocadas pela falta de
aporte sanguineo desencadeiam processos metabdlicos celulares e moleculares que
induzem a célula a sua autodestruicdo sem a caracteristica reagao inflamatdria,

conhecida como fendbmeno de apoptose (TOLDY et al., 2008).

A lesdao de reperfusdo € um termo usado para descrever as alteracdes
funcionais e estruturais, que se tornam aparentes durante o restabelecimento do
fluxo apés um periodo de isquemia. O afluxo de sangue oxigenado aos tecidos
previamente desprovidos de oxigénio € fundamental para o reinicio do metabolismo
aerdbico (TARDINI; YOSHIDA, 2003).

Paradoxalmente, associado ao efeito benéfico da reperfusdo, ocorrem
fendmenos deletérios: células irreversivelmente lesadas, acentuado edema celular e

restauracao né&o-uniforme do fluxo para todas as porgcbes dos tecidos. Essa
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restauragcao caotica do fluxo tissular € conhecida como fendmeno do “nao refluxo”,
no qual interagem multiplos fatores, tais como um circulo vicioso de disfungao
endotelial vascular, a reduc¢ao da perfuséo local e acentuagéo do edema (EVORA et
al., 1996).

Durante a reperfusdao, ocorre formacado excessiva de radicais livres de
oxigénio, que constituem moléculas com coexisténcia independente (o que explica o
uso do termo “livre”) e que contém um ou mais elétrons ndo pareados na camada de
valéncia (Figura 1). Esta configuragdo faz dos radicais livres espécies altamente
instaveis, de meias-vidas relativamente curtas e quimicamente muito reativas
(FERREIRA; MATSUBARA, 1997).

e 3 e e
Oz—k—& 0} "_,5, HzOzE»'OH + OH'—L‘)» 2H,0
2H" 2H"

FIGURA 1 — Formagado de espécies reativas de
oxigénio (NORDBERG; WARNER, 2001)

O estresse oxidativo € um estado de desequilibrio entre a producao de
radicais livres, em particular espécies reativas de oxigénio (EROs), e a capacidade
de defesa do organismo contra essas espécies, levando a um progressivo dano
oxidativo (MORO et al. 2005). Mesmo sob condigdes fisiolégicas, o metabolismo
neuronal e glial produz EROs. Aproximadamente 2-5% do fluxo de elétrons da
cadeia respiratéria em mitocOndrias isoladas de cérebro produz anion superéxido
(O27) e perodxido de hidrogénio (H202) (HALLIWELL, 1992).

Acredita-se que o estresse oxidativo € um dos mecanismos que desempenha
papel central no processo patofisiolégico durante o evento isquémico, e a
degeneragao neuronal resultante vem sendo associada com o aumento da produgéo
de radicais livres. Durante a isquemia cerebral, inumeros eventos predispdem o
encéfalo a formagao de EROs, como o rapido decréscimo nos niveis de ATP, perda
da homeostase do Ca®, excitotoxicidade, metabolismo e liberagdo do &cido
araquidénico, disfungdo mitocondrial, acidose e edema (ALEXANDROVA; BOCHEYV,
2005).



17

A reperfusdo, apds isquemia cerebral, eleva a formacao de espécies pro-
oxidantes no tecido encefalico, as quais podem contribuir para a injuria neuronal por
atacar diretamente macromoléculas, incluindo proteinas, lipideos e DNA, ou
indiretamente atingindo os caminhos de sinalizacdo celular e regulagdo da

expressao génica (MORO et al., 2005).

Existem varias evidéncias a partir de modelos experimentais de formacéao
aumentada de radicais livres no encéfalo durante a isquemia/reperfusdo. A
verificagcdo direta das medidas da relacdo entre isquemia cerebral e o estresse
oxidativo sao ainda deficientes, principalmente devido as dificuldades morfologicas
encontradas na determinac&o de radicais livres no tecido encefalico (HOMI et al.,
2002; DANIELISOVA et al., 2005).

~No=

Lipideos

IR EARE RS AR TR R
IRLARRATRRARTAR LS

FIGURA 2 - Dano oxidativo as macromoléculas biolégicas
(TORRES, 2003)

O equilibrio entre a geragdo e a neutralizagdo de oxidantes por diferentes
mecanismos de defesa intra e extracelular ajuda a proteger os componentes vitais
da célula (ZIMMERMANN et al., 2004). A atividade enzimatica antioxidante do tecido
afetado pela isquemia/reperfusdo € particularmente importante como defesa
enddgena primaria contra as espécies pré-oxidantes que induzem a injuria (HOMI et
al., 2002). Assim, a capacidade antioxidante plasmatica pode ser um importante
fator que fornece protecdo contra o dano neurolégico causado pelo estresse

oxidativo associado ao evento vascular isquémico (LEINONEN et al., 2000).

Durante a fase recente apods isquemia/reperfusao, os antioxidantes podem ser
mobilizados, embora essa capacidade possa ser limitada, em fungdo do tempo, pela
sua baixa disponibilidade ou excessivo estresse oxidativo (ALEXANDROVA;
BOCHEYV, 2005).
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ISQUEMIA CEREBRAL EXPERIMENTAL

Diferentes modelos animais sao utilizados para estudar a susceptibilidade de
populacdes neurais aos insultos isquémicos e mecanismos que envolvem a
degeneracao celular (CHOI; MAULUCCI-GEDDE; KRIEGSTEIN, 1987).

A Isquemia do Prosencéfalo por oclusdo de dois vasos foi o primeiro modelo
proposto para estudar o fluxo sanguineo cerebral, o estado metabdlico e as
alteracbes acidas basicas dos encéfalos de ratos submetidos a isquemia. Este
modelo proporciona alto grau de isquemia reversivel do prosencéfalo, o que é
conseguido a custa da oclusao da artéria carétida comum bilateralmente, combinada
com hipotenséao arterial sistémica suficiente para reduzir de forma acentuada o fluxo
sanguineo cerebral do prosencéfalo (COLLI; SILVA; CARLONI, 1998).

Outro modelo de isquemia realizado em ratos Wistar € por oclusdo de quatro
vasos, as duas ACCs a ambas as artérias vertebrais (PUSINELLI; BUCHAN, 1988).

O modelo de compressao provocando uma isquemia prosencefalica bilateral
descrito em ratos Wistar consiste na infusdo de liquido encéfalo-raquidiano (LCR)
artificial na cisterna magna, de modo a elevar a presséao liquérica (PL) 20 a 70
mmHg acima da press&o arterial, o que produz isquemia cerebral completa
(YOSHIDA et al., 1982).

O modelo de isquemia com elevacdo da PL foi desenvolvido por Busto e
Ginsberg (1989), onde é produzida uma isquemia hemisférica unilateral. Este
meétodo consiste na oclusao temporaria da artéria carétida comum e a elevagao da

PL (40 a 45 mmHg), por infus&o de LCR artificial na cisterna magna.

