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RESUMO - Objetivo: Investigar efeitos da L-alanil-glutamina nas concentragdes musculares de
lactato, e nas concentracfes sanguineas de LDH, em pacientes com isguemia critica dos membros
inferiores submetidosarevascularizaggo distal. M é&odos. Dezesseis adultos (12-homens/4-mul heres)
foram distribuidos em 2 grupos (1-controle/2—estudo). Trés horas apds injegdo endovenosa de 250
ml de L-aanil-glutaminaa 20% adicionados a 750 ml de soro fisiolégico (Grupo 2), ou 1000 ml de
solucéo salina (Grupo 1), iniciava-se a revascularizagdo, sob raguianestesia. Amostras musculares
e de sangue (arterial/venoso) foram coletadas no inicio do procedimento (T1), no fina (TF), e 10
e 20 minutos apos isquemia (T1/T2). Resultados. Observou-se reducdo significante (p<0,05) da
concentracdo de lactato no tecido muscular sadio dos pacientes tratados com L-alanil-glutamina,
em comparagdo ao grupo controle, em todos os tempos estudados. Houve reducdo significante nas
concentragdes de LDH no sangue venoso dos pacientes tratados, em todos os tempos (TIV/TFV/
T1V/T2V), e no sangue arterial durante a reperfusdo (T1A/T2A). Conclusdes: Queda na
concentragdo de lactato no misculo, e redugdo nas concentragOes arteriais e venosas de LDH, em
paci entes recipientes de L-alanil-glutamina, sugere maior utilizagdo de piruvato para produgédo de
energiano ciclo de Krebs do que sua conversdo paralactato, com prevaléncia da glicdlise aerdbica.
DESCRITORES - Metabolismo. Isquemia. Reperfusdo. Acido l&ctico.
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sudeste e sul do pais, demonstraram que os 6bitos
decorrentes de aterosclerose sdo superiores aos
decorrentes de neoplasias (2,5 vezes) e doencas
infecciosas (3,5 vezes)?.

A doenca oclusiva arteriosclerética, ab compro-
meter a irrigagdo dos membros inferiores, determina
graus varidveis de obstrucdo intraluminal, restricao ao
fluxo sanguineo dasartériasfemoral, poplitea, incluindo
seus ramos terminais, individualmente ou em variadas
combinagdes. E uma doenca insidiosa, que se inicia
cedo na vida adulta e progride lentamente, podendo
restringir o fluxo sanguineo a membro inferior e até
obstrui-lo completamente, afetando uma ou mais
artérias situadas abaixo do ligamento inguinal °.

A manifestagdo clinica mais comum da ocluséo
arterial € a claudicacdo intermitente, traduzida clinica-
mente por dor em forma de céimbras ou aperto dos
musculos da panturrilha, durante a realizagdo de
exercicios fisicos, cessando ou melhorando a sintoma-
tologia dolorosa com o repouso. Com a evolucdo do
quadro obstrutivo, as manifestagtes dol orosas setornam
mais freqlientes e o tempo de recuperacdo gradativa-
mente maior. Finalmente, a dor pode se manifestar no
repouso, ser muito intensa e afetar os pododéctilos e o
pé, principalmente & noite, quando o membro com-
prometido repousa em posi¢do horizontal e hd queda
da temperatura ambiente, por mudangas climéticas.
Podem ainda ser observados palidez, hipotermia,
cianose e areas necréticas no membro comprometido,
Nos casos mais graves'.

O musculo esquelético representa 70 a 75% de
toda a massa dos membros inferiores e apresenta uma
tolerancia relativa a isguemia, em parte devida a sua
baixa taxa metabdlica em repouso, seu grande
armazenamento de glicogénio e creatinae suahabilidade
em manter as funcfes celulares basicas, navigénciada
isquemia, atravésdaglicdlise anaerdbica®. A intensidade
das alteragdes metabdlicas no tecido muscular depen-
deradarapidez do aparecimento daoclusdo edapresen-
cadecirculagdo colateral, desenvolvida pel o organismo
na tentativa de assegurar o0 suprimento sanguineo
adequado a0 membro afetado.

