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RESUMO

Objetivos: O objetivo principal do presente estudo foi avaliar a agdo antioxidante da
glutamina no tecido intestinal e pulmonar de ratos submetidos a isquemia e
reperfusdo (I/R) mesentérica. Os objetivos secundarios foram: avaliar o estresse
oxidativo e atividade inflamatoria pela analise da lipoperoxidagao; avaliar a atividade
de uma enzima antioxidante, a superdxido dismutase (SOD); determinar o papel do
Fator de Transcricdo Nuclear Kappa B (NF-KB); e da interleucina 6 (IL-6).

Material e Métodos: Ratos machos da ragca Wistar foram mantidos em caixas
plasticas, em ciclo de 12 horas claro/escuro, com agua e ragdo administradas ad
libitum. Foram utilizados Vinte ratos divididos, de forma randomizada, em quatro
grupos experimentais: (1) grupo controle (Controle) — os ratos foram submetidos a
laparotomia exploradora; (2) grupo controle + glutamina (Controle-GLU) — os ratos
foram submetidos a laparotomia e tratados, por via intraperitoneal, com glutamina
24h e 48h antes da cirurgia; (3) grupo isquemia/reperfusao ( I/R ) — os ratos foram
submetidos a oclusao da artéria mesentérica superior, durante 30 min seguido por
15 min de reperfusédo; e (4) grupo isquemia/reperfusdo + glutamina (G + I/R) - os
ratos foram tratados, por via intraperitoneal, com glutamina 24h e 48h antes da I/R.
As lesbes locais e sistémicas foram determinadas por meio da avaliacdo dos
segmentos intestinais e pulmonares para o estresse oxidativo, através da
lipoperoxidagao e da atividade da enzima SOD, a interleucina IL-6 e o NF-KB apés
a I/R mesentérica.

Resultados: A lipoperoxidagdo da membrana foi mais expressiva no grupo de
animais submetidos a I/R (p < 0.05). Entretanto, o grupo que recebeu a glutamina
24h e 48h antes do evento I/R, mostrou niveis de lipoperoxidacdo da membrana, de
forma similar aos grupos controles (p < 0.05). A atividade da enzima antioxidante
SOD estava diminuida no intestino dos animais submetidos a I/R, quando
comparada a encontrada nos grupos controles sem a I/R (p < 0.05). Por outro lado, o
grupo que recebeu a glutamina 24h e 48h antes da I/R, mostrou a atividade da SOD
de forma similar a encontrada nos controles (com e sem a glutamina) (p < 0.05). A
meédia da area, dosada através do método de imunoistoquimica, de expresséo do
NF-KB para os grupos controles, foi similar. O grupo submetido a I/R mostrou a
maior area de concentracdo do NF-KB. O grupo G + I/R foi o que teve a segunda

maior area, porém com valores menores do que os encontrados no grupo do evento



I/R (p < 0.05). Para a IL-6, os grupos controles, com e sem a glutamina, mostraram
areas similares. O grupo da I/R apresentou a maior area de expressido da IL-6,
seguido pelo grupo G + I/R; porém, esta area foi significativamente menor do que a
do grupo submetido a I/R sem a glutamina (p < 0.05).

Conclusoes: Estes resultados demonstram que, o pré-tratamento com glutamina,
previne a lesdo da mucosa do intestino e dos pulmbes, apds I/R mesentérica em

ratos.

Palavras-chave: Isquemia-reperfusdo. Glutamina. Lipoperoxidagdo. Superdxido

dismutase. Fator nuclear kappa beta. Interleucina 6. Intestino.



ABSTRACT

Aims: The aim of the present study was to evaluate possible preventative effects of
glutamine in an animal model of gut ischemia/reperfusion (I/R).

Materials and methods: Twenty male Wistar rats were divided into four
experimental groups: (1) control group (Control) — rats underwent exploratory
laparotomy; (2) control + glutamine group (Control-GLU) — rats were subjected to
laparotomy and treated intraperitoneally with glutamine 24 and 48 h prior to surgery;
(3) ischemia/reperfusion group (I/R) — rats were subjected to occlusion of the superior
mesenteric artery for 30 min followed by 15 min of reperfusion; and (4)
ischemia/reperfusion + glutamine group (G+I/R) — rats were treated intraperitoneally
with glutamine 24 and 48 h before I/R. Local and systemic injuries were determined
by evaluating intestinal and lung segments for oxidative stress using lipid
peroxidation and the activity of superoxide dismutase (SOD), interleukin-6 (IL-6) and
nuclear factor kappa beta (NF-kB) after mesenteric I/R.

Results: The animals from the G+I/R group exhibited reduced levels of lipid
peroxidation, IL-6 and NF-KB and increased SOD activity when compared with the
group of rats submitted to I/R without GLU. The findings were statistically significant
(p < 0.05).

Conclusions: These results demonstrate that pretreatment with glutamine prevents

mucosal injury and improves gut and lung recovery after I/R injury in rats.

Keywords: Ischemia-reperfusion. Glutamine. Lipid peroxidation. Superoxide
dismutase. Nuclear Factor-kappa beta. Interleukin 6. Intestine.
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1 INTRODUGAO

E frequente na pratica médica a ocorréncia de estados isquémicos, como
oclusdes arteriais, transplantes, isquemia mesentérica e choque, os quais acometem
numero crescente de individuos de variadas faixas etarias e determinam alta
morbimortalidade. Entretanto, a lesdo de reperfusdo, diferentemente da lesdo
isquémica, € capaz de produzir alteragcdo sistémica, e ndo apenas nos locais
acometidos pelo fenbmeno, de modo que o restabelecimento do fluxo sanguineo
para uma area isquémica pode ocasionar lesdo em todo organismo. A injuria de
orgaos a distdncia é chamada de “faléncia de multiplos 6rgaos pos-trauma” ou
Muitiple Organ Failure (MOF)."

A isquemia intestinal geralmente resulta da oclusdo do tronco celiaco e / ou
da artéria mesentérica superior por trombos ou émbolos e, menos frequentemente, a
partir de processos nao-oclusivos, tal como no caso de uma diminui¢gdo do fluxo de
sangue mesentérico que ocorre na insuficiéncia cardiaca e sepses.? A isquemia
seguida de reperfusao € a base para o aparecimento de MOF e o intestino é o 6rgao
desencadeador de todo o processo de lesdo em o6rgdos distantes.* A partir das
substancias proé-inflamatérias liberadas pelo intestino na circulagdo linfatica é
iniciada a reacao inflamatodria sistémica que afetara principalmente os pulmdes,

figado e rins.?®

O tronco celiaco e a artéria mesentérica superior sdo responsaveis por
aproximadamente 95% do fluxo sanguineo para o péancreas, figado e intestino. A
oclusdo completa e definitiva destes vasos acarreta choque circulatério, aumento da
permeabilidade vascular, ativacdo de leucdcitos, liberagdo de substancias proé-
inflamatorias, formacéo de espécies ativas de oxigénio e de nitrogénio. A lesédo da
mucosa provoca translocagdo bacteriana e ativacdo de uma intensa resposta
inflamatdria no intestino.®

Apesar de todos os detalhes moleculares do mecanismo de agao que
determinam as lesdes nos eventos isquémicos ainda nado estarem bem definidos,
sabe-se que as espécies reativas de oxigénio representam um importante papel na
patogénese da lesdo intestinal apés um evento de isquemia-reperfusdo (I/R).
Quando o fluxo de oxigénio é restabelecido ao tecido isquémico, a les&o tecidual &
exacerbada. Parks & Granger relataram que a lesao tecidual durante a reperfuséao,
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em geral, € maior do que a provocada pela isquemia, ocasionando extravasamento
microvascular, necrose celular e apoptose.® Ha ruptura da barreira mucosa,
translocacao bacteriana e ativacdo da cascata inflamatéria, além do desequilibrio
acido-base e hidroeletrolitico. O superoxido e o peréxido de hidrogénio sao
considerados os principais radicais livres a contribuir com a lesao por I/R. Eles
desempenham um papel importante nos mecanismos patofisiolégicos das lesbes
intestinais por I/R. Por isso a importancia dos agentes antioxidantes no tratamento e
prevencao desta entidade.’

A superéxido dismutase (SOD) € uma enzima antioxidante altamente
especifica para a remocao do superdxido, prevenindo, com isto, a lesao intestinal
causada pela I/R."°

Com o restabelecimento do fluxo sanguineo para o segmento intestinal
isquémico, ha um influxo de calcio para o interior da célula, levando a um aumento
da atividade da fosfolipase A;. A consequéncia disto é a secrecdao de acido
aracdonico que é metabolizado pela enzima cicloxigenase (COX), gerando
prostaglandina (PG), tromboxane (TX) e prostaciclina (PGly), e pela enzima
lipoxigenase (LOX), com a produc&o de leucotrienos (LT). Estas substéncias, por
sua vez, promovem vasoconstricdo, vasodilatacdo e aumento da permeabilidade
vascular, favorecendo a agregagdo plaquetaria e a quimiotaxia de
polimorfonucleares."

O fendbmeno inicial na I/R é a les&o endotelial que € considerado o “gatilho”
para a reperfusado da area danificada. Ocorre edema intersticial, além do rompimento
estrutural e funcional da mucosa. Por muito tempo, o intestino foi considerado o
‘motor” do processo. Inicialmente, ha a aderéncia e o rolamento de células

polimorfonucleares com consequente migragao transendotelial.'?

