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RESUMO

L-ALANIL-GLUTAMINA EM MODELO EXPERIMENTAL DE LESAO AGUDA
PULMONAR INDUZIDA POR TRAUMA MUSCULAR ESQUELETICO. MARCIA
ANDREA DA SILVA CARVALHO SOMBRA. Tese (Doutorado). Programa de Pos-
Graduagdo Stricto Sensu em Cirurgia. Orientador: Prof. Dr. Paulo Roberto Leitdo
Vasconcelos

Nesse estudo procurou-se validar um modelo de lesdo aguda pulmonar (LAP) induzida por um trauma
muscular cirurgico que tenta reproduzir as condi¢des de um trauma muscular esquelético que ocorre
em seres humanos e com isso proporcionar um melhor entendimento da doenga e das suas alternativas
de tratamento. Na primeira etapa foi avaliado o efeito do modelo experimental. Trinta e seis ratos
machos Wistar, com peso médio de 250g, foram distribuidos em 6 grupos. Grupo Salina (n=6): os
animais receberam apenas 2 ml de salina (i.v.) nos mesmos tempos do grupo salina e trauma; Grupo
Salina e trauma (n=6): os animais receberam salina 30 minutos antes do trauma muscular e novamente
as 6 e 12 horas depois do trauma. Grupo Dexametasona (n=6): os animais receberam 2 doses de
Dexametasona 2mg/kg i.p. nos mesmos tempos do grupo Dexametasona e trauma; Grupo
Dexametasona e trauma (n=6): os animais receberam 2 doses, 2 horas antes da ocorréncia do trauma e
10 horas depois do trauma, esse grupo foi utilizado como controle positivo. Os procedimentos
cirargicos foram realizados sob anestesia tribromethanol 2,5% (1 ml/100g de peso do animal). A
operagdo de indugdo do trauma foi realizada na coxa do animal e toda musculatura foi descolada desde
o joclho até a articulacdo do quadril. Apés 24 h do trauma, retiraram-se os pulmdes para avaliar
mieloperoxidase (MPO), glutationa (GSH), infiltracdo neutrofilica, congestdo, edema, necrose e
hemorragia. No plasma foi dosado apenas GSH. Observou-se que o trauma muscular mostrou ser
capaz de induzir LAP por promover uma reducao significante GSH (8,53 £+ 1,22 versus 18,87 £ 7,35 p
<0,01), aumento significante na atividade de MPO (23,96 + 4,86 versus 24,50 + 7,45 p<0,001), do
infiltrado neutrofilico (71,00 versus 19,64 + 28,50 + 7,63 p <0.001), no grau de congestao, edema,
necrose, hemorragia (p<0,01), quando comparamos com grupo salina sem trauma. No grupo
Dexametasona e trauma quando comparado ao grupo salina e trauma, a Dexametasona um inibidor do
gene inflamatdrio, foi capaz de modular a resposta inflamatéria em quase todos os parametros
avaliados. Posteriormente avaliou-se o efeito da L-alanil-glutamina (L-Ala-Gln) sobre a lesdo aguda
pulmonar induzida por trauma muscular cirtrgico. 24 h apds o trauma comparou-se o grupo tratado
com L-Ala-Gln e trauma (n=6) com o grupo salina e trauma e verificou-se que a L-Ala-Gln promoveu
uma redugdo estatisticamente significante na infiltragdo neutrofilica (71,00 versus 19,64 + 28,50 +
7,63 p <0.001), na atividade de MPO (23,96 + 4,86 versus 12,90 £+ 2,01, p <0,001), ¢ um aumento
significante na concentracdo de GSH (36,79 =+ 7,31 versus 8,53 £ 1,22 p <0,001) no pulmio. Na
avaliacdo histopatoldgica também foi observada uma reducao significante (p< 0,01) no grau de edema,
hemorragia ¢ necrose no tecido pulmonar nos grupos acima avaliados. Os possiveis mecanismos para
justificar os efeitos da L-Ala-GIn em modular a resposta inflamatoria no pulmao deve-se ao fato da
glutamina ser precursora de glutationa, funciona como substrato energético para células do sistema
imune, aumenta as expressoes de proteinas de choque térmico (HSP) e impede a infiltragdo
neutrofilica. Esses resultados sugerem que o tratamento com L-Ala-Gln tem potencial para reduzir o
processo inflamatorio agudo no pulmao induzido por trauma muscular esquelético cirargico.

Palavras chaves: Lesao pulmonar, Cirtirgia, Glutamina. Ratos.



ABSTRACT

L-ALANYL-GLUTAMINA IN EXPERIMENTAL MODEL OF ACUTE LUNG INJURY INDUCED BY SKELETAL
MUSCLE TRAUMA. MARCIA ANDREA DA SILVA CARVALHO SOMBRA. (Doctorate)
Thesis. Stricto Sensu Post-Graduate Program for PhD in Surgery. Supervisor: Professor
Doctor Paulo Roberto Leitao de Vasconcelos.

In this study we aimed to validate a model of acute lung injury (ALI) induced by surgical muscle
trauma, which attempts to reproduce the conditions of a skeletal muscle trauma that occurs in humans
and, therefore, to provide a better understanding of this disease and its treatments’ alternatives. In the
first step we evaluated the effect of the experimental model. Thirty-six male Wistar rats with average
weight of 250g, were divided into 6 groups. In the first step we evaluated the effect of the
experimental model. Saline Group (n = 6): animals received 2 ml of saline (i.v) at the same times of
the Saline and trauma group; Saline and Trauma Group (n = 6): animals received saline 30 minutes
before the induction of muscle trauma and again at 6 and 12 hours after the trauma; Dexamethasone
Group (n = 6): animals received 2 doses of dexamethasone 2 mg / kg (i.p) at the same times of
Dexamethasone and Trauma Group; Dexamethasone and Trauma Group (n = 6): animals received 2
doses, 2 hours before the occurrence of trauma and 10 hours after the trauma - this group was used as
positive control. Surgical procedures were performed under anesthesia of tribromethanol 2.5% (1
ml/100g body weight). The induced trauma surgery was performed in the thigh of the animal and
every muscle was detached from the knee to the hip joint. After 24 h of injury, the lungs were retreated
to evaluate myeloperoxidase (MPO), glutathione (GSH), neutrophil infiltration, congestion, edema,
necrosis and hemorrhage. In plasma only GSH was measured. It was observed that the muscle trauma
was shown to induce ALI by promoting a significant reduction in GSH (8.53 £ 1.22 versus 18.87 +
7.35 p <0.01) and a significant increasing activity of MPO (23.96 + 4.86 versus 24.50 = 7.45 p
<0.001), neutrophil infiltration (71.00 versus 19.64 + 28.50 = 7.63 p <0.001), degree of congestion,
edema, necrosis and hemorrhage (p <0.01), when compared with Saline Group without trauma. In
Dexamethasone and Trauma Group, when compared to Saline and Trauma Group, Dexamethasone, by
being an inhibitor of inflammatory gene, was able to modulate the inflammatory response in almost all
parameters. Subsequently we evaluated the effect of L-alanyl-glutamine (L-Ala-Gln) on acute lung
injury induced by muscle trauma surgery. 24 h after trauma it was made a comparison between the
group treated with L-Ala-Gln and trauma (n = 6) and the saline and trauma group, and it was found
that L-Ala-Gln promoted a statistically significant reduction in neutrophil infiltration ( 19.64 = 71.00
versus 28.50 + 7.63 p <0.001), in MPO activity (23.96 = 4.86 versus 12.90 + 2.01, p <0.001) and a
significant increase in concentration of GSH (36.79 + 7.31 versus 8.53 = 1.22 p <0.001) in the lung. In
histopathological evaluation it was also observed a significant decrease (p <0.01) in the degree of
edema, hemorrhage and necrosis in lung tissue of the evaluated groups above. The possible
mechanism to justify the observed effects could be that glutamine enhanced glutathione levels, the
energy substrate for immune cells, and, additionally, increased the expression of heat shock proteins
(HSP) and, as such, prevented the infiltration of neutrophils in tissues. These results suggest that the
Ala-Gln treatment has the potential to reduce the inflammatory reaction that was installed in lungs
after skeletal muscle trauma.

Key-words: Lung injury. Surgery. Glutamine. Rats.



LISTA DE FIGURAS

1 — Esquema da distribui¢do dos animais nos diversos grupos de estudo.

2 — Quadro de distribui¢ao dos grupos de estudo, nimero de animais, tratamentos e
concentragoes das solucdes, material a ser coletado e substancias a serem analisadas.

3 — Delineamento temporal do experimento referente ao tratamento com salina ou L-
Alanil-Glutamina.

4 — Delineamento temporal do experimento referente ao tratamento de Dexametasona.
5 — Procedimento de administracao dos tratamentos pela via intravenosa.

6 — Inducao do modelo experimental do trauma muscular.

7 — Sutura da pele e anti-sepsia apos indugdo do trauma.

8 — Técnica de lavagem do pulmao.

9 — Quantificacdo da atividade de mieloperoxidase no pulmao nos grupos tratados com
salina sem trauma e nos grupos tratados com salina e Dexametasona ambos
submetidos ao trauma.

10 — Avalia¢do neutrofilica em tecido pulmonar de ratos comparando-se os grupos
tratados com salina sem trauma e os grupos tratados com salina e Dexametasona
ambos submetidos ao trauma.

11 — Quantificacdo da concentragao de glutationa no pulmao dos grupos tratados com
salina sem trauma, salina ¢ Dexametasona ambos submetidos ao trauma.

12 — Quantificagdo da concentracdo de glutationa no plasma dos grupos tratados com
salina sem trauma, salina ¢ Dexametasona ambos submetidos ao trauma.

13 — Avaliacao histopatologica do grau de congestao no pulmao de ratos dos grupos
tratados com salina sem trauma e nos grupos tratados com salina ou Dexametasona
ambos submetidos ao trauma.

14— Avalia¢ao histopatologica do grau de edema no pulmio de ratos dos grupos
tratados com salina sem trauma e nos grupos tratados com salina ou Dexametasona
ambos submetidos ao trauma.

15— Avaliacao histopatologica do grau de hemorragia no pulmao de ratos dos grupos
tratados com salina sem trauma e nos grupos tratados com salina ou Dexametasona
ambos submetidos ao trauma.

16 — Avaliagdo histopatologica do grau de necrose no pulmio de ratos dos grupos

30

30

31

32

33

33

35

40

41

42

43

45

45

46

47



tratados com salina sem trauma e nos grupos tratados com salina ou Dexametasona
ambos submetidos ao trauma.

17 — Fotomicrografia de pulmodes de ratos. No grupo tratado com salina e ndo
submetido a trauma muscular. No grupo tratado com salina e submetido a trauma
muscular e no grupo tratado com Dexametasona e submetido a trauma muscular.

18 — Quantificagcdo da atividade de mieloperoxidase no pulmdo dos grupos tratados
com salina, l-alanil-glutamina ou Dexametasona submetidos e ndo submetidos ao
trauma.

19 — Representagdo da contagem do numero de neutrofilos registrados em cinco
campos por lamina de tecido pulmonar dos grupos tratados com salina, L-alanil-
glutamina ou Dexametasona submetidos ¢ ndo submetidos ao trauma.

20 — Representagdo das concentragdes de GSH no pulmado de ratos submetidos e ndo
submetidos ao trauma e tratados com salina, L-alanil-glutamina ou Dexametasona.

21 — Representagdo das concentragdes de GSH no plasma de ratos submetidos e nao
submetidos ao trauma e tratados com salina, L-alanil-glutamina ou Dexametasona.

22 — Avaliagdo histopatoldgica do grau de congestdo nos pulmdes de ratos submetidos
e ndo submetidos a trauma e tratados com salina, L-alanil-glutamina ou Dexametasona

23 — Avaliagdo histopatologica do grau de edema nos pulmdes de ratos submetidos e
nao submetidos a trauma e tratados com salina, L-alanil-glutamina ou Dexametasona.

24 — Avaliacdo histopatologica do grau de hemorragia nos pulmdes de ratos
submetidos e ndo submetidos a trauma e tratados com salina, L-alanil-glutamina ou
Dexametasona.

25 — Avaliagao histopatologica do grau de necrose nos pulmdes de ratos submetidos e
nao submetidos a trauma e tratados com salina, L-alanil-glutamina ou Dexametasona.

26 — Fotomicrografias de pulmdes de ratos. Grupos tratados com salina, L-alanil-
glutamina e Dexametasona, submetidos ou ndo a trauma muscular.

48

50

51

52

53

55

56

58

59

61



LISTA DE TABELAS

1 — Atividade da mieloperoxidase (MPO) no pulmado comparando-se os grupos salina
e trauma com salina (controle), Dexametasona com salina, ambos submetidos ao
trauma.

2 — Contagem de neutrofilos registrados em tecido pulmonar comparando-se os
grupos salina e trauma com salina sem trauma (controle), Dexametasona com salina,
ambos submetidos ao trauma.

3 — Concentragdo de glutationa no pulmao comparando-se os grupos salina e trauma
com salina sem trauma (controle), Dexametasona com salina ambos submetidos ao
trauma.

4 — Concentracao de glutationa no plasma comparando-se os grupos salina e trauma
com salina sem trauma (controle), Dexametasona com salina ambos submetidos ao
trauma.

5 — Avaliagdo do grau de congestdo no pulmao comparando-se os grupos salina e
trauma com salina (controle), Dexametasona com salina ambos submetidos ao
trauma.

6 — Avaliagdo do grau de edema intersticial no pulmao comparando-se os grupos
salina e trauma com salina (controle), Dexametasona com salina ambos submetidos
ao trauma.

7 — Avaliagdo do grau de hemorragia no pulmao comparando-se os grupos salina e
trauma com salina (controle), Dexametasona com salina ambos submetidos ao
trauma.

8 — Avaliacdo do grau de necrose no pulmao comparando-se os grupos salina e
trauma com salina (controle), Dexametasona com salina ambos submetidos ao
trauma.

9 — Atividade da mieloperoxidase (U MPO/mg) no pulmdo de ratos comparando-se
os grupos tratados com salina, L-alanil-glutamina, Dexametasona submetidos ao
trauma com os grupos ndo submetidos.

10 — Numero de neutréfilos registrados em cinco campos por ldmina de tecido
pulmonar de ratos ndo submetidos a trauma muscular comparando-se os grupos
submetidos e tratados com salina, L-alanil-glutamina ou Dexametasona.

11 — Concentragdes de GSH (pmo/g) no pulmdo de ratos comparando-se os grupos
submetidos a trauma muscular ¢ ndo submetidos tratados com salina, L-alanil-
glutamina ou Dexametasona.

12 — Concentragdes de GSH (uMol/ml) no plasma de ratos submetidos a trauma
muscular comparando-se os grupos nao submetidos e tratados com salina, L-alanil-
glutamina, ou Dexametasona.

39

41

42

43

44

45

46

47

49

51

52

53



13 — Avaliacao do grau de congestao no pulmao de ratos comparando-se os grupos
tratados com salina, L-alanil-glutamina ou Dexametasona submetidos ao trauma com
0s grupos nao submetidos.

14 — Avaliacao do grau de edema intersticial no pulmao de ratos comparando-se os
grupos tratados com salina, L-alanil-glutamina ou Dexametasona submetidos ao
trauma com os grupos ndo submetidos.

15 — Avaliacao do grau de hemorragia no pulmao de ratos comparando-se os grupos
tratados com salina, L-alanil-glutamina ou Dexametasona submetidos ao trauma com
0s grupos nao submetidos.

16 — Avaliagdo do grau de necrose no pulmdo de ratos comparando-se 0s grupos
tratados com salina, L-alanil-glutamina ou Dexametasona submetidos ao trauma com
0s grupos ndo submetidos.

17 — Efeito da L-alanil-glutamina e da Dexametasona sobre os escores
histopatologicos para lesdo pulmonar em ratos comparando-se os grupos submetidos
ao trauma com os nao submetidos.