A natureza fornece alimentos na forma de car-
boidratos, lipidioseproteinas. Estes combustiveis meta-
bdlicos sdo utilizados pel as células paramanutencdo da
suaatividade vital. As proteinas podem ser reduzidas a
seus aminoéacidos constituintes, através de varios
mecanismos ou utilizados como reserva energética.

A glutamina é o amino&cido mais comumente
encontrado no organismo, correspondendo a 25% dos
aminoacidos livres e é classificado como condicional-
mente essencial, pois se tornaindispensavel nas condi-
¢Oes de estresse, sendo ativamente transportada e
metabolizada em quase todos os tecidos animais 87. O
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muscul o esquel ético armazena 60% detodaaglutamina
existente no organismo humano &,

O presentetrabalho, utilizaal -alanil-glutamina(um
dipeptideo precursor daglutamina) como eventual opcao
terapéutica coadjuvante no tratamento da obstrucéo
arterial critica, nabuscade um possivel efeito protetor
do tecido isquémico. A inexisténcia de registros na
literatura especializada, estudando esse peptideo nesta
proposta de utilizagdo, motivou esta pesquisa.

M étodos

A pesquisafoi realizada ap6s préviaaprovagéo do
protocol o pelo Comité de Eticaem Pesquisa Clinicado
Hospital Geral de Fortaleza (SUS), conforme resolugdo
n.° 01, de 13 de junho de 1988 do Conselho Nacional
de Salde do Ministério da Salde do Brasil. O estudo
foi constituido por 16 pacientes (11 do sexo masculino
e 5 do sexo feminino), com idades variando de 52 a 83
anos, distribuidos equiitativamente em 2 grupos. Grupo
1 (controle) e Grupo 2 (estudo). Os pacientes apresen-
tavam isquemia critica dos membros inferiores, com
dor em repouso, ul ceracdo i sguémica ou necrose envol-
vendo pododéctilos ou parte do pé, com indicagdo
clinicaderevascularizagéo distal (derivagao femorotibia
ou femoro-fibular), utilizando a veia safena como
enxerto. Todos atendiam os seguintes critérios de
incluséo:

(a) ser portador de doenca oclusiva arterial de
origem arteriosclerética, comprometendo os membros
inferiores;

(b) idade inferior a 40 anos;

(c) indicagdo de revascularizagdo distal por
isquemiacritica: dor em repouso, ulceragdo isquémica,
ferida infectada ou necrose;

(d) existénciadeveiasafenamagnaapropriadapara
uso como enxerto vascular;

(e) conhecimento e aceitacdo em participar do
projeto de pesquisa, mediante assinatura do termo de
consentimento informado.

Foram excluidos da pesqguisa os pacientes que
apresentavam incapacidade de deambul ago de origem
neurol 6gicaou ortopédica, doengasistémicacom limite
de sobrevivéncia inferior a um ano ou infeccéo
sistémica ativa.

Trés horas ap0s a injecdo endovenosa de uma
solugcdo de 250 ml de L-alanil-glutamina a 20%,
adicionados a 750 ml de soro fisiol6gico (Grupo 2), ou
1000 ml de solucdo salina (Grupo 1), iniciava-se 0
processo derevascularizagdo, sob anestesiapor blogueio
espinhal subaracn6ideo simples (L3-L4) com bupiva-
caina a 0,5% (15-17mg). Para as derivagdes (femoro-
fibular, femorotibial anterior ou posterior) utilizou-sea
vela safena. (Figuras 1, 2 e 3).
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FIGURA 1- Derivacao femoro-fibular.

FIGURA 2 - Derivagéo femoro-tibial posterior.

FIGURA 3 - Derivaggo femoro-tibia anterior.

