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RESUMO

Introdugdo: A isquemia e reperfusdo que ocorre durante cirurgia renal pode desencadear
lesoes sist€émicas que sdo mediadas por radicais livres produzidos na fase de reperfusdo. A
glutamina exerce propriedades importante no sistema antioxidante por acdo da glutationa.
Objetivo: Avaliar os efeitos na protegdo antioxidante plasmatica e na lesdo tecidual renal e
pulmonar da glutamina oral administrada precedendo a isquemia/reperfusao renal. Método:
Trinta e trés ratos winstar machos foram submetidos a nefrectomia a direita. No oitavo dia
de pods-operatorio os animais foram randomizados em trés grupos (n=11) que foram assim
divididos: glutamina, controle e sham. Cada grupo de animal recebeu por gavagem uma
dieta distinta por sete dias. Ao final do 14° dia da nefrectomia procedeu-se a isquemia renal
esquerda por 45 minutos e posterior reperfusdo por uma hora, com coleta de sangue,
eutanasia e retirada de tecido renal e pulmonar. Resultados: Os niveis de capacidade
antioxidante total foram maiores no grupo glutamina (2,22 [2,16-2,36]Jmmol/ml) e grupo
controle (2,22[2,09-2,33mmol/ml) em relagdo ao grupo sham (2,10 [2,02-2,21]mmol/ml).
Os niveis de glutationa peroxidase nos grupos sham e glutamina mostraram-se mais
elevados quando comparados com o grupo controle.(p<0,05). Em relagao a dosagem de
superoxido dismutase houve uma diferenca dos niveis do grupo sham (102 [86 —
121,2]U/ml) quando comparado com os grupos glutamina (86,4[58,8 —107,6]U/ml) e
controle(86[54,8-114]). Nao houve diferenga na analise histoldgica do rim e pulmao entre
os grupos controle e glutamina. Conclusdo: O uso de glutamina antecedendo a isquemia
reperfusdo renal estd associado a uma preservagdo da capacidade antioxidante total e
glutationa peroxidase.
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ABSTRACT

Introduction: Ischemia-reperfusion injury that occurs during renal surgery may induce
systemic lesions that are mediated by free radicals produced during reperfusion phase.
glutamine acts as antioxidant by stimulating glutathione production. Objective: To evaluate
the protective effects on plasma antioxidant protection and lung and renal tissue injury of
glutamine administered before renal ischemia reperfusion. Method: Thirty-three male
wistar rats underwent right nephrectomy. On the eighth post operative day, animals were
randomized into three groups each (n = 11): glutamine, control and sham. Each group of
animals received by gavage a distinct diet for seven days. At the 14th day of nephrectomy
they were submitted to left renal ischemia for 45 minutes and reperfusion for one hour,
followed by posterior collection of blood samples, euthanasia and removal of kidney and
lung tissue. Results: The levels of total antioxidant capacity were higher in the glutamine
group (2.22 [2.16 to 2.36] mmol / ml) and control group (2.22 [2.09 to 2.33] mmol / ml)
compared with sham group (2,10[2,02 to 2,21] mmol/ml). The levels of glutathione
peroxidase in the sham and glutamine groups were higher when compared with the control
group.(p<0,05).The superoxide dismutase levels of the sham group (102 [86 -121.2] U / ml)
showed difference when compared with the glutamine group (86.4 [58.8 -107.6] U / ml)
and control (86 [54.8 to 114]U/ml). There was no difference in the histological analysis of
both, kidney and lung of the control and glutamine groups. Conclusion: The previous intake
of glutamine in renal ischemia reperfusion is associated with a preservation of total
antioxidant capacity and glutathione peroxidase.
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1- INTRODUCAO

O numero estimado de pacientes com indicagcdo de terapia de substitui¢do renal por
doenca renal terminal nos Estados Unidos da América ¢ cerca de 335 por milhdo de
habitantes'. No Brasil este nimero é de 383 por milhdo com uma populacio total de 70.872
pacientes em tratamento dialitico, com este nimero aumentando 9,9% ao ano.” A média de
idade dos pacientes ¢ de 65 anos, e o diabetes melitus e a hipertensdo arterial sdo,
respectivamente, a primeira e a segunda causa de lesdo renal.’

A isquemia renal produzida durante o transplante ¢ um dos maiores responsaveis de
lesdao renal aguda e com o advento da nefrectomia laparoscopica para doadores renais vivos
houve um aumento no tempo dessa isquemia quente.”* A isquémia e reperfusdo renal também
ocorre durante revascularizagdo de artéria renal, tratamento de aneurismas de aorta suprarenal
e nefrectomias parciais (especialmente nas laparoscopicas).” 6

A reperfusdo ¢ essencial para sobrevida do tecido isquémico, entretanto tal aporte de
substratos causa uma lesdo adicional a célula.” Isquemia/reperfusio (I/R) de um orgdo ou
tecido resulta em uma lesdo celular desencadeada por uma complexa série de eventos, os
quais afetam a estrutura e funcio de todas as organelas celulares.” Radicais livres mediam
essa lesdo celular, sendo produzidos quando o fornecimento de oxigénio € restaurado através
da reperfusdo.’ Dentre esses processos inclui a geragdo de espécie reativas de oxigénio (ROS),
deplecao de adenosina 5’trifosfato (ATP), infiltracdo de neutréfilos, ativagdo de fosfolipases e
alteracio da membrana lipidica e acimulo de calcio intracelular.’

A reducdo dos efeitos deletérios da I/R renal deve ser proposito durante todo o

processo de tratamento, e a sua minimizagao pode e deve ser iniciada antes do ato cirtirgico,

7 roe 8
como conduta de preparo pré-operatorio.



A ingesta de nutrientes especificos pode modular a resposta inflamatdria de varios
6rgios diminuindo o poder nocivo da cascata fisiologica desse evento.’ Foi demonstrado que
a administracdo de aminoacidos neutros como glicina e alanina protegem as células do tibulo
renal da lesdo causada pela isquemia ou hipoxémia.® GLN é o aminoacido mais abundante
encontrado no sangue.'” Uma das caracteristicas mais importante é sua fungdo no
metabolismo da glutationa (GSH).'” Glutationa é um potente agente antioxidante que tem
como precursor a GLN .'” Sabe-se que quando os rins estdo sobre estresse oxidante, GLN ¢ o
fator limitante da sintese de GSH.'"

Sabe-se ainda do efeito benéfico da glutamina na prote¢do do figado contra os efeitos
da lesdo por I/R." Fuller e cols. (2007)"" relataram que a glutamina (GLN) administrada no
pré tratamento de ratos submetidos a transplante renal determinou uma atenuacao da apoptose

' Mora e cols. (2003)"* observaram prote¢do parcial da nefrotoxicidade

celular tubular.'
induzida pela cisplatina em ratos tratados com GLN.'?
Nesse contexto, ¢ bastante provavel que a suplementacdo de GLN durante sete dias

antes de promover uma I/R renal eleve a capacidade antioxidante do organismo e

consequentemente diminua a lesdo renal.

1.1 - ASPECTOS HISTORICOS

Desde tempos antigos que se conhece a existéncia de doengas urinarias: os calculos
renais encontradas em mumias egipcias e de alguns relatos posteriores & invengio da escrita. '
A prética de atos simples de cirurgia urologica, sobretudo ao nivel dos 6rgaos genitais,
como circuncisdo (por motivos religiosos), castragdo (por determinacdo juridica), ou com

finalidade terapéutica (sondagem da bexiga) ja era de dominio de Assirios e de Gregos.'>'*



E, contudo com Hipdcrates (século V antes de Cristo.), e posteriormente com Galeno
(século II depois de Cristo), que se estabelecem os preceitos e a pratica da medicina
fundamentada na observagao e posterior descricao das inimeras afecgdes, algumas na area da
urologia, baseando-se em organizagio de sintomas e num correto estudo da urina.'’
Aristoteles afirmava que os rins ndo eram Orgaos vitais e, até Galeno, acreditava-se que a
urina era produzida na bexiga."

Na Idade Média, a Medicina, como muitas outras ciéncias, viveu em escuridao. Apesar
disso, a medicina arabe, com Avicena e Averroes, atingiu o seu apogeu, com reflexos também
nas doencas urinarias.”> Na Europa os cirurgides-barbeiros itinerantes, especializados na
extragdo de pedra da bexiga — os litotomistas —, fizeram historia ao tratarem reis e nobres.'?

A estrutura tubular renal foi observada pela primeira vez por Lorenzo Bellini,
professor de Anatomia em Pisa, em 1662." Marcello Malpighi contemplou os glomérulos
renais em 1666, tomou-os por glandulas, comparou-os a macis e chamou-os “corpusculos”."’
Alexander Schumlansky, fisiologista russo radicado na Franga, cunhou o nome atual (do latim
glomus = novelo) em seu livro “De structura renum”, de 1788."

Todos estes avangos no campo do diagndstico foram acompanhados por progressos na
terapéutica, em particular na cirurgia com a introdu¢do da antissepsia e da assepsia (Lister,
1869; Pasteur, 1864) e o desenvolvimento da anestesia (Morton, 1846 — éter; Simpson, 1848 —
cloroférmio), o que permitiu a realizacdo da primeira nefrectomia em 1869, seguida de

9,13,16

variantes técnicas para diferentes doengas cirurgicas do rim. Durante os anos de 1953 a

1963, estabeleceu-se um marco na medicina com o inicio dos transplantes renais na Franca
por Kuss e nos Estados Unidos da América (EUA) por Murray ¢ Merril."”
Também na mesma década (1956) sdo relatados os casos iniciais de cirurgia

conservadora renal para tratamento de carcinoma de células renais na Cleveland Clinic

Foundation, em Ohio, EUA.'



Estes avancos da cirurgia renal necessitavam da realizagdo de isquemia e posterior

reperfusdo durante a sua realizagao.

1.2 - ANATOMIA

Os rins (do latim ren, do grego nephros; dai os adjetivos renal e néfrico) sdo 6rgaos
de coloragdo marrom-avermelhada cobertos por uma capsula fibromuscular, fina, brilhante, e
estdo localizados paralelamente a coluna vertebral, sobre o musculo psoas maior, e num plano
obliquo entre coronal e sagital.'"” Como o miisculo psoas maior possui a forma de um cone, os
rins também sdo inclinados posteriormente sobre o eixo longitudinal; assim, os poélos
superiores sdo mais mediais e mais posteriores que os polos inferiores.”’ Os rins apresentam
cerca de 11 a 13 cm de comprimento, sendo o esquerdo um pouco mais longo que o direito,
ambos retroperitoneais e irrigados pelas artérias renais que emergem diretamente da aorta,
imediatamente abaixo da origem da artéria mesentérica superior, proximo ao nivel do disco
entre a primeira e segunda vértebra lombar.'**’

O pediculo renal classico consiste de uma artéria € uma veia. A veia renal se situa
anteriormente a artéria, ¢ desemboca na veia cava.'”?’ A artéria renal origina quatro ou mais
ramos que sao as artérias segmentares, sendo que cada segmento supre uma porcao distinta do
rim, sem circulagdo colateral entre elas, podendo, a oclusdo de um ramo, levar a um infarto
renal segmentar.'”*°

As artérias segmentares se dividem antes de entrarem no parénquima renal em artérias
interlobares (artérias infundibulares) que cursam adjacentes aos infundibulos caliciais
progredindo e originando as artérias arqueadas.'’”’ Dessa tultima origina as artérias

interlobulares que cursam em direcao da periferia, e de onde se originam as artérias aferentes

r 19,2 ’ . . , ’
dos glomérulos.”® A arteriola aferente se invagina na capsula glomerular (capsula de



Bowmam) formando o glomérulo, de onde sai a arteriola eferente.”* Esse complexo formado
pelo glomérulo invaginado dentro da cédpsula ¢ chamado de corpusculo renal (ou de
Malphighi).*

Cada rim ¢ composto de um conjunto de cerca de um milhdo de glomérulos cada um
deles capaz de formar urina, sendo que cada glomérulo nada mais ¢ que uma rede de cerca de
50 capilares paralelos dentro da cépsula de Bowmam onde o liquido ¢ filtrado, e, um longo
tabulo no qual o liquido filtrado é convertido em urina.*’

Os rins desempenham duas importantes fungdes no organismo; a excrecao dos
produtos finais do metabolismo, e o controle das concentracdes da maioria dos constituintes

da parte liquida do organismo, sendo que na sua auséncia a faléncia de todo organismo ¢

. e 21
inevitavel.

1.3 - CIRURGIA, ISQUEMIA E
REPERFUSAO

O primeiro transplante renal foi realizado em 1954 em Boston, Massachusetts entre
irmaos gémeos, € 0 0rgao permaneceu em isquemia fria por 82 minutos até efetivamente ser
: 22
revascularizado.
Estudos em caes demonstram que a recuperagdo apos isquemia quente ¢ diretamente

dependente do seu periodo de duragdo.”**

Assim, ha recuperacdo completa e rapida se a
isquemia quente nao prolongar mais que dez minutos, porém com isquemia de 20 minutos a
funcdo renal se recuperard somente apos algumas horas.”>** Com periodos maiores de 30
minutos de isquemia quente renal, a recuperacao se dara apds trés a nove dias, com 60

minutos somente apos semanas e apos 120 minutos esta funcao serd recuperada parcialmente

(30-50%).%>**



Esta claro que a reperfusdo de tecidos isquémicos inicia uma complexa série de
reacoes que paradoxalmente lesam os tecidos, tendo sido propostos varios mecanismos para
explicar a lesdo da I/R, com particular atengdo na fun¢do dos ROS.”