54

56

57

59

60



aa
ACTH -
ARDS -
ATP -
CAMs -
ERO
GABA
Gln -
GSH -
HSP -
HOCI -
ICAM-1
Lp-

LV -
L-Ala-GIn
LAP-
LBA -
LFA-1
LPS -
MPO -
NADPH -
NH,

SNC -

PAF -

LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

aminoacido

Horménio adrenocorticotropico

Sindrome da doenca respiratoria aguda

Adenosina trifosfato
Moleculas de adesdo celular
Espécie reativa do oxigénio
Acido gama - amino butirico
Glutamina

Glutationa reduzida

Proteina de choque térmico
Acido hipocloroso

Molécula de adesao intercelular-1
intraperitoneal

intravenosa
L-alanil-glutamina

Lesao aguda pulmonar

Lavado broncoalveolar

Antigeno associado a funcao leucocitaria-1

Lipopolissacarideo

Mieloperoxidase

Nicotinamida-Adenina-Dinucleotideo-Fosfato reduzido

Amina
Sistema nervoso central

Fator de ativagdo plaquetaria



PECAM-1

PMNs -

PVPI -

SARA -

SIRS -

VCAM-1

Molécula de adesdo plaqueta-célula endotelial
Polimorfonucleares

Polivinilpirrolidona

Sindrome da angustia respritatoria aguda
Sindrome da resposta inflamatoria sist€émica

Molécula de adesao celular vascular-1



SUMARIO

1 INTRODUGAO. ...ttt 17
1.1. Alteragdes inflamatorias em resposta a0 trauma..........cc.eeecveeeeieeeeiiveencieescieeeeeeeeeenes 17
1.2. Aspectos gerais do processo inflamatdrio agudo ..........ccceeevieriieiiiinieeiienie e 21
1.3. Glutamina em situacao de estresse INflamatorio. ...........eeeeeeiviiiiieiiiiiieieiiee e, 23
2 OBUIETIVO ...ttt ettt et st b e et sb et satesaeens 26
3 METODO ...ttt 27
3.1. ATINOSTIA 1.ttt ettt ettt ettt e e bt et e bt et st e bt e sateenbeenaneens 27
3.2. Delineamento dO €StUAO ......ocuiiiiiiiiiiiiieieeee e 27
3.3. Procedimento aneStESICO ........evuiiriirieriiriieieeiterie ettt sttt ettt st 30
3.4. Procedimento de preparagao e administragao das drogas ...........cceeveeeeuveeecieeecneeennne. 31
3.5. Modelo experimental do trauma musCUlar..............occeeeviieriiinieniieieeeee e 32
3.6. Coleta do material para analiSe ..........ccveeeeuieeriiieeeiie ettt 33
3.6.1.  Coleta de SANGUE......cccuieriieeiiieiieeie ettt ettt ettt et aeeenne 33
3.6.2.  Coleta do tecido PUIMONAT .........eeveuiiiiiiieciieeee et aee e s 34
3.7. Técnica Laboratorial...........cccueiiiriiiiiiiiiieieeieee et 35
3.7.1.  Processamento histologico e critérios para analise histologica do pulmao................ 35
3.7.2. Determinagdo da atividade da enzima mieloperoxidase (MPO)...........ccccccvveurennnnnnn. 36
3.7.3. Determinacao de grupos sulfidrilicos nao protéicos (glutationa-GSH) ..................... 37
3.8. ANALISE EStAtISTICA ....euviiieiiiiieiiteiceec e 38
4 RESULTADOS ...ttt ettt sttt et ettt et e st eaeentesseenseennenseens 39
4.1. Validag@o do modelo de lesdo aguda pulmonar induzida por trauma muscular

(6101 4 Tol o TSRS 39

4.1.1. Avaliagdo do efeito do trauma na atividade da enzima mieloperoxidase
(U MPO/mg) no tecido pulmonar de ratos tratados com salina ou Dexametasona ................. 39

4.1.2.  Avaliacdo do efeito do trauma no infiltrado neutrofilico em tecido pulmonar
de ratos tratados com salina ou Dexametasona. .......c..ccccecverieririiinicnieniencneeeeeee e 40

4.1.3. Avaliagdo do efeito do trauma na concentragdo de Glutationa (umol/g) no tecido
pulmonar de ratos tratados com salina ou Dexametasona. ...........ccceeeeveeerieeenieeerveeseiee e 41

4.1.4. Avaliagdo do efeito do trauma na Concentracdo de Glutationa (umol/mL) no
plasma de ratos tratados com salina ou Dexametasona. ..........ccceeeeuveeeriieeerieescieesciee e 42

4.1.5. Avaliagdo do efeito do trauma na analise do parametro histopatolégico
congestao em tecido pulmonar de ratos tratados com salina ou Dexametasona. ..................... 43

4.1.6. Avaliagdo do efeito do trauma na analise do parametro histopatolégico edema
intersticial em tecido pulmonar de ratos tratados com salina ou Dexametasona. .................... 45

4.1.7. Avaliagdo do efeito do trauma na analise do parametro histopatolégico
hemorragia em tecido pulmonar de ratos tratados com salina ou Dexametasona. .................. 46



4.1.8. Avaliacao do efeito do trauma na analise do parametro histopatoldgico necrose

em tecido pulmonar de ratos tratados com salina ou Dexametasona. ..........ccccceeeeevieerieennnne 47
4.2. Avaliagdo do efeito da L-alanil-glutamina na lesdo aguda pulmonar induzida por
trauma MUSCUIAT CITUTZICO ..c..vieiiiiiieiiieeiie ettt ettt ettt ettt sie e et et e et e sabeebeeeneeenneas 49
4.2.1. Efeito da L-alanil-glutamina e da Dexametasona nas dosagens da atividade
enzimatica de mieloperoxidase (U MPO/mg) no tecido pulmonar de ratos..........c..ccceecuennene 49
4.2.2. Efeito da L-alanil-glutamina e da Dexametasona na contagem do nimero de
neutrofilos em tecido pulmonar de Tatos. ......oecveeieieiiieriiieiee e 50
4.2.3. Efeito da L-alanil-glutamina e da Dexametasona sobre as concentragdes de GSH
(LMOL/E) NO PUIMAOD A€ TALOS. ...eoueiieiiiiiiieiie ettt ettt e 51
4.2.4. Efeito da L-alanil-glutamina e da Dexametasona sobre as concentracdes de GSH
(Lmol/mL) N0 Plasma de TALOS. ....ccuieieiieiieiie ettt ettt 53
4.2.5. Efeito do tratamento da L-alanil-glutamina ou da Dexametasona sob o grau de
congestdo avaliado no pulmao de TatoS. ......ccouiiiiiiiiiiiiiecie e e 54
4.2.6. Efeito do tratamento da L-alanil-glutamina ou da Dexametasona sob o grau de

edema intersticial avaliado no pulmao de 1atos. ........cecueeriieriieiieiiieeeceee e 55
4.2.7.  Efeito do tratamento da L-alanil-glutamina ou da Dexametasona sob o grau de
hemorragia avaliado N0 pulmao de ratos. .......ccueerieiiiieriiiiee e 57
4.2.8. Efeito do tratamento da L-alanil-glutamina ou da Dexametasona sob o grau de
necrose avaliado no pulmao de Tat0S. ........oouieiiiiiiiiieee e 58
5 DISCUSSAO ...ttt sie s 62
6 CONCLUSAOD. ...ttt et 71
7 REFERENCIAS .....cttviimiiireireseeseesiee s sssesssses st ssse st sssesessessssssssessssnnes 72
8 APENDICE A — MATERIAIS E EQUIPAMENTOS UTILIZADOS .......cccccveeneen. 80
9 APENDICE B — Curva padréo para calculo da atividade da enzima de
mieloperoxidase (IMPO) ..ottt et e 82
10 APENDICE C — Curva padréo para calculo da concentragio de glutationa (GSH) .. 83
11 APENDICE D — Dad0S BIULOS w...uveveverereenrereeisnesseesssessesesessssessssesssesssessssessssesees 84
ANEXO A — Declaragio do Comité de Etica em Pesquisa Animal...............ccoveveveureeeunenen. 88

ANEXO B — Participacdo em cONgresso € PremiaCa0. ......cc.uereeeveerurerveerueeenseenseessseesseessseensens 89



17

1 INTRODUCAO

1.1.  Alterac6es inflamatorias em resposta ao trauma

O trauma ¢ uma das principais causas de morte na populagio, ocupando o terceiro
lugar se consideradas todas as idades, sendo a primeira na faixa etria até os 44 anos de vida.
Os pacientes vitimas de lesdes traumaticas graves podem evoluir para um estado inflamatorio
generalizado com séria repercussao sistémica (SGARBI, 2005).

O sistema musculo-esquelético dos mamiferos ¢, proporcionalmente, o de maior
peso e massa tecidual do organismo. As lesdes nesse sistema, na fase aguda, ndo estdo
diretamente relacionadas a morte e, muitas vezes, o seu tratamento aguarda a resolugdo
cirtrgica (SGARBI, 2005). A lesdao da célula muscular estd associada a liberacdo maciga de
ions célcio e potassio, proteinas como a mioglobina, radicais livres, leucotrienos bem como
retengdo de liquido no espago extracelular, os quais podem causar alteragcdes cardio-
respiratorias, renais e choque hipovolémico (MICHAELSON, 1992). Esses mecanismos sao
desencadeados imediatamente apds o trauma e podem interferir negativamente na evolugao do
paciente (SGARBI; SILVA JUNIOR; HUNGRIA NETO, 2006). Entretanto, um fator ainda
ndo claramente definido ¢ o papel da lesdo musculo-esquelética na resposta sistémica do
organismo.

O trauma cirargico pode induzir um estado generalizado de imunodepressao e
mudangas fisiologicas profundas que sdo caracterizadas pelo hipermetabolismo, lipolise
acelerada e alteracdes no metabolismo das proteinas e nos niveis de glicose. Estas
anormalidades metabodlicas acontecem principalmente em decorréncia da secrecdo de
hormonios e mediadores inflamatérios produzidos por células do sistema imune e por uma
variedade de outros tecidos (YEH et al., 2005). Com os avangos da medicina ¢ da biologia
molecular tornou-se possivel caracterizar estas reagdes inflamatorias, as quais sdo iniciadas
logo apds o trauma cirargico (GRANGER; KUBES, 1994; GIANNOUDIS et al., 2002).

A resposta imuno-inflamatdria inicia-se, portanto, imediatamente apds o trauma e
torna-se o cendrio em que leucocitos polimorfonucleares (PMNs), células endoteliais,
macrofagos e linfocitos, se modificam por ativagdo a partir da secre¢@o de varios mediadores,
como as interleucinas e outras moléculas: o0xido nitrico, fator de ativacdo plaquetaria (PAF),

radicais livres e fatores de crescimento (CIPOLLE; PASQUALE; CERRA, 1993).
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Estudos relacionam principalmente a agdo das interleucinas com a indugao da
resposta inflamatéria sistémica (SIRS) pos-trauma (FOEX, 1999). As interleucinas sao
definidas como polipeptideos que apresentam uma a¢do moduladora da resposta
imunoinflamatoéria. Elas podem apresentar acdo sobre a propria célula produtora (atividade
autdcrina) ou agir sobre as células vizinhas (atividade paracrina) e, por ultimo, ter agdo em
orgaos distantes da regido em que foi produzida (atividade end6crina) (GIANNOUDIS et al,
2004). Admite-se uma classificagdo adicional em quimiocinas e citocinas. As quimiocinas
teriam uma acao principal como fator quimiotatico na sinalizagdo para a infiltracdo tecidual e
intersticial de células leucocitarias; as citocinas teriam uma agdo predominante sobre as
células inflamatorias modificando e regulando suas respostas. As interleucinas t€ém acdo no
local da inflamacao, porém, em algumas situacdes podem passar a corrente sanguinea e terem
agdo sistémica (SGARBI; SILVA JUNIOR; HUNGRIA NETO, 2006).

A resposta inflamatdria sistémica do organismo (SRIS) ou estado inflamatorio
sist€émico, ¢ uma entidade clinica bem definida, que pode ocorrer em decorréncia de diversos
tipos de agressdes, como grandes cirurgias, traumas, queimaduras, sepse, choque prolongado,
hipotermia profunda e circulagdo extracorpdrea, causando altas taxas de mortalidade nos
pacientes quando ndo controlada (MEERAN, 2001; TSUDA at al., 2004; YEH, at al., 2005).

Um estudo proposto por Waitzberg, em 2001, relatou a acdo das citocinas pro-
inflamatorias, tais como TNF-a, IL-1, IL-6 e IL-8 e seu papel patogénico apods um estimulo
traumadtico. O fator de necrose tumoral (TNF-a) e a IL-1 estimulam uma série de outros
mediadores bioldgicos que ocasionam neutrofilia, inflamag¢do, ag¢des mitogénica e
angiogénica, lipolise, febre, hematopoese e protedlise. A IL-1 induz a liberagdo do contetido
dos granulos especificos de neutrofilos e também € responsdvel pela indugdo de outras
interleucinas como a IL-6. A IL-6 esta fortemente relacionada a producdo e liberacdo das
proteinas ou reagentes de fase aguda das células hepaticas (proteina reativa C) e expressao de
selectinas, além de estimular a producdo do hormoénio adrenocorticotropico (ACTH), que
promove alteracdo no metabolismo dos carboidratos, de proteinas e gorduras e,
consequentemente, o aparecimento de um estado hiperglicémico. A IL- 8, outra interleucina
pré-inflamatoéria, € um potente agente quimiotdtico para neutréfilos e outros leucocitos,
fazendo com que eles migrem ativamente para o sitio da lesao.

Para contrabalancear os efeitos indesejaveis das citocinas pro-inflamatdrias existe
um sistema de regulagdo por glicosaminoglicanos de membranas em células endoteliais
ligados a superficie celular, que mantém essas interleucinas armazenadas e concentradas no

local da regido afetada. Um estimulo traumatico promove uma perturbagdo no equilibrio entre
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as citocinas pro- e anti-inflamatérias. O sistema de conten¢do que normalmente mantém as
citocinas pro-inflamatorias confinadas nao mais funciona ou torna-se menos eficaz, fazendo
com que seus niveis sistémicos aumentem. O aumento da concentragdo sérica das
interleucinas pro-inflamatorias no organismo ¢ esperado em grandes cirurgias, e complicagdes
ocorrem se este aumento for exacerbado (MOURA; POMERANTZEFF; GOMES, 2001).

Multiplas alteracdes nas fungdes inflamatérias t€ém sido demonstradas em
situacdes clinicas e experimentais logo apds trauma. Lesdes traumaticas, dependendo da sua
magnitude, podem levar a uma inflamagao sistémica. Contudo, se esta resposta inflamatoria
for exagerada ou perpetuada, os pacientes entram em um estado moderado ou grave de SIRS,
quando entdao varios 6rgaos podem ser afetados. Primeiramente ocorre o comprometimento
pulmonar, depois outros 6rgdos como os rins, cora¢do, figado e cérebro (FAYMONVILLE,
1991). A presenga de uma lesdo aguda inflamatdria no pulmao aparece geralmente dentro de
24 a 48 horas pos-trauma, podendo mesmo evoluir para a sindrome da angustia respiratéria do
adulto (SARA). Sua duracao e intensidade podem variar consideravelmente de paciente para
paciente (DAVID; KAUFMAN, 2006).

Na lesdo aguda pulmonar estudos demonstraram que os neutrofilos migram
rapidamente para o parénquima pulmonar depois de um choque hipovolémico, SIRS, sepse,
isquemia com reperfusdao do intestino. Os neutrofilos sdo importantes componentes da
resposta inflamatéria que caracteriza a lesdo aguda pulmonar (ABRAHAM, 2003;
GIANNOUDIS, 2003).

Matute-Bello, Frevert e Martins (2008), relataram em seus estudos a importancia
central dos neutrofilos na patogénese da lesdo pulmonar observada em varios modelos
experimentais de lesdo aguda pulmonar induzida por endotoxina bacteriana
(lipopolissacarideo), hiperoxia, aspiracdo de &cido, isquemia/reperfusdo e ligacdo com
perfuragdo do ceco. Neutrofilos polimorfonucleares ativados por interagdes leucdcito-
endoteliais produzem mediadores quimicos como radicais livres (espécies reativas do
oxigénio), proteases, mediadores vasoativos derivados do 4cido araquidonico (prostaglandinas
e leucotrienos), os quais causam alteragcdes microvasculares no fluxo sanguineo e aumento da
permeabilidade endotelial com conseqiiente infiltracio de neutrofilos para o intersticio
pulmonar, por sua vez causando uma lesdo tecidual aguda de natureza inflamatéria
(ABRAHAM, 2003; GREGA et al., 2004).

Os neutrdfilos sozinhos, entretanto, ndo sdo suficientes para causar lesdes
pulmonares intersticiais agudas, mas suas interagdes com citocinas pro-inflamatorias e com

células endoteliais e/ou epiteliais (alveolares) ativadas ou danificadas constituem os
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elementos chaves que agem em conjunto para produzir a disfun¢do pulmonar por dano
tecidual citotoxico difuso. Segundo Goodman et al. (2003), a deple¢do ou o bloqueio do
recrutamento de neutréfilos atenua a lesdo pulmonar.

A lesdo pulmonar aguda (LPA) e a sua forma mais grave, a sindrome da angustia
respiratoria aguda (SARA), sdo defini¢des de insuficiéncia respiratoria aguda causada por um
dano difuso do parénquima pulmonar, depois de horas ou dias, em geral decorrentes de
agressoes locais ou sistémicas (WANG; BODENSTEIN; MARKSTALLER, 2008). Apesar
dos grandes avancos na compreensdo da patogénese da LPA / SARA e na medicina de
cuidados intensivos, as taxas de mortalidade persistem entre 40 ¢ 60% (ROCCO; ZIN, 2005).

A lesdo pulmonar aguda caracteriza-se por lesdo do endotélio capilar e do epitélio
pulmonar com resposta inflamatéria aguda intersticial e conseqiiente perda da integridade da
membrana alvéolo-capilar. Em geral, sua patogénese consiste em duas vias: a primeira
considera os efeitos diretos de uma lesdo nas células epiteliais pulmonares, ¢ a segunda, uma
resposta inflamatodria sistémica que inclui componentes celulares e humorais e tecidos-alvo
(ANTONIAZZI et al, 1998).

A resposta celular envolve neutrofilos, macrofagos/mondcitos e linfocitos, os
quais tém um papel importante no processo que ativa complexas e cruciais interagdes
leucocito-endoteliais mediadas por pares complementares de moléculas de adesdo
(selectinas/mucinas e integrinas/imunoglobulinas de membrana endotelial). Os eventos
envolvidos na resposta inflamatoria sistémica incluem alteragdes plasmadticas (sistema
complemento, coagulacao/fibrinolise e cininas), mediadores gerados por células efetoras
ativadas (citocinas, mediadores lipidicos prostandides, espécies reativas do oxigénio,
proteases acidas e neutras, 6xido nitrico e neuropeptideos) e indugdo de sintese protéica por
ativacao do fator nuclear NF-kB, sendo, portanto, o estidgio precoce na producio de citocinas
pro-inflamatorias (CONTRAN; KUMAR; ROBBINS, 2008).

Em 1994, “The American-European Consensus Conference on ARDS” classificou
como lesdo direta (pulmonar ou primaria) eventos que afetam diretamente o parénquima
pulmonar como: aspiragdo, inalagdo toxica, toxidade pelo oxigénio, embolia gordurosa e
infeccdo pulmonar bacteriana ou viral. A lesdo indireta (extrapulmonar ou secundaria) €
resultante de uma resposta sistémica inflamatoria como a sepse e trauma (ANTONIAZZI, et
al), 1998).

As lesdes agudas no pulmdo podem ser investigadas mediante modelos
experimentais que envolvem: fratura de fémur, hiperdxia, aspiragdo de acido, lavagem com

salina, isquemia e reperfusdo, inje¢cdo de acido oléico ou lipopolissarideos (TIMILIN at al.,
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2004; MATUTE-BELLO; FREVERT; MARTINS, 2008; WANG; BODENSTEIN;
MARKSTALLER, 2008).

1.2.  Aspectos gerais do processo inflamatorio agudo

Inflamacdo é a reagdo de um tecido e¢ de sua microcirculacio a uma lesdo
patogénica. Caracteriza-se pela producdo de mediadores inflamatorios e movimentacdo de
liquido, proteinas e leucdcitos do sangue para os tecidos extravasculares. As células
leucocitarias, no contexto da resposta inflamatoria, sdo classificadas em dois grupos:
linfomononucleares (linfocitos, monécitos € macrdfagos) e polimorfonucleares (neutréfilos,
eosinodfilos e basodfilos). Na inflamagdo aguda ocorre um aumento de duas a trés vezes no
nimero de leucdcitos no sangue periférico, sendo que os neutréfilos sdo quase sempre as
células predominantes (leucocitose com neutrofilia) (RUBI; FARBER, 2002).

