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RESUMO - Objetivo: Objetivou-se investigar os efeitos metabolicos da L-alanil glutamina no
tecido muscular ¢ sangue arterial de ratos Wistar submetidos a isquemia aguda da pata traseira.
Métodos: Utilizaram-se 48 ratos machos distribuidos em 4 grupos (1- controle / 2 — experimento),
redistribuidos em 2 subgrupos (n=06). Trinta minutos apos a inje¢ao de uma solugédo a 20% de L-
alanil-glutamina (0,75mg/ grupo 2) ou solucdo salina (grupo 1) na veia jugular direita ocluiu-se a
artéria iliaca comum esquerda por 30 minutos, por pingamento. Amostras musculares ¢ de sangue
arterial foram obtidas logo apos a remogao da pinga (tempo 0) ¢ 5, 15 ¢ 30 mais tarde. Resultados:
Observou-se reducao significativa (p < 0,05) da concentragdo de glicose tissular no animal tratado
15 minutos apos o inicio da reperfusdo. Houve aumento significativo das concentragdes de glicose
(grupo 2) nos tempos 15 min ¢ 30 min em relagdo ao tempo 0 min. Nao houve diferenca na glicemia
entre os dois grupos. Estes achados sugerem uma maior utilizagdo da glicose pelo musculo isquémico,
através do ciclo malato-aspartato. A auséncia de diferengas entre as concentragGes de piruvato
tissular, comparando-se os 2 grupos poderia ser explicada pelo reduzido tempo de isquemia.
Conclusao: A L-alanil-glutamina estimula a. maior utilizagdo da glicose, via glicdlise, pela ativagao
do ciclo lactato-malato.

DESCRITORES — Musculo. Isquemia. Lesdo de reperfusao. L-alanil-glutamina. Ratos.
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A doenga vascular ¢ o substrato patogénico prin-
cipal e final da isquemia. Dados epidemiologicos apon-
tam repetidamente a doenca cardiovascular como a
principal “causa mortis” ¢ também um fator importante
de incapacitagdo na maioria dos paises industria-
lizados!. Nos Estados Unidos ela foi responsavel por
aproximadamente 44% de todos os 6bitos, em 1987,
vindo em segundo lugar o cancer com metade deste
percentual®,

Ha de se distinguir formas agudas ¢ cronicas de
isquemia, assim como se¢ Reveste-se de fundamental
importancia o conceito de isquemia fria ¢ quente. A
isquemia fria, bem conduzida, protege significativa-
mente os tecidos, especialmente se associadas a solu-
¢oOes nutrientes geladas, como as usadas nos transplan-
tes cardiaco, renal ¢ hepatico, afora as diversas solugdes
cardioplégicas, usadas em grande escala, na cirurgia
cardiaca com parada andxica**. Por outro lado, na
isquemia quente, na dependéncia de sua duragéo, ocorre
uma incapacidade de retorno do fluxo sangiiinco quando
a circulagdo ¢ refeita.

A glutamina é um aminoacido condicionalmente
essencial, pois se torna indispensavel nas condigdes de
estresse, sendo ativamente transportada e metabolizada
em quase todos os tecidos animais®. O presente traba-
lho, utiliza a L-alanil-glutamina (um dipeptideo precursor
da glutamina) como eventual opgéo terapéutica coadju-
vante no tecido isquémico. A existéncia de poucos
registros na literatura especializada, estudando essa
forma de utilizagdo, motivou esta pesquisa.

Objetivou-se, neste trabalho estudar eventuais
alteracdes induzidas por L-alanil-glutamina nas
concentragdes in vivo sangiiineas ¢ tissulares dos
metabolitos (lactato, piruvato, glicose e corpos cetoni-
cos) em ratos submetidos a isquemia muscular esquelé-
tica, seguida de reperfusao.

METODOS

A pesquisa foi realizada de acordo com as Normas
Internacionais para a Pesquisa Biomédica em Animais
(1990) e de acordo com a Lei Federal n°. 6.638, de 08
de maio de 1979 S Utilizaram-se 48 ratos albinos (Rattus
norvegicus albinus), da linhagem Wistar, machos, com
peso oscilando entre 300 ¢ 350 gramas, provenientes
do biotério central da Universidade Federal do Ceara e
mantidos no Laboratorio de Cirurgia Experimental do
Departamento de Cirurgia da Faculdade de Medicina
(UFC) em gaiolas de ago, recebendo agua e alimento
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adequado ad libitum até 12 horas antes do inicio do
experimento. Os ratos foram distribuidos eqiiitativa-
mente em dois grupos: Grupo 1 (controle) e Grupo 2
(experimento). Cada grupo foi subdividido em dois
subgrupos (n=6). Todos os procedimentos cirurgicos
foram realizados sob anestesia geral inalatoria, com éter
dietilico. Apos canulacdo da veia jugular injetava-se
uma solugdo de L-alanil-glutamina a 20%, na propor¢ao
de 0,75g/kg corporal (Dipetiven ®, Laboratorio
Frenesisus) nos animais do grupo experimento (G-2) ¢
mesmo volume de solugdo salina nos animais do grupo
controle (G-1). Apds 30 minutos a artéria iliaca comum
esquerda era ocluida por pingamento com pinga vascular
oclusiva, tipo buldogue. Confirmava-se a eficiéncia do
bloqueio pela auséncia dos pulsos arteriais, hipotermia
¢ cianose da musculatura da coxa ¢ o uso do fluxémetro
Doppler Passados 30 minutos retirava-se a pinga ¢ s
confirmava o retorno do fluxo arterial pelos sinais cli-
nicos ¢ o uso do fluxémetro Doppler. Fragmentos mus-
culares foram retirados da coxa esquerda bem com
2,0ml de sangue arterial ao término do periodo de isque-
mia ¢ 5, 15 ¢ 30 minutos mais tarde, para analise
enzimatica.