A ativacdo dos
neutréfilos no sitio da lesdo resulta numa larga produgdo de radicais livres de
oxigénio, que, por sua vez, irdo contribuir para o dano em 6rgédos a distancia. A I/R
resulta em alteracbes na estrutura e fungdo da mucosa intestinal, favorecendo a
translocac&o bacteriana.®

A |I/R intestinal € uma condi¢cdo clinica comum em varias situagcbes como
transplantes de intestino delgado, choque hipovolémico, trauma, torgdes ou
encarceramentos de segmentos intestinais. A les&o tecidual causada pela
restauracéo do fluxo sanguineo para o segmento isquémico €, por vezes, maior que

a causada pelo evento isquémico propriamente dito. A I/R intestinal causa dano no
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segmento afetado caracterizado histologicamente com lesdo da mucosa, alteragao
de integridade da barreira mucosa com perda parcial ou total da sua funcédo. Tendo
em vista que o trato gastrointestinal € altamente sensivel as lesdes por I/R, o dano
da I/R mesentérica causa uma taxa consideravel de morbidade e mortalidade.™
Associado a alteragbes de estrutura de barreira trans-membrana, as
mitocéndrias s&o alvos importantes do dano provocado pelos processos de I/R.
Nelas ocorrem diminuigdo das atividades da nicotinamida adenina dinucleotideo
ligada com hidrogénio (NADH) desidrogenase, do carreador de adenosina
difosfato/adenosina trifosfato (ADP/ATP) e da ATP sintetase, além do aumento na
atividade da fosfolipase A,. Ocorre ainda, acentuado acumulo de calcio e aumento
da geracgao de radicais livres pelas mitocéndrias. A associagdo destes eventos pode
ser responsavel pelas lesbes e morte celular, decorrentes da reperfuséo,
possivelmente por um fendmeno de transicdo de permeabilidade da membrana

mitocondrial interna.®

1.1 MECANISMOS DA LESAO DE ISQUEMIA-REPERFUSAO: PARADOXOS DO
CALCIO E DO OXIGENIO

A lesdo de I/R, em um passado recente, foi relacionada, classicamente, a dois
fendmenos: o paradoxo do calcio e o paradoxo do oxigénio. O paradoxo do calcio foi
inicialmente observado apds um periodo de perfusdo de coragdes de ratos com uma
solugédo que nao continha este ion. Ao se reperfundir os coragdes, restaurando-se o
calcio, estes perdiam a contratilidade, resultando uma extensa lesdo miocardica. Os
mecanismos do paradoxo do calcio ndo sdo bem conhecidos, mas apds a
reperfusdo ha um macicgo influxo de calcio para dentro da célula, provavelmente por
alteracado da permeabilidade da membrana. A lesdo de reperfusédo € proporcional ao
tempo de perfuséo isenta de calcio, mas ja é evidente apds trés minutos. As lesdes
iniciais ocorrem na mitocéndria e no sarcolema com subsequente aparecimento de
caracteristicas bandas de contratura. O paradoxo do oxigénio foi constatado quando
se observou que a reperfusdo com solugdo oxigenada, apds periodo de hipoxia
miocardica, resultou em significante lesdo maior do que a recuperagdo, com
contratura, sobrecarga de calcio e necrose celular. A reoxigenagédo causa lesao do
sarcolema, da membrana basal, desorganizagdo mitocondrial e outras alteragbes

tissulares, indicando que a reintrodugcdo do oxigénio inicia um rapido e grave
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processo de lesdo celular. Consideraveis informagbdes tém sido acumuladas
mostrando que este efeito paradoxal da reoxigenacéo se deva as agdes de radicais
livres do oxigénio. O papel central destes radicais na lesdo de reperfusdo tem sido

demonstrado por varios investigadores.'® '’

1.2 RADICAIS LIVRES

Outro fator que induz lesao intestinal apds reperfusdo € a geragéo de radicais
livres oriundos de moléculas de oxigénio (ROS), derivados do transporte de elétrons
pela mitocondria, metabolismo da xantina oxidase (XO), células endoteliais,
prostaglandinas e neutréfilos ativados. Radicais livres sdo espécies que apresentam
elétrons desemparelhados e, portanto, s&o altamente reativos.

Em situagbes normais, estes radicais sdo neutralizados por enzimas
antioxidantes endogenas, porém durante a reperfusdo ha uma concentragao
excessiva destas espécies, levando a um quadro chamado de estresse oxidativo,
com efeito deletério. O ROS se origina quando o O, é reintroduzido ao tecido
isquémico durante a reperfusao.'®

Durante a isquemia ha um acumulo de calcio intracelular, levando a
conversao da xantina desidrogenase (XDH) em xantina oxidase. Na reperfusdo, o O»
é reintroduzido aos tecidos, reagindo com a XO, produzindo, com isso, 0 anion
superoxido (O2), que é transformado em peroxido de hidrogénio (H202) pela agéo da
enzima SOD e através de uma reagéo com catalase ou glutadiona peroxidase, H2O»
é transformada em H;O. Na presenca de ferro, o superoxido e o H;O,, através da
reagdo de Haber-Weiss e Fenton, formam radical hidroxila (OH), que sdo altamente
reativos e citotoxicos. Este, por sua vez, inicia a lipoperoxidacdo dos componentes
da membrana celular, permitindo a aderéncia de granulécitos ao endotélio
microvascular. lons de superéxido reagem com éxido nitrico (NO), produzindo
peroxinitrito, que, por sua vez, causa acentuada lipoperoxidagcao, além de
modificagdes protéicas e do DNA, resultando em dano celular. Todos os
componentes celulares sdo suscetiveis a acdo do ROS, porém a membrana € uma
das mais afetadas.?

Os radicais livres s&o lesivos em razdo de uma variedade de mecanismos: 1)
peroxidagdo dos acidos graxos das membranas celulares; 2) oxidagdo de grupos
sulfidrila inativando uma variedade de enzimas; 3) alteragcbes do DNA inibindo a
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sintese de ATP e consumindo as reservas de dinucleotideos adeninicos da
nicotinamida; 4) direta inativacdo do NO comprometendo os relaxamentos
vasculares dependentes do endotélio; 5) formagao de peroxinitrito, um anion instavel
e toxico, reagindo com o NO; e 6) ativagdo de citocinas como a interleucina-1.
Dentro da luz de vasos reperfundidos, os anions superoxidos estimulam a
agregacao plaquetaria e iniciam a liberagdo de variados fatores vasoconstritores,

incluindo o ADP, a serotonina e o tromboxane A,.?" 22

1.3 LESAO DE ISQUEMIA-REPERFUSAOQ E DISFUNCAO ENDOTELIAL

O endotélio é o tecido mais vulneravel a reperfusao e exibe disfuncdo mesmo
antes da musculatura lisa vascular. Sabe-se que o comprometimento da liberagcéo
do fator de relaxamento derivado de endotélio/6xido nitrico (EDRF/NO), em
particular devido a agregacédo plaquetaria, ocorre precoce e tardiamente apos
isquemia regional e reperfusdo. Mesmo artérias reperfundidas com endotélio exibem
hipercontratilidade a plaquetas agregadas. Isto ocorre ao mesmo tempo em que a
funcdo da musculatura lisa vascular (habilidade de contrair ou relaxar) mantém-se
inalterada. A disfungcdo endotelial também ocorre durante isquemia global e
reperfusdo com alteragdo do fluxo coronariano dependente do endotélio e
diminuicdo da producédo de prostaciclina apds reperfusdo. Estudos histolégicos
demonstram les&o endotelial como consequéncia de isquemia e reperfusdo. Lesao
endotelial e comprometimento da liberacdo de EDRF e prostaciclina podem levar a
aumento da adesividade e agregacao plaquetarias, superpostas a acéo direta de
vasoconstritores liberados pelas plaquetas na musculatura lisa vascular com
consequente vasoespasmo. Existe in vivo uma correlagdo direta entre
vasoconstricao local e a quantidade de plaquetas depositadas na artéria lesada por
trauma. E também possivel que a vasoconstricdo dependente do endotélio, que
ocorre apods reperfusdo, possa contribuir para o aumento do tono vascular
observado apos o choque. Apds isquemia regional e reperfusdo, precoce e
tardiamente, o endotélio apresenta vasoconstricdo hipdxica. Contragdo dependente
do endotélio potenciada pela hipdxia também € observada em um periodo precoce
apos isquemia global e reperfusdo. Um aumento da produgéo de fatores constritores
dependentes do endotélio ocorre também apds lesdo traumatica da camada intima
vascular. O provavel mediador desta atividade vascular exacerbada € o anion
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superoxido produzido pelo endotélio. O conceito de que mecanismos vasculares
locais podem induzir e manter a vasoconstricdo é perfeitamente claro em casos
descritos de vasoespasmo presentes em coragdes transplantados totalmente

denervados.?® %

1.4 LESAO DE REPERFUSAO MEDIADA POR NEUTROFILOS

O neutréfilo tem sido implicado como um mediador central da lesao tissular
em, virtualmente, todo sistema orgénico susceptivel a lesdo de reperfusao.
Certamente, esta célula sanguinea participa de uma série de mecanismos que sao
capazes de causar grave destruicado tissular. No entanto, tem sido muito dificil
demonstrar um papel causal direto para o neutréfilo na lesdo de reperfusdo. E
possivel que neutréfilos ativados estejam presentes em tecidos reperfundidos, como
uma resposta celular, normal e inespecifica, causada pelos variados tipos de lesao
endotelial.

A sequéncia de migragédo dos leucécitos inclui o posicionamento na periferia
do vaso, o rolamento ao longo do endotélio e, finalmente, a aderéncia antes da
transmigracdo. A captura do neutrdfilo ativado nos pulmdes, assim como em outros
orgaos, € um passo importante ao surgimento da MOF. No endotélio vascular
normal do intestino do rato, ha a expressdo da molécula de adesao intracelular-1
(ICAM-1) e molécula de adesédo da célula vascular-1 (VCAM-1). Na resposta a I/R,
eles sdo superexpressos nas ceélulas endoteliais vasculares, tecido conjuntivo,
ldamina prépria e células inflamatodrias. Esta superexpressdo acentua a adeséao
leucocitaria e promove a sua migragao ao intestino lesado durante a IIR.2° %

Os neutrdfilos ativados secretam uma variedade de enzimas como a
mieloperoxidase (MPO) e a elastase, que podem lesar o parénquima celular, assim
como os microvasos. O aumento da MPO pode ser atenuado pelo uso de
antioxidantes. Em condi¢des normais, estes radicais sdo neutralizados por enzimas
antioxidantes como a SOD. O estresse oxidativo ocorre quando a produgdo de
oxidantes excede a capacidade do sistema de defesa celular antioxidante ou quando
ha uma diminuigao da eficacia do sistema.

Existem evidéncias experimentais de que a ag&o dos neutrofilos ndo seja uma
condicao sine qua non para a lesao de reperfusdo, uma vez que em periodos curtos

de reperfusdo (20 minutos ou menos), quando ja existe disfungdo endotelial, ndo se
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observa nenhum acumulo de neutrdéfilos ou lesdo endotelial. Acresga-se o fato que a
lesdo de reperfusdo foi comprovada em coragdes isolados perfundidos com
solugbes tampdes cristaldides livres de qualquer elemento sanguineo. Embora um
papel central dos neutrofilos na les&o de reperfuséo seja questionado, € importante
reconhecer a sua significante contribuigdo para a patogénese deste processo. Uma
vez ligados a superficie endotelial, os neutrdfilos aceleram a disfungcdo destas
células e destruicdo tissular através de uma variedade de mecanismos citotoxicos.
Além disso, ocluindo capilares e pequenas arteriolas, os neutréfilos ativados liberam
uma série de substancias incluindo: radicais livres do oxigénio, enzimas citotdxicas e
citocinas. Muitas destas substancias também recrutam leucocitos adicionais e
aumentam a sua adesividade ao endotélio vascular. Estes eventos ndo sao restritos
a superficie endotelial. Com o agravamento da les&o, os neutrdfilos infiltram os

tecidos nos quais enzimas e radicais do oxigénio podem causar lesao tecidual.?’