Marginacdo leucocitaria e migracdo transendotelial referem-se ao conjunto de
etapas das complexas interagdes leucocito-endoteliais que resultam no egresso dos leucdcitos
do limen dos vasos sanguineos microcirculatorios para a matriz conectiva intersticial. Essa
migracdo ocorre em condi¢des fisiologicas normais. Entretanto, ¢ acentuadamente
magnificada, no sitio da lesdo, na presenca de um estimulo inflamatério de natureza
quimiotatico. O acimulo de neutroéfilos ativados no espago intersticial dos compartimentos
extravasculares pode ocasionar lesdo tecidual em decorréncia da abundante liberagdo de
substancias toxicas como proteases, mediadores lipidicos derivados do metabolismo do acido
araquidonico e espécie reativas de oxigénio, resultando no desenvolvimento ou agravamento
de doengas por dano tecidual neutrofilo-induzido (CONTRAN; KUMAR; ROBBINS, 2008).
No pulmao, a migragdo celular transendotelial com intensa infiltragdo do tecido intersticial da
membrana alvéolo-capilar por neutrofilos esta relacionada com a patogenia de doencas
inflamatorias como a lesdo aguda pulmonar e a SARA (VALOIS, 2006).

A reagdo inflamatoria aguda representa um conjunto de eventos microcirculatorios
e celulares que ocorre no sitio da lesdo e nas regides proximas, desencadeada e modulada por
fatores neurais, vasculares, humorais, celulares e hormonais (VOLTARELLI, 1994). O
processo inflamatério ¢ inicialmente caracterizado pela agregacdo de numerosos
polimorfonucleares neutrofilos no leito microvascular expandido e congesto, no local da

lesdo. Normalmente, em condi¢des hemodinamicamente fisiologicas, os neutrdfilos
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encontram-se na regido mais central da coluna de sangue nos vasos da microcirculagao.
Fatores produzidos pelo endotélio como as moléculas de adesdo intercelular (ICAM-1 e
VCAM-1) e selectinas P e E, fazem com que os neutrofilos, ao deixarem a regido central do
fluxo sanguineo, lentificado pela estase venular, sejam deslocados para a periferia da corrente
sanguinea (marginagdo leucocitaria). Essa aproximacdo dos neutrofilos com as células
endoteliais ativadas e aderentes, ¢ marcada, também, pela expressao na superficie leucocitaria
das moléculas de adesdo (L-selectinas) e de integrinas transmembranas ativadas e com grande
avidez de interagdo com ligantes da familia das imunoglobulinas a nivel endotelial. O
resultado final destes eventos celulares (leucocitos e células endoteliais ativadas por citocinas
e quimiocinas) da reag¢dao inflamatdria aguda ¢ ensejar uma adesdo firme dos neutréfilos a
célula endotelial, qualificando-os aos fendmenos subseqiientes da transmigracdo e
quimiotaxia (SGARBI, 2005).

Quatro etapas podem ser observadas durante a rolagem e a migragdo
transendotelial dos neutrofilos, sdo elas: 1- marginagdo, onde os neutréfilos assumem uma
posicdo periférica ao longo da superficie das células endoteliais (modificagdes
hemodindmicas decorrentes da congestdo, aumento de permeabilidade e estase
microvascular); 2- captura e rolamento, onde ocorre adesdo transitoria dos neutrofilos ao
endotélio (mediada por selectinas); 3- adesdo firme, onde ocorre a firme unido dos neutrofilos
as células endoteliais (mediadas pelas integrinas e seus ligandos da familia das
imunoglobulinas: LFA-1/ICAM-1); 4- diapedese, mediada por moléculas de adesdo tipo
PECAM-1, onde ocorre a passagem ativa dos leucocitos por entre as células endoteliais, em
direcdo a matriz intersticial do tecido conectivo (VALOIS, 2006).

Uma vez desencadeado todo o processo, o neutrofilo ¢ dito “ativado”, o que
significa um aumento da produ¢do de enzimas intracelulares como a mieloperoxidase (MPO)
e expressdes de peptideos e secrecdo de interleucinas, com func¢do paracrina. O neutroéfilo
ativado apresenta uma modificacdo no seu metabolismo intermedidrio e passa a consumir
aviadamente oxigénio (“burst” respiratorio) e glicose, a0 mesmo tempo em que ocorre
ativacdo da enzima multimolecular NADPH oxidase, com desacoplamento da cadeia de
elétrons mitocondrial, havendo assim, um aumento na producdo de espécie reativas de
oxigénio. A reacdo entre o peroxido de hidrogénio, gerado pela dismutagdo de dois ions
superoxidos (espécie reativa de oxigénio inicial), e o ion cloreto (hélido), sob a agdo catalitica
da MPO, forma o acido hipocloroso (HOCI), poderoso agente oxidante e antimicrobiano. Este

elemento quimico tem intensa acdo citotdxica contra microorganismo, porém, em
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concentragodes elevadas, pode causar dano tecidual (ROBBINS; CONTRAN, 2008; SGARBI,
2005).

Na etapa seguinte, ap6s a infiltragdo neutrofilica dos tecidos, ocorre a aderéncia e
migracdo de células inflamatérias da linhagem monocitica, com maior potencial fagocitico e
de mobilizacdo dos elementos fibroreparativos. Nos tecidos, os mondcitos tornam-se
macrofagos exsudativos, passam por graus crescentes de ativacdo celular e tém como
principal atividade realizar imunofagocitose com lise intracelular de material desvitalizado ou
estranho ao organismo. Ademais, fazem o processamento do material endocitado e
potencialmente antigénico ¢ podem funcionar como célula apresentadora de antigeno. Essas
células inflamatorias podem produzir e secretar uma ampla gama de mediadores inflamatorios
como interleucinas, quimiocinas, fatores de coagulacdo e fibrinoliticos, fatores de crescimento
e angiogénicos, bem como proteases ¢ metaloproteinases, enzimas que apresentam uma agao
que modula a resposta inflamatéria e promove o remodelamento tecidual (CONTRAN;
KUMAR; ROBBINS, 2008).

Na fase aguda da inflamag¢do, alguns fendmenos merecem destaque a nivel
microscopio: a dilatagdo de arteriolas, capilares e vénulas, com aumento do fluxo sanguineo
regional e exudagdo protéica por aumento de permeabilidade vascular, seguida da migracao
de neutrofilos para o foco inflamatorio tecidual. Esses fenomenos sdo orquestrados por um
grande nimero de mediadores oriundos do plasma e de vérios tipos celulares, formando assim
uma rede de sinalizagdo e de citocinas, seja de modo autdcrino ou pardcrino, ou mesmo,
endocrino (NASCIMENTO, 2004). Tais cascatas de sinalizagdo com liberacdo de ondas
sucessivas de interleucinas (IL-1, TNF-a, IL-6, NO e outras) podem comprometer seriamente
a perfusdo tecidual sistémica em decorréncia da insuficiéncia microcirculatéria e ocasionar

faléncia de multiplos o6rgaos (RUBIN; FABER, 2002).

1.3.  Glutamina em situacdo de estresse inflamatorio.

A glutamina (Gln) no corpo humano representa cerca de 20% do total dos
aminoacidos livres no plasma e mais de 60% de pool de aminoacidos livres totais no musculo.
Na sua composi¢do quimica encontramos carbono (41,09%), hidrogénio (6,9%), oxigénio
(32,84%) e nitrogénio (19,17%), possuindo peso molecular 146,15 KD, sendo o aminoacido

mais abundante no plasma e nos tecidos (FONTANA; VALDES; VALDISSERA, 2003).
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Dentre os orgdos envolvidos na sintese de glutamina podemos destacar o musculo
esquelético, pulmdes, figado e possivelmente o tecido adiposo, os quais contém atividade da
enzima glutamina sintetase, que cataliza a conversdo da glutamina a partir de amonia e
glutamato, na presenca de ATP. Os tecidos que sdo primariamente consumidores de
glutamina sdo: células da mucosa intestinal, do tibulo renal e os leucdcitos por possuirem
elevada atividade da enzima glutaminase, responsavel pela hidrolise da glutamina e conversao
em glutamato e amdénia (BORGES; ROGERO; TIRAPEGUI, 2008).

Os pulmdes sdo geralmente vistos como Orgdos de trocas gasosas, mas
comprovadamente possuem um papel crucial na manuten¢do da homeostasia de aminoacidos,
principalmente de glutamina. A glutamina ¢ requerida para o desempenho funcional de varios
orgaos, incluindo os pulmdes, sendo que alteragdes no metabolismo deste aminoéacido sdao
caracteristicas de doengas criticas. Por exemplo, apos situagcdes como trauma, infecgdes e
cirurgias, os pulmoes liberam grandes quantidades de glutamina na circulagdo sistémica.
Nessas condigdes, a liberacao de glutamina e alanina pelos pulmdes e musculos esqueléticos
auxiliam a manter as concentragdes circulantes de glutamina (CURI, 2000).

Em algumas condigdes como trauma, septcemia, cancer, esforco fisico extremo,
cirurgia e infec¢do, a concentragdo de glutamina intracelular e do plasma diminuem em até
50%, ocasionando um quadro de deficiéncia, posto que o consumo ¢ maior que a produgao.
Por essa razdo esse aminodcido ¢ considerado condicionalmente essencial (WISCHMEYER,
2001). A glutamina ¢ um importante aminoacido gliconeogénico por ser fonte energética para
sintese de outras macromoléculas e por estar presente em muitas proteinas.

Entre as varias fung¢des metabodlicas da glutamina podemos citar: combustivel
metabolico para as células, estd relacionada com a manuten¢do do equilibrio 4cido-basico,
precursora de glutamato e GABA no SNC, doa (NH;) para sintese de outros aa, como purinas
e pirimidinas, e funciona como precursora de glutationa (ALVES, 2004; CURI, 2000;
PACIFICO, 2005).

Existem hipdteses que a deficiéncia da glutamina pode limitar tanto a producao de
proteinas na resposta inflamatoria como a sintese de glutationa, comprometendo as defesas
antioxidantes do organismo (PACIFICO, 2005). A GSH ¢ composta de glicina, acido
glutamico e cisteina atuando na protegdo celular contra os efeitos toxicos das espécies reativas
de oxigénio (ERO). Sua sintese enddgena depende dos estoques desses aminoacidos presentes
nos diferentes 6rgaos como figado, musculos, pulmdes, rins, células do sistema imunolégico,
glébulos vermelhos e do trato gastrintestinal. A GSH ¢ produzida em todos os orgdos

especialmente no figado. Estd em um estado de constante “turnover” metabolico. Em
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situacoes de estresse o “turnover” da GSH aumenta como um mecanismo de defesa contra
ERO produzidas por infec¢des, trauma, isquemia e reperfusao (GALERA, 2008).

Experimentos realizados in vivo tém dado nova luz ao papel da glutamina no
adequado funcionamento da resposta inflamatoria. Estudos realizados por Ockenga et al., em
2002, demonstraram que a glutamina presente na nutricdo parenteral de pacientes com
pancreatite grave reduziu os niveis de IL-8 em comparagdo com os controles em condig¢des
clinicas similares, tal fato assume destaque quando sabe-se que a IL-8 contribui para uma
resposta sistémica inflamatéria (DE BEAUX et al.,1998). Wischmeyer et al., (2001)
relataram que a glutamina administrada via endovenosa reduz a concentracdo de proteina C
reativa (PCR), em grandes queimados. Houdijk et al., (1998) mostraram que a glutamina por
via enteral reduz a concentracdes de receptores soliveis de TNF-a no plasma em pacientes
politraumatizados.

Num modelo experimental de doenga inflamatoria intestinal (colite), observou-se
que a glutamina reduziu a atividada de mieloperoxidase e as concentragdes de IL-8 e TNF-a
no intestino inflamado, além de promover melhora do aspecto geral dos escores
microscopicos da inflamacdo, como redu¢do do infiltrado inflamatério celular
(NASCIMENTO, 2004). A suplemnetacdo de GLn por via endovenosa demonstrou ser eficaz
em reduzir os niveis plasmaticos de IL-8, concentracao sérica de bactérias, € aumentar as
expressoes das proteinas de choque térmico citoprotetoras HSPs 27, 70, 72 em animais que
receberam LPS (DING; LI, 2003; WISCHMEYER et al.2001).

Modelos de lesao aguda pulmonar induzida por sepse, hiperdxia, isquemia e
reperfusdo demonstraram que a suplementagdo de Gln ¢ capaz de exercer um efeito anti-
inflamatorio (HARKIN et al., 2002; PERNG et al., 2009; ZHANG et al., 2009). Desta forma,
avaliou-se o efeito da L-alanil-glutamina na lesdo aguda pulmonar induzida por trauma
muscular.

Até o presente momento ndo foi relatado na literatura nenhum modelo de lesao
aguda pulmonar induzida por trauma muscular cirirgico, conferindo, assim, o ineditismo e
relevancia a esse estudo, que além de abordar um modelo de LAP, em que o trauma exerce
um efeito remoto, possibilita um melhor entendimento da causa da doenga e alternativas de

prevencao.
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2 OBJETIVO

Avaliar os efeitos da L-alanil-glutamina num modelo de lesdo inflamatéria aguda

pulmonar induzida por trauma muscular esquelético.
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3 METODO

O projeto de pesquisa foi previamente aprovado pela Comissdo de Etica em
pesquisa animal — CEPA, da Universidade Federal do Ceara, em 21 de setembro de 2007, sob
o numero 083/07, obedecendo as normas estabelecidas e preceitos do colégio Brasileiro de

Experimentacdo Animal — COBEA (Anexo A).

3.1. Amostra

Foram utilizados 36 ratos adultos saudaveis com idade variando entre 60 a 65 dias,
machos (Rattus novergicuss: var. albinus, Rodentia, Mammalia), pesando entre 200 a 300 g,
da linhagem Wistar procedentes do Biotério Central da Universidade Federal do Ceara.

Os ratos foram aclimatados por um periodo de 7 dias antes da realizagdo do
experimento no Biotério do Departamento de Cirurgia, e albergados em caixas de pléstico de
polipropileno providas de grade metalica e forradas com raspa de madeira ¢ mantidos em
ciclo circadiano de claro/escuro, com 12 horas de luz, com baixa luminosidade, e 12 horas de
escuriddo, antes e apds os procedimentos cirirgicos, com temperatura variando entre 18 e 27
°C. Eles tiveram livre acesso a agua e a ragdo ad libitum, proprias para a espécie antes e

depois do experimento.

3.2.  Delineamento do estudo

Os procedimentos cirargicos foram realizados no laboratorio de Cirurgia
Experimental do Departamento de Cirurgia da Universidade Federal do Ceara. Esse estudo
compreende duas andlises: na primeira, avaliou-se o efeito remoto do trauma muscular
cirargico na indugdo de alteragdes inflamatérias agudas pulmonares, e na segunda avaliou-se
o efeito da L-alanil-glutamina na resposta inflamatoria aguda pulmonar apos trauma muscular

cirargico.
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Trata-se de um estudo experimental, controlado e comparativo. Os 36 ratos foram
distribuidos em seis grupos numericamente iguais (Figura 1):

O grupo Salina: constituido por 6 ratos, os quais foram anestesiados antes de
serem tratados com 3 doses de salina, 2,0 ml via intravenosa, independente do peso do animal,
administrada na veia femoral direita. Esse grupo nao foi submetido a nenhum procedimento
cirtrgico e os tempos de administragao da salina foram os mesmos do grupo salina e trauma.

O grupo Salina e trauma: constituido por 6 ratos, os quais foram anestesiados
antes dos tratamentos e procedimentos cirtrgicos. Eles receberam 2,0 ml de salina
administrada na veia femoral direita, independente do peso do animal, 30 minutos antes da
indugdo do trauma muscular, € novamente as 6 ¢ 12 horas depois do trauma (Figuras 3).

O grupo L-alanil-glutamina: constituido por 6 ratos, que foram anestesiados antes
dos tratamentos e receberam 3 doses de solucdo de L-alanil-glutamina 0,75g/Kg de peso
corporal, completando-se para um volume de 2,0 ml com solucdo salina que foi administrada
por via intravenosa na veia femoral direita, esse grupo ndo foi submetido nenhum
procedimento cirrgico. Os tempos de administragdo da L-alanil-glutamina foram os mesmos
do grupo L-alanil-glutamina e trauma.

O grupo L-alanil-glutamina e trauma: constituido por 6 ratos que receberam 3
aplicagdes de solugcdo de L-alanil-glutamina, pelo mesmo procedimento, mesmas doses e
volumes do grupo L-alanil-glutamina sem trauma, 30 minutos antes da indu¢do do trauma
muscular, e novamente as 6 e 12 horas depois do trauma (Figura 3).

O grupo Dexametasona (Dexa): constituido por 6 ratos, os quais receberam 2
administracdes de Dexa na dose 2mg/kg i.p. Esse grupo nao foi submetido ao procedimento
de indugdo do trauma muscular, entretanto os tratamento ocorreram nos mesmos tempos do
grupo Dexametasona e trauma.

O grupo Dexametasona e trauma: constituido por 6 ratos, que foram anestesiados
antes do procedimento cirargico de indugdo do trauma, e forma tratados com 2 doses de
Dexametasona (2mg/kg i.p.), 2 horas antes da ocorréncia do trauma e 10 horas depois da
primeira dose. Esse grupo serviu de controle positivo para validagdo do modelo (Figura 4).

Passadas 24 horas da indu¢do ou ndo indugdo do trauma os animais foram
anestesiados e realizou-se coletas de amostras de tecidos pulmonar e sangue para realizagao
das analises laboratoriais (Figura 2). O pulmao foi dividido em dois segmentos, uma parte foi
para as dosagens da enzima mieloperoxidase (MPO) e concentragdes de glutationa (GSH) e a
segunda para avaliagdo histopatologica. No plasma sanguineo foi dosada apenas a

concentragdo de glutationa.



Amostra
(n=36)
Ratos Wistar

Sem Trauma

Com Trauma

controle
Grupo (n=6) Grupo (n=6) Grupo (n=6) Grupo (n=6)
Salina Glutamina Dexametasona Salina

Grupo (n=6)
Glutamina

Grupo (n=6)
Dexametasona

FIGURA 1- Esquema da distribui¢do dos animais nos diversos grupos de estudo.