Os metabdlitos no sanguc da aorta ¢ no tecido
muscular da coxa esquerda (PE) foram determinados
por métodos de ensaio enzimatico™’. Foram incluidos
neste experimento os precursores da gliconeogénese
(piruvato ¢ lactato), os corpos cetonicos (acetoacetato
¢ 3-hidroxibutirato) ¢ a D-glicose. As concentragdes
dos metabdlitos foram calculadas em pmol/g tecido
fresco ou sangue.

Os resultados foram expressos como média
+E P.M. (Erro Padrdo da Média). O teste ndo paramétri-
co de Mann-Whitney foi utilizado para a analise estatis-
tica, fixando-se o valor de significancia em 5%
(p < 0,05).

RESULTADOS

Analisando-se as concentragGes de glicose na pata
esquerda dos animais tratados com L-alanil-glutamina,
observou-se redugdo significativa da concentragdo de
glicose tissular em comparagdo as concentragdes do
metabolito na pata esquerda do animal ndo tratado
(controle), 15 minutos apos o inicio da reperfusédo. Por
outro lado, comparando-se as concentragdes de glicose,
nos diversos tempos de reperfusdo com o tempo 0
min, observou-se aumento significativo das concentra-
¢oes de glicose nos tempos 15 min ¢ 30 min.
(Figura 1).
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FIGURA 1 - Concentraggo de glicose no musculo (pata esquerda
traseira).

Nao foram observadas alteragGes significantes da
glicemia em nenhum dos grupos estudados (Figura 2).
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FIGURA 2 — Concentragdo de glicose no sangue.

Nao foram observadas diferengas nas concentra-
¢des tissulares de piruvato entre os grupos tratados ¢
ndo tratados. Observou-se, no entanto, uma queda
significante da concentragdo de piruvato no musculo
durante a reperfusdo, nos tempos 35, 15 ¢ 30 minutos,
em relagdo a concentragdo do metabolito no tempo 0
min, em ambos os grupos (Figura 3).

* p<0,05 comparado a PE Salina dos
grupos 5 ¢ 30 min

T p<0,05 comparado a PE L-aln dos
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FIGURA 3 — Concentragio de piruvato no musculo (pata esquerda
traseira).

Nao foram observadas diferencas significantes da
concentra¢do de piruvato no sangue, comparando-se
os animais tratados com os ndo tratados. Observou-se
uma queda significante da concentra¢do de piruvato,
no sangue dos animais ndo tratados, nos diversos
tempos estudados, em relacdo ao tempo 0 min.
(Figura 4).
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FIGURA 4 — Concentragio de piruvato no sangue.

Néo foram observadas diferengas, comparando-
se as concentragdes de lactato no musculo dos animais
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tratados ¢ nao tratados. Houve queda significante da
concentragdo de lactado aos 15 minutos de reperfusdo
em relagdo ao tempo 5 minutos, no tecido muscular
dos animais do grupo experimento (Figura 5).
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FIGURA 5 - Concentragdo de lactato (musculo).

Houve queda com significancia estatistica na
concentragdo de lactato, aos 5 minutos de reperfusao,
no sangue dos animais néo tratados comparada a con-
centragdo lactato no sangue dos animais previamente
tratados com com L-alanil-glutamina (Figura 6).
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FIGURA 6 — Concentragdo de lactato (sangue).
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Observou-se reducao da concentracdo de corpos
cetonicos no tecido muscular da pata traseira dos ratos
tratados com L-alanil-glutamina no tempo 5 min em
relagdo aos animais néo tratados. O estudo das concen-
tragcdes de corpos cetdnicos tissulares nos animais pre-
viamente tratados evidenciou um aumento significante
das concentragées destes substratos aos 30 minutos
de inicio da reperfusdo em relagdo aos valores aferidos
nos tempos 0 ¢ 5 min. (Figura 7). Observou-se, no
sangue, diminui¢ao estatisticamente significante da con-
centragdo de corpos ceténicos nos tempos 5 ¢ 15 mi-
nutos, em relagdo ao tempo 0 de reperfusdo (Figura 8).
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FIGURA 7 — Concentrago de corpos cetonicos no musculo.
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FIGURA 8 — Concentrag@o de corpos cetdnicos no sangue.
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DISCUSSAO