O modelo hipdxia-isquemia original desenvolvido por Levine (1960) e Levine
Shon (1969) consistia na ligadura unilateral da ACC em ratos Wistar, seguido de
vinte e quatro horas de exposi¢gao gradual a um ambiente andxico por até 45
minutos, sem monitorizac&o fisiologica; foi subsequentemente refinado, instruindo-se
monitorizagao fisiolégica e controles cuidadosos, caracterizagdo dos metabdlitos
cerebrais e da histopatologia (BROWN; BRIERLY, 1968).

No presente estudo foi utilizado um modelo experimental de isquemia global

reversivel do prosencéfalo por oclusdo de dois vasos (ACCs), sem manobras ou
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recursos acessorios, em ratos da linhagem Wistar. Em estudo de Muniz, Faria e
Vasconcelos (2004) a oclusao bilateral das artérias carétidas comuns produziu
isquemia global transitéria parcial, comprovada pela redugdo de ATP no tecido
cerebral, com repercussao sistémica. As alteragdes metabdlicas mais significativas
foram verificadas nos primeiros minutos de reperfusdo, caracterizadas pela
mobilizagcdo e consumo de substratos energéticos sistémicos e consequente
superproducao de ATP, tipificando a “lesdo de reperfusao”. O modelo experimental
mostrou-se simples e reprodutivel, tendo sido por este motivo utilizado como
ferramenta para estudo da administracdo da L-alanil-glutamina (Ala-GIn) na

isquemia e reperfuséo cerebral.

O USO DA GLUTAMINA E L-ALANIL-GLUTAMINA

A glutamina é o aminoacido livre mais abundante no musculo e no plasma
humano, sendo também encontrada em concentragcdes relativamente elevadas em
muitos tecidos (MURPHY, 1999). Seu peso molecular é de 146,15 kDa. E instavel
em solucdo, particularmente em acido, ou quando estocada por periodos
prolongados, podendo resultar na geragcédo de produtos toxicos, como o glutamato, o
que tem limitado o seu uso (KHAN, 1991). Esse problema, no entanto, tem sido
superado pela adicdo de aminoacidos a molécula de glutamina, formando
compostos estaveis e altamente soluveis, como a alanil-glutamina. O uso da alanil-
glutamina tem-se mostrado bem tolerado, seguro (FURST; ALBERS; STEHLE, 1989;
FURST; POGAN; STEHLE, 1997) e eficaz, tanto em estudos clinicos (TREMEL,
1994; MORLION, 1998), quanto experimentais (CARNEIRO-FILHO, 2003;
CARNEIRO-FILHO, 2004a; BRITO, 2005).

A existéncia da glutamina (GIn) foi considerada pela primeira vez por
Hlaziwetz e Habermann, em 1873, quando sugeriram que a amdnia encontrada em
hidrolisados protéicos era o resultado da sua liberacdo a partir de glutamina e
asparagina. O isolamento da glutamina a partir do hidrolisado protéico foi descrito
em 1932 e a presenca de enzimas que catalisam a sintese e a hidrdlise de
glutamina foi descrita primeiramente em 1935 por Sir Hans Krebs. Os
conhecimentos dos aspectos relativos as vias de sintese e degradacéo da glutamina

aumentaram significativamente nos anos seguintes, porém pouco progresso no
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entendimento das fungbes metabdlicas desse aminoacido foi encontrado entre 1940
e 1950 (Curi, 2000).

A molécula de glutamina compreende cinco carbonos e tem muitas fung¢des
metabdlicas importantes. Devido a sua larga distribuicdo em todo o corpo e por ser
constituida por dois grupos amina (NH"), a glutamina participa da transferéncia de
nitrogénio e carbono entre os tecidos (ALBERTINI; RUIZ, 2001) Esse efeito é
particularmente importante no sistema nervoso central, onde a metabolizacdo de
aminoacidos resulta na produgao de grupamentos de aménia, os quais séo téxicos
em grandes quantidades. A sintese da glutamina protege o organismo, o cérebro em

particular, da toxicidade da amonia.

COO0~ 0

| V
H—D—mgﬂm;ﬂ/

| “NH

MHZ 2

FIGURA 3 — Formula estrutural da glutamina (GIn)

A amdnia pode ser incorporada as moléculas de glutamina e, posteriormente,
liberada no figado para a sintese mitocondrial da uréia, produto final do metabolismo

dos aminoacidos, e excretado pelos rins.

A glutamina é precursora do glutamato neuronal, que € o principal mediador
dos sinais excitatorios do Sistema Nervoso Central (SNC) dos mamiferos. Neste
sentido, este aminoacido tem um papel importante na ligagdo metabdlica entre
neurénios e células glia. Alteragcdes na sua sintese podem resultar em acumulo de
glutamato nas células gliais e reducdo na sintese de glutamato nos neurénios.
Contudo, a fungao da glutamina n&o se limita simplesmente a sintese de glutamato,
mas tem uma participagdo muito mais ampla no metabolismo do sistema nervoso.
Existe uma grande interagdo da glutamina com o metabolismo energético das
células neurais, tanto no sentido de gerar diretamente substratos para a producéo de
energia como sua agao de regular a utilizagdo de outros metabdlitos pelo SNC
(CURI, 2000).

O ciclo glutamina-glutamato que ocorre entre as células da glia e as

terminagdes nervosas € mantido através de constante e rapida captacao de acido
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gama-aminobutirico (GABA) e glutamato, liberados por determinadas terminagdes
nervosas e prontamente captadas por astrécitos, localizados nas proximidades
destes. No interior dos astrécitos, estes aminoacidos s&o convertidos em glutamina,
que logo em seguida é exportada e captada por terminagdes nervosas, para gerar

novos neurotransmissores (CURI, 2000).

A glutamina também participa na manutencdo do equilibrio acido-basico
através do transporte de ions aménio para os rins, possibilitando sua posterior
eliminagao pela urina (SMITH; WILMORE, 1990).

As primeiras evidéncias de que a glutamina possui propriedades metabdlicas
importantes surgiram em 1955, quando Eagle demonstrou que a glutamina é
importante para o crescimento e manutencdo de células em cultura. Resultados
semelhantes foram posteriormente encontrados para diferentes tipos de tecidos e
células, demonstrando ser esse aminoacido precursor de nucleotideos e de outras

moléculas, além de substrato energético para a proliferagéo celular (Curi, 2000).

A glutamina do organismo advém da produgdo enddégena, somada a
aquisicao pela dieta, apresentando uma boa absorcido pelos enterdcitos
(MASSAMBANI; BAZOTTE, 1998). A sua sintese envolve a adicdo de um
grupamento amina a molécula de glutamato, catalizada endogenamente pela
glutamina sintetase. Em condi¢gbes normais, a produgdo endogena sozinha responde
pelas necessidades de glutamina, por isso, tradicionalmente, a glutamina era

considerada um aminoacido ndo essencial (DARMAUND et al., 1994).