Em adicdo a esses mecanismos, recentes evidéncias sugerem que a exposi¢do a breves
periodos de isquemia (pré condicionamento isquémico) minimiza o desenvolvimento da
injuria celular pela subseqiiente interrupgio do fluxo sanguineo.”

Hipoxia ¢ definida como qualquer estado em que existe uma redugdo do oxigénio
disponivel a cé€lula, podendo ser causada pela redugdo na quantidade ou na saturagdo da
hemoglobina.’® A isquemia ocorre devido a uma redugdo no fluxo sanguineo, geralmente
como conseqiiéncia a uma obstru¢do no sistema arterial, ou como resultado da ma perfusao
que acontece como resposta fisiologica ao estado de choque.’® Dessa forma, nos tecidos
isquémicos, a geracdo anaerobica de energia ¢ interrompida depois que os substratos
glicoliticos sdo exauridos, ou a fung¢do glicolitica € inibida pelo acimulo de metabdlitos que
deveriam ter sido removidos pelo fluxo sanguineo.*® Assim, a lesdo isquémica apresenta uma
tendéncia para lesionar os tecidos mais rapidamente que a hipoxia.

As conseqiiéncias da isquemia sdo bastantes variaveis e, de maneira geral, dependem
do nivel da oclusdo sanguinea, da circulagdo colateral e do grau de demanda de oxigénio dos
tecidos envolvidos.”” Em diversas situagdes na pratica clinica a isquemia representa um papel
fundamental no desencadeamento dos eventos fisiopatologicos que, se ndo revertidos a tempo,
resultam em dano celular irreversivel.?’

Concomitantemente hd uma intensa reagdo inflamatoria nos tecidos pos isquémicos
levando a uma grande lesdo apds a reperfusdo que também pode ser manifestada em outros
orgdos do organismo.”® Esses efeitos da I/R sdo mais frequentemente observados no pulmio e
sistema cardiovascular, e pode resultar no possivel desenvolvimento da sindrome de resposta

inflamatéria sistémica (SIRS) e sindrome de disfungéo de miltiplos 6rgdos (MODS).?



Para reverter o estado isquémico, ha necessidade de restauracio de fluxo sangiiineo.”

Porém, o restabelecimento do suprimento de sangue normal paradoxalmente pode ser
responsavel por lesdes ainda mais graves do que as da isquemia per se.”® O afluxo de oxigénio
no tecido isquémico levaria a uma série de alteragdes bioquimicas, inflamatorias e celulares

mediadas principalmente pela formagao dos radicais livres de oxigénio ou espécies reativas de

oxigénio (ROS).*®

ATP
I

ADP
> !
Q AMP xantina desidrogenase
U l

++
E Adenosina T Ca
M I l xantina oxidase
I Gima /”’ 50D catalase
——5— Xanti +0, H.O H
A Hipoxantina / xantina R
L :l
0,0H +OH + 0

¥

REPERFUSAO

FIGURA 1. Via metabdlica para a producgao de radicais livres do O, durante a
reperfusdo de tecidos isquémicos pela conversdo da xantina
desidrogenase em xantina oxidase.

FONTE: Modificado de Silveira M. e cols.”’

Granger e cols., apud Bicudo-Salomio®’, em um estudo sobre isquemia e reperfusio
no intestino delgado, propuseram um mecanismo para explicar a origem dos radicais livres:
“Durante o periodo de isquemia, o ATP ¢ catabolizado até a hipoxantina, que se acumula nos

tecidos. Como resultado do estado de baixa energia, hd faléncia da homeostase celular



caracterizada pela perda do gradiente i6nico através da membrana celular, permitindo o
influxo de Ca'" para as células, que ativa a protease a converter a xantina desidrogenase a
xantina oxidase. A hipoxantina ¢ o primeiro substrato para a oxidac¢ao pela xantina oxidase, o
que ocorre quando o segundo substrato, o oxigénio, ¢ fornecido na reperfusao, formando as
espécies reativas do metabolismo do oxigénio™° (Figura 1).

Outra origem dos radicais livres seria a producdo de radicais superoxidos pela ja
mencionada quebra de elétrons do sistema de transporte de elétrons dentro da mitocondria ou
pela via da ciclooxigenase do metabolismo do 4cido aracdénico.’ Por esse tltimo mecanismo
haveria a ativagao de proteases e fosfolipases inespecificas induzida pelo acimulo de calcio
intracelular no periodo de reperfusao, que levaria a sintese de mediadores pro-inflamatodrios: o
fator de agregacao plaquetaria (PAF) e os compostos eicosanoides (leucotrienos, tromboxane
e prostaglandinas).”

As lesdes assim produzidas servem como um estimulo a partir do qual se inicia a
reacio inflamatoria.”’ Mediadores humorais levam a quimiotaxia de neutréfilos aos sitios de
lesdo.”” Estes passam a interagir com o endotélio vascular local, através da acdo de integrinas
leucocitarias (em especial proteinas da classe CD11/CD18) moduladas pelo leucotrieno-B4
(LTB4), componentes do complemento (C5a) e pelo fator de ativagdo plaquetaria (FAP), além
de proteinas de adesdo endotelial, destacando-se imunoglobulinas da classe ICAM-1 e
VCAM-1 e selectinas (ELAM-1/GMP-140), estas por sua vez, moduladas pelo fator de
necrose tumoral (FNT).27’29’32 Com a interagdo neutrofilo-endotélio da-se um incremento na

27,29,32
S~

producdo de RO Enzimas proteoliticas como a colagenase, elastase e mieloperoxidase

passam a ser liberadas pelo neutrofilo.” Esta ultima ocupa um papel importante, catalisando a



NEUTROFILO
»

& Integrinas leucocitarias
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(ELAM-1/GMP-140) 4

FIGURA 2: Interag¢do neutrofilo-endotélio e a produgdo de espécies reativas
de oxigénio. FONTE: Adaptado de Bicudo-Salomao e cols.”
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FIGURA 3: Interacdo neutrofilo-endotélio e a producao de espécies reativas
de oxigénio. FONTE: Adaptado de Bicudo-Salomao e cols. >




10

reacao entre peroxido de hidrogénio (H,O;) e ion cloreto (CI'), para a formacao do radical
hipoclorito (HOCI), potente agente oxidante.”>*"*>° (Figura 2 ¢ 3 ).

O neutrdfilo ativado estimula a producio de citocinas pro-inflamatorias.”*>"*
Destacam-se a interleucina-1 (IL-1), interleucina-6 (IL-6), metabolitos do 4cido aracdonico
(leucotrieno B4 e tromboxano A2) e o FNT.?**"%

Com a amplificagcdo da resposta inflamatoria, outras linhagens celulares passam a ser
recrutadas, dentre estas, os mastocitos.’!

Da sua decomposi¢do e liberacdo de granulos sdo originadas diversas aminas com
propriedades vasoativas como histamina, proteoglicans, prostaciclinas, cininas, leucotrienos,
proteases, e 0xido nitrico.?® O 6xido nitrico, gas radical livre, tem interessantes propriedades
vasodilatadoras, além de funcionar como antiagregante plaquetdrio e ser toxico para
bactérias.”® Tais fungdes, particularmente benéficas durante uma injuria inflamatoria, tornam-
se deletérias uma vez da interacdo do 6xido nitrico com outros radicais, em especial o radical
superdxido (02°), levando a produgdo de peroxinitrito (ONOO") e didxido de nitrogénio
(NO2), compostos capazes de promover graves lesdes celulares.”’

Concomitantemente a isso, na microcirculagdo desenvolve-se, por um mecanismo de
empilhamento celular, obstru¢do do fluxo capilar com impossibilidade de restauragdo de
perfusdo, acentuando o trauma isquémico, fenémeno conhecido como no-reflow.”

O tromboxano A 2 (TXA2) e Leucotrieno B 4 (LTB4) sdo, respectivamente,
subprodutos da agio da cicloxigenase e lipoxigenase sobre o acido aracddnico.”” O LTB4 &
um potente quimiotatico de leucocito que favorece a interagdo neutrofilo-célula endotelial
com liberacdo de radicais livres e enzimas proteoliticas e o TXA2, além de induzir os
neutroéfilos a liberarem radicais livres, ¢ um potente vasoconstritor e agregador plaquetario,

S . . ~ 2532
diminuindo o fluxo capilar apos reperfusao.
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Por fim essa grande produgdo de (ERO) leva a peroxidacdo lipidica e oxidagdo

f: 24-33,34
protéica da membrana celular levando por fim a morte celular,?*??2%3>3¢37

1.3.1-RADICAL LIVRE

As camadas eletronicas de um elemento quimico sdo denominadas K, L, M e N, e seus
subniveis, s, p,d e £37 O termo radical livre refere-se a 4tomo ou molécula altamente reativo,

3538

que contém numero impar de elétrons em sua ultima camada eletronica. E este nao

emparelhamento de elétrons da tltima camada que confere alta reatividade a esses dtomos e
r 25,26,32-34

moléculas 22032343637

Podemos exemplificar a formacao de um radical livre citando o radical superdxido

(O, ), que ¢ derivado do oxigénio molecular (O ;) o qual ¢ composto por dois elementos

oxigénio (O), cujo nimero atomico € 8, sendo sua distribuicao de elétrons a seguinte:

K1s® 1]

L2s’2p" 1) 111

Para formar o O ,, os dois elétrons solitarios do sub nivel p de um elemento oxigénio
fazem intercambio com os dois elétrons de outro elemento oxigénio, formando um composto

estavel com 12 elétrons na tltima camada (L).37

K1s®> 1]

L2s’2p' 1) 1L 11
L2s’2p* 1L 1) 11

K1s® 1]
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Lembra-se que reagdes de reducao implicam em ganho de elétrons e as de oxidagao,
em perda. Portanto, quando no metabolismo normal ocorrer uma redu¢do do oxigénio
molecular (O ;), este ganhard um elétron, formando o radical superdxido (O ; ~), considerado
instavel por possuir nimero impar (13) de elétrons na ultima camada L.’ Assim, a

configuragdo eletronica do radical superdxido ¢ a seguinte :

K1s® 1]

L2s’2p° 1L 111
L2s’2p" 1L 111 1

K1s® 1]

Logo, os radicais livres sao formados em um cenario de reagdes de oxido-redugdo, ou
cedem o elétron solitario, oxidando-se, ou recebem outro, reduzindo-se.>>3%3438

Radical livre ndo ¢ o termo ideal para designar os agentes reativos patogénicos, pois
alguns deles ndo apresentam elétrons desemparelhados em sua tltima camada.’” Como em sua
maioria sdo derivados do metabolismo do O ,, utiliza-se o termo ‘“espécies reativas de
oxigénio”’(ROS) ou “espécies reativas toxicas de oxigénio’’(ERTO).35’3 6

Em condigdes fisiologicas do metabolismo celular aerdbico, o O, sofre reducdo
tetravalente, com aceitagdao de quatro elétrons, resultando em formagao de H,O (Figura 4).36’37
Durante esse processo sdo formados intermedidrios reativos, como os radicais superdxido
(0,), hidroperoxila (HO,), e hidroxila (OH), e o peroxido de hidrogénio (H,0,).22%’

Normalmente, a redu¢do completa do O, ocorre na mitocondria, e a reatividade dos

, . . 25,3637
ROS ¢ neutralizada com a entrada de quatro elétrons.””
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02 —> 03 —> H202 —> OH: —> H:0

00 00- HOOH 0|-| |-|0|-|

oxigénio  Anion peréxido de radical agua
superéxido hidrogénio hidroxila
catalase

superéxido dismutase glutationa peroxidase

FIGURA 4- Reducao tetravalente do oxigénio molecular (O;) na mitocondria até a
formagdo de dgua (H,0).Varias espécies reativas de O, sdo formadas
no processo.

FONTE: Modificado de Evora PR e cols.”’