1.5 INFLAMACAO, TROMBOSE E FATORES DE CRESCIMENTO

Estes sdo processos biologicos que podem influenciar o processo de I/R. O
endotélio pode regular a localizagdo de linfécitos e mondcitos dentro dos vasos
sanguineos através de variados mecanismos demonstrados laboratorialmente:
VCAM-1, proteinas quimiotaticas em resposta a estresses metabdlicos, além de
citocinas inflamatérias (FNTa, IL-1, IFN-gama). Assim, o endotélio pode ser o ponto
focal do inicio e propagacdo de respostas inflamatérias. A atividade clinica da
doenca isquémica coronariana pode estar relacionada com a autoperpetuacao da
natureza da resposta inflamatéria orquestrada pelo endotélio. Além disso, o
endotélio pode se tornar pro-trombogénico ou menos antitrombogénico quando
exposto a mecanismos inflamatérios e pelo comprometimento da liberagdo de
prostaciclina, NO e fator tissular ativador do plasminogénio.?®

A XO é a maior fonte de geracdo de oxidantes durante a lesédo por I/R. O
intestino pode gerar elevadas concentragdes de oxidantes durante estados de I/R.?°

O NO é sintetizado pela L-arginina e pelas enzimas conhecidas como NO
sintetase (i-NOS). Ele encontra-se aumentado durante periodos isquémicos e
diminuido nos estados de reperfusdo.?

Tecidos isquémicos e reperfundidos ativam a familia das proteinas quinases
que converge o fator nuclear-KB (NF-KB), regulador da expressdo de gens
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proinflamatdrios. O resultado é o surgimento de enzimas (iINOS, fosfolipase A,
cicloxigenase), citocinas (FNT-a, IL-1, IL-6) e moléculas de ades&o (ICAM-1).%°

O NF-KB é mantido na sua forma latente no citoplasma da célula, a partir de
estimulos pré-inflamatérios, como sepse, citocinas e estresse oxidativo, e é
transportado para o interior do nucleo. Ele coordena a expressdo de muitos gens
que codificam proteinas envolvidas na sintese e manutencdo da resposta
inflamatoria.®!

O FNT-o e a IL-6 apresentam niveis elevados em estados de I/R, assim como
na MOF. As medidas dos niveis destas endotoxinas plasmaticas sao importantes
para avaliar os efeitos sistémicos da I/R intestinal. Os radicais livres de oxigénio
(ROS) promovem estresse oxidativo como consequéncia da produgéo de citocinas
inflamatérias, como o FNT-a e a IL-6, além de promoverem a ativagcdo dos
neutrofilos. Os mediadores pro-inflamatorios FNT-a e a IL-6 ndo apenas induzem
diretamente o dano tecidual como também sao potentes ativadores dos neutroéfilos.
Estes, assim como os seus produtos enzimaticos, quando sequestrados no tecido
intestinal, causam aumento da permeabilidade microvascular, edema intersticial e

perivascular e também lesdo a érgdos a distancia como edema pulmonar.®?
1.5.1 Lesao a 6rgaos a distancia: pulmées

O dano celular epitelial da mucosa e a apoptose levam a perda da integridade
da barreira mucosa, promovendo a translocagdo bacteriana e a produgcdo de
citocinas. A seguir, ha a transmissdo de mediadores inflamatorios pelo sistema

|.33

linfatico intestinal.” O pulm&o é o primeiro 6rgao exposto.

A ligadura do ducto linfatico, apos a ressuscitagdo do choque hemorragico,

previne a lesdo & distancia: € a chamada hipétese linfatica intestinal.>

A ligadura do
ducto linfatico toracico/mesentérico, antes da I/R, protege o pulmao da les&o, além
de modular os niveis de endotoxina, D-lactato, diamina oxidase (DAQO) e citocinas. A
MOF provoca lesdo pulmonar aguda (ALI) através da producdo de mediadores
inflamatorios drenados pelo sistema circulatorio. O trato gastrointestinal contém o
maior sistema linfatico do organismo. Os mediadores liberados pelas células
inflamatorias ativadas, durante o evento agudo, s&o enviados ao intersticio que

drena predominantemente pelos linfaticos. A ALI € o evento patofisiologico central
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no desenvolvimento da Sindrome da Angustia Respiratéria do Adulto (SARA) apos

trauma grave e/ou cirurgia de revascularizagdo.* %

1.6 GLUTAMINA

Inumeras substancias vém sendo utilizadas no tratamento e/ou na prevencao
de colites experimentais. Os experimentos visam a avaliagdo de novas drogas sobre
o processo inflamatério ou associagdo de drogas para obtencdo de melhores
resultados.®” *® Para a prevencao, utilizam-se substancias para inibir ou minimizar o
processo inflamatério frente a agentes agressores. Uma das substancias utilizadas é
a glutamina, um aminodcido polar sem carga™.

A glutamina € um aminoacido n&o essencial ou ocasionalmente essencial, em
estados catabalicos, hidrofilico encontrado na superficie das proteinas onde interage
com a agua. E o aminoacido mais abundante encontrado no sangue periférico. Esta
substancia foi inicialmente utilizada de forma profilatica em pacientes a serem
submetidos a radioterapia, nos quais se observou uma diminuicdo da incidéncia e da
gravidade da enterite actinica.*® Observou-se também que a glutamina apresenta
um papel fundamental na defesa imunologica da barreira mucosa do intestino
através da sua participagdo na formacao de imunoglobulinas, especialmente IgA.41
Foi demonstrado que a glutamina diminui os efeitos inflamatorios da enterocolite
induzida por metotrexato e que diminui a translocagc&o bacteriana em animais com
sepse abdominal.** Este aminoacido age sobre a atividade dos macréfagos
interferindo na fagocitose em sitios inflamatérios.*®

Além de efeitos protetores diretos como os citados acima, a glutamina tem
uma importante funcdo em processos inflamatorios intestinais atuando sobre os
radicais livres de oxigénio.** Israeli e cols., em estudo publicado em 2004,
demonstraram que a glutamina, na presenca de inflamagdo, aumenta o fluxo de

.* E o ingrediente respiratorio de muitas

glutationa no figado e no trato gastrintestina
células, principalmente dos enterdcitos do intestino delgado, participando da divisao
celular, assim como da sintese de nucleotideo, além da propriedade antioxidante
através do metabolismo da glutationa, uma vez que é o precursor do glutamato.*®
Pode atenuar a liberacdo de interleucinas dependentes do fator de transcricao

nuclear NF-KB, reduzindo, com isso, a lesdo a 6rgaos a distancia.
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O mecanismo pelo qual a glutamina exerce os efeitos benéficos parece estar
correlacionado a biossintese da glutationa, causando uma consequente diminuigao

da lipoperoxidacdo da membrana durante a I/R intestinal.*’

1.7 GLUTAMINA E ESTRESSE OXIDATIVO

A glutamina é um aminoacido multifuncional usado para a sintese hepatica de
uréia, amoniogénese renal, gliconeogénese e como o principal combustivel
respiratorio para muitas células. Concentragbes baixas de glutamina sé&o
encontradas durante estresse catabodlico e estdo associadas a suscetibilidade a
infeccdes.*® A glutamina ndo é somente uma importante fonte de energia para a
mitocdndria, mas € também a precursora do neurotransmissor cerebral glutamato.
Este, por sua vez, é utilizado na sintese do antioxidante glutationa. A glutamina é,
portanto, vital na regulacdo do equilibrio oxidativo intracelular.*®

A glutamina é mais extensamente investigada na sua relagcdo com o estresse
oxidativo no exercicio fisico. Rogero, em 2003, demonstrou que no exercicio fisico
exaustivo ocorre uma diminuigdo importante da glutamina plasmatica.’® Esta
diminuicdo € acompanhada de um aumento significativo da atividade inflamatéria e
dos niveis de estresse oxidativo medido através da taxa de lipoperoxidacéao.
Observou-se uma relagdo linear entre a diminuicdo da glutamina plasmatica e o
aumento da leucocitose em individuos submetidos a exercicios intensos e
exaustivos. As medidas de lipoperoxidagcao pela técnica de quimiluminescéncia no
musculo de animais submetidos a exercicios fisicos diarios mostraram valores
superiores aos de grupos tratados previamente com glutamina. A glutamina é
requerida para sintese de glutationa, visto que € metabolizada no ciclo y-glutamil
para producéo de glutationa. A glutationa é produzida a partir de glutamato, glicina e
cisteina.”® A glutationa esta presente nas células tanto na forma oxidada quanto na
forma reduzida. A adicdo de glutamina em células in vitro pode conduzir a um
aumento na concentracao de glutationa total.

A glutamina tem sido utilizada como suplemento nutricional em pacientes
gravemente debilitados com o intuito de diminuir o efeito deletério do estresse
oxidativo no seu prognéstico.20 Ja foi bem demonstrado que a prevengao do
estresse oxidativo em pacientes graves, politraumatizados ou submetidos a grandes

cirurgias é benéfico como adjuvante na terapia especifica de cada paciente.”® A
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terapia antioxidante melhora o prognéstico e diminui o indice global de complicagdes
em pacientes graves.*

He et al.*® descreveram a preservagdo da ALl através da ligadura do ducto
linfatico mesentérico e utilizagdo da glutamina, de forma enteral, em animais
submetidos a I/R. Pacientes politraumatizados, assim como aqueles submetidos a
grandes cirurgias, frequentemente apresentam perdas sanguineas expressivas,
levando a um baixo fluxo mesentérico, com consequente isquemia intestinal. Apos a
ressuscitacdo volémica, ha a reperfusdo do tecido isquémico, acompanhada da
lipoperoxidagcdo da membrana, ativacdo do NF-KB, com liberagdo de citocinas
inflamatorias e ROS que entram na corrente circulatoria e, através do ducto linfatico
mesentérico, provocam ALl, observada clinicamente através da SARA.
Imunonutrientes como a glutamina controlam a resposta inflamatoria e preservam a
integridade mucosa, diminuindo, com isso, a translocagéo bacteriana.>®

Observacdes clinicas demonstram que pacientes que recebiam
suplementagao dietética de glutamina toleravam melhor as colites secundarias a
radioterapia para neoplasias de prostata e colo do Gtero.*’ A mesma substancia foi
entdo utilizada em pacientes portadores de Doenga de Crohn (enterocolite
granulomatosa) e retocolite ulcerativa. Nestes pacientes foi observada uma melhora
do quadro clinico com diminuicdo da diarréia, aumento na taxa de cicatrizacdo de
fistulas e diminuigdo no uso de medicacées.""