No entanto, seus estoques podem ser depletados na vigéncia de estados
catabdlicos, como trauma cirurgico, infec¢do, jejum prolongado, exercicio
extenuante, queimaduras extensas e infeccdo. Nesses casos, a concentracdo de
glutamina plasmatica declina, podendo ficar abaixo da metade dos valores normais,
o que reflete sua maior utilizacdo por leucdcitos, enterdcitos, fibroblastos e outras
células, cuja atividade é estimulada nessas situagbes (PETERSEN, 1996;
FURUKAWA, 2000; NEWSHOLME, 2001; BARBOSA, 2003). Faz-se entao,
necessario a suplementacédo de glutamina através da dieta, para a manutencéo de
seus niveis plasmaticos fisiolégicos. Por isso, a glutamina tem sido caracterizada
como um aminoacido condicionalmente essencial (LACEY, 1990; GARCIA DE
LORENZO et al., 2003).
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A glutamina também é muito importante para os processos mitéticos por
exercer um papel essencial na sintese de precursores de macromoléculas celulares
e na geracdo de energia, sendo substrato para a gliconeogénese. Por isso, é
utilizada rapidamente, como combustivel oxidativo por células de intensa atividade
mitética, incluindo linfocitos, fibroblastos, enterécitos e células tumorais
(NEWSHOLME et al., 1999). Os grupamentos NH, da glutamina ainda podem ser
utilizados para a produgdo de novos aminoacidos ou incorporados a purina e
pirimidinas, na sintese de acidos nucléicos. Ademais, tem sido demonstrado que a
glutamina, através da converséo a glutamato, € um importante precursor na sintese
de glutationa, o principal antioxidante intracelular (HONG et al., 1992; DENNO et al.,
1996; YU et al., 1996; YU; JIANG; LI, 1999.), essencial para o funcionamento celular
normal (NEWSHOLME, 2001).

Pelas propriedades da glutamina, supbe-se que a diminuicdo da
disponibilidade desse aminoacido pode levar ao comprometimento da fungdo imune
por alteragdes na capacidade de proliferacdo das células envolvidas. Curi e
colaboradores (1995) evidenciaram que a glutamina age em neutréfilos normais in
vitro, aumentando sua atividade bactericida. Também tem-se apontado a
importancia do metabolismo da glutamina na fungdo de macréfagos, durante
reagdes inflamatdérias e imunologicas, provavelmente via liberagdo de citocinas
(COSTA ROSA; SAFI; CURI, 1994.).

Dentre as principais funcbes deste aminoacido estdo: precursora de
nitrogénio para a sintese de nucleotideos; manutengdo do balango acido-base
durante acidose; transferéncia de nitrogénio entre érgéos; detoxificagdo da aménia;
crescimento e diferenciagdo celular; possivel regulador direto da sintese e
degradacgao proteica; fornece energia para as células de rapida proliferagdo, como
enterdcitos e células do sistema imune; veiculo de transporte de cadeia carbdnica
entre 0s 0rgaos; age como precurssora da ureogénese e gliconeogénese hepatica, e
de mediadores, como o GABA e glutamato; fornece energia aos fibroblastos,
aumentando a sintese de colageno; promove melhora da permeabilidade integridade
intestinal; aumenta a resisténcia a infeccdo por aumento da funcdo fagocitaria;
substrato para a sintese da glutationa e estimula a sintese de citrulina e arginina
(NOVELLI et al. 2007).
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A diminuic&do da disponibilidade de metabdlitos e oxigénio durante a isquemia
pode induzir a perda da viabilidade celular causada por uma onda excitotdxica
devido a um aumento na liberacdo de aminoacidos excitatorios. Este processo
poderia comprometer as defesas antioxidantes celulares, causando o

comprometimento de fungdes vitais desempenhadas pelo SNC.

CLORETO DE 2,3,5 TRIFENIL TETRAZOLIO

O Cloreto de 2,3,5 Trifenil Tetrazdlio (TTC) foi sintetizado pela primeira vez
em 1894 e foi usado inicialmente para testar a viabilidade das sementes. Desde
1958 tem sido utilizado como corante para determinar area de infarto isquémico em
tecidos dos mamiferos (BEDERSON et al., 1986).

A coloracao TTC é um método histoquimico, relativamente simples e rapido,
comumente utilizado para avaliar lesdo cerebral. E realizado em fatias de cérebro
fresco e as preparagdes estdo disponiveis para analise em menos de 60 minutos.
No tecido isquémico, a falta de coloracdo é considerada infartada e definida como

nucleo e o tecido viavel € manchado de vermelho (BENEDEC et al., 2006).

O TTC age como um receptor de protons para nucleotideos piridina, enzima
ligada ao sistema de desidrogenase, que juntamente com os citocromos, formam
parte integrante da membrana mitocondrial interna e formam a cadeia de transporte
de elétrons. A coloracdo com TTC depende da viabilidade das enzimas do
transporte de cadeia de elétrons, como tal, é representada como a variavel que pode
ser interpretada como uma medida da viabilidade do tecido (LIU; SCHAFER; Mc
COLLOUGH, 2009).

Quando incubados em tecidos metabolicamente viaveis, o TTC que é uma
solucdo incolor é convertido em composto Formazan vermelho. Assim, tecidos
normais apresentam-se corados em vermelho, enquanto as areas ainda nao
infartadas, mas com isquemia apresentam-se rosa e completamente infartadas
brancas. Ou seja, zonas normais — vermelho; zonas de transicdo ou zonas de
penumbra isquémica — cor de rosa; e totalmente isquémicas aparecem em branco

(faltam enzimas da cadeia de transporte) (BOSE et al., 1988).
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Embora amplamente aceitos e utilizados, a coloragdo com TTC tem recebido
criticas, pois o TTC é um marcador de tecido desidrogenase e disfungéo
mitocondrial e pode nao representar morte celular irreversivel, portanto, este método
pode superestimar o tamanho do infarto (BENEDEK et al., 2006). Apesar desta
critica, TTC é um método confiavel, rapido e barato utilizado para analisar a
disfuncdo enzimatica da célula (JOSHI; JAIN; MURTHY, 2004).

Uma importante vantagem do corante TTC é que fornece preparagdes de alto
contraste para a determinagédo do volume de tecido infartado com o uso de imagens
adquiridas por video/camaras digitais ou fotografias digitalizadas ou ainda secgdes

diretamente digitalizadas com um scanner de mesa (GOLDLUST et al., 1996).

A leséo ocasionada por isquemia cerebral tem importancia fundamental na
evolucdo de pacientes portadores de doenca cerebrovascular. O estudo de
mecanismos protetores da lesdo isquemia/reperfusdo tem implicagdes no tratamento
desses pacientes. Tendo em vista a possibilidade de avaliar a gravidade da les&o
isquémica com TTC, e os possiveis efeitos benéficos da L-alanil-glutamina, estudos

com modelos experimentais de isquemia/reperfusdo devem ser realizados.
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2 OBJETIVO

2.1 GERAL

Estudar os efeitos da utilizacdo de L-alanil-glutamina em modelo experimental

de isquemia e reperfusao de cérebro de ratos.