Grupos Substancia Ter;rpé? de Procedi- Tempo de Material Substancias
P Utilizada mento Tratamento Coletado* Dosadas
Tratamento

Salina : Sangue e
(n=6) Sgln;a - 30 min - 6 e 12 horas tecido GSH, MPO

. v pulmonar

Salina ¢ Salina Trauma Sangue e
trauma V) - 30 min. muscular | © € 12 horas tecido GSH, MPO

(n=6) : pulmonar

L-Ala-Gln | L-Ala-Gln Sangue e

= , 19 gIKg - 30 min. - € oras tecido R

(n=6) 0,75 g/K. 30 mi 6el2h id GSH, MPO

(i.v) pulmonar

L-Ala-Gln | [ _Ala-GIn Trauma Sangue e
¢ trauma 0,75 g/Kg - 30 min. u 6 e 12 horas tecido GSH, MPO

(n=6) . muscular

(i.v) pulmonar

Dexa Dexa Sangue e
(n=6) 2 mg/Kg - 2 horas - 10 horas tecido GSH, MPO

(i.p) pulmonar

Dexae Dexa Trauma Sangue e
trauma 2 mg/Kg -2 horas u 10 horas tecido GSH, MPO

(n=6) . muscular
(ip) pulmonar

Figura 2 — Quadro de distribui¢do dos grupos de estudo, numero de animais, tratamentos e concentragdes das
solugdes, tempo de tratamento, material a ser coletado e substincias a serem analisadas. * Os ratos foram
sacrificados 24 horas apos o trauma e para os fins desta pesquisa o tempo corresponde ao trauma. Parte do tecido
pulmonar foi para avaliag@o histopatologica.
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PRE-TRATAMENTOS  [rauma ou TRATAMENTOS TRATAMENTOS COLETA
1. Solugdo Salina 2,0 ml  Néao Trauma 1. Solu¢do Salina 2,0 ml 1. Solugdo Salina 2,0 ml
2. L-Alanil-Glutamina 2. L-Alanil-Glutamina 2. L-Alanil-Glutamina |
0,75 g/Kg) 0,75 g/Kg) 0,75 g/Kg)
- 30 min Tempo 6h N 12h 24 h pos
Zero trauma

FIGURA 3 - Delineamento temporal dos experimentos referentes aos tratamentos de salina e L-Alanil-

Glutamina.
PRE-TRATAMENTO Trauma ou TRATAMENTO COLETA
Dexametasona N3ao Trauma Dexametasona (2,0 mg/kg)
(2,0 mg/kg)
-2h Tempo N ,
Zero 10 h 24 h apos
trauma

FIGURA 4 - Delineamento temporal do experimento referente ao tratamento de Dexametasona

3.3.  Procedimento anestésico

Os animais foram pesados e submetidos a anestesia geral com injegao
intraperitoneal de solugdo tribromethanol 2,5% na dose de (1 mL/100g de peso). Os ratos
foram considerados anestesiados ap6s a constatacio da perda de reagdo aos estimulos

mecanicos.
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3.4.  Procedimento de preparacéo e administracdo das drogas

A glutamina tem uma baixa solubilidade sendo instavel se for exposta ao calor.
Neste estudo, utilizou-se o Dipeptiven ®, do Laboratério Fresenius, uma solucio altamente
estavel contendo dipeptideo (L-alanil-glutamina), que ¢ bastante soltivel em agua e resistente
ao calor, que tem sido largamente utilizado em pesquisas clinicas e experimentais (LABOW,
2000). O dipeptideo quando administrado no sangue por veias periféricas, sofre hidrolise
liberando moléculas de aminoacidos livres alanina e glutamina (SOUBA, 1993). Um frasco
de vidro com 100 ml contém 8,2g de L-alanina e 13,46g de L-glutamina. A L-Ala-GIn foi
administrada na dose 0,75g/Kg de peso do animal, completando-se com solucdo salina para
obtencdo do volume total 2,0 ml. As doses de glutamina usadas neste estudo foram
selecionadas de acordo com investigagdes prévias de Singleton e Wischmeyer (2007). A
solugdo de cloreto de sodio 0,9% utilizada no estudo foi produzida pela Farmax produtos
farmacéuticos (Divinopolis, MG).

A solugdo de L-alanil-glutamina a 20% ou solu¢do salina foi administrada por via
intravenosa num volume total de 2,0 ml. A aplicagdo foi realizada com seringa de 5,0 ml com
scalpe pediatrico 27G. O animal sob anestesia foi posicionado em decubito dorsal,

imobilizado pelas patas com tiras de fita adesiva presas a mesa operatoria, seguida da anti-

®
sepsia com polivinilpirrolidona (PVPI - Povidine ). Uma incisdo longitudinal mediana foi

realizada com bisturi de lamina 15, com aproximadamente 10 mm de extensdo, interessando a
pele que recobre a pata direita para puncao da veia femoral (Figura 5). Apds a aplicacao dos

tratamentos, realizou-se sutura da pele com fio de algodio 3.0 e anti-sepsia com

®
polivinilpirrolidona (PVPI - Povidine ).

A Dexametasona (Decadron Injetavel — fosfato dissédico de Dexametasona 2
mg) utilizada neste estudo foi produzia pelo Aché, Laboratérios Farmacéuticos S.A. E uma
droga cléssica com forte poder antiinflamatério, bastante usada em pesquisas clinicas e
experimentais. A dose utilizada nesta pesquisa foi de 2 mg/kg de peso do animal administrada
via intraperitoneal. As doses foram previamente descritas por Shiue e Thrall (1991), sendo
administradas em 2 momentos: o primeiro 2 horas antes da inducao do trauma e o segundo 10

h depois da aplicagdo da primeira dose.
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FIGURA 5- Procedimento de administragdo dos tratamentos pela via intravenosa.

3.5.  Modelo experimental do trauma muscular

As operagdes foram realizadas no Laboratorio de Cirurgia Experimental da
Faculdade de Medicina da Universidade Federal do Ceara. Esse modelo experimental tenta
reproduzir as condi¢des de um trauma do musculo esquelético, que ocorre em seres humanos,
e com isso proporcionar um melhor entendimento de suas repercussdes e alternativas de
tratamento. Com o animal sob anestesia, posicionado em decubito dorsal e imobilizado pelas

patas com tiras de fita adesiva a mesa operatoria, realizou-se a epilacdo da coxa esquerda e

®
anti-sepsia com polivinilpirrolidona (PVPI - Povidine ), seguida da colocagdo dos campos

operatorios esterilizados para isolar o campo operatério. Uma incisao longitudinal mediana
com bisturi de lamina 15, com 20 mm de extensdo foi realizada, interessando a pele, a tela
subcutanea abrindo toda regido que recobre a musculatura da coxa. Apds o afastamento da
pele, todo o grupamento muscular, do compartimento anterior da coxa no nivel do joelho até
articulacdo do quadril, foi descolado, preservando-se o osso, nervos, artérias e veias. Em
seguida foi passado uma pinga Kelly entre o compartimento muscular da regido posterior e o

fémur (Figura 6). Na sequéncia realizou-se sutura da pele com fio de algodao 3.0 e anti-sepsia

®
com polivinilpirrolidona (PVPI - Povidine ) (Figura 7). Os animais foram colocados em

gaiolas individuais sob calor de lampadas incandescentes até a recuperacdo da anestesia,

sendo, entdo, observados por um periodo de vinte quatro horas, com dieta e 4gua a vontade.
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Foram considerados para o estudo os animais que permaneceram vivos durante
todo o experimento: de um total de 36 animais ocorreram 3 o6bitos, por dificuldade técnica

durante a coleta do sangue. Estes animais foram repostos para compor o total de 6 ratos por

grupo.

FIGURA 7 - Sutura da pele e anti-sepsia apos

FIGURA 6 - Indugdo do modelo experimental do . ~
indug¢do do trauma.

trauma muscular.

3.6. Coleta do material para analise

Vinte quatro horas apds a indugdo do trauma muscular ou ndo indugdo do trauma
para os grupos controles, os animais foram anestesiados e submetidos a laparotomia para a

coleta de sangue e tecido pulmonar.

3.6.1. Coleta de sangue

Uma laparotomia mediana em cada animal foi feita com bisturi lamina 15,
interessando pele, tela subcutanea e linha aponeurética mediana de aproximadamente 4 cm,
com exposicdo e afastamento lateral das algas intestinais para a direita, seguida de disseccao e

isolamento da aorta abdominal. Em seguida, procedeu-se a colheita do sangue por pun¢ao
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direta da artéria aorta em sentido céfalo-caudal a 45° com agulha hipodérmica 25x7 (0,7mm x
25mm, 22Gx1”, NIPRO®, Sorocaba-SP) acoplada em seringa de SmL (BD Plastiplak®,
Curitiba-PR) heparinizada. Foram colhidas amostras de sangue de aproximadamente 2,0 ml
de cada animal.

Logo depois de colhido, o sangue foi colocado em tubos de ensaio, com
capacidade para 10 ml, contendo 5,0 ml de acido perclorico 0,75 M e imerso em gelo no
interior de um recipiente de isopor. A imersdo neste acido provoca inativagdo e precipitacao
rapida das proteinas que foram removidas por centrifugagdo a 4000 rpm por 10 minutos.
Desprezou-se o precipitado, e o sobrenadante foi novamente colocado em tubos de ensaio
previamente pesados que mais uma vez foram pesados para obtencdo do volume final e

depois congelados a -70° C para andlise da concentragao de glutationa.

3.6.2. Coleta do tecido pulmonar

Apos o sacrificio do animal por exangiiinacdo foi realizada uma toracotomia
mediana com retirada do esterno, apos 24 horas da inducdo ou ndo do trauma, expondo os
pulmdes e o coragdo. O pulmao direito foi clampado com uma pinga Kelly e retirado um
fragmento de aproximadamente 1 cm’ para dosagem de glutationa um antioxidante endogeno,
o restante foi para analise histopatologica. Em seguida, procedeu-se a pungao do atrio direito
com seringa 60 ml e agulha 0,7 x 25mm para lavagem do pulmdo esquerdo com solugdo
salina 0,9% até obter-se tecido pulmonar com coloragdo esbranquicada. Reservou-se uma
amostra de tecido mais descorada para dosar MPO um indice sensivel da infiltracao tecidual
de neutréfilos, método descrito por Timlin et al., (2004) (Figuras 8). Apds o mergulho em
nitrogénio liquido, o fragmento foi acondicionado em tubo tipo Eppendorf a -70°C. Amostras
foram mantidas congeladas em freezer a -70°C até o ensaio. Tecidos perdem
aproximadamente 15% de sua atividade de MPO por semana, portanto, ensaios foram
realizados o mais rapido possivel apos coleta.

A amostra retirada do pulmao direito que foi prensada e mergulhado em nitrogénio
liquido a cerca de -190 °C. Esta técnica baixa a temperatura tissular a aproximadamente -80°C
em um tempo inferior a 0,1 segundo. Os fragmentos foram colocados em tubos de ensaio e

armazenados a -70° C até sua utilizacao para dosagem de GSH.



35

FIGURA 8 - Técnica de lavagem do pulmao

3.7. Técnica Laboratorial

3.7.1. Processamento histologico e critérios para analise histoldgica do pulmao

O pulmao foi seccionado no plano frontal e imerso em formol tamponado a 10%
(para cada litro de formol adicionou-se quatro gramas de fosfato monobésico anidro e 6,5
gramas de fosfato de sodio dibasico anidro) observando-se a relacdo do volume da solugdo 10
vezes o volume da amostra tecidual a ser fixada. No processamento histoldgico foi realizada a
desidratacao sucessiva em alcoois etilicos, em concentragdes crescentes, até o alcool absoluto;
diafanizagdo com xilol e impregna¢do com parafina histologica para emblocamento. Um
micrétomo rotativo foi utilizado para realizar cortes finos de cerca de 4um, que foram
montados sobre ldmina de vidro com extremidade fosca, devidamente identificada. Os cortes
montados seguiram para desparafinizacdo em estufa a 56°C.

Apobs nova desparafinizagdo com xilol, hidratacdo com 4alcoois sucessivos, em
concentragdes decrescentes, o material foi lavado em d4gua corrente e corado com
hematoxilina por cinco a dez minutos. O excedente do corante foi retirado com banhos em
agua corrente comum. Apds rapida desidratacao em alcool absoluto, os cortes foram corados
pela eosina por oito minutos; diferenciados em sucessivos alcoois, em concentragdes
crescentes; diafanizados em xilol ¢ montados com laminula e balsamo de Canada e Etela.

As laminas foram analisadas & microscopia optica (microscopio Nikon E 200) pelo

patologista sem prévio conhecimento sobre o grupo a que pertencia cada rato
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As analises morfométricas foram determinadas por uma modifica¢dao dos critérios
descritos por Greca et al., (2004): congestdo, edema intersticial, hemorragia e necrose. Os
parametros foram graduados em: ausente (-) quando ndo apresentar nenhuma alteracao,
discreto (+) quando estiverem presentes somente alteracdes focais, moderado (+ +) quando
estiverem presentes alteracdes multifocais, e intensa (+ + +) quando estiverem presentes
alteracoes difusas. Para fins de calculo estatistico foram atribuidos escores aos critérios
descritos anteriormente: 0 (ausente), 1 (discreto), 2 (moderado) e 3 (intenso). A infiltragao
neutrofilica foi avaliada pela contagem do nimero de neutréfilos em cinco campos aleatdrios

visualizados em aumento de 400 X.

3.7.2. Determinacdo da atividade da enzima mieloperoxidase (MPO)

Mieloperoxidase (MPO) ¢ uma enzima presente nos granulos intracelulares dos
neutrofilos. Essa enzima pode ser utilizada, portanto, como marcador para o conteido de

neutrofilos dos tecidos. A agdo da MPO esta explicitada abaixo:

H,0, H,0 + 0"
—

O +AH, _— > H, O+ A

Neste ensaio, a H,O, é clivada por MPO liberada de amostras de tecido por
homogeneiza¢do com tampao de HTAB (detergente). O radical oxigénio (O") resultante se
combina com diidrocloreto de O-dianisidina, o doador de hidrogénio (AH; ), que é convertido
a um composto colorido (A). O aparecimento deste composto, ao longo do tempo, ¢ medido
por espectrofotdometro para determinar o contetido de MPO de um tecido.

Os reagentes utilizados no ensaio da dosagem de MPO foram: tampao fosfato de
potassio,tampao de brometo de cetil trimetil amonio (HTAB), peréxido de hidrogénio (1%) e
Diidrocloreto de O-dianisidine.

Para avaliacdo da MPO ultilizou-se aproximadamente 50 mg de tecido pulmonar,
as amostras foram pesadas e seus pesos anotados e durante todo o experimento foram
mantidas no gelo. Em seguida foram colocadas em tubos de ensaio e adicionado 1,0mL de
tampao HTAB. Cada amostra foi homogeneizada com um homogeneizador de tecidos por

15s. ApOs essa etapa, mais tampao HTAB ¢ adicionado para compor 1,0mL de tampao para
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cada 50mg de amostra. Os tubos foram levados ao vortex e, depois, o conteido das amostras
foi centrifugado a 4500 rpm por 20min a 4°C, passado o processo de centrifugacao recolhe o
sobrenadante para tubos eppendorf e armazena no gelo, para em seguida prepara a solugao
reveladora de e colocou-se 7ul da amostra do sobrenadante em duplicata. Por ultimo,
acrescentou 200 ul da solugdo reveladora de o-dianisidine para fazer a leitura no leitor de
Elisa em absorbancia de 450 nm. As leituras das absorbancias foram realizadas no tempo zero
e um minuto. A atividade de MPO foi expressa em Unidade de MPO por miligramas de tecido
(MPO U/mg) e foi determinado por uma modificagdo do método de Bradley, et al (1982).
Obtém-se a concentragdo final de MPO comparando-se o valor da absorbancia com uma
tabela padrdo de MPO, preparada previamente (APENDICE B). As concentragdes de MPO

foram expressas em unidade / mg de tecido pulmonar.

3.7.3. Determinagao de grupos sulfidrilicos nao protéicos (glutationa-GSH)

Para a determinagdo da glutationa (GSH), calculou-se o teor dos grupos
sulfidrilicos ndo protéicos pelo método de Sedlak & Lindsay (SEDLAK; LINDSAY, 1968)
que ¢ baseado na reacdo do 5-5’-ditiobis-2-acido nitrobenzoico (DTNB, reagente de Ellman)
com o tiol livre, dando origem a um dissulfeto misto mais acido (2-nitro-5-tiobenzdico).
Utilizando os reagentes Acido Etilenodiaminotetraacético (EDTA), Acido Tricloroacético
(ATC) 50%, Tampao TRIS 0,4M pH 8,9, DTNB 0,5M, Metanol, GSH 1mg/mL e lembrando

das reagdes

2 GSH + H,0, > GSSG + 2 H,0
2 GSH + Acido Graxo-OOH = GSSG + Acido Graxo-OH + H,O

A amostra de tecido (500 mg) foi pesada e homogeneizada em 5 ml de EDTA
0,02M gelado para preparar um homogenato a 10%, retiram-se 4mL de cada amostra e
adicionam-se 3,2 mL de 4gua destilada e 0,8 mL de solu¢do aquosa de ATC 50%. Os tubos
sdo entdo centrifugados em 3.000 rotagdes por minuto por 15 minutos e em seguida retiram-se
2mL do sobrenadante e adiciona-se 4mL de TRIS 0,4mL (pH 8,9) ¢ 0,1 mL de DTNB 0,01M.
A mistura ¢ agitada visando homogeneizagdo e, apoés 5 minutos da adi¢do do DNTB, as

absorbancias sdo lidas no espectrofotdometro a 412 nm.



38

A determinacao da glutationa (GSH) no sangue ¢ semelhante a do tecido, amostra
de plasma foi pesada e desproteinizada. Em seguida 1,0 ml da amostra ¢ retirada e misturada
com 3,2 ml de agua destilada e 0,8 ml de 4cido tricloroacético a 50%. O tubo ¢ agitado e
centrifugado a 3000 rpm por 15 minutos. As etapas seguintes sdo as mesmas empregadas na
dosagem do tecido. A concentragdo de GSH ¢ finalmente obtida pela comparagido do valor da
absorbancia com uma tabela padrio de GSH previamente estipulada (APENDICE C). As

concentragoes de GSH foram expressas em pmol/g de tecido e umol/ml de sangue.