Uma vez que ficou demonstrada a importancia das espécies ativas de
oxigénio na génese da colite, passou-se a procurar a relagdo entre o estresse

oxidativo e o suposto efeito clinico benéfico da glutamina nas colites.”’
1.8 FATOR DE TRANSCRICAO NUCLEAR KAPPA BETA (NF-KB)

O fator nuclear Kappa Beta é um fator da transcricdo que desempenha um
importante e determinante papel, tanto em situagdes normais como na coordenagao
de respostas imunes adaptaveis, regulando a expressdo de muitos mediadores
celulares.®?

Este fator foi descrito primeiramente em 1986 por Sen e Baltimore como
sendo capaz de ligar-se a sitios especificos kappa nas imunoglobulinas em células
B> E agora bem reconhecido que NF-KB esta expresso na maioria dos tipos

celulares sendo constituido por um dimero composto dos membros da familia da
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Rel. Haddad, em 2002, sugeriu que a ativacdo do NF-KB controla a balanga
oxidante/antioxidante.>*

A familia do NF-KB/Rel compreende cinco subunidades, chamadas p50, p52,
p65 (RelA), c-Rel, e RelB. Estas subunidades formam homodimeros e
heterodimeros em varias combinagdes. Geralmente, o NF-KB consiste em dois
polipeptideos, um de 50 kDa (p50) e um de 65 kDa (p65). Em células em
homeostase, o NF-KB se mantém no citoplasma em sua forma inativa associado
com as proteinas inibidoras do sitio kB, chamadas de inibidores kB (IkB). Sete
espécies de lkBs sdo descritas: IkBa, kB, 1kBy, 1kBe, Bcl-3, p100, e p105. O NF-xB
pode ser ativado por uma variedade dos sinais relevantes a etiologia e a
fisiopatologia inflamatéria.®

Para ativar o NF-KB sdo necessarios estimulos intracelulares e ou
extracelulares cujos ativadores podem ser: produtos bacterianos (endotoxinas,
peptideoglicanos), virus e componentes virais, protozoarios, citocinas (FNT-a,
interleucinas), radicais livres e ou oxidantes.*

A ativacdo do NF-KB requer a fosforilagdo de seus inibidores fisioldgicos
(particularmente o lkBa) em residuos especificos de Serina (Ser-32 e Ser-36). Esta
fosforilacdo € mediada por um complexo protéico. O complexo kinase kappa B
(IKKs) &€ composto de trés subunidades, duas unidades cataliticas IKK-a, IKK-8, e
uma unidade reguladora IKKy (NF-KB essential modulator, NEMO). Apos a
fosforilagdo ocorre a subsequente degradacdo das lkBs através das ubiquitinas,
formando um proteossoma 26S.>” A degradacdo proteolitica dos |kBs permite a
translocacado do NF-KB ao nucleo, regulando a expresséo de centenas de genes que
sd0 importantes a resposta imune inflamatdria.*®

O mecanismo exato em que a glutamina suprime a ativagdo do NF-KB na
inflamacéo, ainda € desconhecido. Ha varias evidéncias que o FNT-a contribui para
a propagagao da extensdo da I/R no intestino. A glutamina atenua a produgéo de
FNT-a no plasma e no ileo em ratos submetidos a I/R. Mondello sugere que a
inibicdo da produgcdo de FNT-a pela glutamina pode ser uma consequéncia da
ativacdo do NF-KB. O tratamento com glutamina n&o apenas diminui a expresséo da
aderéncia molecular no tecido ileal, apds I/R em ratos, como também a infiltracdo de
leucdcitos, reduzindo o dano tecidual neste 6rgdo. Ainda segundo Mondello, a

glutamina diminui a formacé&o de citocinas inflamatdrias, a expressdo de moléculas
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de adesao (ICAM-1 e P-selectina), a degradagao do IK-B e a translocagao nuclear
do NF-KB, além de diminuir o grau de apoptose celular.®®

1.9 ESTRESSE OXIDATIVO E O FATOR DE TRANSCRIGAO NUCLEAR

O mecanismo pelo qual as espécies ativas de oxigénio participam da resposta
inflamatéria € iniciado pelo aumento na produgcdo de diversos marcadores
inflamatdrios oriundos das células de defesa. A sintese de inumeras citocinas proé-
inflamatdrias depende de ativagdo do NF-KB, a qual depende do potencial redox
celular e consequentemente pode ser regulada pela relagdo de glutationa. As
espécies ativas de oxigénio (EAO) estimulam a ativacdo dos fatores de transcricao
celular, como o NF-KB e as proteinas kinases ativadas por mitégenos (MAPKS).
Com o aumento na produgao de citocinas inflamatdrias, fator de necrose tumoral alfa
(FNT-0) e de diversas interleucinas (IL-1, IL-6, IL-8) ocorre a resposta inflamatoria
sistémica.’”® O NF-KB possui uma regidao acida composta por 300 aminoacidos,
conhecida como dominio homdlogo Rel, com fungdo de mediar a interagdo com os
inibidores do NF-KB. Especificamente, € composto por um complexo heterodimico
denominado p50 e p65.%° Diversos estimulos ativam o NF-KB através da fosforilagdo
e ativacdo do complexo IkB kinase (IKK).
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2 JUSTIFICATIVA

Este estudo foi elaborado com o intuito de contribuir para a elucidacdo dos
mecanismos de agao da ocorréncia de lesdo por reperfusdo intestinal em érgéos a
distancia, mais especificamente, os pulmdes. E talvez, poder contribuir com o
beneficio do uso de um fator de protecédo, para este evento, em processos de
isquemia intestinal, transplante de intestino delgado e estado de choque circulatorio.

Avaliar se a glutamina é capaz de prevenir o dano tecidual local, no intestino,
e a distancia, mais especificamente, nos pulmdes, em situagcdes de isquemia e
reperfusdo mesentérica.

Até o presente momento, ndo foram encontrados artigos, na literatura, que
descrevam o papel da glutamina no estresse oxidativo do intestino e pulmdo em
animais submetidos a isquemia e reperfusao em ratos, caracterizando o ineditismo
do projeto.

Neste viés, é relevante esclarecer que o ineditismo da pesquisa justifica a
oportunidade, a necessidade e a urgéncia de desenvolver estudos como este,

enfatizando, igualmente, sua importancia cientifica.
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3 HIPOTESES

A glutamina é um fator de protecdo no estresse oxidativo do intestino e

pulmao em animais submetidos a isquemia e reperfusao mesentérica.
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4 OBJETIVOS

4.1 OBJETIVO PRIMARIO

Avaliar a ac&o antioxidante da glutamina no tecido intestinal e pulmonar de

ratos submetidos a isquemia e reperfusdo mesentérica.

4.2 OBJETIVOS SECUNDARIOS

- Demonstrar o efeito local e sistémico da isquemia/reperfusdo mesentérica
(Intestino, Pulmé&o):
- Avaliar o estresse oxidativo e atividade inflamatoéria — Lipoperoxidacéo;
- Avaliar a atividade de uma enzima antioxidante — Superdxido
dismutase (SOD);
- Determinar o papel do Fator de Transcricdo Nuclear Kappa B; e

— Determinar a fungéo da Interleucina 6 na atividade inflamatéria.
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5 MATERIAL E METODOS

5.1 DELINEAMENTO DA PESQUISA

Trata-se de um estudo experimental controlado randomizado. Com este
proposito, foi realizada a indugcdo de isquemia intestinal em ratos através do
clampeamento da artéria mesentérica superior. Os resultados foram comparados
aos dos animais controle ndo submetidos ao clampeamento e também aos animais

que receberam uma substancia potencialmente protetora (glutamina).

5.2 ANIMAIS

Foram utilizados 20 ratos machos Wistar, com peso entre 250 e 350 gramas,
provenientes da Fundagao Estadual de Produgéao e Pesquisa em Saude (FEPPS) do
Rio Grande do Sul. Os animais foram mantidos neste local, durante o experimento,
em caixas plasticas de 47x34x18cm forradas com maravalha, em ciclo de 12 horas
claro/escuro e temperatura entre 20 e 25°C. A agua e a ragao sao administradas ad

libitum.

5.3 GRUPOS DE TRATAMENTO

Os animais foram distribuidos em quatro grupos de cinco, escolhidos de
forma randomizada.

- Grupo 1: Clampeamento;

- Grupo 2: Controle;

- Grupo 3: Glutamina + Clampeamento; e

- Grupo 4: Glutamina.

5.4 GLUTAMINA

A glutamina foi administrada por via intraperitoneal, na dose 25 mg/kg, 48h e

24h antes do clampeamento, baseada em estudos prévios °' ®2
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5.5 PROCEDIMENTO CIRURGICO

Os animais foram anestesiados com uma mistura de cloridrato de xilazina a
2% 50 mg/Kg de peso corporal e cloridrato de quetamina 100mg/Kg de peso
corporal intraperitonealmente. Foi realizada uma tricotomia manual da regido
abdominal, seguida da intervengao cirurgica, que iniciou com uma laparotomia
mediana ventral e a exposigado das algas intestinais. Durante o procedimento, elas
foram mantidas cobertas por gazes embebidas em solugéo fisioldégica a 0,9%. O
tronco celiaco e a artéria mesentérica superior foram identificados e clampeados, na
origem, com pingas vasculares hemostaticas, resultando numa oclusdo completa por
30 min. Apos este periodo, os clampes foram removidos, seguidos de uma
reperfusdo por 15 min antes da remocgao dos c')rgéos.14

5.6 DETERMINACAO DO ESTRESSE OXIDATIVO

5.6.1 Preparagao do Homogeneizado Fresco

Utilizou-se 9 ml de solugdo tampao fosfato (KCI 140mM) por grama de tecido
(intestino e pulm&o). O 6rgéo € homogeneizado em Ultra-Turrax durante um minuto
a temperatura de 2 graus Celsius. E entdo, centrifugado por 10 minutos a 3.000 rpm
em centrifuga refrigerada. O precipitado foi desprezado e o sobrenadante retirado e
congelado no freezer a —70 graus Celsius para posterior utilizagdo nas dosagens.