Esses ROS estao relacionados com diversas doencas, incluindo cancer, doengas
hepéticas, aterosclerose e envelhecimento, sendo isto devido a propriedade dos radicais livres
de produzir injuria celular pelo ataque as membranas, servindo como iniciadores do processo
de peroxidacao lipidica ou lipoperoxidac;ﬁo.24’25’32'37
A formagdo de radicais hidroxila nos sistemas biologicos ocorre de maneira nao

g . ~ . . i
enzimadtica, através da reagdo de Haber-Weiss e necessita da presenca de ferro (Fe

) ou
- .~ 2532343637 e . o . A

metais de transicao. Os radicais livres superdxido e perdxido de hidrogénio apesar

de pequena acdo direta sobre os constituintes celulares sdo considerados agressivos

principalmente pelo fato de na reagdo de Haber-Weiss, reagirem para produzir radicais

hidroxilas, os verdadeiros responsaveis pela injiria celular.*”

1.3.2- LIPOPEROXIDACAO

Efeitos toxicos do oxigénio sobre componentes bioldgicos ja eram conhecidos no final

, ) : : T s 35
do século XIX, tornando-se objeto de intensa investigacao cientifica nos ultimos anos.”” Esses
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efeitos provem da oxidacdo de componentes celulares como tidis, co-fatores enzimaticos,
proteinas, nucleotideos e lipidios, principalmente acidos graxos poliinsaturados (AGPI),
mediados por ROS e espécies reativas de nitrogénio (ERN), conhecidas genericamente como
radicais livres (RL).2**>2%

Todos os componentes celulares sao suscetiveis a acdo das ROS, porém a membrana ¢
um dos mais atingidos em decorréncia da peroxidacao lipidica, que acarreta alteracdes na
estrutura e na permeabilidade das membranas celulares.’’ Consequentemente, ha perda da
seletividade na troca i6nica e liberacio do conteido da organelas, como as enzimas
hidroliticas dos lisossomas, e formacao de produtos citotoéxicos, culminando com a morte
celular, 24253237
A lipoperoxidagdo ¢ uma reagdo em cadeia, representada pelas etapas de iniciagdo,
propagacdo, ¢ terminacdo. Estas etapas estdo apresentadas nas reagdes seguintes, onde L

representa o lipidio: >

LH + OH * (ou LO*)------ — L*+ H,O(ouLOH) Iniciagdo

L* +0, = eemeem — LOO* Propagacao
LH +LOO* W - — L* + LOOH Propagacao
LOO*+L e — LOOL Terminagao
LOO* + LOO* -—---- — LOOL + O, Terminagao

A reacdo acima se inicia com seqiiestro de hidrogénio do acido graxo poliinsaturado

26,35,37,38

(LH) da membrana celular. Tal seqiiestro pode ser realizado pelo OH* ou pelo LO*

35,37

(radical alcoxila), com conseqiiente formacdo do L* (radical lipidico). Na primeira

equacdo de propagagdo, o L* reage rapidamente com O, resultando em LOO* (radical
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peroxila), que, por sua vez, seqiiestra novo hidrogénio do 4cido graxo poliinsaturado,
formando novamente o L* na segunda equacdo de propagacdo.””’ O término da
lipoperoxidagdo ocorre quando os radicais (L* e LOO*) produzidos nas etapas anteriores
propagam-se até destruirem a si proprios.>®>>’

O radical hidroxila (OH*) ¢ frequentemente reconhecido como a espécie iniciadora e a

mais importante na lipoperoxidagdo associado ao ferro. >

1.4 - SISTEMAS ANTIOXIDANTES

No estresse oxidativo ha um estimulo exagerado, com super producao e conseqiiente
desequilibrio entre o sistema pr6 e antioxidante, com predominio de oxidantes e danos
. 33
conseqiientes.
Em sistemas biologicos, a membrana celular constitui um dos focos de atuacdo de
. . X - . 25,26,33-38
ROS, de ERN e de outras espécies reativas e sua fungao ¢ vital para célula.
Em nivel fisiologico, podemos nos defender da injiria mediada pelos radicais livres

J . 2
utilizando as reservas antioxidantes celulares.’**>° O

sistema antioxidante sanguineo ¢
classificado em enzimatico e ndo enzimatico, sendo o primeiro representado, principalmente
pelas enzimas antioxidantes: a superoxido dismutase (SOD) que atua sobre o radical
superdxido transformando-o em perdxido de hidrogénio, a catalase (CATA) e a glutationa
peroxidase (GPx), as quais atuam sobre o peroxidos de hidrogénio transformando em

26333738
agua.””

20,+2H" 5°°— H,0, +0,
2 H,0, ““™ | 2H,0,+0,

2GSH + H,0, °**_, 2 H,0 + GSSG
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O sistema antioxidante ndo enzimdatico ¢ formado por muitas substincias, com
destaque para a GSH, principal composto antioxidante intracelular, tocoferois, ascorbato,
acido urico e P-caroteno, que atuam sobre o radical hidroxila, verdadeiro causador do stress
oxidativo além de proteinas de transporte de transi¢cdo, como transferrina, lactoferrina,

\

albumina, metaloproteinas e ceruloplasmina, as quais se ligam a metais de transi¢ao

26333738 () gistema antioxidante

impedindo-os de catalisar a reacdo de Haber-Weiss.
enzimatico ¢ a GSH estdo presentes, predominantemente, no meio intracelular, ja o sistema

ndo enzimatico localiza-se, preferencialmente, no meio extracelular.”

1.4.1 - SISTEMA GLUTATIONA

O sistema antioxidante glutationa € o principal thiol ndao protéico envolvido na defesa
antioxidante celular.®* E composta do tripeptideo glutationa(y-L-glutamil-L-cisteinil-
glicina), a qual ¢ formado por cisteina, 4cido glutdmico e glicina sendo sintetizada
principalmente pelo figado.”**® Sua concentragdo ¢ maior no meio intracelular no entanto
pode ser encontrada tanto no plasma quanto na urina.*’ Existe no organismo em suas formas
reduzida (GSH) e oxidada (GSSG), atuando direta ou indiretamente em muitos processos
biolégicos importantes, incluindo a sintese de proteinas, metabolismo e protegio celular.!

Esse sistema também ¢ composto pelas enzimas glutationa peroxidase (GSHpx) e
glutationa redutase (GSHrd).40’41 Ambas catalisam a acdo da glutational.z‘o’41 Glutationa
peroxidase catalisa a conversao de H,O,, produzida pela superoxido dismutase (SOD) com a
dismutagio do anion superdxido (O; -), para H,O.***' A glutationa redutase contém flavina
adenina dinucleotideo e utiliza a redu¢ao do NADPH para reconverter GSSG para 2GSH.*4

GSHpx, descrita inicialmente por Mills (1957)*, ndo tem sido encontrada em plantas

. fiog 42
superiores ou bactérias.
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Até o momento sdo conhecidas cinco formas estruturais e funcionais da GSHpx nos

> Duas formas foram identificadas no

mamiferos sendo todas dependentes do selénio.’
sangue.” GSHpx ¢ uma das 25 classes de selénio proteinas conhecidas; a GSHpx age como
antioxidante através da reducio de peroxido, tais como H,0,.** O peptideo glutationa (GSH) é
um co-fator necessario na redugdo de perdxidos, e age como um substrato redutor, entretanto
ndo exibe a capacidade de atividade da GSHpx.* Outra enzima que age conjuntamente com a
glutationa peroxidase ¢ a GSHrd.*' Esta enzima nio age diretamente na remogdo de espécies
radicalares, porém ¢ responsavel pela regeneracdo da glutationa a sua forma reduzida (GSH)

na presenca de nicotinamida adenina dinucleotideo fosfato (NADPH), tendo como objetivo

impedir a paralisacio do ciclo metabélico da glutationa.*' (Figura 5)

H,O, GSHPx 2H,0

& B

2 GSH GSSG

GR

N

NADP* NADPH + H*

FIGURA 5- Interconversao de glutationa nas suas formas reduzida
e oxidada pela acdo das enzimas glutationa peroxidase
(GSHpx) e glutationa redutase(GR).

FONTE: Modificado de Battin EE e cols.*
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Assim, alguns trabalhos tém sido desenvolvidos para determinagdo destas enzimas
tanto em tecidos celulares como no plasma sangiiineo.*!

Glutationa e as enzimas que fazem parte do ciclo catalitico deste peptideo, apresentam
associacdes com alteracoes dos estados antioxidantes € com o aumento do estresse
oxidativo. ™% A quantificagdo de glutationa pode indicar uma possivel correlagio entre a
diminui¢do das atividades de enzimas antioxidantes, como a glutationa peroxidase, € o
aumento nos niveis de bases de DNA lesadas devido ao dano oxidativo.*'

O mecanismo catalitico da glutationa peroxidase tem sido estudado extensivamente
(Figura 6).%°

H,0

ESeOH

RSSR
ESeH

ROH
ROOH

FIGURA 6. Mecanismo pela qual a GSPx catalisa a quebra das hidroperoxidases.

FONTE: Adaptado de Battin e cols.**

O selenol da molécula selenocisteina reduzida (EseH) ¢ oxidada pela hidroperoxidase
para originar o acido selénico (EseOH). O tripeptideo GSH reage com o acido selénico,

originando 4gua e selenosulfeto (ESeSG).* Uma segunda molécula do GSH ataca o enxofre
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do selenosulfeto , produzindo GSH disulfeto e regenerando o selenol (ESeH) para completar o

. L. 4
ciclo catalitico.”

1.4.2 - CAPACIDADE ANTIOXIDANTE TOTAL

No que se refere aos antioxidantes alguns autores defendem o estudo da capacidade
antioxidante total (CAT), ao invés da analise de antioxidantes isolados, principalmente devido
a interagdo que existe entre eles no plasma e no soro.> Na analise da CAT, leva-se em conta a
acdo acumulativa de todos os antioxidantes presentes; obtém-se um parametro integrado,
capaz de revelar nuances acerca do delicado equilibrio redox existente in vivo.> Em sistemas
bioldgicos, a atividade sinérgica entre antioxidantes € muito comum, como € observado com a
propria glutationa.*® A mesma age regenerando o ascorbato e este regenerando o a-tocoferol,
recuperando suas propriedades de supressdo aos ROS.*® Assim, a medida da capacidade
antioxidante total de uma amostra pode dar informagdes biologicamente mais relevantes do

que as obtidas pela mensuragio da concentragio individual de antioxidantes.*”

1.4.3 - SUPEROXIDO DISMUTASE (SOD)

Superoxido dismutase (SOD) ¢ uma metaloenzima encontrada em células eucariontes
e procariontes que catalisam a conversdo do anion superoxido em perdéxido de hidrogénio
(HZOZ).47 Nas células ha trés isoenzimas de SOD: citosolica (CuZnSOD;SODT1), mitocondrial
(MnSOD;SOD2) e extracelular (EC-SOD; SOD3).*”* Desses trés tipos a mais abundante ¢ a

SoD1.Y
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Os dois passos para a reagao do anion superoxido com o grupo protético da SOD
inicia-se com a oxidagdo da forma da enzima (Fe **, Cu *" e Mn " respectivamente) ligando-
se ao anion superdxido, adquirindo um préton e liberando um oxigénio molecular.*’

A forma reduzida da enzima (Fe >, Cu © e Mn *") liga-se a um segundo perdxido
anion e proton, liberando H,O, e retornando para seu estado oxidado.”’

Apesar do centro do ion metal permanecer mais negativamente carregado, a ligacao
do segundo anion superdxido ¢ possivel em um meio de ph neutro, porque a carga total do
local ativado permanece a mesma.*’

E esperado que o superdxio anion, seja um substrato para a enzima catalase e outra
enzima catalisadora do peroxido de hidrogénio como a glutationa peroxidase, conforme figura
7.7 Entretanto a conversdo do 4nion superdxido para peroxido de hidrogénio pela SOD pode

A . , . 4
levar a conseqiiéncias pro-oxidantes.*’

Catalase l
Peroxiredoxins
Glutathione peroxidase

H,0

FIGURA 7 - Func¢ao da superoxido dismutase (SOD) sob as
espécies reativas de oxigénios.

FONTE: Johnson F. e cols.47
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1.5 - GLUTAMINA

Em 1873, Hlasiwetz e Habermann foram os primeiros a considerar a glutamina
como sendo uma molécula com propriedades biologicamente importantes.* Posteriormente,
novas observagdes levaram os pesquisadores a pensar que a amonia encontrada em
hidrolisados protéicos poderia ser o resultado da liberagcio de GLN, bem como de
asparagina.® Cerca de 60 anos depois, Krebs, em 1935, demonstrou que células possuem a
capacidade de sintetizar ou degradar GLN.*

A glutamina (C5HION203) ¢ um L-o-aminoacido, com peso molecular de
aproximadamente 146,15 kda e pode ser sintetizada por todos os tecidos do organismo.*’
Fazem parte de sua composi¢do quimica nas seguintes quantidades: carbono (41,09%),
oxigénio (32,84%), nitrogénio (19,17%) e hidrogénio (6,90%).*’ E classificada de acordo com
seu grupamento R como ndo carregada, mas € polar, o que significa uma caracteristica mais
hidrofilica, sendo facilmente hidrolisada por acidos ou bases.*’

GLN ¢ classificada como um aminoacido ndo essencial sendo o mais abundante
aminoacido livre no corpo.”® A elevada capacidade de sintese e liberacio de GLN,
principalmente em situagdes em que ha aumento na sua demanda por outros 6rgaos e tecidos,
confere ao musculo esquelético um papel metabdlico essencial na regulacao da
glutaminemia.”® Eventos cirGrgicos, queimaduras, infeccdo pelo virus da sindrome da
imunodeficiéncia adquirida, cancer e exercicios fisicos intensos e prolongados sdo algumas
situagdes em que se observa que o consumo de GLN excede a capacidade de sintese
corporal.” Nessas situacdes ¢ considerada essencial devido ao seu grande consumo.™

A sintese da GLN no musculo esquelético, durante o estado pds- absortivo, ocorre por
meio da captagdo de glutamato, a partir da circulacio sanguinea.’’ O glutamato ¢ responsavel

por 40% da sintese de GLN.”!