3.8. Analise Estatistica

Para os calculos estatisticos utilizou-se os programas GraphPad Prism® versido
500 para Windows (GraphPad Software, San Diego, Califérnia, U.S.A,
www.graphpad.com). Para todas as variaveis estudadas, efetuou-se o teste de Kolmogorov-
Smirnov para verificacao da distribui¢do de normalidade. Diante da presenca de normalidade,
os dados foram expressos como média acompanhada pelo seu desvio padrao (Média = DPM).
Para comparacdo entre trés ou mais grupos, aplicou-se o teste Analise de Variancia (Anova)
com poés-teste de Bonferroni. As comparagdes entre dois grupos foram realizadas utilizando-
se o teste t. Quando os pardmetros de normalidade ndao foram atingidos com aplicagdo do teste
de Kolmogorov-Smirnov, os testes utilizados foram de Kruskal-Wallis/ Dunn para comparar
trés ou mais grupos, os dados foram expressos como mediana, intervalo interquartil, valores
minimo e maximo (Box-Plot). Para comparar dois grupos utilizou-se o teste de Mann-

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

4.1. Validacdo do modelo de lesdo aguda pulmonar induzida por trauma muscular

cirargico.

4.1.1. Avaliagdo do efeito do trauma na atividade da enzima mieloperoxidase (U MPO/mg)

no tecido pulmonar de ratos tratados com salina ou Dexametasona.

Analisou-se o efeito do trauma muscular cirurgico e verificou-se um aumento
significante (p<0,001) na atividade de mieloperoxidade (MPO), no grupo salina, submetido ao
trauma muscular, quando comparado ao grupo salina (controle). Também foi constatado uma
redu¢do de MPO significante (p<0,001) no grupo Dexametasona comparado com o grupo
salina, ambos submetidos ao trauma. Observou-se que nao houve diferenca significante na
atividade de MPO entre o grupo salina (controle) comparado com o grupo Dexametasona

submetido ao trauma (Tabela 1, Figura 9).

TABELA 1- Atividade da mieloperoxidase (MPO) no pulmdo comparando-se os grupos
salina e trauma com salina (controle), Dexametasona com salina, ambos submetidos ao
trauma.

GRUPOS m (dp)
Salina - controle 1,35+ 1,45
Salina e trauma 23,96 £ 4,86 ***
Dexametasona e trauma 5,52 + 1,91HJr

Testes: Anova / Bonferroni em 6 ratos por grupo (Média +D.P.)
**%p<0,001 comparado ao grupo salina sem trauma

THp<0,001 comparado ao grupo salina e trauma
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FIGURA 9: Quantificagdo da atividade de mieloperoxidase no pulmio dos grupos tratados com salina sem
trauma, salina e Dexametasona ambos submetidos ao trauma. Dados expressos como média e desvio padrdo das
medigdes efetuadas em 6 animais. Anova /Bonferroni. ***p<0,001 quando comparado ao grupo salina sem
trauma, quando comparado com o grupo dexa mais trauma.

4.1.2. Avaliagdo do efeito do trauma no infiltrado neutrofilico em tecido pulmonar de ratos

tratados com salina ou Dexametasona.

Analisou-se o efeito do trauma e verificou-se um aumento significante (p<0,001)
no numero de neutréfilos no grupo salina, submetido ao trauma, quando comparado ao grupo
salina (controle). Constatou-se uma reducgdo significante (p<0,001) no infiltrado neutrofilico
no grupo Dexametasona quando comparado com grupo salina, ambos submetidos ao trauma.
Observou-se que ndo houve diferenca significante no nimero de neutroéfilos entre o grupo que
recebeu salina (controle) comparado com o grupo Dexametasona e trauma (Tabela 2, Figura

10).
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TABELA 2 — Contagem de neutrofilos registrados em tecido pulmonar comparando-se os
grupos salina e trauma com salina sem trauma (controle), Dexametasona com salina, ambos
submetidos ao trauma.

GRUPOS m (dp)
Salina - controle 24,50 £ 7,45
Salina e trauma 71,00 £ 19,64 %**
Dexametasona e trauma 21,50+ 5,36TH

Testes: Anova / Bonferroni em 6 ratos por grupo (Média £ D .P.)
**%n<0,001 comparado ao grupo salina sem trauma

1LHp<0,001 comparado ao grupo salina e trauma
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Figura 10: Avaliagdo neutrofilica em tecido pulmonar de ratos comparando-se os grupos tratados com salina
sem trauma e os grupos tratados com salina e Dexametasona ambos submetidos ao trauma. Dados expressos
como média e desvio padrdo, das medicdes efetuadas em 6 animais. Anova / Bonferroni. ***p<0,001 quando

Tt

comparado ao grupo salina sem trauma, ~ p<0,001 comparado ao grupo salina e trauma.

4.1.3. Avaliagdo do efeito do trauma na concentracdo de Glutationa (umol/g) no tecido

pulmonar de ratos tratados com salina ou Dexametasona.

Analisou-se o efeito do trauma e verificou-se uma reducao significante (p<0,01)
na concentracdo de glutationa (GSH), no grupo submetido a trauma muscular e tratado com
salina quando comparado ao grupo salina (controle). Também foi constatado um aumento de
GSH significante (p<0,01) no grupo tratado com Dexametasona comparado com o grupo

tratado com salina, ambos submetidos ao trauma. Observou-se que ndo houve diferenca
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significante na GSH entre o grupo tratado com aafoontrole) comparado com 0 grupo

Dexametasona submetido ao trauma (Tabela 3, Figyra

TABELA 3 — Concentracdo de glutationa (umol/g) no pulmao paando-se 0S grupos
salina e trauma com salina sem trauma (control&xaBetasona com salina ambos
submetidos ao trauma.

GRUPOS m (dp)
Salina - controle 18,87 + 7,35
Salina e trauma 8,53+ 1,22 **
Dexametasona e trauma 19,12 +2,88'

Testes: Anova / Bonferroni em 6 ratos por grupodidé D.P.)
**p<0,01 comparado ao grupo salina sem trauma

"p<0,01 comparado ao grupo salina e trauma
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Figura 11: Quantificacdo da concentracdo de glutationa dimgm nos grupos tratados com salina sem trauma,
salina e Dexametasona ambos submetidos ao trauadosDexpressos como média e desvio padrdo, das
medicbes efetuadas em 6 animais. Anova /Bonferrgp<0,01 comparado ao grupo salina sem trauma.

"p<0,01 comparado ao grupo salina e trauma.

4.1.4. Avaliacao do efeito do trauma na Concentracédo dea@bna (umol/mL) no plasma

de ratos tratados com salina ou Dexametasona.

Analisou-se o efeito do trauma e verificou-se g@e houve diferenca significante
na concentracdo de glutationa GSH no grupo submetittauma muscular e tratado com
salina quando comparado ao grupo tratado com s@amdrole). Contudo, observou-se uma
diminuicdo de GSH significante (p<0,05) no grupatado com Dexametasona quando
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comparado com o grupo tratado com salina (controle). Observou-se que nao houve diferenca
significante de GSH entre os grupos tratados com salina e Dexametasona, ambos submetidos

ao trauma (Tabela 4, Figura 12).

TABELA 4 — Concentragao de glutationa (umol/mL) no plasma comparando-se os grupos
salina e trauma com salina sem trauma (controle), Dexametasona com salina ambos
submetidos ao trauma.

GRUPOS m (dp)
Salina - controle 15,96 £2,01
Salina e trauma 12,76 + 3,82
Dexametasona e trauma 9,08 £5,07 *

Testes: Anova / Bonferroni em 6 ratos por grupo (Média +D.P.)
*p<0,05 comparado ao grupo salina sem trauma
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Figura 12: Quantifica¢do da concentragdo de glutationa no plasma dos grupos tratados com salina sem trauma,
salina ¢ Dexametasona ambos submetidos ao trauma. Dados expressos como média ¢ desvio padrio, das
medicoes efetuadas em 6 animais. Anova /Bonferroni. *p<0,05 comparado o grupo salina sem trauma.

4.1.5. Avaliagdo do efeito do trauma na analise do pardmetro histopatoldgico congestdo em

tecido pulmonar de ratos tratados com salina ou Dexametasona.

Analisou-se o efeito do trauma sobre o grau de congestdo no grupo tratado com
salina quando comparado com o grupo ndo submetido ao trauma (controle), nessa comparagao
observou-se que o trauma aumentou significantemente (p=0,0043) a intensidade da congestao.

Na comparacdo dos grupos Dexametasona com salina, ambos submetidos ao trauma,
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observou-se uma reducdo significantemente (P=0,0045) na congestdo. Nao foi encontrada
diferenca significativa entre os grupos tratados com salina (controle) e Dexametasona

submetido a trauma (Tabela 5, Figuras 13 e 17).

TABELA 5 — Avaliagdo do grau de congestdo no pulmdo comparando-se os grupos salina e
trauma com salina (controle), Dexametasona com salina ambos submetidos ao trauma.

GRUPOS (0-3) Escores P
Salina - controle 0 (0-1) _
Salina e trauma 2,5 (2-3)** 0,0043
Dexametasona e trauma 0 (0-1)T 0,0045

Teste: Dados analisados pelo teste de Mann-Whitney na comparagao entre dois grupos.

" p<0,01 comparado ao grupo salina (controle), i p<0,01 compado ao grupo salina e trauma,
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FIGURA 13 — Avaliagdo histopatoldgica do grau de congestdo no pulmio dos grupos tratados com salina sem
trauma e nos grupos tratados com salina ou Dexametasona ambos submetidos ao trauma. Conforme os critérios:
0 — ausente, 1 — leve, 2 — moderado, 3 — intenso. Os escores sdo expressos em mediana, intervalo interquartil,
valores minimo ¢ maximo. Teste de Kruskal-Wallis/Dunn em 6 ratos por grupo. ** p<0,01 comparado ao grupo

T i ¢

<

Grau de congestéo (escores)

salina, Hp<0,01 comparado ao grupo salina e trauma.
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4.1.6. Avaliagao do efeito do trauma na andlise do parametro histopatoldégico edema

intersticial em tecido pulmonar de ratos tratados com salina ou Dexametasona.

Analisou-se o efeito do trauma sobre o grau de edema no grupo tratado com salina
quando comparado com o grupo ndo submetido ao trauma (controle), nessa comparagao
observou-se que o trauma aumentou significantemente (p=0,0043) a intensidade do edema. Na
comparac¢do dos grupos Dexametasona com salina, ambos submetidos ao trauma, observou-se
uma redugdo significantemente (p<0,001) no grau de edema. Nao foi encontrada diferenca
significativa entre os grupos tratados com salina (controle) e Dexametasona submetido a

trauma (Tabela, 6 e Figuras 14, 17)

TABELA 6 — Avaliacao do grau de edema intersticial no pulmao comparando-se os grupos
salina e trauma com salina (controle), ¢ Dexametasona com salina, ambos submetidos ao
trauma.

GRUPOS (0-3) Escores P
Salina - controle 0 (0-1) _
Salina e trauma 2,5 (2-3)** 0,0043
Dexametasona e trauma 0 (0-1)tT < 0,001

Teste: Dados analisados pelo teste de Mann-Whitney na comparag@o entre dois grupos. ** p<0,01 comparado ao

Tt

grupo salina (controle), p<0,001 comparado ao grupo salina e trauma.
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FIGURA 14 — Avaliagdo histopatologica do grau de edema no pulmao dos grupos tratados com salina sem

trauma e nos grupos tratados com salina ou Dexametasona ambos submetidos ao trauma. Conforme os critérios:

0 — ausente, 1 — leve, 2 — moderado, 3 — intenso. Os escores sdo expressos em mediana, intervalo interquartil,
*

valores minimo e maximo. Teste de Kruskal-Wallis/Dunn em 6 ratos por grupo. *p<0,01 comparado ao grupo

Tt

salina, p<0,001 comparado ao grupo salina e trauma.
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4.1.7. Avaliagao do efeito do trauma na analise do parametro histopatoldgico hemorragia em

tecido pulmonar de ratos tratados com salina ou Dexametasona.

Analisou-se o efeito do trauma sobre o grau de hemorragia no grupo tratado com
salina quando comparado com o grupo nao submetido ao trauma (controle), nessa comparacao
observou-se que o trauma aumentou significantemente (p=0,0043) a intensidade da
hemorragia. Na comparacdo dos grupos Dexametasona com salina, ambos submetidos a
trauma, observou-se uma redugdo significantemente (P=0,0037) no grau de hemorragia. Nao
foi encontrada diferenca significativa entre os grupos salina (controle) e Dexametasona

submetido a trauma (Tabela 7, Figuras 15 e 17).

TABELA 7 — Avaliacao do grau de hemorragia no pulmao comparando-se os grupos salina e
trauma com salina (controle), Dexametasona com salina ambos submetidos ao trauma.

GRUPOS (0-3) Escores P
Salina - controle 0 (0-1) _
Salina e trauma 3 (2-3)** 0,0037
Dexametasona e trauma 0 (0-1)T 0,0043

Teste: Dados analisados pelo teste de Mann-Whitney na comparagdo entre dois grupos. ** p<0,01 comparado ao

grupo salina (controle), T p<0,01 comparado ao grupo salina e trauma.
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FIGURA 15 — Avaliagao histopatologica do grau de hemorragia no pulmao dos grupos tratados com salina sem
trauma e nos grupos tratados com salina ou Dexametasona ambos submetidos ao trauma. Conforme os critérios:
0 — ausente, 1 — leve, 2 — moderado, 3 — intenso. Os escores sdo expressos em mediana, intervalo interquartil,

valores minimo e maximo. Teste de Kruskal-Wallis/Dunn em 6 ratos por grupo. **p<0,01 comparado ao grupo

salina sem trauma, Hp<0,01 comparado ao grupo salina e trauma.
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4.1.8. Avalia¢ao do efeito do trauma na andlise do parametro histopatoldgico necrose em

tecido pulmonar de ratos tratados com salina ou Dexametasona.

Verificou-se o efeito do trauma no grau de necrose ¢ observou-se que no grupo
tratado com salina e submetido a trauma, o grau de necrose foi significantemente maior (P <
0,01) comparado ao grupo salina (controle). Nos grupos submetidos a trauma observou-se
uma reducdo significantemente (p=0,0037) no grau de hemorragia quando tratados com
Dexametasona comparado com os tratados com salina. Nao foi encontrada diferenga
significativa entre os grupos tratados com salina (controle) e Dexametasona submetido a

trauma (Tabela 8, Figuras 16 e 17).

TABELA 8 — Avaliagdo do grau de necrose no pulmado comparando-se os grupos salina e
trauma com salina (controle), Dexametasona com salina ambos submetidos ao trauma.

GRUPOS (0-3) Escores P
Salina - controle 0 (0-0) _
Salina e trauma 3(2-3) _
Dexametasona e trauma 0 (0-1)** 0,0037

Teste: Dados analisados pelo teste de Mann-Whitney na comparagdo entre dois grupos. ** p<0,01 comparado ao
grupo salina e trauma.
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FIGURA 16— Avaliaggo histopatologica do grau de necrose no pulmdo dos grupos tratados com salina sem

trauma e nos grupos tratados com salina ou Dexametasona ambos submetidos ao trauma. Conforme os critérios:

0 — ausente, 1 — leve, 2 — moderado, 3 — intenso. Os escores sdo expressos em mediana, intervalo interquartil,
*

valores minimo e maximo. Teste de Kruskal-Wallis/Dunn em 6 ratos por grupo’ *p<0,01 comparado ao grupo

salina, Hp<0,01 comparado ao grupo salina e trauma.



48

Figura 17— Fotomicrografia de pulmdes de ratos. Controle A - grupo tratado com salina ¢ nio submetido a
trauma muscular. B- grupo tratado com salina e submetido a trauma muscular, C- grupo tratado com
Dexametasona e submetido a trauma muscular. Em A observa-se a presenca de leve congestdo, leve edema
intersticial. Auséncia de hemorragia ¢ necrose. Em B observa-se intensa congestdo, edema intersticial,
hemorragia e necrose. Em C observa- leve presenca de congestdo, edema intersticial discreto ¢ auséncia de
hemorragia e necrose.(coloragdo hematoxilina/ Eosina. Magnificagdo de 400x).
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4.2.  Avaliagéo do efeito da L-alanil-glutamina na lesdo aguda pulmonar induzida por

trauma muscular cirdargico

4.2.1. Efeito da L-alanil-glutamina e da Dexametasona nas dosagens da atividade enzimadtica

de mieloperoxidase (U MPO/mg) no tecido pulmonar de ratos.

Analisou-se inicialmente o efeito do trauma muscular na atividade da MPO.
Verificou-se que o trauma aumentou significantemente a atividade da MPO nos grupos
tratados com salina (p<0,001) e L-Alanil-GIn (p<0,001) e menos intensamente no grupo dexa
(p=0,0013) quando comparados aos respectivos grupos controles, sem trauma (Tabela 9).

Nos grupos submetidos ao trauma e tratados com L-alanil-glutamina ou
Dexametasona houve uma reducdo significante (p<0,001) na atividade de MPO, quando
comparado ao grupo tratado com salina e submetido ao trauma. Observou-se que houve
reducdo significante (p<<0,001) na atividade de MPO no grupo Dexametasona, submetido ao
trauma, quando compado ao grupo tratado com L-alanil-glutamina, também submetido ao
trauma. Na comparagdo entre o grupo salina (controle), com L-alanil-glutamina e
Dexametasona, ambos sem intervencdo do trauma muscular, ndo foram encontradas

diferencas significativas nas dosagens de MPO (Figura 18).

TABELA 9 — Atividade da mieloperoxidase (U MPO/mg) no pulmao de ratos comparando-se
os grupos tratados com salina, L-alanil-glutamina, Dexametasona submetidos ao trauma com
0s grupos nao submetidos.

Grupos (n=6) Sem trauma (controle) Com trauma *p
Salina 1,35+ 1,45 23,16 4,87 <0,0001
L-alanil-glutamina 0,89 + 0,98 12,90 £2,01 <0,0001
Dexametasona 1,13+1,52 5,52+1,91 0,0013

Testes: Dados analisados pelo teste t para variaveis ndo emparelhadas. As medig¢oes foram efetuadas em 6
animais. * grupo com trauma Versus grupo sem trauma.
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Figura 18 —Quantificagdo da atividade de mieloperoxidase nanfiol dos grupos tratados com salina, I-alanil-
glutamina ou Dexametasona submetidos e nao sulbwedial trauma. Dados expressos como média e desvio

padréo das medicbes efetuadas em 6 animais. TestaABonferroni. p<0,001 comparado ao grupo salina e
trauma,”™ p<0,001 comparado ao grupo L-alanil-glutamina ertra.