5.6.2 Proteinas

A concentragao de proteinas no homogeneizado do intestino grosso distal foi
determinada utilizando como padrao uma solug¢ao de albumina bovina 1mg/mL. Para
a curva de concentragao utilizada no calculo foram utilizados volumes de 50, 100 e
150 uL. Colocou-se uma aliquota do homogeneizado (20uL) em 780uL de agua
destilada e 2,0 mL do reativo C que foi preparado com 50 mL de NaHCQO3 (reativo
A), adicionado com 0,5 mL do reativo B1 (CuSO4. 5H,0 1%) e 0,5mL do reativo B2
(tartarato de sodio e potassio 2%). Apos a adicdo do reativo C, aguardou-se 10

minutos e colocou-se 0,2 mL de reativo de Folin-Ciocalteau diluido na proporgéo 1:3
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em agua destilada. Apés 30 minutos aparece a coloragdo azulada que é entdo

medida no espectrofotdmetro a 625nm.**

5.6.3 Avaliacao da Lipoperoxidagao

5.6.3.1 Substancias reativas ao Acido Tiobarbitdrico (TBARS)

A técnica de TBARS consiste no aquecimento do homogeneizado com acido
tiobarbiturico e na consequente formacdo de um produto corado, medido em
espectrofotdbmetro a 535 nm. O aparecimento da coloragao ocorre devido a presenca
do malondialdeido e outras substancias provenientes da peroxidag&o lipidica no
material bioldgico.

As amostras de tecido foram colocadas em tubos de ensaio, nesta ordem de
adicao: 0,75 mL de acido tricloroacético (TCA) 10%; 0,25 mL do homogeneizado; 0,5
mL de acido tiobarbiturico (TBA) 0,67%; e 0,25 mL de agua destilada. O TBA reage
com produtos da lipoperoxidagao formando uma base de Schiff, e o TCA foi utilizado
para desnaturar as proteinas presentes, além de acidificar o meio da reagao. Agitou-
se cada tubo e eles foram aquecidos a uma temperatura de 100 graus Celsius.
Apods, os tubos foram resfriados e acrescentado 1,5 mL de alcool n-butilico para
extrair o pigmento formado. Eles entdo foram colocados em agitador (Biomatic) por
45 segundos e centrifugados por 10 minutos a 3.000 rpm (1110 x g). Por ultimo, o
produto corado, presente na fragao superior foi lido em espectrofotémetro (CARY 3E
— UV) com um comprimento de onda de 535 nm. A concentracdo de TBARS obtida

foi expressa em nmol por mg de proteina.®* ®°

5.7 ATIVIDADE DA SUPEROXIDO DISMUTASE

A superodxido dismutase citosoélica € medida de acordo com Mirsa e Fridovich
a 30°C. O indice de auto-oxidagdo da epinefrina € inibido progressivamente de
acordo com um aumento das doses de SOD no homogeneizado monitorizado no
espectrofotometro a 560 nm. A quantidade de enzima que inibe a auto-oxidagao da

epinefrina a 50% da dose maxima é definida como 1 U de atividade da SOD.%¢ "
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5.8 AVALIACAO DO NF-KAPPA B E DA INTERLEUCINA 6

Para o preparo das laminas e posterior analise imunoistoquimica, foram feitas
secgdes de 3 um de espessura, obtidas com o auxilio de um micrétomo (Leica, SM
2000R, Alemanha). Os cortes foram colocados em l|édminas pré-tratadas com
Histogrip (Zymed, USA) e levados a estufa a 60°C por 24 horas.

Os cortes foram desparafinizados por incubacédo em xileno por 10 minutos por
trés vezes, seguido da re-hidratacdo dos cortes em sequéncia de etanol em
concentracdes decrescentes, comegando com etanol absoluto, 90%, 80% e 70% por
3 minutos em cada diluigdo. A seguir, os cortes foram lavados trés vezes em agua
destilada.

A exposigcao do antigeno, através da metodologia de recuperagédo antigénica
induzida por calor a alta temperatura, foi realizada em plataforma pTLINK (DAKO)
por 40 minutos a 98°C, com a solucdo Envision Flex solug¢do de recuperacao
antigénica, pH alto (DAKO). Logo apds este periodo, foi realizada a lavagem das
ldaminas em tampéao PBS, pH 7.2. O bloqueio da peroxidase endogena foi realizado
com solugao de 3% de H,O2 em alcool metilico em duas incubag¢des de 15 minutos
seguido de trés ciclos de lavagem com tamp&o PBS, pH 7.2.

O bloqueio das ligagbes inespecificas foi realizado com a solu¢do comercial
Protein Block Serum-Free (Dako, USA) por 30 minutos em temperatura ambiente.

Os cortes foram incubados pela metodologia de capilaridade através da
estacdo de imunocoloragdo Sequenza (Thermo Shandon, USA) overnight em
temperatura entre 2°C e 6°C e diluidos em solug&o de diluicdo (Antibody Diluent with
background reducing componentes, Dako, USA) para os seguintes anticorpos: Anti-
NFkB (Santa Cruz Biotechnology, USA) 1:100, Anti-IL-6 (Santa Cruz
Biotechnology,USA) 1:100. Apos a incubagdo com o anticorpo primario, os cortes
foram lavados por trés passagens de tamp&o PBS, pH 7.2. Para amplificagdo da
reagao antigeno-anticorpo utilizou-se para anti-IL-6 o sistema Advance HRP (Dako,
USA) utilizado de acordo com as recomendagdes do fabricante e para NFkB o
anticorpo secundario rabbit anti-goat IgG-HRP, diluido em 1:300 em tamp&o PBS,
pH 7.2 por 30 minutos a temperatura ambiente. A seguir, as laminas foram lavadas
com tampédo PBS, pH 7.2 e incubadas com solugdo de diaminobenzidina (Dako
Liquid DAB Substrate Chromogen System, USA) por 5 minutos. Apos lavagem em

agua destilada, as laminas foram contracoradas com Hematoxilina de Harris por 1
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minuto seguido de lavagem em agua corrente até remogédo completa do corante, e
incubadas em uma solugdo de aménia 37 mM por 15 segundos. Para finalizar, as
ldaminas foram desidratadas em alcool etilico absoluto (quatro incubagbes de 2
minutos) e apds dois tratamentos com xileno por 5 minutos. As laminas foram

montadas com meio sintético Entellan (Merck, Alemanha).®’ %

5.9 ANALISE DIGITAL DAS IMAGENS

Foi utilizado um sistema de analise digital composto por microscopio optico
Zeiss Axioskop 40 (Oberkochen, Alemanha), com lentes neofluares, conectado
através de uma videocéamera Roper Scientific (Media Cybernetics, Rockville, EUA) a
um microcomputador Pentium IV 2.2 GHz com 512 MB de memdria RAM, disco
rigido de 160 GB e placa de captura Image Pro Capture Kit (Media Cybernetics,
Rockville, EUA). Para a analise digital das imagens foi utilizado o programa Image
Pro Plus versdo 4.5 (Media Cybernetics, Rockville, EUA), que permite a captura
digital da imagem e marcagéo e contagem da area de interesse. As imagens foram
capturadas no formato TIFF (True Image Format File) sem compresséo, pelo mesmo
examinador com uma intensidade de luz padrdo para todas as fotos. A captura das
imagens foi realizada no Laboratorio de Anatomia Patologica do Hospital S&o Lucas
(HSL) da PUCRS. Foram capturadas imagens de pelo menos quinze campos
aleatérios ndo sobrepostos de cada lamina histolégica com magnificagcdo de 200X
(44 pixel = 1 um). As laminas com positividade focal para os marcadores tiveram os
campos selecionados pelo método de hot spot. O tamanho médio das bidpsias,
realizadas por agulha, variou entre 2 e 4 mm?. A selegdo de cores foi realizada de
forma interativa através da concordancia ente trés observadores treinados e, apos,
aplicada a leitura de todas as amostras pelo sistema de analise de imagens digital

automatizado. A area inicial considerada foi 0,01 cm.
5.10 MORTE DOS ANIMAIS

A morte dos animais controles e experimentais foi realizada da seguinte
maneira: 0 processo iniciou com a anestesia do animal mediante a administragcéo de
farmacos anestésicos e seu posicionamento para cirurgia. Foi utilizada uma mistura

de Cloridrato de Xilazina 2% 50 mg/Kg de peso corporal e Cloridrato de Quetamina
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100 mg/Kg de peso corporal intraperitonialmente. Foi realizada uma tricotomia
manual da regido abdominal, seguida de intervengao cirurgica, que iniciou com uma
laparotomia mediana ventral e a exposicado das alcas intestinais, para retirada de um
segmento de 10 cm de intestino delgado. Apdés foi realizado o pneumotérax para a
retirada do pulmé&o e morte do animal.

5.11 TAMANHO DA AMOSTRA

Para detectar uma diferenga entre as médias dos grupos, de magnitude de
dois desvios-padrao, estimou-se que seriam necessarios 5 ratos por grupo, para um
nivel de significancia de a=0,05 e poder estatistico (1-f)=0,90. Deste modo,

considerando os 4 grupos experimentais, o tamanho total da amostra foi de 20 ratos.

5.12 ANALISE ESTATISTICA

Os dados quantitativos foram inicialmente descritos por média e desvio-
padrao. Para comparacéo dos grupos, foi utilizada a analise de varidancia (ANOVA).
Para dados categoricos, utilizamos contagens e comparagdes baseados no
procedimento exato de Fisher.

A verificagdo dos resultados do NF-KB e da IL-6, entre os grupos, foi
realizada pela analise de variancia com erros-padrao robustos (Welch).

O nivel de significancia para o experimento foi de a=0,05. Os dados foram

analisados com o auxilio do programa SPSS verséo 21.0.
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6 ETICA

Os procedimentos com os animais foram realizados de acordo com os
preceitos preconizados pela Comissdo de Pesquisa e Etica em Satude do Grupo de
Pesquisa e Pds-Graduacéo do Hospital de Clinicas de Porto Alegre (HCPA) pela
Resolugdo Normativa n.° 04/1997.%°
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7 RESULTADOS

7.1 ESTRESSE OXIDATIVO — LIPOPEROXIDAGAO — TBARS

A Lipoperoxidagdo da membrana, no intestino, assim como no pulmé&o,
ocorreu de forma mais acentuada, com valores estatisticamente significativos, no
grupo de animais submetidos a I/R. Por outro lado, o grupo que recebeu a glutamina
48h e 24h antes do procedimento de I/R apresentou achados de lipoperoxidagao
bem mais discretos, assemelhando-se aos grupos controles (animais n&o
submetidos a I/R e também em relagdo ao grupo que recebeu a glutamina sem a
I/R). Estes dados, quando comparados, obtiveram significancia estatistica.