22

Esse aminoacido ¢ a fonte de energia preferencial para os enterocitos, hepatocitos,

e pr e , 2
linfocitos e macréfagos.”®

A sintese de GLN ¢ de aproximadamente 70 g por dia em
humanos e, aproximadamente 30% desta ¢ proveniente da quebra protéica e o restante ¢
originado da sintese de novo deste aminoacido.”> GLN pode ser sintetizada em vérios
6rgios.” As maiores quantias sio sintetizadas na musculatura esquelética, no entanto cérebro,
tecido adiposo, coragdo e¢ o pulmdo também podem a sintetizar sobre certas condigdes
fisiologicas e patologicas.” Esse aminoacido esta envolvido na amoniagénese sendo também
responsavel pelo equilibrio 4cido-base.”® A capacidade de receber e doar nitrogénio faz da
GLN o maior veiculo de transferéncia de nitrogénio entre os tecidos.’

O glutamato ¢ formado pelo acido a cetoglutarato como um intermediario do ciclo de
Krebs e aménia.” Na reacio catalisada pela glutamina sintetase o glutamato reage com a
amonia para formar a GLN.>*?°

Assim, o amoénio reage com o acido a cetoglutato originando glutamato numa reagao

mediada pela enzima glutamato desidrogenase, utilizando energia fornecida pelo NADPH +

H55

NH4 + o cetoglutarato NADPH - H-NADP  glutamato + H,O
glutamato desidrogenase

O glutamato assim formado reagira com o ATP, recebendo um grupo fosfato e

formando o intermediario y glutamilfosfato. Esta reagdo ¢ catalisada pela glutamil

. 55,56
smtetase.Sl’ ’

glutamato ATP>ADP v glutamilfosfato
Glutamil sintetase
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A amonia, presente no organismo, deslocard o grupo fosfato incorporando-se a

molécula, originando a glutamina e liberando fosfato inorganico (Pi). Nao ha catélise

. ~ 51,5556
enzimatica, nesta reagao.

y glutamilfosfato + NH; , glutamina + Pii

A rota catabdlica percorre caminho inverso, porém sob a agdo catalitica de outras

enzimas. A primeira fase do catabolismo consta da transformagdo da GLN em glutamato

catalisada pela glutaminase que é a tnica enzima da rota catabolica da GLN.>">

lutamina — 220~ N4 O slytamato
g g

glutaminase

O glutamato reverte em 4acido O cetoglutarico numa reacdo catalisada pela

. . . . . .55
transaminase e mediada pelo 4cido pirtivico e a alanina.

piruvato — alanina

glutamato , 0 cetoglutarato

transaminase

A glutaminase, enzima que catabolisa a GLN, e a glutamato desidrogenase, enzima
.. , ~ . . A .51 .
que participa de sua sintese, sdo localizadas na mitocondria.”” A glutaminase apresenta-se sob
. . . ”» 51y i 4 o
a forma de, pelo menos duas isoenzimas: as glutaminases hepatica e renal.” O rim € rico em
. . , o~ . . 1
glutaminase do tipo “renal” que aumenta quando o 6rgdo é submetido a acidose.’
A hidrélise da GLN a glutamato nos tubulos distais dos néfrons ¢ a principal via de
producio de NH; pelos rins.”” O metabolismo oxidativo da glutamina nos rins gera fluxo de

metabolicos para a gliconeogénese renal, que € responsavel pela producado de cerca de 25% de
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toda a glicose sistémica.”’ Em condicdes de acidose, quando a eliminagdo renal de NH4"
precisa ser incrementada, ocorre um aumento na gliconeogénese renal € o rim se torna o
maior consumidor de glutamina no organismo.”’

O receio de administrar glutamina se dissipou quando se comprovou que sua oferta era
acompanhada de elevagdes modestas da amodnia sanguinea e desprovida de efeito adverso
signiﬁcante.5 :

Sabe-se que a GLN ¢ utilizada em altas taxas pelo sistema imune, como linfocitos,
macrofagos e neutrofilos, seja em uma resposta sistémica ou local.”®

Evidencias na literatura mostram que a GLN parece ter importante papel protetor na
mucosa intestinal durante o trauma e injurias graves.” A glutamina é fundamental para a
produgdo de glutationa, como visto anteriormente, uma das mais importantes fontes
endogenas de defesa antioxidante.”® O glutamato, produzido através do metabolismo da

glutamina, ¢ precursor da sintese de glutationa.”®

1.5.1- ISQUEMIA/REPERFUSAO RENAL E GLUTAMINA

A causa mais comum de faléncia renal aguda ¢ a isquemia, a qual leva a piora da
funcdo renal através da combinagdo de vasoconstrigao renal, obstrucao tubular renal, perda de
filtrado glomerular e diminui¢do na permeabilidade glomerular®* A diminuicio do
fornecimento de energia fosfato aumenta a concentracao de calcio intracelular, perda da
funcdo de sintese celular, ativagdo do processo degradativo da membrana, e geracdo de
toxinas endégenas.?****

Viarios trabalhos demonstram o efeito protetor do uso de substancias antioxidantes no

L . . 39,59,60,61,62
combate ao estresse oxidativo prevenindo ou atenuando o dano tecidual.””">""
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Dentre essas substancias encontra-se a glutamina, que constitui o mais abundante
aminoacido encontrado no sangue.” Uma das propriedades mais importantes da GLN &
estimular a producdo da glutationa.**®

Welbourne (1979)°° demonstrou que quando o rim é submetido a um stress oxidativo,
a sintese de GSH ¢ regulada na dependéncia da quantidade de GLN.%

Glutationa ¢ um potente antioxidante e também um importante fator no metabolismo
de muitas drogas e substincias endogenas.®’ Ja se sabe que o pré-tratamento com GLN exerce
um efeito protetor parcial renal na nefrotoxicidade induzida pela cisplatina em modelos
animais.”® Modelos de injuria intestinal e de figado sugerem que o fornecimento de adequada
quantidade de GLN pode aumentar o sistema GSH e sua habilidade em combater a lesao por
I/R.® Esses estudos tem demonstrado que o aumento da glutationa total antes da injuria
pode reduzir o dano celular.®""°

Também ja se sabe que a lesdo provocada pela I/R ndo ¢ somente no 6rgao lesado,
mas atinge em fase posterior a todo organismo.>>*°

O significado desta lesdo de I/R ¢ manifestado em orgdos distantes através do
intermédio de neutrofilos mediando a produgio ROS. >

Kramer e cols. (1999)’? demonstraram que a /R renal leva a um aumento na
permeabilidade vascular pulmonar mediada por macréfagos, assim como Hoke e cols.
(2007)"', no entanto nenhum deles utilizou imunonutrientes na tentativa de prevenir ou
reduzir tal estresse.”"’> J& Shin e cols. (1997)" realizaram I/R renal em ovelhas nio se
evidenciando disfun¢io pulmonar.”

Aguilar e cols. (2007)"* demonstraram que em rins submetido a isquemia,
independente de ser frio ou quente, ha uma queda nos niveis das substancias antioxidantes.

O mecanismo de protegdo, oferecido pela GLN, na lesdo de I/R deve-se ao aumento

dos “varredores” de radicais livres. GLN ¢ essencial para a sintese de GSH. A severidade da
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lesdao por I/R no tecido intestinal, hepatico e cardiaco tem sido correlacionado diretamente
com o nivel presente da atividade da glutationa intracelular.”

Jia e cols. (2006) levantaram a hipotese que a GLN poderia estimular a sintese de
glicogénio e aumentar sua quantidade armazenada nos hepatdcitos, refor¢cando a habilidade do
figado a suportar a isquemia.”’ Neste mesmo estudo concluiu-se que o pré-tratamento com
GLN pode proteger a injuria hepatica pela regulagdo da expressdao do bcl-2 e proteina bax, as
quais sdo responsaveis pela regulacio da apoptose celular.”

Nao foram encontrados estudos que mostrem a acdo da GLN quando administrada por

via enteral, na I/R renal associado a preservacao da capacidade antioxidante do organismo.
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2 - JUSTIFICATIVA

Conforme observado por estudos anteriores a isquemia renal quente provoca prejuizo

23,24
1.2

na funcao rena Esse processo desenvolve-se de forma progressiva, sendo notado, que a

partir de 30 minutos a recuperagdo renal se dard somente apds trés a nove dias e apos 120

. ~ I . 23,24
minutos esta fungiio somente sera recuperada parcialmente.”

A complexa fisiopatologia da
faléncia renal aguda por isquemia inclui a inevitavel fase de reperfusdo associado com
estresse oxidativo e disfuncdo celular.’® Tal estresse oxidativo pode ser inibido ou pelo
menos amenizado através de uma substincia antioxidante.”* Algumas substincias ja se

mostraram protetoras da lesdo renal por /R quando administradas antes do ato cirtrgico.””"

63

A GLN ¢ uma importante fonte de energia de muitas células além de ser precursor de
nucleotideos, glutamato, e GSH.®* O sistema GSH é o maior mecanismo de reducao do
estresse oxidativo sendo que a GLN provém a fonte de glutamato desse sistema.”> Também se
sabe que a GLN atenua a apoptose das cé€lulas tubulares na lesdo renal aguda e reduz o dano
oxidativo na I/R hepatica.”®’” Estudos mostram que a lesdo provocada pela I/R ndo é somente
no orgao lesado, mas posteriormente em todo organismo, levando inclusive a dano
pulmonar,2526.71.72

A 1mplementacdo de fontes de defesa antioxidante ¢ um ponto passivel de estudo, na

busca de uma forma de diminuir a injiria oxidativa.
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A isquemia renal produzida durante o transplante ¢ um dos maiores responsaveis de
lesdo renal aguda.’ A I/R renal também ocorre durante revascularizacio de artéria renal,
tratamento de aneurismas de aorta supra renal e nefrectomias parciais.”®

Partindo de tais premissas, propomo-nos a avaliar o estresse oxidativo e a capacidade
antioxidante em um modelo experimental de isquemia renal por clampeamento do pediculo
renal seguida de reperfusdo. Para tanto, a dosagem dessa capacidade antioxidante apos a
reperfusdo renal, torna-se mister. Para estimar a lesdo tecidual renal utilizaremos o estudo
histoldgico assim como para avaliar a lesao pulmonar.

E essa relagdo que determinard em ultima analise o estresse oxidativo. Para avaliar
uma possivel agdo protetora conferida pela GLN, propomo-nos a avaliar os mesmos
parametros, em animais tratados por gavagem previamente com esse aminoacido.

Tal estudo ¢ inovador ao investigar nesse modelo experimental a atividade da GLN,
tendo-se em vista especialmente o seu uso pela via oral.

Seus resultados podem auxiliar na elucidagdo de pontos importantes acerca da
participagdo do sistema de protecdo antioxidante e sua influéncia nas lesdes decorrentes da
I/R, conhecimentos que poderdo ser transferidos para a pratica clinica em humanos.

Como, durante grande numero de cirurgias renais, ¢ freqliente o uso de clampeamento
do seu pediculo, diferentes graus de I/R podem ser determinados, e o controle da sua
severidade deve ser controlada, pois pode ser fator importante nos indices de morbidade e

mortalidade. Caso a GLN demonstre possuir esta capacidade, podera tornar-se um farmaco

nutriente fundamental para esta finalidade.
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3 - Objetivo Geral

Avaliar os efeitos da suplementacao de glutamina, no sistema antioxidante plasmatico,
na lesdo tecidual renal e pulmonar, em ratos submetidos a isquemia renal seguida de

reperfusao.

3.1 - Objetivos Especificos

Mensurar valores da capacidade antioxidante total, glutationa peroxidase e superdxido
dismutase plasmatica;

Mensurar alteragdes sangiiineas em marcadores bioquimicos sanguineo (LDH, uréia e
creatinina);

Avaliar as repercussdoes morfologicas a microscopia Optica do parénquima renal e

pulmao.
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4 - MATERIAL E METODO

O experimento seguiu os principios ¢€ticos preconizados pelo Colégio Brasileiro de
Experimentagdo Animal (COBEA). O experimento foi aprovado pelo Comité de Etica e

Pesquisa em animais da Universidade Estadual Paulista (UNESP). (Anexo 1)

4.1 - DESENHO DO ESTUDO

Trata-se de um estudo experimental em ratos, realizado no Laboratério de
Investigacdo, da Faculdade de Ciéncias Médicas da Universidade Federal do Mato Grosso

(UFMT).

O calculo da amostra foi realizado levando-se em consideragcdo o nivel de creatinina

como marcador de lesdo renal, obtendo-se o nimero minimo de oito animais.

Inicialmente, para fins de adaptacdo ambiental, os animais (N=33) permaneceram dois
dias no Laboratério de Investigagdo sob ciclos de 12 horas de claro e escuro, temperatura
ambiente controlada de 25°C, recebendo dieta (AIN-1993) ad libitum. Apos esse intervalo de
tempo, os animais foram mantidos em dieta zero para so6lidos, por um periodo de 6 horas e

posteriormente foram submetidos ao ato operatorio sob anestesia geral.

A operacdo consistia de uma incisdo no flanco direito do animal, com abertura de

todos os planos até atingir a cavidade peritoneal. Posteriormente dissecou-se o rim direito
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com tesoura e ligou-se o pediculo renal com fio de algodao 2-0 e retirou-se a pega cirirgica
(rim direito). Finalmente realizou-se a sutura em plano unico da musculatura e pele com fio

de nylon 3-0.