2.2 ESPECIFICO

e Determinar o percentual da area de dano isquémico cerebral e necrose celular,
apods a utilizagado de solugdo salina e de L-alanil-glutamina, com e sem oclusao

arterial.
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3 METODO

3.1 DESENHO DO ESTUDO E ASPECTOS ETICOS

Estudo experimental com o uso de animais vivos e controle intra-individuo,
realizado de acordo com as Normas Internacionais para a Pesquisa Biomédica em
Animais (1990) e de acordo com a Lei Federal n°. 6.638, de 08 de maio de 1979.

Foi realizado em animais de laboratorio, no Biotério do Departamento de
Cirurgia, Secao de Cirurgia Experimental da Faculdade de Medicina, pertencente a
UFC.

Os protocolos experimentais foram executados de acordo com as diretrizes
aprovadas pelo Comité de Etica em Pesquisa Animal (CEPA) do Departamento de
Fisiologia e Farmacologia da Universidade Federal do Ceara (UFC) para uso de
animais experimentais (processo n° 69/09), (Anexo 1).

As condi¢des, desde alojamento até o bem estar geral dos animais foram
controladas pela diregcdo do biotério e os procedimentos basearam-se nos principios
das 3Rs (“Replacement, Reduction, Refinement”).

Os animais foram manipulados de acordo com os principios éticos
estabelecidos pelo Colégio Brasileiro de Experimentagcédo Animal (COBEA). Todos os

esforcos foram realizados no sentido de reduzir o numero de animais utilizados.

3.2 ANIMAIS

Foram utilizados 48 ratos machos da linhagem Wistar (Rattus norvegicus
albinus, Rodentia Mammalia) procedentes do Biotério Central da Universidade
Federal do Ceara (UFC) e mantidos no Laboratério de Cirurgia Experimental —
LABCEX.

A média de idade dos animais foi 62 dias (minima de 60 e maxima de 64 dias)
e peso médio de 276,38g (minimo de 250 e maximo de 300g).

Todos receberam ragdo padrdo e agua ad libitum, e foram mantidos nas
mesmas condicdes ambientais. Durante os experimentos, foram previamente

deixados em jejum durante 12 horas.
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Foram excluidos do estudo cinco animais (1 apresentou alteracdo da
temperatura, 1 apresentou mioclonias durante o periodo de isquemia, 2 animais
foram excluidos por ter havido dificuldade de puncionar a veia femural € em 1 animal

houve lesdo do vaso durante o pingamento das ACCs).

3.3 DELINEAMENTO EXPERIMENTAL

3.3.1 Grupos e procedimentos

Foi utilizado o seguinte delineamento experimental originando os quatro

grupos, a saber:

S. Salina Ala-Gln S. Salina Ala-Gln
12 animais 12 animais 12 animais 12 animais
) ; Sham 90’ Isquemia/
Sham 30’ | | Isquemia Sham 30 Isquemia Lo d = Sham 90’ Isquemia/
o . 6 animais 6 animais | | 6 a@nimais || Reperfusao L =
6 animais 6 animais 6 animais 6 animais Reperfusao
6 animais

FIGURA 4 - Modelo experimental usado no estudo
Abreviaturas: 30’ = 30 minutos; 90’ = 90 minutos
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Sham 30 minutos: animais submetidos a procedimento cirurgico sem oclusédo das
artérias carotidas comuns (ACCs). Foi injetada solugao salina ou L-alanil-glutamina
(Ala-GIn) a 20% na dose de 0,5g/Kg (Dipeptiven ®, do Laboratério Fresenius) na
veia femoral, decorridos 30 minutos foi realizada cervicotomia, decorridos mais 30
minutos os animais foram decapitados e os hemisférios cerebrais removidos.
(FIGURA 5)

Grupo Sham 30 minutos

Infusdo EV
Ala-GIn ou
S. Salina Decapitacao
Inicio/
Cervicotomia
0 min 30 min 60 min

Procedimento
anestésico

FIGURA 5 - Grupo Sham 30 minutos
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Isquemia: animais submetidos a procedimento cirdrgico com oclusao das ACCs. Foi
injetada solugdo salina ou Ala-GIn a 20% na dose de 0,5g/Kg na veia femoral,
decorridos 30 minutos foi realizado cervicotomia e oclusdao das ACCs, apoés
30minutos de isquemia os animais foram decapitados e os hemisférios cerebrais
retirados. (FIGURA 6)

Grupo Isquemia

Infusdo EV
Ala-GIn ou
S. Salina Inicio/ Decapitagao
Cervicotomia/
Pingamento
Arterial
0 min 30 min 60 min

Procedimento
anestésico

FIGURA 6 — Grupo Isquemia
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Sham 90 minutos: animais submetidos a procedimento cirurgico sem oclusédo das
ACCs. Foi injetada solugao salina ou Ala-GIn a 20% na dose de 0,5g/Kg na veia
femoral, decorridos 30 minutos foi realizada cervicotomia, apés 60 minutos os

animais foram decapitados e os hemisférios cerebrais retirados. (FIGURA 7)

Grupo Sham 90 minutos

Infusdo EV
Ala-GIn ou
S. Salina Decapitacéo
Inicio/
Cervicotomia
0 min 30 min 120 min

Procedimento
anestésico

FIGURA 7 - Grupo Sham 90 minutos
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Isquemia/Reperfusdo: animais submetidos a procedimento cirurgico com oclusao
das ACCs. Foi injetada solugao salina ou Ala-GIn a 20% na dose de 0,5g/Kg na veia
femoral, decorridos 30 minutos foi realizada cervicotomia e oclusdo das ACCs, apés
30minutos de isquemia os clipes foram retirados simultaneamente e deixados 60min
de reperfusdo, logo em seguida os animais foram decapitados e os hemisférios
cerebrais retirados. (FIGURA 8)

Grupo Isquemia/Reperfusao

Infusdo EV
Ala-GIn ou

. Inicio/ itacs
S. Salina Cervicotomia/ Decapitacao

Pingamento
Arterial
. . I .
0 min 30 min 60 min 120 min

Procedimento
anestésico

FIGURA 8 — Grupo Sham Isquemia/ Reperfusao
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3.3.2 Técnica Anestésica

Os animais foram anestesiados através de uma associagao de cloridrato de
cetamina a 10% na dose de 90mg/kg e cloridrato de xilasina a 10% na dose de
10mg/kg administrada simultaneamente por via intramuscular na parte posterior da
coxa. O animal foi considerado anestesiado quando ocorreu perda dos reflexos
corneo-palpebrais e de retirada da pata traseira contralateral ao estimulo doloroso

por preensao.

3.3.3 Técnica Cirurgica

Os animais foram acomodados em bancada cirurgica durante todo o
procedimento. As dissecgbes foram realizadas com instrumental microcirurgico
adequado

Foi realizado controle rigoroso dos tempos, frequéncia respiratéria e
temperatura (termémetro retal) dos animais durante todo o procedimento cirurgico.