Figura 1: TBARS Intestino
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Fonte: dados do estudo (2013).
Figura 2: TBARS Pulmao
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7.2 ATIVIDADE DA SUPEROXIDO DISMUTASE (SOD)

A concentragdo da enzima antioxidante superéxido dismutase estava
diminuida no intestino dos animais submetidos a I|/R. Estes achados foram
estatisticamente significativos, quando comparados ao grupo controle, ou seja,
animais nao submetidos a I/R.

Por outro lado, o grupo que recebeu a glutamina 48h e 24h antes da I/R
apresentou concentragao desta enzima de forma semelhante aos grupos controles,
tanto ao grupo ndo submetido a I/R como ao grupo que recebeu a glutamina 48h e
24h antes da laparotomia exploradora, porém sem serem submetidos a I/R.

Na comparagédo entre os grupos de animais submetidos a I/R com os que
receberam a glutamina antes da I/R, no intestino, os achados apresentaram
significancia estatistica, sugerindo que a glutamina é capaz de prevenir a redugéo da
enzima SOD nos estados de I/R mesentérica.

Por outro lado, na avaliagdo da lesdao a 6rgéos a distancia, pelo estudo dos
pulmdes, a SOD estava em concentragbes mais elevadas no grupo que sofreu a I/R.
Ja o grupo que recebeu a glutamina antes do evento I/R apresentou concentragdes
semelhantes aos grupos controles. Na comparagédo entre os grupos, os achados

apresentaram diferenga estatisticamente significativa.

Figura 3: SOD Intestino
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Fonte: dados do estudo (2013).
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Figura 4: SOD Pulmao
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7.3 FATOR DE TRANSCRICAO NUCLEAR KAPPA B

Para a analise digital das imagens foi utilizado o programa Image Pro Plus
versédo 4.5 (Media Cybernetics, Rockville, EUA). Elas foram capturadas em formato
TIFF (True Image File Format), com pelo menos quinze campos, sem a
sobreposigao ao acaso, para cada lamina histolégica, com 200X (44 pixel = 1 um).
As laminas com positividade focal para os marcadores foram selecionados pelo
meétodo de hot spot. A area inicial considerada foi de 0,01 cm. Calculou-se a area
média dos ratos, bem como a dos grupos. Os grupos Controle e Controle-GLU
apresentaram areas com médias semelhantes. O grupo I/R foi o que apresentou a
maior area. O segundo grupo foi o I/R-GLU, mas com valores bem mais baixos que
os do grupo de I/R. Foram observadas as mesmas diferengas entre os dois grupos,
tanto no intestino como no pulm&o. Estes resultados foram estatisticamente

significativos.

Figura 5: NF-KB Intestino
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Figura 6: NF-KB Pulméo
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Fonte: dados do estudo (2013).

7.4 INTERLEUCINA 6 (IL-6)

A analise das imagens digitais, capturadas das ld&minas com material testado
para a IL-6, por método imunoistoquimico, foi realizada de forma semelhante a
aplicada ao NF-KB. Aqui, mais uma vez, os grupos Controle e Controle-GLU
mostraram areas com médias semelhantes. O grupo com area de positividade maior
foi o de animais submetidos a I/R, seguido pelo grupo que recebeu a glutamina 48h
e 24h antes da I/R (I/R-GLU). Na comparagao entre os grupos, houve diferengas

com significancia estatistica.

Figura 7: IL-6 Intestino
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8 DISCUSSAO

A I/R mesentérica € uma sindrome clinica que cursa com uma série de
situagbes na pratica médica diaria, como oclusdo intestinal aguda, choque
hipovolémico secundario a trauma, cirurgias de grande porte, assim como
transplantes de intestino delgado. Acomete individuos de variadas faixas etarias e
determina alta morbimortalidade.

Este estudo ratifica o que ja foi citado em outros artigos, no sentido de que
em estados de /R ha uma destruicdo da barreira mucosa, através da
lipoperoxidagdo, assim como uma diminuicdo da atividade da enzima antioxidante
SOD4 910

A glutamina é considerada um aminoacido essencial durante situagbes de
estresse catabolico. Uma série de estudos tem demonstrado que a glutamina pode
atenuar a liberacdo de interleucinas inflamatdrias, assim como minimizar a MOF.% 3
70 71

Este estudo demonstra que a utilizagdo da glutamina, na dose de 25 mg/kg,
de forma intraperitoneal, 48h e 24h antes da ocorréncia de 30 minutos de isquemia,
seguida de 15 minutos de reperfusdo mesentérica, em ratos, exerce um importante
efeito protetor nas lesbes desencadeadas pela MOF, no intestino e nos pulmdes.
Nossos dados fornecem evidéncias de que a glutamina atenua: (1) a
lipoperoxidagdo da membrana da mucosa do intestino e também dos pulmdes; (2) a
diminuicdo da atividade da SOD, no intestino; (3) a expressdo do NF-KB; e (4)
também da IL- 6, tanto no intestino como nos pulmdes.

Nos estados de I/R ha uma destruicdo da barreira mucosa, através da
lipoperoxidagdo, com consequente translocagdo de bactérias e a ativagdo de uma
resposta inflamatéria.®

Em nosso estudo, a ocorréncia da lipoperoxidagdo da membrana foi maior no
grupo de animais submetidos a I/R. A adicdo de glutamina diminuiu
significativamente este desfecho. Outros autores, tais como Mondello et al. * e He et
al.*® também observaram resultados benéficos com o uso da glutamina para a I/R
com diferentes metodologias. Mondello et al. induziram a isquemia intestinal em
ratos por clampeamento da artéria mesentérica superior e tronco celiaco por 30 min,
em seguida, promoveram a reperfusdo durante 1h . A glutamina foi administrada 15
minutos antes da reperfusdo na dose de 1,5 mg/ kg, i.v. Seus resultados mostraram
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uma reducgdo da: ( 1) infiltragdo de neutrdfilos no ileo, ( 2 ) formagéo de citocinas
pré-inflamatérias ( 3 ) expressdo de moléculas de adesdo como a ICAM-1 e P-
selectina ( 4 ) degradacgéo do IKB-a e a translocagdo do NF-KB e ( 6 ) formacao de
nitrotirosina. He et al. também utilizaram um modelo animal de I/R, porém
administraram a glutamina entericamente antes e depois de uma isquemia de 60
minutos; adicionalmente, em um subgrupo, o ducto linfatico mesentérico foi ligado
antes da produgéo da isquemia intestinal. Eles concluiram que tanto a administragao
enteral de glutamina como a ligadura do ducto linfatico mesentérico impediram a
permeabilidade intestinal, atenuando reacdes inflamatdrias sistémicas e lesao
pulmonar.®® Em contraste, Fukatsu et al.”' demonstraram que, em um modelo
murino de I/R intestinal, a infusdo intravenosa de glutamina, durante a isquemia
intestinal, foi prejudicial, em termos de sobrevida e também de lesbes a 6rgdos
como o intestino, em associacdo com o aumento de células mieldides na corrente
circulatéria. "

Em nosso estudo, a atividade da SOD, no intestino, foi diminuida em animais
submetidos a I/R. Nos grupos Controle e Controle-GLU, a diminuigdo da atividade da
SOD foi muito mais baixa e semelhante entre os dois grupos. A adigdo da glutamina
a animais submetidos a I/R, produziu uma redugao, que nao foi tdo significativa, mas
menor do que a encontrada no grupo de I/R sem o aminoacido. Nos pulmbes, a
SOD estava em concentragdes mais elevadas no grupo da I/R, comparativamente
aos demais. Provavelmente isto se deva ao fato de que, no nosso trabalho, o tempo
estipulado de reperfusdo foi relativamente curto (15 minutos) e, muito
provavelmente, os espécimes de tecido pulmonar foram retirados no momento em
que esta enzima antioxidante estava sendo ativada, pelo estresse oxidativo, a
controlar os ROS. A tendéncia natural é que, apdés haver um desequilibrio da
balanca antioxidante/ROS, as concentragbes da SOD, no grupo submetido a I/R,
devam, assim como visualizado no intestino, cair.

Os primeiros autores a descrever o papel da SOD no estresse oxidativo foram
Misra e Fridovich®, em meados de 1971. Neste estudo piloto, SOD foi preparada a
partir de eritrécitos bovinos, sendo capaz de inibir a auto-oxidagdo da epinefrina a
um pH = 10,2. Recentemente, Salman et al.””> administraram glutamina enteral a
ratos Sprague-Dawley, a uma dose de 1 g / kg durante 10 dias anteriores a I/R
intestinal, e estudaram dano tecidual em segmentos de intestino e pulm&o. Estes

autores mediram os niveis intestinais e pulmonares da SOD, em adigdo aos niveis



44

séricos de FNT-a e IL-6. A conclusdo foi de que o pré-tratamento com bolus de
glutamina enteral foi capaz de minimizar a extensdo de ALl em ratos.”?

O tecido isquémico e reperfundido ativa a familia das proteinoquinases, que,
por sua vez, é responsavel pela conversao dos fatores de transcricdo especificos
[proteina ativadora-1 (PA-1) e NF-KB], sendo este, o regulador da expresséo dos
gens proinflamatorios. No nosso estudo , a atividade do NF-KB foi mais elevada em
ambos, intestino e pulmao, do grupo submetido a I/R. No entanto, no grupo de
animais que receberam, profilaticamente, a glutamina, i.p. 24h e 48h antes da I/R, os
niveis de NF-KB foram mais baixos. Esta diferenca entre os grupos foi
estatisticamente significativa. Sen e Baltimore®®, em 1986, publicaram o primeiro
artigo sobre o NF-KB, sugerindo seu importante papel na resposta inflamatoria
celular a lesdes. No entanto, o papel exato deste fator de transcricdo permanece
controverso. De acordo com Haddad et al.>*, o NF-KB parece desempenhar uma
importante fungdo na geragdo e na resolugdo das lesbes em decorréncia a I/R
intestinal, como um fator de transcricdo que é diretamente influenciado por espécies
reativas e sinais pro-inflamatorios. Bowie e O'Neill®®, em um artigo de revisdo sobre
o estresse oxidativo e ativacdo do NF-KB, determinaram que, na maioria dos casos,
0 papel do estresse oxidativo na ativacdo do NF-KB, é muito mais um facilitador do
que propriamente o fator causal, se € que existe um papel como um todo. Ipsilantis
et al.’® testaram a hipotese de que a agdo de 2 -mercaptoetano-sulfonato (mesna) é
mediada pela inibigdo de NF-KB, estudando o stresse oxidativo em um modelo de
I/R em ratos, analisando a glutationa, a concentragdo de malondialdeido, SOD e NF-
KB. Estes autores concluiram que a profilaxia com o mesna impede o stresse
oxidativo induzido por I/R no intestino através da inibicao da ativagao do NF-KB .