No oitavo dia de pds-operatorio, os animais foram randomizados em trés grupos, com
11 animais em cada grupo e que foram assim divididos: 1) grupo glutamina, 2) grupo
albumina (grupo controle) e 3) grupo glicose (grupo sham). Cada grupo de animal recebeu
uma dieta distinta, pelo periodo de sete dias e que foi administratada por gavagem. As dietas
continham elementos diferentes, porem eram equivalentes em calorias. Nos grupos glutamina

e albumina, a quantidade de proteina era semelhante.(figura 8).

Ao final do décimo - quarto dia da nefrectomia procedeu-se a laparotomia com
incisdo abdominal ampla, disseccao cautelosa do pediculo renal esquerdo em todos os grupos
de animais e realizacdo do clampeamento do mesmo nos grupos glutamina e albumina
utilizando pincas vasculares por quarenta e cinco minutos € posteriormente liberado o
pediculo renal para a realizacdo da reperfusdo do 6rgdo. No grupo glicose (grupo sham)
somente foi reparado o pediculo renal utilizando um fio de algodao 2-0 sem traciona-lo, sendo

0 mesmo retirado apos 0s quarenta e cinco minutos iniciais.

Em todo o periodo do experimento os animais mantiveram-se consumindo dieta AIN-
1993 ad libitum. Todos os animais eram pesados no sétimo dia do pds operatorio e avaliado a
ferida cirrgica. Animais com sinais de infec¢do na ferida cirurgica ou identificados com uma

alteracdo clinica eram excluidos do experimento.

Apds uma hora da reperfusdo houve a colheita de 5 ml de sangue da veia cava através

de pungdo com agulha calibre 7 x 28 mm.

Todos os animais foram sacrificados logo apods a colheita de sangue, utilizando

anestésico inalatorio (halotano) e realizado retirada do rim e pulmao para analise histologica.



GLUTAMINA ALBUMINA GLICOSE
Calorias(Kcal) 400 350 400
Proteinas(gramas) 100(L-glutamina) 80 -
Sodio ( mg) - 307 -
FIGURA 8 - Valor caldrico e nutricional das dietas complementares utilizadas nos
animais.

FONTE: NUTERAL ® LTDA, Advanced Products®, Industria Quimica
Farmacéutica Cearense LTDA®

4.2 - ANIMAIS

Utilizou-se 33 ratos Wistar, variedade albinos rodentia mammalia (Rattus novergicus),
machos, adultos. Os mesmos foram provenientes do biotério central da Universidade Federal
de Mato Grosso (UFMT). Os animais foram escolhidos aleatériamente e pesados. Foram

incluidos aqueles que apresentaram peso corporal entre 280 a 320g.

4.3 - RANDOMIZACAO E GRUPOS

Cada animal foi escolhido aleatoriamente a partir de sua gaiola, onde permaneceu
durante o periodo de pds-operatorio (PO) da nefrectomia direita. O mesmo pesquisador
realizou um sorteio, no sétimo PO, que definiu para qual dos grupos de estudo pertenceria o
animal. O sorteio foi realizado jogando-se um dado com faces numeradas de 1 a 6.
Convencionou-se que se resultado 1 ou 2 o animal em questdo pertenceria ao GRUPO
CONTROLE; 3 ou 4, GRUPO GLN; 5 ou 6, GRUPO SHAM. A caracterizagdo dos grupos de

estudo pode ser observada na figura 9.
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N=33

l

animais submetidos a nefrectomia direita

8° dia pds-operatorio - randomizados

- |

grupo controle
dieta e gavagem

com albumina.
8% ao 14°
pos-operatorio

grupo glutamina
dieta e gavagem com

glutamina.
8%ao 14°
pos-operatorio

grupo sham
dieta e gavagem

com glicose.
8% ao 14°
pos-operatorio

y

\ 4

laparotomia e dissec¢@o do pediculo renal manipulag@o do pediculo renal.

A

y

A \ 4

isquemia por 45 min.— reperfusdo por 60 min.

sem isquemia.

eutanasia e colheita de sangue, tecido renal e pulmonar para analise .

FIGURA 9 - Distribui¢do dos animais de experimentacdo em fun¢do dos grupos de

4.4

estudo (N=33). FONTE: Material da pesquisa.

SOLUCOES UTILIZADAS PARA

GAVAGEM

Foram utilizados no experimento trés tipos solucao para aplicacdo enteral:

Glicose 50%: Solugdo estéril e apirogénica, frasco ampola
contendo 10 ml (Industria Quimica Farmacéutica Cearense LTDA., Fortaleza-

CE, Brasil). Utilizou-se 0,5g/kg;

L-glutamina moédulo de dieta enteral ou oral — L-

GLUTAMINA®, envelope 10 g (NUTERAL ® LTDA, Fortaleza-CE.Brasil )

Cada envelope com 10 g contém 10g de L-glutamina.A dose para cada animal
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foi calculada em 0,5g/kg, portanto para uma animal de 300g (0,3kg), 0,150g de
GLN, que foi devidamente pesada em balanga de precisdo e diluida em 2 ml de

agua destilada e instilado aos animais por gavagem.

= Albumina pura, clara de ovo concentrada em pd, (Advanced
Products”,Rio de Janeiro-RJ, Brasil) contetido 500g. Cada 100g contém 84 g
de albumina. A dose para cada animal foi de 0,57g/kg, logo para um animal de

300 g(0,3kg) utilizou-se 0,171 g de albumina aferida em balanga de precisdo e

diluida em 2ml de 4gua destilada e instilado aos animais por gavagem.

FIGURA 10 — Técnica de gavagem. FONTE: Material da pesquisa.

4.5 - TECNICAS OPERATORIAS

Todos os animais foram submetidos aos mesmos procedimentos anestésicos. As

operagdes foram realizadas pelo mesmo cirurgido, que era cego em relagdo qual o grupo de
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animais que estava operando. A sistematizacdo da anestesia e do ato operatorio, conforme o

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

4.5.1 - ANESTESIA

Os animais receberam anestesia intramuscular de cloridrato de cetamina 100 mg/kg
(Cloridrato de Cetamina, 50mg/ml - Ketalar®, Pfizer LTDA., Guarulhos-SP, Brasil) por via
intramuscular tanto na primeira como na segunda cirurgia. A injecao de cloridrato de
cetamina foi administrada na musculatura da coxa do membro posterior esquerdo do animal,
utilizando-se seringa de 1 ml e agulha descartavel 13x4,5; cerca de 10 minutos antes do inicio
do ato operatério. Durante todo o experimento os animais foram controlados quanto a
manuten¢do do plano anestésico confirmando-se a auséncia dos movimentos voluntarios do
animal, reflexos motores, ¢ estabilidade da freqiiéncia respiratéria (nimero de respiragdes por

minuto) contada em intervalos de 5 minutos.

4.5.2 - MATERIAL CIRURGICO

Foi utilizado material cirargico composto por laminas descartaveis, pingas, tesouras
delicadas, afastadores de Farabeuf, todos acondicionados em caixas metalicas individuais para
cada animal, devidamente autoclavadas no Centro de Materiais Esterilizados (CME) do

Hospital Universitario Julio Miiller (UFMT) cerca de 12 horas antes das operagoes.

Os campos estéreis fenestrados para assepsia também foram oriundos do Hospital

Universitario Julio Miiller.

Todos os animais foram operados com utilizacdo de paramentacdo composta por

gorro, mascara cirurgica e luvas cirargicas de latex descartaveis estéreis.
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FIGURA 11 — Técnica utilizada para anestesiar o animal.
FONTE: Material da pesquisa.

4.5.3 - OPERACAO

O ato operatorio obedeceu sistematicamente a uma rotina pré-estabelecida.
Procedeu-se o posicionamento do animal na mesa de operacdo, em decubito dorsal.

Os membros anteriores e posteriores foram mantidos em extensdo, sob contencdo

através de amarras que prendiam suas patas a mesa.

Seguiu-se tricotomia da parede abdominal anterior, antissepsia ampla desta regido com
solugdo de polivinilpirrolidona iodo (solu¢do tépica com 0,1g/ml — Laboratério Quimico
Farmacéutico da Aerondutica, Rio de Janeiro-RJ, Brasil) e assepsia da drea operatdria com

campo cirtrgico estéril fenestrado.(figuras 12 e 13)



FIURA 12 — Animal anestesiado, imobilizado e realizado anti-sepsia.
FONTE: Material da pesquisa.

FIGURA 13 — Animal com campo estéril e demarcagao da incisdo cirtrgica.
FONTE: Material da pesquisa.
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4.5.3.1 - Operacao 1

Realizou-se laparotomia em regido de flanco direito mediana com cerca de 4 cm de
extensdo e breve inventario da cavidade abdominal.(Figura 14). Posteriormente procedeu-se a
dissec¢do de todo o rim direito com tesoura de Metzenbaum e isolamento do pediculo renal
com ligadura do mesmo utilizando fio de algodao 2-0. (figura 15) Retirou-se a pega cirurgica
(rim direito) e suturou-se a cavidade abdominal em plano tnico utilizando fio de nylon 2-

0.(Figura 16)

\

J’,‘

FIGURA 14 — Incisao m ﬂanc direito com localizag:ég renal.
FONTE: Material da pesquisa.



Y./ ;/ & \
FIGURA 15 — [solamento e ligadura de pedicul
FONTE: Material da pesquisa.

o renal direito.

-

FIGURA 16 — Sutura de paredee abdominal utilizando nylon 2-0.

FONTE: Material da pesquisa.
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4.5.3.2 - Operacao 2

Realizou-se laparotomia com incisdo ampla e arciforme em todos os animais e
posteriormente dissecou-se delicadamente o pediculo renal esquerdo.(figura 17) Nos animais
dos grupos CONTROLE e GLN, procedeu-se o clampeamento do pediculo renal com pinga
vascular atraumatica. Acionou-se, neste exato momento, crondmetro digital, fixando-se em 45
minutos o tempo de isquemia. A isquemia renal foi constatada pela visivel e bem definida

alteracdo na coloracdo do 6rgao.

Ao completar 45 minutos (tempo de isquemia), o clamp vascular era liberado e, a
partir de entdo, iniciava-se nova contagem, desta vez fixado em 60 minutos o tempo de

reperfusdo. A reperfusdo renal foi constatada pelo retorno da coloragao do 6rgao.

Durante todo o tempo de I/R os animais foram mantidos com as bordas da ferida
operatoria parcialmente aproximadas e protegidas com gazes estéreis umedecidas com
solugdo fisiologica 0,9% aquecida (36°C), com a finalidade de evitar desidratagdo visceral

excessiva.

Nos animais pertencentes ao grupo SHAM, apds a laparotomia, foram realizados os
mesmos procedimentos descritos para os demais grupos, porém, sem realizacdo de
clampeamento do pediculo vascular renal (somente reparo delicado com fio de algoddo 2-0

sem tracao).

Realizou-se liberag@o do reparo do pediculo renal apds 45 minutos e aguardou-se mais
60 minutos para colheita do material e eutanasia do animal. Foram mantidas as mesmas

condi¢des operatorias que os demais grupos.



FIGURA 17 — Dissec¢ao de rim esquerdo para posterior isolamento do
pediculo renal.
FONTE: Material da pesquisa.

oA YT A P Z o) A SONERY - AN v
FIGURA 18 — Clampeamento do pediculo renal esquerdo e inicio da palidez

FONTE: Material da pesquisa.
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FIGURA 19 - Iﬁl’cio do retorno a coloragdo normal do rim apos retirada do clamp.
FONTE: Material da pesquisa.

4.5.4 - COLHEITA DE AMOSTRA DE SANGUE E EUTANASIA

Seguiram-se sistematicamente os seguintes passos para todos os animais. Realizou-se
exposicdo da veia cava posterior, acima da inser¢ao das veias renais e, nesse local, coletou-se
sangue por puncao utilizando-se agulha 25x7mm acoplada a seringa de 5 ml. (figuras 20 e 21)
Tal procedimento foi realizado com extremo cuidado para evitar-se hemolise. A seringa e
agulha utilizada na colheita de sangue haviam sido previamente heparinizados, utilizando-se o
seguinte método: aspiragdo de 0,5ml de heparina (Heparina Sédica 5000 Ul/ml — Cristalia
Produtos Quimicos e Farmacéuticos LTDA., Sao Paulo-SP, Brasil), realizagdo de movimentos
repetitivos com o émbolo de modo ao contetido da seringa entrar em contato com toda a sua
superficie interna, retirada do excesso de heparina de forma a ndo sobrarem residuos visiveis.

O sangue foi entdo imediatamente repassado para frasco de colheita seco devidamente
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identificado com o c6digo do animal. Apds a colheita de sangue os animais foram sacrificados

com inalagdo de halotano e colheita de rim e pulmao para estudo histologico.

FIGURA 20 - Dissec¢ao de cava para coleta da amostra sanguinea.
FONTE: Material da pesquisa.

/'

v LA \
FIGURA 21 - Colheita de sangue da veia cava. FONTE: Material da pesquisa.
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FIGURA 22 — Aspecto do laboratério de investigacdo, da Faculdade de
Ciéncias Médicas da Universidade Federal do Mato Grosso.
FONTE: Material da pesquisa.