AplOs a anestesia, foi realizada tricotomia seguida de incisdo na regido
femural e injetado solugdo de Ala-GIn ou solugéo salina na veia femural de acordo
com o protocolo experimental. Passados 30 minutos da infusdo iniciava-se o

procedimento cirurgico.

3.3.3.1 Procedimento Inicial

Procedeu-se cervicotomia mediana longitudinal anterior com individualizagao
e isolamento bilateral das ACCs a 0,5cm de sua bifurcacdo em artérias carétidas

externa e interna (ponto de oclus&o).

3.3.3.2 Estabelecimento da isquemia/reperfusao cerebral
De acordo com as manobras cirurgicas previstas para cada grupo, realizou-se
oclusdo bilateral e concomitante das ACCs com clipes vasculares tipo bulldog
(FIGURA 9). Durante todo o tempo, a regido foi irrigada com solugdo de cloreto de

sédio a 0,9% estéril para prevenir a desidratagao tecidual.
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FIGURA 9 - Estabelecimento da isquemia

3.3.3.3 Morte dos animais

ApOs a realizagdo de todas as manobras cirurgicas planejadas, ainda sob
efeito anestésico adequado os animais foram decapitados e imediatamente apds foi
realizado a craniectomia, utilizando-se micromotor elétrico de 20.000 rpm para
osteotomia (Micromotor Elétrico LB 100 — Beltec ®) acoplado a um disco de corte,
procedendo-se posterior abertura dural para acesso e extracdo dos hemisférios

cerebrais.

3.4 AVALIACAO DO DANO ISQUEMICO

3.4.1 Preparacgéao dos tecidos

Em seguida os cérebros foram rapidamente removidos, e cortados em
seccoes de 2 mm de espessura a partir do polo anterior no sentido coronal utilizando
a matriz cerebral do rato (Brain Matrix; Zivic Instruments ®). (FIGURA 10)

As fatias do cérebro foram lavadas em solugdo salina a temperatura ambiente

até serem transferidas para o TTC.
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FIGURA 10 - Brain Matrix (Zivic Instruments®)

3.4.2 Coloragao

O cloreto de 2,3,5 Trifenil Tetrazdlio foi dissolvido em solugdo salina na
concentracéo de 1% (w/v) e imediatamente utilizado para a coloragao das fatias do
cérebro.

As fatias do cérebro foram imersas em solucdo de TTC a 1% (10 ml),
protegido da luz e colocados em banho maria em temperatura de 37°C por 30
minutos. No decorrer desse tempo de imersao no corante, os cortes foram mudados
de posig¢ao a cada 10 minutos para garantir que ambos os lados corassem com a
mesma intensidade. Em seguida foi realizada a lavagem em solugao salina a 37° C
(trés lavagens, 1 minuto cada), de acordo com o protocolo utilizado por Joshi, Join, e
Murthy em 2004.

FIGURA 11 - Seccdes de 2 mm antes da
coloragdo TTC



35

3.4.3 Analise das imagens

Apos a coloracao, as fatias foram transportadas em uma placa de Petri de
vidro, submersas em solugcdo salina e colocadas diretamente na mesa de
digitalizacdo com as superficies do corte a serem comparadas de frente para o
scanner.

As imagens das cores das fatias foram obtidas diretamente da digitalizacao
dos cortes, em um scanner de mesa (HP Scanjet G 2410/ G 2710 ®) controlado por
um computador com Processador Intel Core 2 Duo (Core 2 Duo, Memdria 4 GB, HD
160 STATA, Windows Vista ®).

Os cortes foram digitalizados em scanner de alta resolugcéo (600 dpi scanner),
sem corregao de cor, realce de imagem ou ganho linear, e as imagens foram
armazenadas no disco rigido descompactado no formato de arquivo de imagem.

A éarea do dano isquémico dos hemisférios foi medida em cada fatia do
cérebro utilizando o programa morfométrico The University of Texas Health Science
Center in San Antonio (UTHSCSA), Image Tool for Windows. Version 3.00 ®.

O método de determinacédo de area foi calculado diretamente a partir da
escala de calibragdo linear da imagem, juntamente com as fatias do cérebro,
subtraindo a area total da fatia do percentual de area isquémica.

A area de infarto foi expressa como % de infarto, contendo area do

hemisfério.

FIGURA 12 — Imagem digitalizada, Grupo Sham FIGURA 13 - Imagem digitalizada, Grupo Isquemia
60min corado com TTC corado com TTC
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3.5 ANALISE ESTATISTICA

Os dados do estudo foram digitados pelo Excel for Windows, versdo 2007 da
Microsoft e analisados através do STATA™, versao 10.0, desenvolvido pela STATA
Corporation, Texas, USA.

A estatistica descritiva foi expressa através de mediana, erro e desvio-padréo.
Para comparar os valores pré e pos-procedimento da situagao indutora de estresse
foram empregados os testes "t" student pareado e ANOVA apés andlise de
normalidade através do teste Shapiro-Wilk. A significancia foi mantida em 5% para

todos os casos.
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4 RESULTADOS

A seguir sdo apresentados os dados resultantes da analise macroscopica e

histopatoldgica dos grupos estudados.

4.1 Anélise histoquimica das areas de isquemia

4.1.1 Sham 30 minutos versus Isquemia Salina

A média do percentual de area isquémica do grupo Sham 30’ foi inferior

ao grupo Isquemia com diferenga estatisticamente significante (p= 0,01). (FIGURA
14; TABELA 1).

25

1

20

15

1

10

1

% de area isquémica

:l Sham 30’ : | Salina

FIGURA 14 — Distribuicdo da variabilidade do percentual de area
isquémica por grupos, Sham 30’ e Isquemia Salina.

TABELA 1 - Distribuicdo da variabilidade do percentual de area isquémica por

grupos, Sham 30’ e Isquemia Salina.

PERCENTUAL DE AREA ISQUEMICA

GRUPO
n m (dp) IC (95%) p
Sham 30’ 6 0,12 0,20 0,98a0,34
Isquemia Salina 6 13,24 + 8,82 3,98 a 22,50 0,01

Teste t pareado
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4.1.2 Isquemia Salina versus Isquemia Ala-Gin

Apesar da diferenga do percentual de area isquémica do grupo Isquemia
Salina versus Isquemia Ala-GIn ndo foi observada diferenca estatisticamente
significante (p= 0,34). (FIGURA 15; TABELA 2).
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FIGURA 15 - Distribuigdo da variabilidade do percentual de area isquémica
por grupos, Isquemia Salina e Isquemia Ala-Gin.

TABELA 2 - . Distribuicdo da variabilidade do percentual de area isquémica por

grupos, Isquemia Salina e Isquemia Ala-GIn.

PERCENTUAL DE AREA ISQUEMICA

GRUPO
n m (dp) IC (95%) p
Isquemia Salina 6 13,24 £ 8,82 3,98 a 22,50
Isquemia Ala-GIn 6 15,35+ 6,80 8,20 a 22,49 0,34

Teste t pareado
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A média do percentual de area isquémica do grupo Sham 30’ foi inferior

ao grupo Isquemia Ala-GIn com diferenca estatisticamente significante (p= 0,03).