No nosso estudo, a ativagdo do NF-KB foi maior no grupo de animais
submetidos a I/R, tanto nos espécimes de intestino como pulm&o. Entretanto, no
grupo que recebeu a glutamina intraperitoneal 48h e 24h antes da I/R, a ativagao
deste fator de transcricdo foi menor, com diferenga, entre estes grupos,
estatisticamente significativa.

Como ja foi citado anteriormente, os ROS sdo mediadores do estresse
oxidativo, levando a um consequente aumento da producdo das interleucinas
inflamatdrias, como FNT-a e IL-6, além da ativacédo dos neutrdfilos, que, por sua vez,
tém um papel crucial na patogénese da I/R. O FNT-a e a IL-6 n&o apenas levam ao
dano tecidual, como também s&o potentes ativadores dos neutrofilos. Estes, e seus
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produtos enzimaticos, quando sequestrados no tecido intestinal, causam aumento
da permeabilidade micro e perivascular, edema intersticial, além de lesdo a 6rgaos a
distancia como edema pulmonar.’® Cuzzocrea et al.** estudaram o processo
inflamatdrio secundario a I/R, em um modelo de ratos knock-out, e verificaram, pelo
meétodo imunoistoquimico, que a IL-6 desempenha um papel importante nas lesbes
seguidas a I/R, sugerindo que a inibicdo da IL-6 pode, na verdade, representar uma
nova e possivel estratégia na prevencgao de lesdes provocadas pela I/R.

No nosso estudo, semelhantemente ao encontrado com o NF-KB, a IL-6
apresentou concentragdes mais elevadas, tanto no intestino como no pulmao, no
grupo de animais submetidos a I/R. Os grupos Controle e Controle-GLU
apresentaram resultados semelhantes entre eles, sendo estes menores do que em
relagdo ao grupo da I/R. Em contrapartida, o grupo que recebeu o fator
potencialmente protetor, a glutamina antes do evento I/R, mostrou valores
superiores aos controles, porém inferiores ao grupo da I/R. Estes resultados também

apresentaram diferengas estatisticamente significativas.
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9 CONCLUSOES

Este estudo demonstrou que a glutamina, administrada na dose de 25mg/kg,
de forma intraperitoneal, 48h e 24h antes dos animais serem submetidos a 30 min
de isquemia mesentérica e 15 min de reperfusdo, mostrou-se eficaz como fator de
protecdo a lipoperoxidacdo da membrana em espécimes de tecido intestinal e
pulmonar, assim como na preservagao da atividade da SOD no intestino.

A ativagdo do NF-KB e da IL-6 também pode ser reduzida com a
administragao deste aminoacido em modelos de I/R em ratos.

Como perspectivas futuras, assim como, para melhorar o embasamento
tedrico e confirmar o papel protetor da glutamina no estresse oxidativo, em eventos
de isquemia e reperfusdo mesentérica, serdo necessarios outros estudos,

principalmente em humanos, que ratifiquem os resultados desta pesquisa.
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Abstract

Background and Aims: The aim of the present study was to evaluate possible preventative
effects of glutamine in an animal model of gut ischemia/reperfusion (I/R).

Methods: Twenty male Wistar rats were divided into four experimental groups: (1) control
group (Control) - rats underwent exploratory laparotomy; (2) control + glutamine group
(Control-GLU) - rats were subjected to laparotomy and treated intraperitoneally with
glutamine 24 and 48 h prior to surgery; (3) ischemia/reperfusion group (I/R) - rats were
subjected to occlusion of the superior mesenteric artery for 30 min followed by 15 min of
reperfusion; and (4) ischemia/reperfusion + glutamine group (G+I/R) - rats were treated
intraperitoneally with glutamine 24 and 48 h before I/R. Local and systemic injuries were
determined by evaluating intestinal and lung segments for oxidative stress using lipid
peroxidation and the activity of superoxide dismutase (SOD), interleukin-6 (IL-6) and nuclear
factor kappa beta (NF-kB) after mesenteric I/R.

Results: The animals from the G+I/R group exhibited reduced levels of lipid peroxidation,
IL-6 and NF-KB and increased SOD activity when compared with the group of rats submitted
to I/R without GLU. The findings were statistically significant (p < 0.05).

Conclusions: These results demonstrate that pretreatment with glutamine prevents mucosal
injury and improves gut and lung recovery after I/R injury in rats.

Keywords: Ischemia-reperfusion, Glutamine, Lipid peroxidation, Superoxide dismutase,

Nuclear Factor-kappa beta, Interleukin 6

Introduction
Ischemic conditions such as arterial occlusions, transplants, mesenteric ischemia and shock
occur commonly in medical practice and affect a growing number of individuals of various

ages, leading to high morbidity and mortality [1].
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Gut ischemia usually results from occlusion of the celiac trunk and the superior mesenteric
artery by thrombi or emboli and, more frequently, from non-occlusive processes [2].
However, unlike ischemic injury, reperfusion injury not only alters the affected areas but also
may also produce systemic changes, so that restoring the blood flow to an ischemic area may
result in damage to the entire body. The damage to remote organs is termed post-traumatic
multiple organ failure (MOF). Ischemia followed by reperfusion is required to develop MOF,
and the gut is the organ that triggers the injury process in distant organs [3]. Parks & Granger
reported that the tissue damage that occurs during reperfusion is greater than injury that
occurs during ischemia. Rupture of the mucosal barrier, bacterial translocation and activation
of the inflammatory response, as well as acid-base balance and electrolyte disorders, were
observed [4]. Superoxide dismutase (SOD) is an antioxidant enzyme highly specific for
superoxide elimination, thus reducing gastrointestinal lesions caused by I/R [5].

Nuclear factor of kappa light polypeptide gene enhancer in B-cells (NF-kB) is a transcription
factor that plays a crucial role not only in normal states but also in the coordination of
adaptive immune responses by regulating the expression of many cell mediators [6]. This
factor, which was first described in 1986 by Sen and Baltimore [7]. In 2002, Haddad
suggested that NF-kB activation controls the oxidant/antioxidant balance [8]. TNF-o and
interleukin (IL)-6 levels are elevated in I/R as well as in MOF. Measurements of plasma
levels of these endotoxins are important to assess the systemic effects of gut I/R. When
sequestered in the intestinal tissue, these mediators and their enzymatic products promote
increased microvascular permeability, interstitial and perivascular edema, MOF and
pulmonary edema.The lung is the first exposed organ [9].

After resuscitation from hemorrhagic shock, lymph duct ligation prevents remote lung injury,

the so-called “gut-lymph hypothesis” [10]. MOF causes acute lung injury (ALI) through the
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production of inflammatory mediators drained through the circulatory system. The
gastrointestinal tract has the largest lymphatic system of the body [11].

Several substances have been used for the treatment and/or prevention of experimental colitis.
The experiments aimed to evaluate new drugs for the treatment of inflammatory processes or
combinations of drugs to achieve better results [12]. Substances that inhibit or minimize the
inflammatory process caused by aggressive agents, such as glutamine, have been used for
prevention purposes. This substance was initially used prophylactically in patients undergoing
radiation therapy, leading to a reduction in the incidence and severity of actinic enteritis.
Clinical observations have shown that patients receiving dietary glutamine supplementation
had a better tolerance to colitis resulting from radiation therapy for prostate and cervical
neoplasias [13]. Glutamine decreases the inflammatory effects of methotrexate-induced
enterocolitis and reduces bacterial translocation in animals with abdominal sepsis [14].
Glutamine has been used as a nutritional supplement in severely debilitated patients to reduce
the deleterious effects of oxidative stress. It has been shown that preventing oxidative stress in
patients with severe conditions or multiple traumas or undergoing major surgery is useful as a
treatment adjunct [15]. The glutamine was then used in patients with Crohn’s disease
(granulomatous enterocolitis) and ulcerative rectocolitis. Because of the importance of active
oxygen species in the genesis of colitis, the relationship between oxidative stress and the
supposed beneficial clinical effect of glutamine in colitis has become a subject of research
[16].

The aim of our study was to investigate the effects of glutamine treatment in an animal model
of mesenteric I/R.

2 Materials and methods

2.2 Animals
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Male Wistar rats (250-300 g; State Foundation for Production and Health Research (Fundagao
Estadual de Producdo e Pesquisa em Saude-FEPPS)) were housed in a controlled environment
and allowed access to food and water ad /ibitum. Animal care was in compliance with the
normative resolution 04/97 of the Research and Ethics Committee of the Health Research
Group and Graduate Teaching Hospital of Porto Alegre (Hospital de Clinicas de Porto
Alegre-HCPA) [17].
2.3 Surgical procedures
After trichotomy, rats were anesthetized with ketamine and xylazine solution (45 mg/kg
intraperitoneally (i.p.)). After midline laparotomy, the celiac and superior mesenteric arteries
were isolated near their aortic origins. During this procedure, the intestinal tract was placed
between gauze pads soaked with warm 0.9% NacCl solution. The superior mesenteric artery
and the celiac trunk were clamped, resulting in total occlusion of these arteries for 30 min to
induce splanchnic artery occlusion injury. After occlusion, the clamps were removed, and
after 15 min of reperfusion, intestinal segments (10 cm) and pieces of the lung were removed
for histological examination and biochemical studies.
2.3 Experimental groups
Rats were randomly allocated into the following groups:
1. Ischemia/Reperfusion (I/R): rats were subjected to splanchnic artery occlusion injury
(30 min) followed by reperfusion (15 min) (n=5);
2. Ischemia/Reperfusion +  Glutamine group (G+I/R): identical to the
Ischemia/Reperfusion group but were treated with glutamine (25 mg/kg i.p.) 24 and 48
h before I/R (n=5);
3. Control group (Control): rats were subjected to identical surgical procedures as the
above groups, except the blood vessels were not occluded and the rats were

maintained under anesthesia for the duration of the experiment (n=5);
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4. Control + Glutamine group (Control-GLU): identical to the Control group except for
the administration of glutamine (25 mg/kg i.p.) 24 and 48 h before identical surgical
procedures (n=5).

The glutamine treatment dose of 25 mg/kg i.p was chosen based on previous studies [ 18] .

2.4 Assessment of lipid peroxidation

2.4.1 Thiobarbituric acid reactive substances (TBARS)

Tissue samples were placed in test tubes; solutions were added in the following order: 0.75 ml
of 10% trichloroacetic acid (TCA), 0.25 ml of homogenate, 0.5 ml of 0.67% thiobarbituric
acid (TBA), and 0.25 ml of distilled water.