4.6 — DOSAGENS BIOQUIMICAS: DHL, UREIA,
CREATININA, CAPACIDADE ANTIOXIDANTE
TOTAL, GLUTATIONA PEROXIDASE E
SUPEROXIDO DISMUTASE

As dosagens bioquimicas automatizadas dos valores de LDH, uréia e creatinina, CAT,
glutationa peroxidase e superoxido dismutase foram realizadas no Laboratorio Santa Rosa, em
Cuiaba-MT. As dosagens foram realizadas utilizando kits da Randox realizados no aparelho
Daytona. (figura 23) Todas as dosagens foram realizadas no mesmo dia da colheita do

material.
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TAS RANSEL RANSOD
COMPONENTE CAPACIDADE GLUTATIONA SUPEROXIDO
MEDIDO ANTIOXIDANTE PEROXIDASE DISMUTASE
TOTAL
PRINCIPIO DA MEDIDA FORMAGAO DO OXIDAGCAO DO METODO XANTINA-
RADICAL ABST NADPH OXIDASE
TIPO DE AMOSTRA PLASMA OU SANGUE TOTAL SANGUE TOTAL
SANGUE
PROCEDIMENTO SIM SIM SIM
AUTOMATIZADO

FIGURA 23 — Componente utilizado nas dosagens.
FONTE: SITE RANDOX.”®

4.7 — ANALISE HISTOLOGICA

Os rins e pulmdes permaneceram por 48 horas em formaldeido tamponado a 10%,
sendo posteriormente processados e emblocados em parafina.

O estudo histologico foi realizado no Servico de Anatomia Patologia do Hospital
Universitéario Julio Muller/ UFMT, por um médico patologista experiente.

Os cortes histologicos foram feitos em microtomo, com 4um de espessura.

Os referidos cortes foram corados pela coloragdo de rotina — Hematoxilina e eosina
(HE), sendo analisados segundo os seguintes critérios: Rim — edema de células tubulares,
edema intersticial, dilatacdo tubular, necrose epitelial e casts hialino, como sugerido por
Chander e cols. (2005).” Um minimo de 10 campos por cada caso foi examinado. Lesdes
teciduais foram graduadas como: Sem alteragdes (0), alteragdes leves (+), alteragdes

moderadas (++), alteragdes severas (+++).
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Em relacdo as lesdes pulmonares, o parametro analisado foi o grau de edema
intersticial. O edema foi graduado em: auséncia de alteragdes (0), alteragdes discretas (+), se
somente alteragdes focais eram presentes; alteragdes moderadas (++), se alteragdes
multifocais estavam presentes; e alteragdes intensas (+++), se as alteracdes eram difusas,
conforme preconizado por Greca e cols.(2008).80

As avaliagdes histologicas foram feitas pelo mesmo observador que era cego em

relagdo ao tratamento original dos tecidos.

4.8 - ANALISE ESTATISTICA

Para tratamento estatistico dos dados foi utilizado o programa SPSS para sistema

operacional Windows.

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

Ryan-Joiner comparado ao Shapiro Wilk.

Para comparacdo dos resultados, utilizou-se o teste nao-paramétrico de Kruskall-
Wallis, uma vez encontrada diferenca estatistica entre os grupos, procedeu-se a comparagao

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

Um nivel de 5% foi estabelecido para significancia estatistica (p<0,05). Os dados

foram expressos como média e desvio padrdo ou como mediana e variagao.
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5 - RESULTADOS

Todos os onze animais de cada um dos trés grupos (controle, GLN e sham) toleraram
bem o experimento. Nao houve 6bitos durante a sua realizagao.
Os resultados foram apresentados da seguinte forma: (“mediana” [*“valor minimo

9 <6

observado”-“valor méximo observado’] unidade medida).

51 - DOSAGENS BIOQUIMICAS: UREIA,
CREATININA E DHL

O nivel sérico de uréia foi semelhante entre os grupos; grupo glutamina (70[61-74]
mg/dl), grupo sham (64 [53-75] mg/dl) e grupo controle (66[56-74] mg/dl).(p= 0,07 GLN x
sham. p=0,13 GLN x CTL)(figura 24).

Da mesma forma os niveis séricos de creatinina se mostraram sem diferencas entre os
grupos; grupos GLN (1,05[0,95-1,17 mg/dl), grupo controle (1,03[0,95-1,18]mg/dl) e grupo
sham(0,96[0,67-1,12]mg/dl)(p=0,05 GLN x sham. p=0,77 GLN x CTL).(figura 25).

A dosagem de LDH foi significantemente menor no grupo sham (p<0,05) comparado
com os grupos controle e GLN (controle = 1134 [555-1550] U/I, GLN =873 [696-1061] U/l e
sham = 523 [378-736] U/l). Entre os grupos controle ¢ GLN ndo se encontrou diferenca

significativa.(p=0,23).(figura 26).
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FIGURA 24 — Dosagem sérica de uréia nos diferentes grupos estudados.
FONTE: Material da pesquisa.
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FIGURA 25 — Dosagem sérica de creatinina nos diferentes grupos estudados.
FONTE: Material da pesquisa.
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FIGURA 26 — Dosagem sérica de DHL nos diferentes grupos estudados.
* =p <0,05 Sham vs Glutamina e Controle.
FONTE: Material da pesquisa.
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FIGURA 27 — Dosagem sérica de CAT nos diferentes grupos estudados.
* =p <0,05 vs Grupo Glutamina e Controle vs sham.
FONTE: Material da pesquisa.
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5.2 - DOSAGEM DA CAPACIDADE
ANTIOXIDANTE TOTAL

Os niveis de CAT (figura 27) foram maiores no grupo GLN (2,22 [2,16-2,36] e grupo
controle (2,22[2,09-2,33]lmmol/ml em relagdo ao grupo sham (2,10 [2,02-2,21] mmol/ml,

p=0,05.

5.3 - DOSAGEM DE GLUTATIONA
PEROXIDASE e SUPEROXIDO DISMUTASE

Os niveis de glutationa peroxidase nos grupos sham e glutamina monstraram-se mais
elevados quando comparados com o grupo controle. (sham-13.365[8.440-18.000] U/L, GLN-
12.439[9.592-13.154] U/L e controle- 10.721[7.975-11.783] U/L p<0,05). Entre os grupos
sham e glutamina ndo houve diferenca estatistica. (figura 28)

Em relacao a dosagem de superoxido dismutase houve uma diferenca dos niveis do
grupo sham (102 [86 —121,2] U/ml) quando comparado com os grupos GLN (86,4[58,8 —
107,6] U/ml e controle (86 [54,8-114] U/ml (p<0,01).

Nao houve diferenca estatistica entre os grupos GLN e controle. (figura 29)
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FIGURA 28 — Dosagem sérica de Glutationa Peroxidase nos
diferentes grupos estudados.
* p=< 0,05 Controle vs GLN e Sham.
FONTE: Material da pesquisa.
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FIGURA 29 — Dosagem sérica de Superdxido Dismutase nos
diferentes grupos estudados. * =p < 0,05 Sham vs GLN e
controle. FONTE: Material da pesquisa.
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5.4 — ANALISE MORF()L()GICA A
MICROSCOPIA OPTICA DO
PARENQUIMA RENAL E PULMONAR

O grupo sham demonstrou alteragdes morfologicas de menor intensidade, tanto na
analise renal quanto pulmonar, quando comparados com o grupo controle e GLN. Ao
contrario, os rins do grupo de animais que receberam glutamina e grupo controle
apresentaram alteracdes semelhantes e em graus parecidos como descritos nas figuras 31 a 35.
Tais alteragdes incluiam edema das células tubulares, edema intersticial, dilatagdao tubular,
casts hialino e moderada a severa necrose. As alteracdes histopatologicas foram graduadas e

sumarizadas nas figuras 36 e 37.

FIGURA 30 — Aspecto hitol(')gico renal do grupo sham. Parénquima renal
sem alteragdes. Coloragao HE (200X). Rato numero 10.
FONTE: Material da pesquisa.

As alteragdes alveolares menos intensas no grupo sham. Em contraste nos animais do

grupo glutamina assim como no grupo controle notaram-se alteragdes das estruturas
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alveolares semelhantes e iguais intensidade. Essas se caracterizaram por edema septal,

hemorragia e inflamagao.

Aspecto histologico renal do grupo GLN. Parénquima renal com
areas de casts hialinos . Coloragao HE (200X). Rato numero 11.
FONTE: Material da pesquisa.

FIGURA 31 -

FIGURA 32 — Aspecto histologico renal do grupo controle. Parénquima renal
com 4reas de necrose tubular aguda. Coloracdo HE (200X). Rato
nimero 1.
FONTE: Material da pesquisa.
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FIGURA 33— Aspecto histologico pulmonar do grupo sham. Parénquima
pulmonar normal. Coloragdo HE (200X). Rato ntimero 1.
FONTE: Material da pesquisa.

FIGURA 34 - Aspecto histologico pulmonar do grupo GLN. Parénquima
pulmonar com infiltrado linfocitico intersticial discreto.
Coloragao HE (200X). Rato numero 1.
FONTE: Material da pesquisa.



FIGURA 35 — Aspecto histologico pulmonar do grupo controle. Parénquima

pulmonar com agregado linféide perivascular. Coloragao HE (200X).
Rato niimero 2.

FONTE: Material da pesquisa.
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Edema de Edema Dilatacao Necrose de | Casts
células intersticial | tubular epitélio hialino
tubulares
Grupo Glutamina
Animal 1 ++ + 0 + 0
2 + 0 + + +
3 ++ + ++ + 0
4 + 0 + 0 +
5 + + 0 + +
6 + + + + +
7 + + 0 0 0
8 + 0 + + 0
9 + + + + 0
10 ++ + + + 0
11 + + + + +
Grupo Controle
Animal 1 + + + + +
2 + 0 + 0 0
3 + 0 + + +
4 + 0 + + 0
5 ++ + ++ + +
6 + + + + +
7 + 0 + 0 ++
8 ++ + + + ++
9 + 0 + + 0
10 + 0 + + ++
11 + 0 + 0 0
Grupo Sham
Animal 1 0 + + 0 0
2 0 + ++ 0 0
3 0 0 + 0 0
4 0 0 + 0 0
5 0 0 + 0 0
6 + 0 0 0 0
7 0 + + 0 0
8 0 0 + 0 0
9 0 0 0 0 0
10 0 0 0 0 0
11 + 0 + 0 0

FIGURA 36 - Alteragdes morfologicas no exame histopatologico dos rins de ratos
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submetidos a I/R renal e tratados com glutamina (GLN), albumina (controle)
e glicose 50% (sham).
FONTE: Material de Pesquisa.



Grupo | Edema intersticial
GLN
_Animal 1 ++
2 +
3 +
4 +
5 +
6 +
7 +
8 +
9 +
10 +t
11 +
Controle
| Animal 1 +
2 ++
3 +
4 +
5 +
6 +
7 +
8 +
9 +
10 +
11 +t
Sham
| Animal 1 0
2 +
3 +
4 +
5 +
6 0
7 +
8 +
9 +
10 +
11 +
FIGURA 37 - Alteragdes morfologicas

no exame histopatologico

do parénquima pulmonar

de ratos submetidos a I/R

renal e tratados com
glutamina(GLN), albumina
(controle) e glicose 50% (sham).
FONTE: Material de Pesquisa.
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6 - DISCUSSAO

Desde a publicacdo das primeiras operagdes com a utilizagdo do clampeamento do
pediculo renal para controle vascular seja para transplante renal, nefrectomia parcial ou
corre¢do de aneurismas de aorta, tal manobra cirurgica vem cada vez mais sendo amplamente
utilizada. E notéria a evolugdo da urologia ao longo do Gltimo século. A medida que se
aumentou a complexidade dos procedimentos operatorios sobre o rim, € em particular com a
advento da laparoscopia e sua integracdo a pratica cirurgica urologica, aumentou-se também o
tempo da utilizagdo do procedimento de isquemia renal e em particular o da isquemia
quente.“’81

Conseqlientemente, observou-se um interesse crescente no estudo das lesdes
decorrentes deste estado de isquemia, somando-se a este, as injurias relacionadas a sindrome
pos-reperfusdo. Lesdo por I/R ¢ a maior causa de faléncia renal e rejeicdo do enxerto em
transplantes renais.” Tal agressio leva a producdo de excesso de espécies reativas de oxigénio
e espécies reativas de hidrogénio, causando stress oxidativo, resultando em altera¢des ao nivel
da fosforilacdo oxidativa mitocondrial, deplecao de ATP, aumento no calcio intracelular e
ativacdo das proteinas quinases, fosfatases, proteases, lipases e nucleases levando a perda da
integridade e funcdo celular.”

Na compreensdo deste processo, inimeros modelos experimentais surgiram

permitindo-se o estudo dos principios fisiopatoldgicos que regem as lesdes ora
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desencadeadas, e de possiveis formas de minimiza-las. Alguns destes modelos mostraram
tolerar extremamente mal este estado de isquemia renal quente em cées.”**

Viérios estudos experimentais em ratos utilizaram modelos de I/R renal associado a
utilizag¢do de nutrientes com o intuito de diminuir a lesdo renal.