Amostras musculares e de sangue arterial e veno-
so foram coletadas no inicio do procedimento cirurgi-
co, no final do periodo deisquemia, e 10 e 20 minutos
apos restabel ecimento da perfusdo sanguinea. O san-
gue arterial e venoso (3,0 ml) foi obtido por puncdo
daartériae daveiafemora comum respectivamente.
As amostras de tecido muscular foram padronizadas
em 2,0 x 1,0 x 1,0 cm e retiradas da porc¢éo proximal
edistal do musculo sartério e damuscul aturaisquémica
distal do muasculo gastrocnémio. Apds obtencdo as
amostras de tecido eram prensadas e mergulhadas em
nitrogénio liquido (-190° C), reduzidas apé e colocadas
em tubos de ensaio contendo 5,0 ml de &cido per-
clérico 0,75M e mantidas em compartimento refri-
gerado (-20° C).

A concentragdo de lactato no tecido muscular e
de LDH no sangue venoso e arterial foram determinadas
por métodos de ensaio enzimatico °°.

Osresultadosforam expressos como Média+E.PM.
(Erro Padréo daMédia). O teste ndo paramétrico de Mann-
Whitney foi utilizado paraaandise estatistica, fixando-se
o valor de significancia em 5% (p < 0,05).
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Resultados

Analisando-se as concentragdes de lactato no
tecido muscular sadio (por¢do proxima do musculo
sartorio) dos pacientestratados com L -alanil-glutamina,

observou-se reducdo significativa da concentragdo de
lactato tissular em comparagdo as concentragdes aferi-
das do metabdlito no grupo controle, nas fasesiniciais
e finais do procedimento cirdrgico e 10 e 20 minutos
apos o inicio da reperfusdo (Tabela 1, Figura 4).

TABELA 1 - Concentragdo lactato (umol/g de tecido fresco).

Fases de coleta

TITS TFTS TITS TZTS
Grupo1l 4,916 + 0,921 7,947 £ 3,341 4,353 + 1,299 5,188 + 1,648
Grupo 2 1,410 = 0,339 * 1,720 + 0,318 * 1,184 + 0,518 t 1,498 £ 0,279f

Grupo 1 — Solugdo salina (S)

Grupo 2 : L-alanil-glutamina (Ala-Gln)

(Teste de Mann-Whitney)

Legenda

* p< 0,01 quando comparado ao respectivo controle

T p< 0,05 quando comparado ao respectivo controle
TITS=

Inicio do procedimento cirdrgico — (oclusdo arterial)

TFTS=  Término do procedimento (antes da retirada da pinga oclusiva)

TITS=

10 minutos apds o restabelecimento do fluxo sanguineo

T2TS= 20 minutos apos o restabelecimento do fluxo sanguineo

i 15,000
2 o

ry: 10,000
E 2 5,000
=1 0,000

TITS

Lactato - Tecidno

"N
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FIGURA 4 — Concentracdo de lactato no tecido muscular.

Houve reducdo estatisticamente significante nas
concentragdes de LDH aferidas no sangue venoso dos
pacientestratados com |-alanil-glutamina, noinicioefim
do procedimento cirtrgico (TIV e TFV). Nos tempos
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10 e 20 minutos apbs o restabelecimento da perfusdo
sanguinea, tanto no sangue venoso como no sangue
arterial, ocorreu declinio nas concentragtes destaenzima
no mesmo grupo de pacientes (Tabela 2, Figura 5).
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TABELA 2 - Concentracdo de LDH (U/ml de sangue).

Fases de coleta

TIV TRV TV T2V TI1A T2A
Grupo1 419,98 527,50 592,13 509,38 549,00 482,50
+ + + + + +
75,98 102,61 27,01 91,54 84,39 83,45
Grupo 2 198,88 * 292,00 t 287,25 t 22725 t 222,63 * 217,13 *
+ + + + + +
38,22 87,50 87,82 45,94 45,94 41,48

Grupo 1 — Solucéo salina (S) Grupo 2 : L-alanil-glutamina (Ala-Gln)
(Teste de Mann-Whitney)
Legenda
* p< 0,01 quando comparado ao respectivo controle
T p< 0,05 quando comparado ao respectivo controle