TBARS consists of heating the homogenate with thiobarbituric acid and measuring the
consequent formation of a colored product in a spectrophotometer at 535 nm. The coloration
is due to the presence of malondialdehyde and other substances from biological lipid
peroxidation [19].

2.5 SOD activity

SOD was measured according to Misra and Fridovich. The rate of auto-oxidation of epinephrine,
which is inhibited by SOD, is measured in the presence of progressively increasing doses of SOD with
a spectrophotometer at 560 nm. The amount of enzyme that inhibits auto-oxidation of epinephrine at
50% of the maximum dose is defined as 1 U SOD [20].

2.6 Evaluation of NF-kB and IL-6

To prepare slides for subsequent immunohistochemical analysis, tissue was sectioned at 3-pm
thickness using a microtome (Leica SM 2000R, Germany). The sections were placed on slides
pretreated with HistoGrip (Zymed, USA) and incubated in an oven at 60°C for 24 h.

Sections were deparaffinized by incubating in xylene three times for 10 min, followed by
rehydration of the sections using decreasing concentrations of ethanol. Antigen exposure was
performed using the pTLINK platform (DAKO) for 40 min at 98°C with the Envision Flex

antigen retrieval solution, high pH (DAKO). The slides were then immediately washed in
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phosphate-buffered saline (PBS), pH 7.2. The blocking of endogenous peroxidases was
performed with two 15-min incubations in a 3% solution of H>O, in methyl alcohol, which
were followed by three washes with PBS, pH 7.2. Non-specific binding was blocked using the
commercial solution Serum-Free Protein Block (Dako, USA) for 30 min at room temperature.
The sections were incubated using the immunostaining Sequenza station (Thermo Shandon,
USA) overnight at 2°C and 6°C and with the following primary antibodies diluted in
Antibody Diluent with Background Reducing Components (Dako, USA): anti-NF-kB (Santa
Cruz Biotechnology, USA) at 1:100 and anti-IL-6 (Santa Cruz Biotechnology, USA) at 1:100.
After incubation with the primary antibody, sections were washed three times in PBS, pH 7.2.
To amplify the antigen-antibody reaction, the Advance system HRP was used for IL-6 (Dako,
USA) according to the manufacturer's recommendations, and for NF-«kB, goat anti-rabbit [gG-
HRP secondary antibody was used at 1:300 in PBS for 30 min at room temperature. Next, the
slides were washed with PBS and incubated with diaminobenzidine (Dako Liquid DAB
Substrate Chromogen System, USA) for 5 min. After washing with distilled water, slides
were counterstained with Harris hematoxylin for 1 min, washed with water until complete
removal of the dye and incubated in a 37 mM ammonia solution for 15 sec. Finally, the slides
were dehydrated in absolute ethanol (four incubations of 2 min) and two treatments with
xylene for 5 min. The slides were mounted with Entellan synthetic medium (Merck,
Germany) [21].

2.7 Analysis of digital images

We used a digital analysis system composed of a Zeiss Axioskop 40 microscope
(Oberkochen, Germany) with Neofluar lenses connected by a Roper Scientific video camera
(Media Cybernetics, Rockville, USA) to a computer with an Image Capture Pro kit (Media
Cybernetics, Rockville, MD, USA) capture card. Image Pro Plus version 4.5 (Media

Cybernetics, Rockville, USA) was used to analyze digital images. The images were captured
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in TIFF (True Image File Format) format without compression by the same examiner with a
light intensity pattern for all photos. Images were captured of at least fifteen random,
nonoverlapping fields for each histological slide at 200X magnification (44 pixel = 1 um).
The hot spot method was used to select fields on slides with focal positivity for the markers.
Color selection was performed interactively by three trained observers and was then applied
to all samples by the automated digital image analysis system. The initial area considered was
0.01 cm.

2.8 Data analysis

Quantitative data were initially described by mean and standard deviation. To compare
groups, we used analysis of variance (ANOVA). For categorical data, we used scores and
comparisons based on Fisher's exact test.

Analysis of variance with robust standard errors (Welch) was used to verify NF-«B and IL-6
results between groups.

The significance level for the experiments was p < 0.05. Data were analyzed with SPSS
version 21.0.

3 Results

3.1 Evaluation of oxidative stress by analysis of lipid peroxidation

Lipid peroxidation of the membrane was increased in both the gut and the lung in the animals
subjected to I/R (p < 0.05). However, the group that received glutamine 24 and 48 h before
the I/R procedure showed levels of lipid peroxidation similar to the control groups (animals
not subjected to I/R and also the group receiving glutamine without I/R) that were
significantly different from animals who only received I/R (p < 0.05).

3.2 SOD activity

The activity of the antioxidant enzyme SOD was decreased in the gut of animals subjected to

I/R. These findings were statistically significant (p < 0.05) when compared with the control
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group of animals not subjected to I/R. However, the group that received glutamine 24 and 48
h before I/R showed similar SOD activity to both control groups not subjected to I/R. There
was a significant difference between the group of animals subjected to I/R and the group that
received glutamine before I/R, suggesting that glutamine is a protective factor for mesenteric
I/R.

3.3. NF-«B transcription factor

Image Pro Plus version 4.5 (Media Cybernetics, Rockville, USA) was used to analyze digital
images. The images were captured in TIFF (True Image File Format) format without
compression by the same examiner with a light intensity pattern for all photos. Images were
captured at of least fifteen random, nonoverlapping fields for each histological slide at 200X
magnification (44 pixel = 1 um). The hot spot method was used to select fields on slides with
focal positivity for the marker. We calculated the mean area of NF-kB staining for each of the
groups. The Control and Control-GLU groups presented similar mean areas. The I/R group
showed the largest area of staining. The G+I/R group had the second highest amount of
staining, but the mean value was much lower than that of the I/R group. The same differences
were observed among groups in the large intestine and the lung. These findings were
statistically significant (p < 0.05).

3.4 Evaluation of IL-6

Images of IL-6 staining were analyzed in the same method as those stained for NF-xB. Again,
the Control and Control-GLU groups showed similar areas of staining. The I/R group
contained the largest area of staining, followed by the G+I/R animals; however, this area was
significantly lower than that of the group that underwent I/R without glutamine (p < 0.05).

4 Discussion
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Intestinal injury resulting from I/R is common in a variety of clinical conditions, such as
small bowel transplantation, heart or aortic surgery and septic shock. I/R affects individuals of
different age groups and causes high mortality [1].
This study demonstrates that glutamine treatment exerts important protective effects against
splanchnic artery occlusion injury. Our data provide evidence that glutamine attenuates: (1)
the lipid peroxidation of gut mucosa, (2) the decrease in SOD activity and the increases in (3)
NF-kB expression and (4) IL-6 expression that occur after I/R.
Glutamine is an amino acid considered essential during catabolic stress situations. A number
of studies have shown that glutamine may attenuate the release of inflammatory interleukins
and minimize MOF following trauma [ 15].
In the I/R state, there is a destruction of the mucosal barrier by lipid peroxidation, with
consequent bacterial translocation and the activation of inflammatory responses [3].
In our study, the amount of lipid peroxidation was greater in the group of animals subjected to
I/R. The addition of glutamine significantly decreased lipid peroxidation compared with
animals that underwent I/R without glutamine treatment. Mondello and He observed similar
beneficial results of glutamine for I/R [11, 22]. However, in contrast, Fukatsu revealed that IV
infusion of glutamine during gut ischemia was detrimental in terms of survival and organ
injury in a murine gut I/R model due to increased priming of circulating myeloid cells [23].
We also assessed SOD activity. During I/R, oxygen-derived free radicals are generated.
Under normal conditions, theses radicals are neutralized by endogenous antioxidant enzymes
such as SOD. However, oxidative stress occurs when the production of oxidants exceeds the
capacity of the antioxidant defense systems of the cell or when effectiveness of the oxidant
defense system decreases [5].
In our study, SOD activity was decreased in animals receiving I/R. In the Control and

Control-GLU groups, the decrease in SOD activity was much lower and similar between the
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two groups. The addition of glutamine to animals receiving I/R produced a decrease that was
not as significant but lower than that found in the I/R group. The first authors to describe the
role of SOD in oxidative stress were Misra and Fridovich [20]. Since then, several authors
have cited the importance of this antioxidant enzyme in situations of oxidative stress [ 16].

Sen and Baltimore published the first report on NF-«xB, and the role of this transcription factor
in development remains controversial [7]. Tissue I/R activates families of protein kinases that
converge on specific transcription factors (protein activator-1 (PA-1) and NF-kB) that
regulate the expression of proinflammatory genes. According to Haddad et al., NF-xB appears
to perform an important function in the generation and resolution of intestinal I/R lesions [8].
Bowie and O’Neill determined that in the most cases, the role of oxidative stress in NF-kB
activation is at best facilitatory rather than causal, if a role exists at all [24]. Ypsilantis et al.
concluded that prophylaxis with mesna prevents oxidative stress induced by I/R in the
intestine via inhibition of NF-xB activation [25].

In our study, the activity of NF-kB was higher in both the intestine and the lung in the group
subjected to I/R. However, in the group of animals that received prophylactic glutamine i.p.
24 and 48 h before I/R, the levels of NF-kB were lower. This difference between groups was
statistically significant.

As cited, ROS-mediated oxidative injury as a consequence of increased production of
inflammatory cytokines such as TNF-a and IL-6 and neutrophil activation play critical roles
in the pathogenesis of I/R. TNF-a and IL-6 not only directly induce tissue damage but are also
potent activators of neutrophils. The neutrophils and their enzymatic products cause increased
microvascular permeability, perivascular and interstitial edema, and even remote organ injury
such as pulmonary edema when sequestrated in intestinal tissue. Cuzzocrea et al.
demonstrated that IL-6 plays an important role in I/R injury and allows the hypothesis that

inhibition of IL-6 may represent a novel and possible strategy [9].
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In our study, similarly to NF-«B, IL-6 was found to be high in animals that underwent I/R in
both the intestine and the lung. The Control and Control-GLU groups showed similar results,
with observed levels well below those of the I/R group. However, the group that received a
potentially protective factor, glutamine, before I/R showed higher values than the Control and
Control-GLU groups but levels that were statistically inferior to the I/R group.

5 Conclusion

In conclusion, this study demonstrates that i.p. administration of glutamine at a dose of 25
mg/kg 24 and 48 h before animals are subjected to 30 min of mesenteric ischemia and 15 min
of reperfusion effectively protected against lipid peroxidation and preserved SOD activity.
The activity of NF-xB and IL-6 were also reduced upon i.p. administration of glutamine 24

and 48 h prior to I/R in rats.
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