(FIGURA 16; TABELA 3).

|
[}
Q|
© ™~
9
£
«@©
S 0 |
c ~—
RO
@®©
o
@ 21
() 1
©
X
u')_
o A ! |

[ sham30 [ 1AlaGhn

FIGURA 16.- Distribuicao da variabilidade do percentual de area isquémica

por grupos, Sham 30’ e Isquemia Ala-Gin.

TABELA 3 - Distribuicao da variabilidade do percentual de area isquémica por

grupos, Sham 30’ e Isquemia Ala-Gin.

PERCENTUAL DE AREA ISQUEMICA

GRUPO
n m (dp) IC (95%) p
Sham 30’ 5 0,55+ 0,53 0,11 a 1,21
Isquemia Ala-Gln 5 16,64 £ 6,73 8,28 a 25,01 0,03

Teste t pareado

Um animal de cada grupo foi excluido por ter apresentado quadro convulsivo e aumento da

temperatura, respectivamente.
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4.1.4 Sham 90 minutos versus Isquemia/Reperfusado Salina

A média do percentual de area isquémica do grupo Sham 90’ foi inferior
ao grupo Isquemia/Reperfusdo Salina com diferenga estatisticamente significante
(p=0,01). (FIGURA 17; TABELA 4).

30
1

20
1

10
]

% de area isauémica

(= | L ]

:l Sham 90’ |:| I/R Salina

FIGURA 17 - Distribuicdo dos grupos Sham 90’ e Isquemia/Reperfusédo
Salina por percentual de area isquémica.

TABELA 4 - Distribuicao dos grupos Sham 90’ e Grupo Isquemia/Reperfusdo Salina

por percentual de area isquémica.

GRUPO PERCENTUAL DE AREA ISQUEMICA

n m (dp) IC (95%) p
Sham 90’ 6 0,70 £1,35 0,72a2,12
Isquemia/Reperfusao Salina 6 13,30 £ 9,91 2,90 a 23,71 0,01

Teste t pareado
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4.1.5 Isquemia/Reperfusao Salina versus Isquemia/Reperfusédo Ala-GIn

A média do percentual de area isquémica do grupo Isquemia/Reperfusao
Salina foi superior ao grupo Isquemia/Reperfusdao Ala-GIn com diferenca
estatisticamente significante (p=0,03). (FIGURA 18; TABELA 5).
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FIGURA 18.- Distribuicdo dos grupos Isquemia/Reperfusdo Salina e
Isquemia/Reperfusdo Ala-Gin por percentual de area isquémica.
TABELA 5 - Distribuicdio dos grupos Isquemia/Reperfusdo Salina e

Isquemia/Reperfusido Ala-GIn por percentual de area isquémica.

PERCENTUAL DE AREA ISQUEMICA

GRUPO
n m (dp) IC (95%) p
Isquemia/Reperfusao Salina 6 13,30 £ 9,91 2,90 a 23,71
Isquemia/Reperfusao Ala-GIn 6 4,65+1,44 3,13a6,17 0,03

Teste t pareado
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4.1.6 Sham 90 minutos versus Isquemia/Reperfusado Ala-GIn

A média do percentual de area isquémica do grupo Sham 90’ foi inferior
ao grupo Isquemia/Reperfusdo Ala-GIn com diferenga estatisticamente significante
(p=0,01). (FIGURA 19; TABELA 6).
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FIGURA 19 - Distribuicdo dos grupos Sham 90’ e Isquemia/Reperfusao Ala-
GIn por percentual de area isquémica.

TABELA 6 - Distribuicdo dos grupos Sham 90’ e Isquemia/Reperfusao Ala-Gin por

percentual de area isquémica.

GRUPO PERCENTUAL DE AREA ISQUEMICA

n m (dp) IC (95%) p
Sham 90’ 6 0,17 £0,27 0,11a0,45
Isquemia/Reperfusao Ala-GIn 6 4,65+ 1,44 3,13a6,17 0,01

Teste t pareado
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5 DISCUSSAO

O principal resultado encontrado no presente estudo foi que a média do
percentual de area isquémica do grupo Isquemia/Reperfusao Salina foi superior ao
grupo Isquemia/Reperfusdo Ala-GIln com diferenga estatisticamente significante
(p=0,03). Esses resultados sugerem que o aumento da biodisponibilidade de
glutamina, como consequéncia da administacdo exdégena, foi capaz de restaurar
gradativamente os niveis de glutationa, o que pode ter diminuido a geragcdo de
radicais livres e estresse oxidativo e resultado em maior protegcao e proliferacéo
celulares.

O animal de experimentacdo escolhido foi o rato Wistar albino, do sexo
masculino, com o peso variando entre 250 a 300g. Trata-se de um mamifero de
baixo custo de aquisigdo e manutengdo, de facil manuseio, elevada resisténcia a
infeccdo e ao trauma cirurgico e com admiravel sistema de homeostasia, além de
grande semelhanca, do ponto de vista da anatomia e fisiologia cerebrovasculares,
com as outras espécies, inclusive a humana (TORRES, 2003).

Quanto a anestesia, optou-se pela administragdo de uma associacao de
cloridrato de cetamina (90mg/kg) e cloridrato de xilasina (10mg/kg), administrada
simultaneamente por via intramuscular na regido posterior da coxa. O sinergismo
entre essas drogas promove diminui¢ao dos efeitos colaterais (salivagao, hipotenséo
e depressao cardiovascular), anestesia, analgesia e relaxamento muscular o que
permite cirurgias mais invasivas (SILVA, 2002).

Tem-se utilizado diversos modelos animais para estudar os mecanismos
neurais que envolvem a degeneragao celular e as respostas ao insulto isquémico. O
modelo de isquemia global leva a uma grande extensao de lesdes celulares, uma
vez que as ACCs contribuem para a irrigacdo da maior parte das regides antero-
mediais do cérebro (SCHALLER; GRAF, 2004).

No presente estudo foi utilizado um modelo experimental de isquemia global
reversivel do prosencéfalo por oclusao de dois vasos (ACCs) que produziu isquemia
global transitéria parcial, sem manobras ou recursos acessorios seguindo o
protocolo estabelecido por Muniz, Faria e Vasconcelos (2004), o qual se mostrou

simples e reprodutivel, tendo sido por este motivo utilizado como ferramenta para
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estudo da administracdo da L-alanil-glutamina (Ala-GIn) na isquemia e reperfusao

cerebral.

Os resultados do presente estudo mostraram diferencas estatisticamente
significantes no percentual de area isquémica do grupo Sham 30 minutos com
relacdo ao grupo Isquemia Salina (p= 0,01) e do grupo Sham 90 minutos com

relacdo ao grupo Isquemia/Reperfusdo Salina (p= 0,01).

Trabalho semelhante foi realizado por Vale et al. em 2001, onde além da
oclusdo bilateral da artéria cardtida comum com controle da temperatura foi
associada hipotensao arterial para a deteccao de anormalidades metabdlicas ou
eletrofisioldgicas.