4.2.2. Efeito da L-alanil-glutamina e da Dexametasona watagem do numero de

neutréfilos em tecido pulmonar de ratos.

Analisou-se o efeito do trauma muscular sobre o emande neutrofilos e
verificou-se uma infiltracdo neutrofilica. Observea que o0 trauma aumentou
significantemente numero de neutroéfilos nos grugadma (p=0,0003) e L-alanil-glutamina
(p=0,0130) e menos intensamente no grupo Dexanmetg®s=0,0004) quando comparados
aos respectivos grupos controles, sem trauma i@ abg

Nos grupos L-alanil-glutamina e Dexametasona, ansutenetidos ao trauma,
ocorreu uma reducao significante (p<0,001) no nander neutréfilos quando comparado ao
grupo tratado com salina e submetido ao traumaetamto, observou-se que nao houve
diferenca significante no grupo Dexametasona coaamacom o grupo L-alanil-glutamina,
ambos submetidos ao trauma. Na comparacdo entggupss salina (controle), L-alanil-
glutamina e Dexametasona, que nao sofreram imed#eedo trauma muscular, ndo foram

encontradas diferencas significativas nas contagenstmeros de neutrofilos (Figura 19).
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TABELA 10 — Numero de neutrdfilos registrados em cinco campar |lamina de tecido
pulmonar de ratos ndo submetidos a trauma musooaparando-se 0s grupos submetidos e
tratados com salina, L-alanil-glutamina ou Dexas@ta.

Grupos (n=6) Sem trauma (controle) Com trauma *p
Salina 24,50 + 7,45 71,00 + 19,64 0,0003
L-alanil-glutamina 18,17 + 3,49 28,50 £ 7,63 0,0130
Dexametasona 8,83+2,71 21,50 + 5,36 0,0004

Testes: Dados analisados pelo tégtera variaveis nao emparelhadas. As medicdes fefatmadas em 6
animais. * grupo com traumer sus grupo sem trauma.

Hl Salina

100+ 3 Salina e trauma
3 L-Ala-GIn

B L-Ala-GIn + trauma
Bl Dexa

Hl Dexa + trauma

80

60

40+

20

N° de neutréfilos/ 5 campos

04

Figura 19 — Representacdo da contagem do nimero de neutrddiffistrados em cinco campos por lamina de
tecido pulmonar dos grupos tratados com salinalahHeglutamina ou Dexametasona submetidos e nao
submetidos ao trauma. Dados expressos como médisweo padrao das medicdes efetuadas em 6 animais.
Teste Anova /Bonferroni.” p<0,001 comparado ao grupo salina e trauma.

4.2.3. Efeito da L-alanil-glutamina e da Dexametasona esads concentracdes de GSH
(umol/g) no pulméo de ratos.

Analisou-se o efeito do trauma muscular na conaeétr de glutationa (GSH) no
pulm&o. Verificou-se que o trauma reduziu signiftenente a concentracdo de GSH no
grupo salina (p=0,0068) e aumentou significantemens grupos tratados com L-Alanil-Gin
(p=0,0001) e Dexametasona (p=0,0291) quando cowhpEraos respectivos grupos
controles, sem trauma (Tabela 11).
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Observou-se também um aumento significante nasotmagdes de GSH dos grupos
submetidos a trauma e tratados com L-alanil-glutanp<0,001) ou Dexametasome@,05)
quando comparado ao grupo tratado com salina e efidoma trauma. Verificou-se uma
reducao significativa (p<0,001) da concentracdcG&H no grupo Dexametasona quando
comparado com o grupo L-alanil-glutamina, ambosngiltios ao trauma. Nao foram
encontradas diferecas significantes de GSH nosdmdnde ratos nas comparacdes entre 0s
grupos salina (controle), L-alanil-glutamina e Dmetasona nao submetidos ao trauma
(Figura 20).

TABELA 11 — Concentracdes de GSH (umol/g) no pulmédo de rebosparando-se 0S
grupos submetidos a trauma muscular e ndo subraetidtados com salina, L-alanil-
glutamina ou Dexametasona.

Grupos (n=6) Sem trauma (controle) Com trauma *p
Salina 18,87 +7,35 8,63 +1,22 0,0068
L-alanil-glutamina 10,88 + 2,00 36,79+7,31 0,0001
Dexametasona 12,52 + 5,66 19,12 + 2,88 0,0291

Testes: Dados analisados pelo tegtara variaveis ndo emparelhadas. As medicdes fefatmadas em 6
animais. * grupos com traunvarsus grupos sem trauma.

Salina

Salina + trauma
L-Ala-GIn
L-Ala-GIn + trauma

50—
*kk
40+
Dexa

Dexa + trauma

1ol

30

20

GSH pmol/g tecido
*

10

o

Figura 20 — Representacdo das concentra¢cdes de GSH no pulm@bodedos grupos tratados com salina, L-
alanil-glutamina ou Dexametasona submetidos e oBmetidos ao trauma. Dados expressos como média e
desvio padrdo das medicBes efetuadas em 6 anifesie Anova /Bonferroni.” p<0,001 comparado ao grupo
salina e trauma e quando comparado ao grupo Deaaamet e traumap<0,05 comparado ao grupo salina e
trauma.
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4.2.4. Efeito da L-alanil-glutamina e da Dexametasona sobre as concentragdes de GSH

(umol/mL) no plasma de ratos.

Nao houve alteragdes significaticas das concentragdes de GSH no plasma quando
compara-se os grupos salina e L-alanil-glutamina, submetidos ao trauma, com os nado
submetidos. Na comparagdo entre os grupos Dexametasona, submetido ao trauma, como o
grupo Dexametasona, sem trauma, observou-se um aumento nas concentracdes de GSH no

plasma (Tabela 12, Figura 21).

TABELA 12 — Concentragdes de GSH (umol/mL) no plasma de ratos submetidos a trauma
muscular comparando-se os grupos nao submetidos e tratados com salina, L-alanil-glutamina,
ou Dexametasona.

Grupos (n=16) Sem trauma (controle) Com trauma *n
Salina 15,96 2,01 11,09 + 3,50 0,1320
L-alanil-glutamina 14,43 + 4,83 8,06 + 3,67 0,1320
Dexametasona 9,02 + 5,07 12,22 + 3,75 0,0411

Testes: Dados analisados pelo teste t para variaveis ndo emparelhadas. * grupos com trauma Versus grupos sem
trauma. Dados expressos como mediana e intervalo interquartil.
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Figura 21 — Representagao das concentragdes de GSH (umol/mL) no plasma de ratos submetidos e nao
submetidos ao trauma e tratados com salina, L-alanil-glutamina ou Dexametasona. Dados expressos como média
e desvio padrdo das medicdes efetuadas em 6 animais. Teste Anova /Bonferroni.
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4.2.5. Efeito do tratamento da L-alanil-glutamina ou da Dexametasona sob o grau de

congestao avaliado no pulmao de ratos.

Analisou-se o efeito do trauma muscular sob o grau de congestao. Verificou-se que o
trauma aumentou significantemente a intensidade da congestdo nos grupos salina (p=0,0043)
e L-Alanil-Gln (p=0,0383) quando comparados aos seus respectivos controles, grupos sem
trauma. Nos grupos tratados com Dexametasona ndo foram observadas nenhuma alteragao
(Tabela 13).

Na comparacdo entre os grupos L-alanil-glutamina e salina, ambos submetidos ao
trauma, ndo ocorreu nenhuma diferenca significante. Entretanto, observou-se uma redugado
significante (p<0,001) no grau de congestao no grupo Dexametasona quando comparado com
o grupo salina, ambos submetidos ao trauma. Na comparagdo entre os grupos salina, L-alanil-
glutamina e Dexametasona, que ndo sofreram o processo de indu¢do ao trauma, ndo ocorreu

diferenca significante no grau de congestdo (Tabela 17, Figura, 22 e 26).

TABELA 13 — Avaliagdo do grau de congestao no pulmao de ratos comparando-se os grupos
tratados com salina, L-alanil-glutamina ou Dexametasona submetidos ao trauma com os
grupos nao submetidos.

Grupos (n= 6) Sem trauma (controle) Com trauma *p
Salina 0 (0-1) 2,5 (2-3) 0,0043
L-alanil-glutamina 0,5 (0-1) 1,0 (1-2) 0,0383
Dexametasona 0(0-1) 0 (0-1) 0,5948

Teste: Dados analisados pelo teste de Mann-Whitney na comparagdo entre dois grupos. * grupos com trauma
VErsus grupos sem trauma.
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FIGURA 22 — Avaliagdo histopatologica do grau de congestdo nos pulmdes de ratos submetidos e ndo
submetidos a trauma e tratados com salina, L-alanil-glutamina ou Dexametasona conforme os seguintes critérios:
0 — ausente, 1 — leve, 2 — moderado, 3 — intenso. Os escores expressos em mediana, intervalo interquartil e
valores minimo e maximo. Teste de Kruskal-Wallis/Dunn em 6 ratos por grupo. **P < 0,01 comparado ao grupo

salina, t p<0,01 comparado ao grupo salina e trauma.

4.2.6. Efeito do tratamento da L-alanil-glutamina ou da Dexametasona sob o grau de edema

intersticial avaliado no pulmao de ratos.

Analisou-se o efeito do trauma muscular sob o grau de edema. Verificou-se que o
trauma aumentou significantemente a intensidade do edema no grupo salina (p=0,0043)
quando comparado ao seu respectivo controle, salina sem trauma. Nos grupos L-Alanil-Gln e
Dexametasona nao foram observadas nenhuma alteracao (Tabela 14).

Contudo, constatou-se uma redugdo significante do grau de edema nos grupos L-
Alanil-Gln (p<0,05) e Dexametasona (P< 0,05), ambos submetidos ao trauma, quando
comparado ao grupo salina também submetido ao trauma. Contudo, nos grupos tratados com
essas mesmas substincias, que ndo foram submetidos ao trauma, ndo foram encontradas

diferencas significativas no grau de edema (Tabela 17 e Figura 23 e 26).
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TABELA 14 — Avaliacao do grau de edema intersticial no pulmao de ratos comparando-se os
grupos tratados com salina, L-alanil-glutamina ou Dexametasona submetidos ao trauma com
0s grupos nao submetidos.

Sem trauma Com trauma *P
.Grupos n=6
(controle)
Salina 0 (0-1) 2,5(2-3) 0,0043
L-alanil-glutamina 0 (0-1) 0(1-2) 0,5271
Dexametasona 0 (0-1) 0 (0-1) 0,5948

Teste: Dados analisados pelo teste de Mann-Whitney na comparag@o entre dois grupos.
* grupos com trauma Versus grupos sem trauma.
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FIGURA 23 - Avaliagio histopatolégica do grau de edema nos pulmdes de ratos submetidos e ndo
submetidos a trauma e tratados com salina, L-alanil-glutamina ou Dexametasona conforme os seguintes critérios:
0 — ausente, 1 — leve, 2 — moderado, 3 — intenso. Os escores expressos em mediana, intervalo interquartil e
valores minimo e maximo. Teste de Kruskal-Wallis/Dunn em 6 ratos por grupo. *P < 0,05 comparado ao grupo

salina, f p<0,05 comparado ao grupo salina e trauma
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4.2.7. Efeito do tratamento da L-alanil-glutamina ou da Dexametasona sob o grau de

hemorragia avaliado no pulmao de ratos.

Analisou-se o efeito do trauma muscular sob o grau de hemorragia. Verificou-se
que o trauma aumentou significantemente a intensidade de hemorragia no grupo salina
(p=0,0037) quando comparado ao seu respectivo controle, salina sem trauma. Nos grupos L-
Alanil-Gln e Dexametasona ndo foram observadas nenhuma alteracdo quando comparados
aos seus respectivos controles (Tabela 15).

Observou-se uma redugdo significante no grau de hemorragia nos grupos L-alanil-
glutamina (p<0,01) e Dexametasona (P< 0,01), ambos submetidos ao trauma, quando
comparados ao grupo salina, submetido ao trauma. Contudo, ndo foi encontrada diferencga
significativa no grau de hemorragia entre os grupos tratados com as mesmas substancias e que

nao foram submetidos ao trauma (Tabela 17, Figura 24 ¢ 26).

TABELA 15 — Avaliagdo do grau de hemorragia no pulmao de ratos comparando-se os
grupos tratados com salina, L-alanil-glutamina ou Dexametasona submetidos ao trauma com
0s grupos nao submetidos.

Sem trauma Com trauma *P
Grupos n=6
(controle)
Salina 0 (0-1) 3(2-3) 0,0037
L-alanil-glutamina 0 (0-0) 0 (0-1) -
Dexametasona 0 (0-0) 0(0-1) -

Teste: Dados analisados pelo teste de Mann-Whitney na comparag@o entre dois grupos.
* grupos com trauma Versus grupos sem trauma.
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FIGURA 24 — Avaliacdo histopatologica do grau de hemorragia nos pulmdes de ratos submetidos e ndo
submetidos a trauma e tratados com salina, L-alanil-glutamina ou Dexametasona conforme os seguintes critérios:
0 — ausente, 1 — leve, 2 — moderado, 3 — intenso. Os escores expressos em mediana, intervalo interquartil e
valores minimo e maximo. Teste de Kruskal-Wallis/Dunn em 6 ratos por grupo. **P < 0,01 comparado ao grupo
salina sem trauma, *P < 0,05 comparado ao grupo salina e trauma.

4.2.8. Efeito do tratamento da L-alanil-glutamina ou da Dexametasona sob o grau de necrose

avaliado no pulmao de ratos.

Analisou-se o efeito do trauma muscular sob o grau de necrose e observou-se um
aumento no grupo salina e uma menor intensidade do grau nos grupos L-alanil-glutamina e
Dexametasona.

Comparando-se os grupos submetidos ao trauma com os seus grupos controle, ndo
submetidos ao trauma, ndo observou-se nenhuma alteragdo significativa (Tabela 16).

Posteriormente constatou-se uma reducdo significante do grau de necrose nos
grupos L-alanil-glutamina (p<0,001) e Dexametasona (P< 0,05), ambos submetidos ao
trauma, quando comparado ao grupo salina submetido ao trauma. Nenhuma diferenga
significativa foi encontrada no grau de necrose entre os grupos tratados com as mesmas

substancias e que ndo foram submetidos ao trauma (Tabela 17, Figura 25 e 26).
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TABELA 16 — Avaliagdao do grau de necrose no pulmao de ratos comparando-se os grupos
tratados com salina, L-alanil-glutamina ou Dexametasona submetidos ao trauma com os

grupos nao submetidos.

Sem trauma Com trauma *P
Grupos n=6
(controle)
Salina 0 (0-0) 3(2-3) -
L-alanil-glutamina 0 (0-0) 0 (0-1) -
Dexametasona 0 (0-0) 0 (0-1) -

Teste: Dados analisados pelo teste de Mann-Whitney na comparag@o entre dois grupos.

* grupos com trauma VErsus grupos sem trauma.
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FIGURA 25 — Avaliagéo histopatologica do grau de necrose nos pulmdes de ratos submetidos ¢ ndo submetidos
a trauma e tratados com salina, L-alanil-glutamina ou Dexametasona conforme os seguintes critérios: 0 —
ausente, 1 — leve, 2 — moderado, 3 — intenso. Os escores expressos em mediana, intervalo interquartil e valores
minimo e maximo. Teste de Kruskal-Wallis/Dunn em 6 ratos por grupo. ***P < 0,001 comparado salina sem

trauma, TH,P < 0,001 comparado ao grupo salina e trauma, **P < (0,01 comparado ao grupo salina e trauma.
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TABELA 17 - Efeito da L-alanil-glutamina e da Dexametasona sobre os escores
histopatologicos para lesdo pulmonar em ratos comparando-se os grupos submetidos ao
trauma com os nao submetidos.

Salina L-alanil-glutamina Dexametasona
Alteracdes (0-3 escores) (0-3 escores) (0-3 escores)
Histologicas Sem Com Sem Com Sem Com
Trauma Trauma Trauma Trauma Trauma Trauma
Congestio 0(0-1)  2,5(2-3)** | 0,5(0-1) 1,0 (1-2) 0 (0-1) 0(-1)"
Edema 0(0-1) 2,5(2-3)* 0 (0-1) 0(0-2)" 0 (0-1) 0(0-1)"
Hemorragia 0(0-1)  3(2-3)** 0 (0-0) 0(0-1)" 0 (0-0) 0 (0-1)
Necrose 0(0-0)  3(2-3) *** 0 (0-0) 0 (0-0) ™" 0 (0-1) 0(0-1)"

Os escores sdo expressos em mediana e valores minimo e maximo conforme os critérios: 0 — ausente, 1 — leve, 2
— moderado, 3 — intenso. Teste de Kruskal-Wallis/Dunn em 6 ratos por grupo. *p<0,05 comparado ao grupo
salina sem trauma, **p<0,01 quando comparado ao grupo salina sem trauma, *** p<0,001 comparado ao grupo

salina sem trauma,

e trauma, T

Tp<0,01 comparado ao grupo salina e trauma, t
p<0,001 quando comparado ao grupo salina e trauma

p<0,01 quando comparado ao grupo salina
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Figura 26 — Fotomicrografia de pulmdes de ratos. A- grupo tratado com salina e nfio submetido a trauma
muscular. B - grupo tratado com salina e submetido a trauma. C- grupo tratado com L-alanil-glutamina e néo
submetido a trauma muscular, D- grupo tratado com L-alanil-glutamina e submetido a trauma muscular. E -
grupo tratado com Dexametasona e ndo submetido a trauma muscular. F grupo tratado com Dexametasona e
submetido a trauma muscular. Em A, C e E observa-se leve presenga de congestdo, discreto edema, e auséncia
de hemorragia e necrose. B - observa-se intensa presenca de congestdo, de edema intersticial, de hemorragia e
necrose. D e F observa-se moderada congestdo, leve presenga de edema intersticial, de hemorragia e uséncia de
necrose (coloragdo hematoxilina/ Eosina. Magnificagdo de 400x).
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5 DISCUSSAO

A maioria dos modelos que utilizam animais para indug¢do da lesdo pulmonar
aguda (LAP) sdo baseados em distlrbios clinicos que estdo associados com LAP e sindrome
da angustia respiratoria aguda (SARA) em seres humanos. Os distarbios mais freqiientes
incluem sepse, transfusdes multiplas, grandes cirurgias, politrauma, aspiracdo do contetido
gastrico, reperfusdo de tecidos isquémicos e exposi¢do a altas concentracdes de oxigénio
(HUDSON et al, 1995).