Rhoden e cols. (2001)°' avaliaram os efeitos da L-arginina na I/R renal.®’ A
suplementagdo com tal aminoicido levou a uma maior lesdo renal aferido pelo
malondialdeido apesar de, paradoxalmente, haver uma melhora da fun¢ao renal determinado
pela dosagem de creatinina. Tal beneficio foi constatado principalmente nas primeiras 96
horas de reperfusdo.’’ Guz e cols. (2007)* utilizando modelo semelhante em ratos
submetidos a isquemia/reperfusdo renal, também demonstraram o efeito benéfico da taurina
na preservagdo da fungdo renal.*” Varios outros nutrientes foram pesquisados em estudos
semelhantes no intuito de proporcionar maior preservacio da fungdo renal apos I/R.*%%
Nesse rol de substancias inclui-se até moléculas sintéticas como a mesna (2-mercaptoetano
sulfonato) descrito por Kabasakal e cols. (2004)® prevenindo a lesdo renal por IR.®

No presente estudo avaliou-se a preservacdao da capacidade antioxidante dos animais
submetidos a isquemia e reperfusdo renal com suplementacdo prévia de glutamina por
gavagem.

A glutamina é um aminoacido usado como substrato energético de muitas células. E
também precursor de nucleotideos, sendo o mais abundante aminoacido livre encontrado no
plasma e no corpo humano.” Uma das mais importantes caracteristicas da GLN é a sua
relagio com a biossintese de glutationa.”” Glutamina prové glutamato para o sistema
glutationa, o qual é uma das principais fontes da defesa antioxidante ao nivel celular.”’
Glutamato ¢ pouco transportado através das membranas; a glutamina, uma vez sendo

facilmente transportada, serve como uma fonte intracelular de glutamato.®” Deve-se lembrar

que esse sistema antioxidante também € composto pela enzima glutationa peroxidase que ¢
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responsavel pela oxidacdo da glutationa reduzida catalisando a redugdo do peroxido de
hidrogénio e uma variedade de hidroperdxidos organicos, utilizando a glutationa como agente
redutor.*

A dose de GLN utilizada ¢ um fator de fundamental relevancia.

Johnson e cols. (2003)* demonstraram que a suplementacio de glutamina em modelos
animais com cancer de mama, na dose de 1g/kg/ dia por duas semanas, eleva em cerca do
duas vezes os niveis de glutationa em tecidos mamarios.** Engel e cols. (2009)"° também
demonstraram que a administragdo de glutamina na dose de 0,5 g/kg/dia em pacientes
submetidos & cirurgia cardiaca mantém os niveis de glutationa apds o ato cirurgico.” Uma
metanalise de Novak e cols (2002)*, demonstrou que a dose minima de 0.2 g/kg/dia é
necessaria para obtencdo de algum efeito benéfico ao paciente critico, sendo que a via
parenteral, neste estudo, se mostrou com melhores resultados.®® Baseado nisso, optou-se neste
estudo por uma dose considerada alta de GLN da ordem de 0,5 g/kg de peso.

A via para administragdo de glutamina também merece consideragdes especiais.
Como Luo e cols. (2008)87 demonstraram nao haver diferenca na utilizagdo da GLN
parenteral ou enteral no tocante a capacidade antioxidante ¢ diminuigio do stress oxidativo.”’
Os mecanismos relacionados a preservacao do sistema glutationa em situagdes envolvendo a
injuria por I-R tém sido objeto de diversos estudos.

Sob condigdes normais a ligagdo do glutamato com a cisteina € o que limita a sintese
de glutationa, entretanto foi demonstrado que a deplecdo de glutamina acarreta uma
diminui¢do na taxa de glutationa intracelular.’’ O nivel de glutationa é conhecido por
progressivamente diminuir durante a isquemia com posterior retorno aos niveis basais na
reperfusio.” Harward e cols. (1994)® demonstraram que a suplementacio de GLN
previamente a I/R intestinal preserva parcialmente a glutationa das células intestinais, e

Ce . . o~ 1e g, q- . . . . . .~ 69
diminui a peroxidacdo lipidica, evidenciando um efeito protetor ao intestino nessa condigao.
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Jia e cols. (2006)*® a0 investigarem em modelo animal o efeito protetor do dipeptideo alanil-
glutamina contra a lesdo hepatica por isquemia e reperfusdo concluiram haver uma maior
tolerancia do figado a I/R quente e niveis elevados de glutationa nesses animais.®® Nesse
mesmo estudo nao foi constatada a elevacao dos niveis de superoxido dismutase nos ratos a

que foram ofertados a alanil-dipeptidase.™

Glutationa Peroxidase (GSHpx)

Neste estudo, a glutationa peroxidase apresentou-se com valores semelhantes entre o
grupo sham e grupo GLN, sendo que o grupo controle demonstrou-se com nivel
estatisticamente menor que os demais. A partir dos resultados alcancados pode-se inferir que
o stress oxidativo decorrente da lesdo de I/R renal tenha levado a uma produgdo excessiva de
ROS. Consequentemente ¢ esperado um consumo dos estoques de glutationa no sentido de
oxidar tais radicais. Animais que receberam suplementagdo de glutamina, podem ter formado
maiores estoques de glutationa. Uma vez submetidos a lesdo por I/R, esses animais
demonstraram niveis séricos superiores de glutationa em relacdo aos animais que receberam
suplementacio de albumina. E interessante observar que os niveis de glutationa dos animais
que receberam suplementacdo de glutamina equipararam-se aos niveis encontrados em
animais pertencentes ao grupo sham e que, portanto, ndo sofreram lesdo de I-R. Tais
resultados sdo promissores em relacdo ao uso de glutamina para preservar os estoques de
glutationa nessa situagao especifica.

O presente estudo parece ratificar o efeito benéfico da glutamina como agente protetor
celular na isquemia/reperfusio. Esse mesmo efeito foi observado por Ezhilan e cols. (2008)*
em células do miocardio submetidos a injuria oxidativa. Este autor constatou elevagdo da

glutationa total e glutationa peroxidase em animais tratados previamente com glutamina.®
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A atividade da enzima glutationa peroxidase ¢ fundamental para o bom funcionamento
da glutationa. Abilés e cols. (2008)” suplementando glutationa em pacientes graves
demonstraram um aumento na glutationa peroxidase proporcional a elevacao da glutationa, e
relagio inversa dos niveis dessa enzima com a peroxidagdo lipidica desses pacientes.”
Resultado semelhante apresentou Kul e cols. (2009)°' utilizando glutamina enteral em
modelos animais, com elevacao da glutationa peroxidase e diminui¢ao da peroxidacao lipidica
no intestino.”’

Os achados deste estudo corroboram aqueles evidenciados em outros modelos
experimentais (particularmente de I/R hepdtica e intestinal) onde a suplementacdo de
glutamina preservou os niveis de glutationa total.”*’° Deve-se destacar que ndo ha nenhum
trabalho na literatura que utilize glutamina como antioxidante para I/R renal como proposto
nesse modelo.

Contrariamente a tais achados, Gonzales e cols. (2005)°> demonstraram que a
administracdo de 300mg/kg/dia de glutamina por gavagem em ratos ndo eleva a atividade das
enzimas glutationa redutase, catalase ou superoxido dismutase, apesar de conter a diminui¢ao
da glutationa e peroxidagio lipidica em ratos submetidos a stress oxidativo.”> Tal
discordancia em relacdo aos resultados encontrados no presente estudo podem estar
relacionado ao tempo de uso de glutamina. No estudo de Gonzéles a glutamina foi
administrada por gavagem durante apenas um dia.”” Ja no presente estudo a administragdo de
glutamina deu-se por sete dias. Além disso, a dose aqui empregada (500mg/kg/dia) ¢ superior

aquela empregada pelo autor citado.
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Capacidade Antioxidante Total (CAT)

A medida da capacidade antioxidante total de uma amostra pode dar informagdes
biologicamente mais relevantes do que as obtidas pela mensuraciao da concentracao individual
de antioxidantes.” A CAT tem a finalidade de mostrar a resposta do organismo ao agente
agressor estudado, ou seja, aos radicais livres. Sabe-se que esta capacidade tem um limite.”
Quando a produgao de radicais livres sobrepuja a capacidade de defesa antioxidante, inicia-se
o fendmeno do “stress oxidativo” resultando em disturbio morfoldgico-funcional da célula
lesada.” Neto e cols. (2005)”® demonstraram que a CAT no musculo esquelético de ratos
diminui acentuadamente ap6s isquemia dos membros inferiores.”> Cymrot e cols. (2004)’* nio
observaram alteracdo em amostra do soro de ratos submetidos a retalhos cutaneos isquémicos,
no entanto a visualizaram nos tecidos apos alguns dias da cirurgia.”* Segundo estes autores,
tal achado deve-se provavelmente ao fato de que as alteragdes antioxidantes ocorridas no
retalho ndo sejam suficientes para serem evidenciadas na circulagdo sistémica, ou estas
alteragdes ocorreriam precocemente, nao podendo ser visualizadas neste modelo
experimental.”*

No modelo aqui empregado, a GLN mostrou preservar a capacidade antioxidante total
do plasma. Tal efeito ja foi anteriormente constatado por outros autores como Bicudo -
Salomio e cols. (2007)*° e Szijarté e cols. (2007)*° em modelo animal de I/R hepatica.” Isto
pode estar relacionado a um aumento dos componentes antioxidantes presentes no plasma,
destacando-se a glutationa, ou a uma inibi¢do na produ¢do de ROS diminuindo a demanda
organica por antioxidantes.

Um achado interessante foi a constatagdo de valores semelhantes da CAT no grupo
GLN e controle. Isso pode ser explicado pelo fato da albumina ser, conforme descrito por

, . 6-100 . .
outros autores, também um agente antioxidante.’ A albumina contem 585 aminodacidos e
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apresenta um peso de 66kDa.”® E uma proteina altamente soltivel no plasma apresentando
fungdes importantes no organismo. Dentre essas fungdes estdo o transporte de acidos graxos,
colesterol, pigmentos de bile e drogas.”® Em condi¢des fisiologicas apresenta meia vida de
vinte dias e a concentragdo plasmatica representa o equilibrio entre sua sintese pelo figado e o
seu catabolismo.”®”” A albumina é uma ativa molécula ‘redox’ e pode exibir atividade pro-
oxidante através da reducao do ciclo do ferro para o estado ferroso, modulando como um
catalisador na reaco de Fenton e potencial fonte de radical hidroxila.”® Paradoxalmente ela
tem a capacidade de se ligar a esse ferro e cobre reduzindo seus potenciais oxidantes.” Por
outro lado a albumina representa um consideravel agente antioxidante no plasma exposto a
stress oxidativo continuo.'” Isto se deve, provavelmente pelo fato de estar contido em sua
estrutura um derivado livre de cisteina, grupo thiol(-SH) que constitui-se em uma fonte de
protecio antioxidante.'”

Faure ¢ cols. (2008)'** demonstraram a queda na capacidade antioxidante da albumina
plasmatica em pacientes com diabetes e melhora dessa capacidade nos tratados com
metformina. Quinlan e cols. (2004)*® demonstraram uma importante ocorréncia de stress
oxidativo em pacientes com sindrome da angustia respiratoria aguda.98 Nesses pacientes foi
observado um efeito benéfico da administragdo de albumina através da melhora da capacidade

. . , . - - . . L. 98
antioxidante plasmatica e reducdo da lesao oxidativa protéica.

Superoxido Dismutase (SOD)

Verificou-se uma atividade diminuida de SOD nos grupos GLN e controle em relagdo
ao grupo sham. Tal comportamento é compativel com os resultados de outro estudo.* Jia e
cols (2006)88 igualmente ndo observaram elevacdo dos niveis de SOD apds I/R hepatica em

ratos que utilizavam glutamina.®®
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Levando-se em consideragdo que os genes de expressao da SOD sdo regulados por
diversos fatores de transcrigdo, particularmente aqueles sensiveis ao stress oxidativo: AP-
I(activating protein 1) e NF-kB (fator nuclear kB) e que participam das decisdes celulares
como proliferagio e crescimento, era de se esperar uma elevagdo dos seus niveis.'”' Ahmet,
apud Kahraman (2003)'%, sugere que a SOD seja inativada por grandes cargas de radicais de
oxigénio, diminuindo sua quantia apds isquemia/reperfusdo.'® Por outro lado pode ter
ocorrido um consumo grande dessa enzima na fase de reperfusdo. Isso pode ser justificado
uma vez que a SOD constitui-se em enzima antioxidante chave, neutralizando o radical

superoxido, precursor molecular de todos outros ROS e seus derivados.

Uréia e Creatinina

A creatinina é um subproduto do metabolismo muscular?’ E quase totalmente
depurada dos liquidos corporeos por filtragio glomerular.”' A transformagdo de creatina em
creatinina acontece no tecido muscular, no qual 1%-2% da creatina livre se converte

n . . .. . 103
espontanea e irreversivelmente em creatinina todos os dias.

Logo, a quantidade de
creatinina produzida ¢ dependente da massa muscular e ndo apresenta grandes variagdes
didrias.'"