Estudos prévios (BEZERRA FILHO et al., 2002; BARBOSA et al., 2003;
LEITAO et al., 2008; ALVES et al., 2005) utilizaram a glutamina com o intuito de
protecao do evento isquémico, semelhante ao utilizado no presente estudo. A forma
de aplicagdo utilizada foi a L-alanil-glutamina, um dipeptideo precursor da glutamina,
que apresenta fungdes metabdlicas importantes, tais como: combustivel oxidativo,
transferéncia de nitrogénio e carbono entre os tecidos, regulagdo na homeostasia
acido-base, precursora da amoénia excretada pelo rim, além de ser uma molécula
precursora da gliconeogénese, da biossintese de purinas, de pirimidinas (e,
consequentemente acidos nucleicos) e de outros aminoacidos.

Bezerra Filho et al. (2002) mostraram, in vivo, que o pré tratamento com Ala-
GIn em isquemia renal provoca alteragdes significativas de lactacemia e
concentragbes de lactato do tecido renal, promovendo o aumento de glicose e
posteriormente aumentando a disponibilidade de glutamato, mostrando ativagdo do
malato aspartato.

A oferta endovenosa de Ala-GIn promove biodisponibilidade de glutamato aos
tecidos, ja que a Ala-GIn é convertida em glutamato pela enzima glutaminase. O
glutamato, gerado a partir da glutamindlise, favorece a conversédo de malato em
oxaloacetato, potencializando a atividade da langcadeira malato-aspartato, que, por
sua vez, regenera o NAD+ no citosol, favorecendo a conversao de 1 molécula de
glicose em 2 moléculas de piruvato (DANIELISSOVA et al., 2005).

Barbosa et al. (2003) em estudo sobre a administracdo da Ala-GIn em ratos
submetidos a queimadura em agua fervente, mostraram que a utilizagdo do piruvato

pela glicdlise no musculo é prepoderantemente anaerébica. O aumento da
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concentracao de lactato tecidual pode vir a ser decorrente da oferta exégena de Ala-
GIn, que transformada em glutamato, leva a ativagao do ciclo malato aspartato com
consequente favorecimento da glicélise anaerdbica. A oferta da Ala-GIn induziu um
possivel aumento na captagcdo de glicose tanto na pele sadia quanto na pele
queimada.

Vale et al. (2003) mostraram o efeito citoprotetor da infusdo de solu¢do de
glutationa em isquemia cerebral experimental por oclusdo das artérias carétidas
comuns em ratos.

Por mais de duas décadas, o cloreto de 2,3,5 Trifenil Tetrazélio (TTC) tem
sido utilizado para identificacdo e determinagdo do tamanho do infarto cerebral em
diferentes modelos animais de isquemia cerebral (LIU; SCHAFER; Mc COLLOUGH,
2009). No presente estudo, utilizou-se TTC a 1%, e comparou-se o contraste da
coloracado (em termos de densidade ética) e a area/tamanho do infarto seguindo o
protocolo proposto por Joshi, Jain e Murphy (2004). Bederson et al (1986) ao avaliar
a utilizacdo do TTC na detecgao e quantificacdo cerebral experimental em ratos 24
horas apds evento isquémico evidenciou a efetividade da técnica, além das
vantagens do custo, rapidez e conveniéncia do método.

Os resultados do presente estudo mostraram diferengas estatisticamente
significantes no percentual de area isquémica do grupo Sham 30 minutos com
relacdo ao grupo Isquemia Ala-Gin (p=0,03) e do grupo Sham 90 minutos com
relacdo ao grupo Isquemia/Reperfusdao Ala-GIn (p=0,01). O achado demonstra o
declinio da concentragdo de glutamina plasmatica na vigéncia de estados
catabdlicos, como injuria e infecgdo (FURUKAWA et al., 2000, LEITAO et al., 2008;
ALVES et al. 2003). Esse fato é relevante, especialmente em individuos
susceptiveis, como em portadores de doencas cardiovasculares, neoplasia ou ainda
em individuos em recuperagéo pos-operatéria (GUIMARAES FILHO et al., 2004)

A constancia do fluxo sanguineo cerebral € importante para o fornecimento de
glicose e oxigénio para o metabolismo aerdbico. A reducao de 25 a 40% do normal
em uma zona de penumbra isquémica é suportada pelo cérebro em torno de até 4
horas. Reducbes maiores levam a perda da homeostase idnica, que se inicia com a
deplecédo de ATP, alterando os sistemas de transporte ativo, seguindo-se a abertura
dos canais dos receptores tipo NMDA estimulados pelo glutamato, permitindo a

penetracdo do Ca’™ em grande quantidade para o interior das células, o que
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desencadeia a cascata metabdlica culminando na morte e lise celular
(MODERSCHEIM et al., 2007).

De acordo com Savitz e Rosembaum (1998), com a extensdo do dano
cerebral, o estimulo nocivo pode levar as células nervosas a necrose, havendo
ruptura da membrana celular e liberagdo do material intracitoplasmatico, do tecido
vizinho (WISCHMEYER, 2002). Pode, ainda, ocorrer a apoptose, em que a célula
nervosa mantém sua membrana plasmatica, portanto, n&do liberando seu material
intracelular, ndo havendo liberagdo de substancia com atividade pro-inflamatéria e,
assim, nao agredindo outras células. A apoptose € desencadeada na presenga de
certos estimulos lesivos, principalmente pela toxicidade do glutamato, por estresse
oxidativo e alteragdo na homeostase do Ca ™" (SAMALLI; ORRENIUS, 1998).

Tang, Rao e Hu (2000) ao estudarem as alteragbes nos niveis de
aminoacidos no cortex cerebral e hipocampo, na isquemia cerebral global em
gerbils, mostraram que a diminuigdo de alguns aminoacidos como aspartato e
glutamina podem constituir as bases bioquimicas da lesdo cerebral.

Ja Tardini et al. (2003) ao avaliarem dois modelos experimentais de isquemia
e reperfusao cerebral em ratos, com oclusao temporaria carotidea, associada ou nao
a oclusao vertebral, ndo demonstraram alteragcbes consistentes de marcadores de
les&o cerebral.

Esse estudo ndo mostrou uma diferenca do percentual de area isquémica do
grupo Isquemia Salina com relagdao a Isquemia Ala-GIn (p= 0,34). As maiores
alteragdes metabdlicas verificadas no estudo de Faria, Muniz e Vasconcelos (2007),
foram nos primeiros minutos de reperfusdo, o que poderia justificar o fato de a
administracao de Ala-GIn ndo ter apresentado diferenga estatisticamente significante
da area de infarto.

Apesar das limitacbes da metodologia aplicada, o presente estudo fortalece a
hipotese de efeito protetor da L-alanil-glutamina na isquemia e reperfusao cerebral.