Hipdteses geradas em estudos com humanos podem ser testadas diretamente em
modelos com animais, podendo-se obter resultados de forma mais simples. Sem os modelos
com animais, ndo haveria maneira de testar hipdteses clinicas geradas em pacientes e nao
haveria maneira de validar a importancia dos achados laboratoriais. Os estudos em modelos
com animais s30 mais Uteis se as caracteristicas forem do ponto de vista fisiopatologico
relevantes para os seres humanos (MATUTE-BELLO; FREVERT; MARTIN, 2008).

O animal de experimentacdo escolhido nessa pesquisa foi o rato Wistar albino,
macho, com o peso variando entre 200 a 300g. Esse animal é bastante utilizado em estudos
experimentais por apresentar baixo custo de aquisicao e manutencao, facil manuseio e elevada
resisténcia a infec¢do e ao trauma cirtrgico, bem como primorosa hemostasia (FESTING,
1979). Quanto ao procedimento anestésico, optou-se pela administragdo intraperitoneal (i.p)
de solugdo tribromoethanol 2,5% na dose de 1 ml/100g de peso do animal. Trata-se de um
procedimento de facil execucdo com o minimo de equipamento ¢ bem tolerada pelo animal,
sem intubagdo traqueal e sem o emprego de suporte ventilatorio.

Vérios modelos experimentais referidos na literatura sdo utilizados para induzir
lesdo aguda pulmonar como: administra¢do de acido oléico, instilagdo endotraqueal de 4cido
cloridrico, inje¢do endovenosa de endotoxina, lavagem broncoalveolar com solugdo salina,
lavagem com surfactante, ligadura e perfuracao cecal, fratura de fémur, hiperéxia e modelos
de isquemia e reperfusio (OKUTAN, et al., 2004; TIMLIN, et. al., 2005; WANG;
BONDENSTEIN; MARKSTALEER, 2008; MATUTE-BELLO; FREVERT; MARTIN,
2008). Esses modelos visam estudar as caracteristicas e buscar novas abordagens de
tratamento da lesdo. Entretanto, muitos desses modelos envolvem sofrimento no animal e

elevados custos.
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Em 2008, Matute-Bello, Frevert ¢ Martin realizaram um estudo de revisdo em
1.441 artigos indexados no PubMed, na literatura em lingua inglesa, entre o periodo de 2003 a
2007, para identificar as principais vantagens e desvantagens dos diferentes tipos de modelos
com animais que foram e sdo usados para estudar os mecanismos e tratamento da lesdo aguda
pulmonar (LAP). Eles deram énfase especial aos modelos que tentam reproduzir uma
neutrofilia aguda na microvasculatura pulmonar semelhante a observada em humanos. Com
base nessas pesquisas nenhum modelo de indu¢do de LAP por trauma muscular foi
identificado até o presente momento.

O trauma muscular induz uma resposta inflamatdria e ativa varias citocinas (TNF-
a, IL1-B, IL-6 e IL-8) e mediadores pro-inflamatorios, os quais podem agir no local da
inflamacdo, podendo ainda ter agdo sist€émica e atingir orgdos distantes como o pulmaio,
ativando neutro6filos e macrofagos alveolares. A ativacao de neutréfilos significa, entre outros
eventos, um aumento da producdo e ativacdo de enzimas como a mieloperoxidase, um
marcador fidedigno de inflamacao (SGARBI; SILVA JUNIOR; HUNGRIA NETO, 2006;
LIU; WANG T; WANG W, 2008).

Na fase inicial deste estudo, para tentar conhecer os mecanismos de
funcionamento de uma lesdo indireta no pulmao, foi testado um novo modelo experimental de
indugdo de lesdo aguda pulmonar, causada por trauma muscular cirirgico em coxas de ratos.
No primeiro piloto, avaliou-se apenas a atividade enzimdtica de mieloperoxidase no pulmao,
tendo-se obtido resultados satisfatorios. Num segundo experimento piloto, mediante avaliagdo
histopatologica do tecido pulmonar, outros parametros inflamatorios foram observados, como
infiltracdo neutrofilica, edema intersticial, hemorragia e necrose. Verificou-se, também, a
concentragdo de glutationa no pulmao e sangue.

Realizou-se outros pilotos para investigar o efeito da L-Ala-Gln na lesdo
pulmonar aguda induzida por trauma muscular, sendo utilizada uma solu¢ao de L-Ala-Gln na
dose 0,75g/Kg de peso do animal. Elegeu-se essa dose baseado no estudo de Singleton e
Wischmeyer (2007), que avaliaram o efeito protetor da glutamina na lesdo aguda pulmonar
induzida por sepse; e por Perng et al., (2009), que observaram o efeito protetor da L-Ala-Gln
na lesdo aguda pulmonar induzida por hiperéxia. Com base nos resultados positivos dos
experimentos pilotos procurou-se validar o modelo.

Investigou-se o potencial do novo modelo experimental de inducao de lesdo aguda
no pulmio, uma resposta metabolica ao trauma, utilizando um procedimento de trauma
muscular cirargico. Para validagdo do modelo, alguns pardmetros inflamatérios foram

observados nos pulmodes dos animais 24 horas apds indug¢do do trauma, como dosagem da
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atividade da enzima mieloperoxidase (MPO), concentragdo de glutationa e avaliagdo
histopatologica, sendo que nesta Gltima foram avaliados os seguintes critérios: nimero de
neutrofilos (infiltrado inflamatdrio), grau de congestdo vascular, edema intersticial,
hemorragia e necrose tecidual. Todos esses pardmetros também foram avaliados no grupo
controle, onde os animais foram tratados com salina e ndo foram submetidos ao trauma.

Adotou-se o tempo de 24 h porque microscopicamente as alteragdes
microcirculatdrias, tipo congestdo, dilatacdo venular e edema intersticial, j& estdo presentes
entre 4 a 6 horas apds o trauma. A exsudagdo neutrofilica através da barreira endotelial ja
pode ser visualizada a microscopia apds 8 horas da lesdo tecidual. Portanto, os achados de
alteragdes microvasculares e, principalmente, a infiltragdo neutrofilica intersticial, a nivel
histologico, estdo praticamente no seu apice, apds 24 horas (COTRAN; KUMAR; ROBBINS,
2008).

A MPO ¢ uma enzima presente nos granulos azuréfilos dos neutrdfilos ativados.
Ultimamente, tem sido empregada como marcador quantitativo da infiltracao neutrofilica em
diversos tecidos acometidos por processo inflamatdrio. A atividade da MPO ¢ aceita como um
padrdo fidedigno da infiltracdo de neutréfilos ativados em tecidos inflamados (BRADLEY,
1982; SGARBI et al., 2005). Determinou-se a atividade da mieloperoxidase (MPO) pulmonar
para avaliar atividade dos neutréfilos exudativos e consequente analise da inflamacao aguda
pulmonar como efeito remoto e indireto induzido pelo trauma muscular.

Em situagdes de estresse, tais como infecgdes, hipoperfusdo, lesdo aguda
pulmonar, isquemia e reperfusdo, o “turnover” da GSH atua como mecanismo de defesa
contra as espécies reativas de oxigénio (ERO). A GSH funciona como antioxidante para
manuten¢do das membranas celulares e também atua no reparo dos danos teciduais
ocasionados por um estresse oxidativo. Existem evidéncias de que a deplecdo de GSH esta
associada com estados de doencga grave (GALERA, 2008).

Neste estudo observou-se que o efeito do trauma promoveu um aumento na
atividade de MPO no pulmao do grupo tratado com salina quando comparado ao grupo
tratado com salina e ndo submetido ao trauma (controle) ¢ uma redugdo na concentragdo de
GSH (Tabelas 1 e 3, Figuras 9 ¢ 11). Na analise histopatologica do pulmao, observou-se uma
elevacdo no numero de neutréfilos e nos graus de congestdo, edema, hemorragia e necrose
(Tabelas 2, 5 a 8, Figuras 10, 13 a 17).

Os resultados dessa etapa mostraram uma associacao entre o aumento da atividade
de MPO e o aumento da infiltragdo de neutréfilos no pulmao, sugerindo assim, que a

atividade da enzima estd relacionada com a presenca de células inflamatdrias nos septos
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alveolares, em concordancia com os resultados histopatoldgicos que exibem a presenca de
uma alteracdo de natureza inflamatoria aguda no pulmao, como j& descrita por Abraham
(2003) e Goodman et.al., (2003).

A Dexametasona ¢ um farmaco com potente efeito antiinflamatdrio. Terapias com
essa droga sdo potentes em inibir a a¢ao dos genes inflamatorios (gene NF-kB). Elas inibem a
transcricdo de diversas citocinas que estdo envolvidas na geracao da LAP, incluindo as
interleucinas IL-1, IL-6, IL-8, TNF-a e o fator estimulante de macroéfagos. A Dexametasona
também apresenta um efeito inibitério na fibrogénese, age como antagonista do receptor da
IL-1 e promove uma estimulagdo de interleucinas antiinflamatérias como IL-4, IL-10, e IL-
13, com fun¢ao de modular a resposta inflamatdria. Outros efeitos, também comprovados, sdo
a estimulacdo da apoptose de células T, de eosinéfilos e dos mondcitos bem como inibi¢do da
ativacdo de neutrofilos. Tais efeitos s@o importantes na manutencdo da integridade do
endotélio e da permeabilidade vascular, exercendo, dessa forma, um efeito regulatério e
protetor na resposta inflamatoria (FERNANDES; ZIN; ROCC, 2005).

Observou-se que no grupo tratado com Dexametasona, utilizado como controle
para validacdo deste modelo, esse farmaco foi capaz de exercer um efeito protetor no pulmao
por diminui¢do no grau de congestdo, edema, hemorragia e necrose, além da reducdo da
atividade de MPO e do infiltrado neutrofilico, bem como o aumento da sintese de glutationa,
quando comparado com o grupo tratado com salina, ambos submetidos ao trauma (Tabelas 1
a3eS5a8;Figuras9alle 13 a17). Um estudo proposto por Labow et.al.,(2007), mostrou
que durante o periodo de estresse no pulmio a Dexametasona regula de forma rapida e
especifica o aumento da expressao enzimatica da glutamina sintetase e esta catalisa a sintese
de glutamina, que ¢ uma precursora da glutationa, um antioxidante endégeno.

Nenhuma alteragcdo nos parametros avaliados foi observada quando comparou-se
o grupo Dexametasona seguido do trauma com o grupo salina sem trauma. Esses achados,
somados com os resultados citados anteriormente, levantam uma hipotese positiva de que esse
modelo ¢ capaz de causar lesdo aguda no pulmao.

O processo inflamatorio deflagrado pelo efeito remoto do trauma, quando as
citocinas ¢ os mediadores pro-inflamatorios saem do controle, ativa sobremaneira os
polimorfonucleares na microvasculatura pulmonar, fato este central para o desenvolvimento
de lesdo pulmonar aguda, na sindrome da resposta inflamatoria sistémica (SIRS). Sabe-se que
a diminui¢do dos polimorfonucleares pulmonares mostra-se protetora de tal lesdo (HARKIN

etal., 2002; LANDIM, 2008).
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O trauma muscular cirtrgico proposto neste estudo foi capaz de causar danos a
membrana alvéolo-capilar por promover desenvolvimento de congestdo microvascular, edema
alveolar intersticial, hemorragia, necrose, ativacao e recrutamento de neutrofilos no intersticio
pulmonar, além de induzir ao aumento da atividade da enzima MPO, caracterizando assim a
instalagcdo de uma reagdo pulmonar inflamatdria aguda.

A glutamina (GLn) tem sido foco de grande interesse no vasto campo das
pesquisas cientificas, por possuir numerosas propriedades fisiologicas. Um estudo realizado
por Wischmeyer et al., (2001), relatou que a glutamina atenuava a resposta inflamatoria em
quadros clinicos de grande estresse como: cirurgias cardiacas, vasculares e transplantes, além
de lesdes graves como traumas e grandes queimaduras, reduzindo a morbidade ¢ a
mortalidade de pacientes graves.

Pesquisas em animais que envolvem modelos de lesdes e doencas também
demonstraram que o suplemento de glutamina melhora a sobrevida ¢ modula a fungdo imune.
Em um estudo desenvolvido por Ding e Li (2003), em que os animais foram tratados com
glutamina e submetidos a trauma cirtrgico (laparotomia) seguido da administra¢do
intraperitoneal de lipopolissacarideo (LPS), observou-se uma reduc¢ao na concentragdo de IL-
6 e no dano intestinal quando comparado ao grupo controle que nao recebeu glutamina.

Hayashi et al., (2002) verificaram que o pré-tratamento com glutamina antes da
cirurgia cardiaca em pacientes que utilizaram circula¢do extracorporea foi capaz de aumentar
a expressdao da proteina de choque térmico 70 (HSP70, heat shock protein 70). Durante as
cirurgias cardiacas ¢ comum a utilizagdo de circulagdao extracorpérea que pode desencadear
uma reagdo inflamatéria sistémica regida por uma producdo anormal de citocinas
inflamatorias e de 6xido nitrico. Nesse contexto, o estimulo a expressao da HSP70 foi capaz
de produzir inibi¢do da enzima 6xido nitrico sintetase, atenuando a resposta inflamatdria.

Em 2001, Wischmeyer et al. mostraram que a glutamina é provavel indutora das
HSP72 e 27, as duas principais variedades de HSP citoprotetoras em ratos com sepse induzida
por lipopolissacarideo (LPS). De forma semelhante, a glutamina estimula a expressdao de HSP
72 em ovelhas com endotoxemia. Esses estudos levantam a hipotese de que a GLn pode
modular o processo inflamatoério por aumentar a expressdo das HSPs, por regular a producao
NO e de citocinas pro-inflamatorias, como IL-1p3, TNF-a, IL-8. O mecanismo proposto para
essa regulacdo seria a inibicdo do processo de transcricdo dos genes das citocinas e inibi¢ao
da enzima 6xido nitrico sintetase (NASCIMENTO, 2004).

Nakamura et al. (1997), Labow et al., (1998), Liu et al., (2008) ¢ Zhang et al.,

(2009) demonstraram que a administragdo endovenosa de alanil-glutamina em ratos exerceu
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efeito protetor na lesdo aguda pulmonar induzida por LPS. Perng et al., (2009) relataram que
a glutamina sob a forma alanil-glutamina, quando aplicada durante a hiperoxia em
camundongos, exerceu um efeito protetor da lesdo pulmonar aguda, além de melhora da
sobrevida.

Conforme registro na literatura, observa-se que a glutamina exerce um papel na
regulacdo da atividade de células inflamatdrias, motivo esse que avaliou-se o efeito da L-
alanil-glutamina na lesdo aguda pulmonar induzida por trauma muscular cirargico.

No segundo momento desse estudo, procurou-se avaliar o efeito da L-alanil-
glutamina na resposta inflamatéria pulmonar aguda apds o trauma muscular cirargico.
Concomitantemente, avaliou-se a atividade da MPO no pulmao, a concentracao de glutationa
no sangue e no pulmado, e, mediante avaliacdo histopatolégica, o nimero de neutrofilos, o
grau de congestdo, o edema intersticial, a hemorragia e a necrose.

A administra¢do do nutracéutico L-alanil-glutamina e do farmaco Dexametasona,
no pulmao de ratos nao submetidos ao processo de indugdo do trauma foi o primeiro passo a
ser investigado. Os resultados demonstraram que ndo foram encontradas diferengas
significativas, entre os grupos testados, na atividade de MPO, nas concentragdes de GSH
(sangue e pulmao), no nimero de neutréfilos, nos graus de congestdo, edema, hemorragia
bem como auséncia de necrose no tecido pulmonar (Tabelas 9 a 13 e Figuras 18 a 26).
Diante do exposto, verificou-se que a administragdo endovenosa de trés doses de L-alanil-
glutamina (0,75g /Kg de peso), nos tempos citados na metodologia (Figura 3), ndo provocou
lesdo aguda pulmonar. No grupo tratado com Dexametasona também nao foi observada
nenhuma alteracdo decorrente da administracao, posto que sabe-se que essa droga quando
usada em periodos curtos, ndo possui efeito imunossupressor (SHIUE; THRALL, 1991).

Este estudo, quando comparou o grupo tratado com Ala-GLn com o grupo tratado
com salina, ambos submetidos a trauma, revelou que o tratamento endovenoso com a L-
alanil-glutamina reduziu a atividade de MPO e da infiltracdo neutrofilica no tecido pulmonar
além de promover um aumento da sintese de GSH no pulmao. Entretanto, ndo foi observada
nenhuma alteracdo na concentracdo de glutationa no sangue, sugerindo que a glutamina
exerce um efeito protetor no pulmio e ndo necessariamente a nivel sistémico (Tabela 8 e
Figura 21). Na avaliagdo histopatoldgica, observou-se uma diminui¢do no grau de edema e de
hemorragia, bem como auséncia de necrose (Tabelas 9 a 13 e Figuras 18 a 26). Esses
resultados corroboram com o encontrado na literatura, na qual a glutamina também promoveu

uma redug¢do na atividade de MPO, no infiltrado neutréfilico, aumento de GSH, em modelos
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de lesdo pulmonar induzida por lipopolisacarideo e hiperoxia (LIU et al., 2008; PERNG et
al., 2009; ZHANG et al., 2009).

Existem alguns mecanismos propostos na literatura para explicar a forma pela
qual a L-alanil-glutamina regula a resposta inflamatéria aguda no pulmdo decorrente do
trauma muscular. O primeiro mecanismo proposto € o fato de a glutamina ser um aminoacido
gliconeogénico e funcionar como substrato energético para células do sistema imune
(linfocitos, macrofagos e neutrédfilos). Estas células sdo de fundamental importancia ndo s6 na
elicitagdo da reagdo inflamatéria como também na modulagdo e regulagdo da inflamacao,
sendo importante em condi¢des clinicas de trauma, sepse, queimaduras e recuperagdo
cirargica (CURI et al., 1998).