No presente estudo, a redugdo significante (p <
0,05) da concentragdo tissular de glicose na pata
esquerda dos animais tratados com L-alanil-glutamina
com relagdo a concentragdo aferida nos animais nio
tratados (Figura 1) pode estar relacionada a uma maior
utilizagdo da glicose (glicolise aumentada). Este
aumento na eficiéncia da queima de glicose em tecido
isquémico, rico em glutamina exdgena, sugere: 1)
captagdo e transformacdo de glutamina em glutamato
pela enzima glutaminase, ativada durante a hipoxia
tissular; 2) a maior eficiéncia da via glicolitica pode
dever-se a uma ativacdo do ciclo lactato-malato,
resultante da maior disponibilidade de glutamato para o
grupo isquémico de animais recipientes de L-alanil-
glutamina!®!,

O musculo esquelético ¢ um tecido eminentemente
produtor de glutamina, sendo rico em glutamina-
sintetase. Neste estudo houve oferta exogena de gluta-
mina (L-alanil-glutamina), que ¢ facilmente utilizada por
tecidos ricos em glutaminase, tais como as hemacias,
a medula renal € o intestino delgado'?. Pesquisadores
demonstraram, em situagdes de estresse hipoxico,
atividade aumentada de glutaminase no muasculo esque-
Iético de ratos submetidos a 7, 14 ¢ 21 dias de hipdxia,
através de simulagdo de altitude (7620 m) em camara
hipobarica!®. Portanto, ¢ de se esperar que, no presente
estudo, o tecido muscular esquelético, submetido a 30
minutos de isquemia (oclusdo arterial seletiva) possa
vir a apresentar atividade aumentada da referida enzima.
A auséncia de alteragdes na glicemia pode ser explicada
pela atividade reguladora do figado.

A auséncia de diferencas entre as concentragdes
de piruvato tissular, comparando-se os animais tratados
com os ratos que receberam solugdo salina na reper-
fusdo poderia ser explicada pelo reduzido tempo de
1squemia. Por outro lado, a queda da concentracio de
piruvato nos diversos tempos de reperfusdo, em ambos
os grupos, em relagéo aos valores aferidos no tempo 0
minuto era esperada, pois esse metabolito, por desem-
penhar um papel central nas vias de transformagéo
metabolica, apresenta niveis fugazes de concentragao
em seus diversos tempos de reperfusdo!*. Explica-se a
queda do piruvato, nos animais tratados, 15 minutos
apos o inicio da reperfusdo, pela agdo da L-alanil-
glutamina, que estimularia a conversdo desse metabdlito
em lactato.

A diminuigdo da concentragdo de lactato tissular,
apos 15 minutos de reperfusdo, nos animais tratados,

sugere um efeito benéfico da L-alanil-glutamina, pela
ativacdo do ciclo lactato-malato. O mesmo se aplica a
queda das concentragdes de corpos cetonicos, com
maior utilizagcdo desse substrato, para a produgdo de
energia, 5 minutos apos o inicio da reperfusao.

CONCLUSAO

A redugdo da concentragdo de glicose no tecido
muscular isquémico nos animais que receberam L-alanil-
glutamina sugere maior utilizagdo da glicose, via
glicolise, pela ativacgdo do ciclo lactato-malato,
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ABSTRACT - Purpose: An experimental study has been conducted to investigate acute ischemic
changes in concentrations of glucose, piruvate, lactate and ketone bodies in rat hind leg muscle and
arterial blood after intravenous injection of l-alanil-glutamine solution. Methods: Forty-eight male
Wistar rats were distributed into two groups: Group 1 (Control) and Group 2 (Experiment). Each
group was divided into 4 subgroups (n=6). Thirty minutes after administration of 20% solution of
L-alanil-glutamine (0,75g/Kg, group 1) or saline solution (group 2) into right jugular vein, a clamp
was placed across left common iliac artery for 30 minutes. Samples from left thigh muscle and
arterial blood from abdominal aorta were collected at the end of ischemic period (subgroup 0) and
5, 15 and 30 minutes later. Results: Glucose concentrations were decreased (p<0.05) in experiment
group muscles, compared to respective control (subgroup 15 min) and significantly increased in
subgroups 15 and 30 min as compared to subgroup 0 min. There was no difference in glycemia
and pyruvate concentrations when comparing experiment versus control rats. Decreased lactate
concentrations might be related to L-alanyl glutamine effects. Conclusions: Increased availability
of L-alanil-glutamine increases energy production via glycolysis by activation of lactate-malate
cycle in ischemic muscle tissue.

KEY WORDS — Muscle. Ischemia. Reperfusion lesion. L-alanyl-glutamine. Rats.
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