Como foi demonstrado por Wischmeyer em 2002, a glutamina aumenta a
expressdao do mRNA para proteina de choque térmico (HPS), em especial HSP 72 e
27 em ratos. As HPS podem prevenir a ativagao do fator de transcricao NFkB; e com
isso, diminuir a expresséo de citocinas inflamatodrias, como fator de necrose tumoral
alfa (TNF-a), interleucina 1 (IL-1), além da expresséo da NOS; (WISHMEYER, 2002).
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Cabera a trabalhos posteriores a utilizacado desses marcadores inflamatérios
para enfatizar a efetividade da utilizacdo de Ala-Gln nos mecanismos deletérios

encontrados na lesao de isquemia/reperfuséo cerebral.
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6 CONCLUSAO

A administragdo prévia de L-alanil-glutamina (Ala-GIn) a ratos submetidos a

isquemia e isquemia/reperfusao cerebral:

1. Nao promove redugdo no percentual de area de necrose na lesdo
isquémica.

2. Reduz o percentual de necrose cerebral na lesdo isquemia/reperfusao.
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8.1 APENDICE A - DROGAS, SOLUCOES, LIQUIDOS E CORANTES

UTILIZADOS

e Cetamina (90mg/kg)

o Cloridrato de xilasina (10mg/kg)

e Solugao salina a 0,9%

e L-alanil-glutamina (Ala-GiIn) a 20% (Dipeptiven ®, do Laboratério Fresenius)

e Cloreto de 2,3,5-Trifenil Tetrazélio a 1% diluido em solugéo salina

8.2 APENDICE B — Teste Estatistico de Normalidade (Shapiro Wilk)

Shapiro-Wilk W test for normal data

Variable Obs W \% z Prob>z
Sham 30’ 6 0,84 1,93 1,07 0,14
Isquemia Salina 6 0,89 1,29 0,39 0,34
Sham 30’ 5 0,69 3,60 2,39 0,00
Isquemia Ala-GIn 6 0,82 2,12 1,25 0,10
Sham 90’ 6 0,75 3,00 1,98 0,02
I/R Salina 6 0,80 2,37 1,48 0,06
Sham 90’ 6 0,87 1,56 0,70 0,24
I/R Ala-GIn 6 0,83 2,05 1,18 0,11
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GRUPO Animal | Area Total (AT) | Arealsquémica (Al) | AIIAT | %
Sham 30 minutos (Salina) 1 72.706,00 163,00 0,002 | 0,22
Sham 30 minutos (Salina) 2 12.476,00 0,00 0,000 | 0,00
Sham 30 minutos (Salina) 3 14.206,00 0,00 0,000 | 0,00
Sham 30 minutos (Salina) 4 13.028,00 0,00 0,000 | 0,00
Sham 30 minutos (Salina) 5 13.186,00 0,00 0,000 | 0,00
Sham 30 minutos (Salina) 6 84.268,00 429,00 0,005 | 0,51
Isquemia Salina 1 563.942,00 146.705,00 0,260 | 26,01
Isquemia Salina 2 497.841,00 49.458,00 0,099 | 9,93
Isquemia Salina 3 668.305,00 14.994,00 0,022 | 2,24
Isquemia Salina 4 79.597,50 7.660,50 0,096 | 9,62
Isquemia Salina 5 60.824,00 13.170,00 0,217 |21,65
Isquemia Salina 6 67.231,00 6.731,00 0,100 |10,01
Sham 30 minutos (Ala-GlIn) 1 73.778,00 0,00 0,000 | 0,00
Sham 30 minutos (Ala-GIn) 2 69.919,00 0,00 0,000 | 0,00
Sham 30 minutos (Ala-GIn) 3 77.972,50 564,50 0,007 | 0,72
Sham 30 minutos (Ala-GIn) 4
Sham 30 minutos (Ala-GIn) 5 84.853,50 1.022,50 0,012 | 1,21
Sham 30 minutos (Ala-GlIn) 6 71.994,50 594,50 0,008 | 0,83
Isquemia Ala-GIn 1 66.613,00 7.306,50 0,110 |10,97
Isquemia Ala-Gin 2 83.565,00 18.827,00 0,225 |22,53
Isquemia Ala-Gin 3 80.582,50 17.794,50 0,221 |22,08
Isquemia Ala-GIn 4 67.705,50 6.010,50 0,089 | 8,88
Isquemia Ala-Gin 5 83.478,50 16.452,50 0,197 |19,71
Isquemia Ala-Gin 6 70.734,00 5.617,00 0,079 | 7,94
Sham Isquemia/Reperfusdo
(Salina) 1 91.548,50 3.107,00 0,034 | 3,39
Sham Isquemia/Reperfusao
(Salina) 2 79.118,00 655,50 0,008 | 0,83
Sham Isquemia/Reperfusao
(Salina) 3 70.489,50 0,00 0,000 | 0,00
Sham Isquemia/Reperfusdo
(Salina) 4 479.278,00 0,00 0,000 | 0,00
Sham Isquemia/Reperfusao
(Salina) 5 78.198,50 0,00 0,000 | 0,00
Sham Isquemia/Reperfusao
(Salina) 6 534.564,50 0,00 0,000 | 0,00
Isquemia/Reperfusao (Salina 1 523.529,00 32.564,50 0,062 | 6,22
Isquemia/Reperfusao (Salina 2 500.161,00 30.106,00 0,060 | 6,02
Isquemia/Reperfusao (Salina 3 517.869,50 99.466,00 0,192 | 19,21
Isquemia/Reperfusao (Salina 4 550.525,00 35.718,50 0,065 | 6,49
Isquemia/Reperfusao (Salina 5 76.470,50 8.561,00 0,112 11,20
Isquemia/Reperfusao (Salina 6 523.295,00 160.677,00 0,307 |30,70
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Sham 90 minutos (Ala-GIn) 1 128.155,00 0,00 0,000 | 0,00
Sham 90 minutos (Ala-GIn) 2 137.181,50 834,00 0,006 | 0,61
Sham 90 minutos (Ala-GlIn) 3 143.378,00 0,00 0,000 | 0,00
Sham 90 minutos (Ala-GIn) 4 65.768,00 0,00 0,000 | 0,00
Sham 90 minutos (Ala-GlIn) 5 82.275,00 340,00 0,004 | 0,41
Sham 90 minutos (Ala-GIn) 6 77.852,50 0,00 0,000 | 0,00
Isquemia/Reperfusao (Ala-GIn) 1 73.615,00 1.436,50 0,020 | 1,95
Isquemia/Reperfusao (Ala-GIn) 2 18.374,50 802,00 0,044 | 4,36
Isquemia/Reperfusao (Ala-GIn) 3 72.099,00 3.389,00 0,047 | 4,70
Isquemia/Reperfusao (Ala-GIn) 4 72.229,50 3.943,00 0,055 | 5,46
Isquemia/Reperfusao (Ala-GIn) 5 85.983,00 5.094,00 0,059 | 5,92
Isquemia/Reperfusao (Ala-GIn) 6 75.557,00 4.197,00 0,056 | 5,55
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