Um segundo mecanismo proposto para modulagao da inflamagdo pela glutamina
relaciona-se ao fato da Ala-GLn reduzir significativamente a expressdo de CD11b/CD18,
membros da familia das integrinas, na membrana dos neutrofilos e atividade de MPO no
tecido pulmonar. Em modelos de lesao aguda pulmonar induzidos por isquemia/reperfusao e
polissacarideos, em ratos e camundongos, observou-se que esse mecanismo ¢ explicado pelo
fato da glutamina impedir o recrutamento e a infiltracdo dos neutrdfilos, protegendo assim a
barreira alveolar do dano neutrofilico induzido, atenuando assim a resposta inflamatdria
(ZHANG et al., 2009). O aumento da expressdo das moléculas de adesdo CD11b/CD18,
durante a inflamacdo pulmonar, fixa os neutrdéfilos na microcirculacio pulmonar por
influéncia de mediadores quimiotaticos como a IL-8. Os neutrdfilos ativados por pares de
moléculas de adesdo atravessam ativamente a barreira endotelial por diapedese, onde geram
espécies reativas de oxigénio e outros elementos toxicos que lesionam o tecido pulmonar por
um dano alveolar difuso (ZHAO et al., 2005).

Um terceiro mecanismo, refere-se ao aumento da capacidade antioxidante do
pulmdo pela elevagdo da sintese de glutationa (GSH). A glutationa ¢ um antioxidante
importante em muitos tipos de células, incluindo células do figado, hemacias e células
epiteliais alveolares. Também tem sido implicada na modulacdo de respostas imune e
inflamatoria. Estudos mostraram que as doengas inflamatdrias como a asma, SARA, doenga
pulmonar obstrutiva cronica, alveolite fibrosante e fibrose cistica estdo associadas com
alteragdes nas concentragdes de GSH no lavado broncoalveolar (LBA) ou nas células
epiteliais pulmonares. Apds a captacdo nessas células, GLn ¢ convertida em glutamato e
amonia. O glutamato ¢ um substrato necessario para a sintese de glutationa. A glutationa ¢ um
tripeptideo composto de glutamato, glicina e cisteina. Ela desempenha um papel essencial

como agente antioxidante em lesdes que envolvem estresse oxidativo (ZHANG, et al., 2009).
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Zhang et al., (2009), mostraram que o pré tratamento com L-Ala-GIn aumentou a
sintese de glutationa no pulmdo em modelo de LAP induzida por LPS. Esses resultados
corroboram com o encontrado neste estudo.

Outro mecanismo proposto para modulacdo da inflamacdo pela glutamina refere-
se aos estudos experimentais que tém demonstrado que a indu¢do de HSP oferece protegao
contra uma variedade de danos nos tecidos, incluindo a lesdo pulmonar aguda induzida por
embolia, sepse e choque. A glutamina ¢ um indutor bem documentado de HSP. Dados em
animais demonstram que a glutamina aumenta a expressdo de HSP e melhora a sobrevida
apos sepse, lesdo pulmonar aguda e reperfusdo cardiaca. Além disso, a melhor expressdo de
HSP atenua as concentragdes plasmaticas de TNF-a e IL-1 in vivo (HIRATSUKA et al.,
1998; HUANG et al., 2003).

No estudo desenvolvido por Perng et al., (2009), observou-se que a administragdo
de glutamina aumentou a expressao da HSP70 no pulmao exposto a hiperdxia. Esse resultado
¢ comparavel com os estudos anteriormente citados, mostrando que a administragao de
glutamina reforga a expressdao de HSP nos tecidos dos animais experimentais. A HSP70 ¢ uma
das principais proteinas citoprotetoras induzidas por choque térmico em mamiferos. A
expressdo da HSP, apos traumas, pode induzir uma protecdo contra lesdes potencialmente
letais.

Diante desse contexto, esses mecanismos descritos corroboram e confirmam o
efeito protetor da L-alanil-glutamina na lesdo pulmonar aguda induzida por trauma muscular.

Ambas as lesdes, direta e indireta, na membrana alvéolo-capilar, t€ém sido
utilizadas em varios modelos experimentais para se estudar a LAP. Varios estudos utilizando
modelos, como sepse, aspiracdo, LPS, acido oléico, que causam lesdo pulmonar aguda tém
mostrado que os corticdides promovem uma diminuicdo na intensidade da resposta
inflamatoéria (FERNANDES; ZIN; ROCCO, 2005).

Para demonstrar o efeito protetor da glutamina, utilizou-se a Dexametasona como
controle positivo. Quando comparou-se o grupo que recebeu Dexametasona com o grupo que
recebeu salina, ambos submetidos a trauma muscular, os resultados demonstraram que a
Dexametasona, além de promover um aumento na concentragao de GSH, foi capaz de exercer
um efeito protetor no pulmao por reduzir a atividade de MPO e do infiltrado neutrofilico, bem
como reduziu os graus de congestdo, de edema intersticial, de hemorragia e auséncia de
necrose (Tabelas 5 a 9 e Figuras 18 a 26). Observou-se também que nao houve alteragdes

significativas das concentragdes de GSH no sangue entre esses grupos
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Na comparagdo dos resultados entre os grupos Dexametasona com L-Aln-GLn,
ambos submetidos ao trauma, a L-Ala-GLn conferiu um efeito protetor semelhante ou
superior a Dexametasona nos parametros: concentracdo de glutationa no pulmao, infiltragao
neutrofilica, grau de edema intersticial e de hemorragia. Nos parametros MPO, congestio e
necrose a Dexametasona protegeu mais que a L-alanil-glutamina. A Dexametasona estimula a
sintese de enzimas necessarias para diminuir a resposta inflamatéria. Sua eficacia primaria ¢ a
de ser um potente antiinflamatério. O mecanismo proposto para explicar o efeito protetor da

Dexametasona € o0 mesmo citado anteriormente.

Trabalhou-se com a hipdtese de que uma reagdo inflamatoria sistémica pode
acompanhar grandes lesdes musculares. O trauma muscular cirtirgico, modelo experimental
desse estudo, induziu uma resposta inflamatéria aguda no pulmdo, por promover uma
reducdo na concentracdo de glutationa, um aumento da atividade de MPO e do infiltrado
neutrofilico, bem como por uma elevagdo no grau de congestdo microvascular, de edema

intersticial, de hemorragia e de necrose no tecido pulmonar.

O modelo de LAP induzido por trauma muscular cirargico pode ajudar a
compreender mecanismos fisiopatologicos que afetam oOrgdos distantes da musculatura

lesada.

O tratamento com L-Aln-Gln exerceu um efeito protetor na lesdo aguda pulmonar
induzida por trauma muscular por promover um aumento na sintese de glutationa, reducao
da atividade de MPO e diminui¢do do infiltrado neutrofilico, bem com reducao da

intensidade do edema intersticial, da hemorragia e auséncia de necrose no tecido pulmonar.

Por fim, ressalte-se que a lesdo pulmonar aguda induzida por trauma é complexa e
novos estudos sao necessarios a fim de elucidar os mecanismos protetores da glutamina e de
outras substancias nesse novo modelo. Pesquisas adicionais que utilizem dosagens de
citocinas, tais como IL-1, IL-6, IL-8 e TNF-q, e determinem a expressdo das proteinas de
choque HSP70, HSP72 e HSP27 no tecido pulmonar, no lavado brénquico ¢ no sangue

permitirdo uma avaliagdo mais precisa do potencial protetor da L-alanil-glutamina.
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6 CONCLUSAO

O modelo de lesdo muscular esquelético cirargico proposto nesse estudo ¢ capaz
de induzir uma reagdo inflamatoria aguda no pulmao. A intensidade dessa lesdo foi reduzida

pelo tratamento de L-alanil-glutamina.
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8 APENDICE A - MATERIAIS E EQUIPAMENTOS UTILIZADOS

1. Drogas, soluges e reagentes

« Acido Tricloroacético (ATC) 50%

« Alcool absoluto e 4lcool etilico
* Balsamo Canada e Etela
* Decadron Injetavel — fosfato dissddico de Dexametasona - Aché, Laboratorios

Farmacéuticos S.A.

* Diidrocloreto de O-dianisidine (Sigma)

* (DTNB) 5,5"-ditiobis (2-acido nitrozenzoico)
* EDTA (acido etilenodiaminotetraacético)

* Formol tamponado 10%

* Glutationa -GSH

* Heparina (Roche)

* L-alanil- glutamina (Dipeptiven ®, do Laboratdrio Fresenius)
* Metanol

* Parafina histologica

®
* Polivinilpirrolidona (PVPI - Povidine )

* Quite H&E
* Solugdo salina (solugdo de NaCl a 0,9%)
* TRIS (Hidroximetil) Aminometano (C4H11NO3)

* Tampao de brometo de cetil trimetil amonio (HTAB)

» Tampao fosfato de potassio

* Xilol
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2. Aparelhagem

* Balanga analitica (modelo H5, Mettler, Suica)
* Balanga para analitica (tara de 0 a 2000g, Mettler P3. USA)
* Centrifuga para tubo e Eppendorf

* Espectrofotdometro (modelo DU, Beckman, Fullerton, CA, USA) com medidor de
absorbancia digital (Modernization System, Gilford, Oberlin, Ohio, USA)

* Estufa

* Freezer — 70°

* Medidor de pH micronal (pH - metro B374)
* Microtomo rotativo

* Microscépio

¢ Vortex

3. Diversos

* Cubetas para leitura ultravioleta

* Indicador de pH universal

* Nitrogénio liquido

(White Martins, Sdo Paulo — SP, Brasil)

* Tubos de ensaio de vidro de 10ml

* Pipeta automatica de 5 a 1000 microlitros

* Ponteiras descartaveis para pipeta automatica

* Provetas

* Garrafa térmica de 3 litros para acondicionar nitrogénio liquido durante o experimento
* Seringas de 3ml e Sml

 Material cirargico: pingas diversas, bisturi, tesouras, fios de sutura
* Luvas de procedimento (Blowtex, USA)

* Gazes e algodao

» Laminas ,laminula,
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9

ENZIMA DE MIELOPEROXIDASE (MPO)

MPO

0.5=

0.2+

0.1+ )

Absorbancia

0.0

APENDICE B - CURVA PADRAO PARA CALCULO DA ATIVIDADE DA

0.0 0.5

Concentracao

Best-fit values

Slope

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

95% Confidence Intervals
Slope

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

r2

Sy.x

Is slope significantly non-zero?
F

DFn, DFd

P value

Deviation from zero?
Data

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

Number of missing values

1.0 1.5

0.2170 +0.01860
0.03682 + 0.009598
-0,1697

4,608

0.1578 t0 0.2762
0.006281 to 0.06736

-0.4049 to -0.02398

0,9784

0,01420

136,1
1.000, 3.000
0,0014

Significant
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10 APENDICE C - CURVA PADRAO PARA CALCULO DA CONCENTRACAO DE

GLUTATIONA (GSH)

1.5+
1.2+
0.9+

0.6+

Absorbancia

0.3=

Glutationa (GSH)

0.0

25 50 75 100 125
Concentracao

Absorbincia

Bes:-fit values
Slope 0.01156 + 0.0001251
¥-intercept when X=0.0 C.0000
X-intercept when Y=0.0 C.D
1'slcpe 22,50
25% Confidence Intervals
Slepe 2.01121 10 0.01191
Goodness of Fit
Sy.x 0,01442
Is slope significantly nen-zero?
t 92,44
OF <000
= value < 0.0001
Deviation from zerc?  Signifcant
Data
MNumber of X values 5
Maximum number of Y replicates ]
Total number of values 5
Number of missing values c
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11 APENDICE D - DADOS BRUTOS

Dosagens da enzima mieloperoxidase (U MPO/mg) no tecido pulmonar de ratos ndo

submetidos a um trauma muscular.

SALINA L-ALANIL-GLUTAMINA DEXAMETASONA
3.413401 1.815423 2.022756
0.000000 1.700379 1.769912
0.000000 1.849558 0.000000
1.264223 0.000000 0.000000
0.6321113 0.000000 0.000000
2.781290 0.000000 0.000000

Dosagens da enzima mieloperoxidase (U MPO/mg) no tecido pulmonar de ratos

submetidos a um trauma muscular.

SALINA L-ALANIL-GLUTAMINA DEXAMETASONA
21.238940 13.400760 6.953224
27.812890 10.872310 3.792668
20.227560 12.262960 7.332490
21.491780 11.504430 4.930468
20.859670 16.561320 7.206068
32.111250 12.768650 2.907712

Avaliacdo do Numero de neutrdfilos registrados em cinco campos por lamina de tecido

pulmonar nos grupos submetidos a um trauma muscular.

SALINA L-ALANIL- DEXAMETASONA
GLUTAMINA
106 30 26
56 33 22
64 18 27
79 36 14
52 20 16

69 34 24
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Avaliacdo do Numero de neutrdfilos registrados em cinco campos por lamina de tecido

pulmonar nos grupos ndo submetidos a um trauma muscular.

SALINA L-ALANIL- DEXAMETASONA
GLUTAMINA
30 18 13
21 20 9
33 24 10
12 17 5
27 14 9
24 16 7

Concentracoes de glutationa (U GSHuMol/ml) no pulmé&o de ratos ndo submetidos a

trauma muscular.

SALINA L-ALANIL-GLUTAMINA DEXAMETASONA
11.573 13.193 8.990
27.093 9.800 8.023
25.493 9.960 8.343
14.163 13.353 12.870
11.160 10.607 13.983
23.737 8.343 22.890

Concentracoes de glutationa (U GSHuMol/ml) no pulmé&o de ratos submetidos a trauma

muscular.
SALINA L-ALANIL-GLUTAMINA DEXAMETASONA
10.123 34.527 20.303
9.800 42.443 16.263
7.053 45.837 14.810
7.537 35.817 20.627
8.327 37.433 22.243

8.350 24.667 20.467
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Concentracdes de glutationa (U GSHuMol/ml) no plasma de ratos ndo submetidos a

trauma muscular.

SALINA L-ALANIL-GLUTAMINA DEXAMETASONA
12.867 6.870 12.387
15.737 17.997 10.287
14.443 11.653 10.607
17.997 13.677 19.637
17.673 20.503 10.770
17.067 15.877 9.637

Concentracdes de glutationa (U GSHuMol/ml) no plasma de ratos submetidos a trauma

muscular.
SALINA L-ALANIL-GLUTAMINA DEXAMETASONA
7.537 4.587 7.373
17.533 6.767 6.407
12.870 16.890 7.053
12.547 12.483 6.567
9.637 12.807 7.377

16.427 4.847 19.333
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Tabela dos dados brutos - Avaliagdo dos parametros histologicos no tecido pulmonar em
5 campos por lamina do pulmao retirado vinte quatro horas ap6s inducdo ou nao

inducdo do trauma cirurgico.

Parametros Salina Salina+ L-Ala-GIn L-Ala-Gln Dexa Dexa+
Trauma +Trauma Trauma

Congestéo

e Ausente 4 0 3 0 4 5

o Leve 2 0 3 4 2 1

e Moderado 0 3 0 2 0 0

e Intenso 0 3 0 0 0 0
Edema interstitial

e Ausente 4 0 5 4 5 4

e Leve 2 0 1 1 1 2

e Moderado 0 3 0 1 0 0

e Intenso 0 3 0 0 0 0
Hemorragia

e Ausente 5 0 0 4 6 5

o Leve 1 0 0 2 0 1

e Moderado 0 1 0 0 0 0

e Intenso 0 5 0 0 0 0
Necrose

e Ausente 6 0 6 6 6 5

e LlLeve 0 0 0 0 0 1

e Moderado 0 1 0 0 0 0

e Intenso 0 5 0 0 0 0




ANEXO A- Declaragdo do Comité de Etica em Pesquisa Animal.

Universidade Federal do Ceara
Comissao de Etica em Pesquisa Animal - CEPA
Rua: Coronel Nunes de Melo, 1127 Rodolfo Tedfilo
Cep: 60430-970 Fortaleza-CE
Tel: (85) 3366-8331 Fax (85) 3366-8333

DECLARACAO

Declaramos que o protocolo para uso de animais em
experimentacdo n° 083/07, sobre o projeto intitulado: “L-ALANIL-
GLUTAMINA E TERNATINA NAS ALTERAGCOES PULMONARES AGUDAS
INDUZIDA POR TRAUMA MUSCULAR EM RATOS"” de responsabilidade de
Marcia Andréa da Silva Carvalho Sombra, esta de acordo com os
Principios Eticos na Experimentagdo Animal adotados pelo Colégio
Brasileiro de Experimentacao Animal (COBEA).

Declaramos ainda que o referido projeto foi aprovado pela
Comissdo de Etica em Pesquisa Animal CEPA em reunido realizada
em 19 de setembro de 2007.

Fortaleza, 21 de setembro 2007.

Profa. Dra. Ge n‘aﬂ"mﬁ‘é@/ ndrade Cun —

Coordenadora da Comissdo de Etica ém Pesquisa Animal - CEPA
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ANEXO B - Participagdo em congresso € premiacao.

Il Reuniao Regional

FeSBE 2008

29 de maio a 01 de junho de 2008
Fortaleza - Ceara

CERTIFICADO DE HONRA AO MERITO

A FeSBE tem a grande satisfacao de conferir este certificado de
Honra ao Mérito pela brilhante apresentacao do trabalho

28.063 - AVALIACAO DA L-ALANIL-GLUTAMINA NAS
LESOES PULMONARES AGUDAS INDUZIDAS POR
TRAUMA MUSCULAR CIRURGICO de autoria 1Sombra, M.
A. da S. C. ; 2Medeiros, J. V. R. ; 3Pessoa, U. M. L. ;
1Departamento de Cirurgia, FM - UFC.

na Il Reuniao Regional da Federacao de Sociedades de Biologia
Experimental - FeSBE, realizada na cidade de Fortaleza - Ceara -
CE, de 29 de maio a 01 de junho de 2008.

Comissa® Ofganjzadora
ogus/&aé W )
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lll Reuniao Regional

FeSBE 2008

29 de maio a 01 de junho de 2008
Fortaleza - Ceara

CERTIFICADO

Certificamos que

O trabalho numero: 28.063 intitulado AVALIACAO DA L-ALANIL-
GLUTAMINA NAS LESOES PULMONARES AGUDAS
INDUZIDAS POR TRAUMA MUSCULAR CIRURGICO 'Sombra,
M. A. da S. C. ; *Medeiros, J. V. R. ; *Pessoa, U. M. L. ; 'Depto de
Cirurgia, FM - UFC. foi apresentado sob a forma de painel na

Il Reunido Regional da Federacao de Sociedades de Biologia Ex-
perimental - FeSBE, realizada na cidade de Fortaleza - Ceard - CE
de 29 de maio a 01 de junho de 2008.

Comissao Organizadora
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