A creatinina ¢ filtrada livremente no glomérulo. Ao contrério da uréia, a creatinina ¢
ativamente secretada em uma pequena parcela, mas o suficiente para superestimar a taxa de
filtragdo glomerular (TFG).'”"'% A quantidade secretada nio é constante ¢ depende do
individuo e da concentragdo plasmatica desse analito, dificultando sobremaneira a
determinagdo de uma constante de secrecio.'” Sabe-se que é necessaria uma redugio superior

~ .. , . 104
a 50% na ultrafiltragdo glomerular antes que ocorra aumento na creatinina sérica.
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Ja a uréia ¢ o principal metabdlito nitrogenado derivado da degradacao de proteinas
pelo organismo, sendo 90% excretados pelos rins e correspondendo a aproximadamente 75%
do nitrogénio ndo-protéico excretado.'” O restante da uréia ¢ eliminado basicamente pelo
trato gastrintestinal e pela pele.'” Apoés a lise das proteinas em aminoacidos, a biossintese da
uréia se da exclusivamente em processo hepatico intracelular, no qual o nitrogénio contido no
aminoacido é convertido em uréia por um ciclo enzimatico.'®

Apesar de ser filtrada livremente pelo glomérulo, ndo ser reabsorvida nem secretada
ativamente, a uréia ¢ um fraco preditor da TFG, pois 40%-70% retornam para o plasma por

I . . ... 103,105
um processo de difusdo passiva, que ¢ dependente do fluxo urinario. ™

Logo, a estase
urinaria leva a um maior retorno de uréia ainda nos tubulos renais e a uma subestimagao da
o1 . . .
TFG calculada pelo clearance de uréia.'® Outros fatores podem mudar significativamente os
valores plasmaticos da uréia sem terem relacdo com a fung¢ado renal, destacando-se a dieta e a
~ o] 1 . . .ge ;e ,e
taxa de producdo hepatica.'”” A principal utilidade clinica da uréia parece estar na
d . - . .. 103 o L. L, . .. , .
eterminacdo em conjunto com a creatinina. ~ A razdo uréia sérica/creatinina sérica pode
L - . 103
indicar estados patologicos diferentes.
, 6 . . . .
Eschwége e cols. (1999)'% demonstraram que a isquemia renal superior a 45 minutos
provoca elevacdo da uréia e creatinina com maiores niveis apos 48 horas de reperfusdao os
. . . o . 106 34 ol
quais se normalizam ap6s o décimo dia.”~ Paller e cols. (1984)™ em estudo classico onde
isquemiaram o rim de ratos por 1 hora e reperfundiram por quinze minutos fornecendo a
. . , . .. . . 34
enzima SOD previamente, observaram menores niveis de creatinina nos animais tratados.
. . .. , . . 34
Tais diferengas foram mais intensas nas amostras coletadas apos 24 horas de isquemia.
Tucci e cols. (2008)'”7 evidenciaram protegio & isquemia renal por uma hora

utilizando clorpromazina previamente; no entanto os niveis de uréia e creatinina elevaram-se

apos 24 horas de reperfusio.'”’
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No estudo aqui apresentado ndo se observou diferencas nos resultados de uréia e
creatinina entre os grupos. Tal fato pode estar relacionado ao periodo de reperfusdo mais
curto, no caso, somente de uma hora. Soma-se a isso o fato ja bem estabelecido pela literatura,
da hipertrofia renal compensatéria.'®®

No modelo utilizado nesse estudo os animais permaneceram duas semanas com

somente um rim. Segundo Garcia (1995)'%

as primeiras alteragdes nos niveis de uréia e
creatinina ocorrem quando a fungdo renal é comprometida acima de 50%.'" Nio se pode
deixar de considerar a a¢do da glutamina como renoprotetor e da possivel agdo da albumina.
Sabe-se que periodos de isquemia maiores levam a lesdes mais intensa no parénquima
renal.'” Talvez se o periodo de isquemia fosse maior nesse estudo ter-se-ia uma diferenca nos
niveis de creatinina e uréia. Novos estudos nessa linha podem responder essa pergunta

utilizando métodos mais sensiveis a afericdo da filtracdo glomerular e conseqiliente

diagnostico de alteracdo renal mais precoce.

Desidrogenase Latica (DHL)

Quando os tecidos animais ndao podem ser supridos com oxigénio suficiente para
suportar a oxidacdo aerobica do piruvato e do NADH produzidos na glicolise, o NAD" é
regenerado a partir do NADH pela reducio do piruvato a lactato."'*!"" A redugdo de piruvato
a lactato ¢ catalisado pela enzima lactato desidrogenase (DHL), que forma o isomero L do
acido lactico."™""" A enzima DHL se apresenta em pelo menos cinco formas moleculares
diferentes, ou isoenzimas, com capacidades diferentes de promover a reducdo da concentracao
de piruvato.''”

Nesse estudo, a isquemia renal esteve relacionada a um aumento significativo de DHL

em relacdo ao grupo sham, sendo que houve um efeito protetor da glutamina, no entanto sem



68

significado estatistico. Tal fato foi observado em outros estudos de stress oxidativo ndo
havendo beneficio do uso da glutamina.*

Neste estudo, a acidose (um dos principais componentes da sindrome de I/R), foi
indiretamente demonstrada pela elevagcdo dos valores de DHL maiores no grupo controle. A
literatura reforca a associacdo desta com a presenca de hipercalemia, mioglobinemia,
mioglobinuria, insuficiéncia renal aguda, edema pulmonar ndo-cardiogénico, alteragdes na
resposta pressora, culminando em disfun¢do de multiplos 6rgios e morte.” Neste trabalho
estes outros pardmetros sistémicos da sindrome de I/R ndo foram avaliados ficando-se aqui
apenas a sugestao do envolvimento de outros 6rgdos na lesdo desencadeada. Igualmente, fica

a sugestdo de que a GLN, atuando em nivel celular, possa ter agido como fator de protecgao.

Analise Histologica Pulmonar

A mortalidade da associagdo entre insuficiéncia renal aguda e faléncia respiratoria
aguda ¢ extremamente alta pode-se aproximar a 80%."'?

A injuria pulmonar tem sido observada apds faléncia renal aguda isquémica e ¢
caracterizada por edema néo cardiogénico e infiltragio por neutrofilos.”' Também é de notorio
conhecimento que lesdes de isquemia-reperfusdo (figado, rim, membros) causam lesdes
pulmonares. Devido a grande rede microvascular pulmonar, hd uma intensa resposta a sinais
inflamatorios com ativagdo de macréfagos situados nesse Orgdo, secretando citocinas pro

. . . , ~ 113
inflamatorias, recrutando neutréfilos e macréfagos, resultando na lesdo pulmonar.

Neutréfilos, linfocitos T e B e macréfagos sdo importantes na patogénese da lesdo por I/R.''*

Neutrofilos marginais ao endotélio vascular ligam-se a microvasculatura e subsequentemente

. . . A 114 , . . . .
liberam radicais livres de oxigénio e proteases. = Neutrofilos secretam citocinas incluindo
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interferon (INF)-y, 3, 4 interleucina (IL)-4,5 IL-6, 61L-10,7 e o fator o de necrose tumoral
(TNF--0)."™*

Nesse estudo as alteracdes histologicas pulmonares foram de discreta intensidade
(alteracao focal), tanto no grupo GLN quanto no grupo controle sendo sensivelmente menos
intensa no grupo sham. Isso ¢ justificado pelo fato da reperfusdo renal ndo ter-se estendido
por um periodo de tempo maior. Deve-se destacar o fato da subjetividade de tais dados visto
que a analise foi realizada por somente um patologista além de nao haver uma andlise
estatistica para os resultados coletados.

Hoke e cols. (2007)"" demonstraram a lesdo pulmonar é independente do prejuizo da
funcdo renal aguda determinado pela lesdo por I/R, mas sim devido ao contexto da resposta
inflamatéria.”’

Kramer e cols. (1999)” ressaltaram o aumento da permeabilidade vascular pulmonar

apo6s I/R renal.”?

Tal aumento foi notado apenas apdés uma hora de reperfusdo renal e
apresentou seu pico com 48 horas, ndo estando presente apos 96 horas.””
Deng e cols.(2004)'"° evidenciaram alteracdes na histologia pulmonar apods 4 horas de

1'% Tais alteragdes compreendiam edema dos espagos intersticiais, aumento

reperfusdo rena
da celularidade intersticial e inflama¢ao do espaco alveolar.'"” Nesse estudo a utiliza¢do do
hormoénio estimulador de alfa melanocito, que age como uma anti-citocina, inibiu a lesdo
pulmonar apés I/R renal.'”

Guigi (2009)''® também relata atenuagdo da injuria pulmonar em animais submetidos a
I/R intestinal que foram previamente tratados com glutamina.''® O mecanismo dessa protego

116

¢ o aumento da expressdo da proteina do choque inflamatério (HSP 70). > Entretanto o modo

pelo qual essa protecio é desencadeada ainda ndo estd elucidado.''®
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Nesse ensejo nos permitimos sugerir que em estudos posteriores utilizando tal
aminoacido, prolongue-se por maior tempo a reperfusdo, a fim de comprovar o possivel efeito

benéfico da glutamina na injiria pulmonar.

Analise Histologica Renal

Neste estudo nao houve diferenca significativa em relagdo a andlise histologica no
grupo tratado com glutamina em relacdo ao grupo controle. Ambos apresentaram-se com
lesdes histoldgicas semelhantes e com a mesma intensidade.

E bem conhecido o fato de que alteragdes morfologicas compativeis com necrose
isquémica de células tubulares renais sdo verificadas apos pelo menos 30 minutos de isquemia
e com mais de uma hora de reperfusdo.”®'"” As modificagdes, reflexo da irreversibilidade da
injaria, consistem na presenga de alteracdes nucleares como picnose, cariolise ou cariorréxis
associada com a homogeneidade e acidofilia citoplasmatica.''® Sabe-se que muitas vezes as
células agredidas ainda conseguem sobreviver apresentando somente alteragdes subletais que
consistem em degeneragdo hidropica ou vacuolar com modificagdes metabodlicas discretas,
mas ainda compativeis com a sobrevivéncia celular.

Entretanto, com o aporte de oxigénio, quando do restabelecimento do fluxo sanguineo,
as lesdes se exacerbam pelo fato dessas células ja estarem metabolicamente comprometidas
ndo tendo, portanto, a capacidade de exercer suas fun¢des no sentido de manter o equilibrio
iénico e suas defesas antioxidantes.''® Associado a morte celular por necrose, genes
reguladores da apoptose também sdo ativados culminando com a perda maior de células ao
longo dos segmentos dos néfrons o que contribui para o estabelecimento da insuficiéncia

renal '’
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Fuller e cols.(2007)!" obtiveram em seu estudo beneficio com a administragdo prévia
de glutamina a rins de ratos submetidos a transplante.'' Nesse caso houve um efeito protetor
histologico principalmente na diminuicdo da apoptose celular renal, com conseqiliente
diminui¢io de necrose tubular.'’

Talvez essa diferenga em relagdo ao atual estudo se dé pelo fato do maior tempo para
realizar a andlise histologica, pois o 6érgdo permaneceu em conservacao hipotérmica por 40
horas e apds 24 horas de pos transplante (reperfusdo) houve a andlise. Podemos inferir que
quanto maior o tempo de reperfusdo mais significante sera a atuagdo do agente protetor
utilizado previamente.

Efeito benéfico da L-alanil-glutamina também foi verificado por Stangl e
cols.(2009)"*’em estudo histologico de tecido hepatico submetido a I/R. Neste caso o estudo
se deu ap0s 24 horas de reperfusio hepatica.'’

Partindo do resultado desse estudo apresentado, propde-se, no futuro, maior tempo de
reperfusdo, para a partir dai investigar se ha comprovacdo histologica do beneficio verificado
na atividade antioxidante sistémica por parte desse aminoécido.

Enfim esse estudo utilizando glutamina propde uma conduta inovadora a fim de
beneficiar, em ultima instancia, pacientes que serdo submetidos a procedimentos cirtirgicos
onde se fara necessario a I/R renal, bem como os que serdo submetidos a transplante renal.
Deve-se atentar ao fato que estudos recentes propdem pré-condicionamento isquémico em

121

orgdos que serdo submetidos ao estresse da I/R."“" Tal pré-condicionamento significa indugao

de um pequeno periodo de isquemia seguido por pequeno periodo de reperfusdo antes de um
, . . . 121 , .. . N

periodo mais longo de isquemia. = O papel do pré-condicionamento isquémico no aumento

da tolerancia a isquemia tem sido descrito em varios 6rgdos como coragdo, cérebro, medula

121

espinhal, musculo esquelético, retina, rins, intestino, além de figado. ~* Entretanto, apesar de
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estudos sobre o porqué do efeito protetor do pré-condicionamento isquémico e seu real
fundamento n3o esta ainda claramente estabelecido. '*!

Diante disso, sugere-se, em estudos posteriores, unir a utilizacao de glutamina com o
pré-condicionamento isquémico, de modo a potencializar seus efeitos benéficos e com isso

minimizar a lesdo advinda da I/R renal.
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7 - CONCLUSAO

Neste modelo de isquemia renal por clampeamento do pediculo seguido de reperfusao

concluimos que:

1. O uso pré evento de GLN melhora o sistema antioxidante, pois foi associado a uma

preservacao da CAT e a uma elevagdo da glutationa peroxidase.

2. A GLN nao mostrou melhora em relagdo as outras variaveis estudadas, inclusive

nas lesdes histologicas no rim e no pulmao.
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