TIV = Tempoinicia - sangue venoso (antes da oclusdo)
TFV= Tempo final - sangue venoso (antes da retirada da pinca oclusiva)
T1V = 10 minutos apos o restabelecimento do fluxo sanguineo - sangue venoso
T2 V=20 minutos apos o restabelecimento do fluxo sanguineo- sangue venoso
T1A = 10 minutos apds o restabel ecimento do fluxo sanguineo - sangue arterial
T2A= 20 minutos apds o restabel ecimento do fluxo sanguineo- sangue arterial
LDH - Sangue
S 100000
o |
cE —
e kR
f 0,00 E
TOW  TORY  TIV T2y TiA  T24
Fases de coleta
W Grups 1 BGrups 2
FIGURA 5 - Concentragéo de LDH no sangue.
Discusséo

Enquanto ascélulasdo trato intestinal (enterécitos
e colondcitos), medula rena e hemécias sdo consumi-
doras de glutamina e possuem alta concentragdo de
glutaminase, o musculo esguelético é um tecido
eminentemente produtor de glutamina, sendo rico em
glutamina-sintetase™. Pesquisadoresdemonstraram, em
situacOes de estresse hipoxico, atividade aumentada de
glutaminase no musculo esquel ético de ratos submeti-
dos a7, 14 e 21 dias de hipdxia, através de simulagéo
de dtitude (7620 m) em camara hipobérica®. Portanto,

€ de se esperar que, no presente estudo, o tecido
muscular esquelético, submetido a 60 minutos de
isquemia, durante arealizagdo daintervencdo cirdrgica
corretiva (oclusdo arterial seletiva) possa vir a apre-
sentar atividade aumentada da referida enzima

Sorlie et al. (1977) observaram um aumento da
lactacemia, durante e apds o0 pingamento prolongado
da artéria femoral, no sangue venoso de 8 pacientes
claudicantes que se submeteram a derivagdo femoro-
poplitea .

O’'Donnell e Clower Jr (1977) estudando o
metabolismo tecidua do lactato muscular em 35 pacientes
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com doencaarterial cronica, submetidosarevascularize-
¢80, encontraram altas concentragfes deste metabdlito
nos pacientes que apresentavam isquemia critica.
Entretanto, naguel es paci entes que apresentavam apenas
claudicagdo ndo foram identificadas alteragbesnosniveis
de lactato no misculo 4.

No presente estudo, a diminui¢do significante da
concentracdo de lactato no tecido muscular sadio no
periodo inicial (4,916 + 0,921 versus 1,410 + 0,339 —
p < 0,01) e final da isquemia (7,947 + 3,341 versus
1,720 = 0,318 — p < 0,01), bem como 10 minutos
(4,353 £ 1,299 versus 1,184 + 0,518 — p < 0,05) e 20
minutos (5,188 + 1,648 versus 1,498 + 0,279 — p <
0,05) ap6s o restabel ecimento da circul agdo sanguinea,
pela remogdo da pinga vascular oclusiva sugere um
efeito benéfico da L-alanil-glutamina na isquemia
muscular esquel ética, pelaativacdo dalangadeiramal ato-
aspartato, com maior conversdo de piruvato a acetil-
CoA do que sua transformagao em lactato. A reducéo
na concentragdo de LDH no sangue venoso em todos
os tempos estudados e no sangue arterial 10 e 20
minutos apés o inicio da reperfusdo, nos pacientes que
receberam L-alanil-glutamina sugere reducdo nalesdo
de isquemia/reperfusdo com menor metabolismo
anaerabico.

Conclusoes

A queda na concentragdo de lactato em tecido
muscular sadio, e aredugdo nas concentragOes arteriais
evenosasde L DH, em pacientesreci pientes de L-al anil -
glutamina, sugere maior conversdo de piruvato em
acetil-CoA paraproducdo de energiano ciclo de Krebs,
do que sua conversdo paralactato, com prevaléncia da
glicdlise aerébica
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ABSTRACT — Purpose: Investigate the repercussions of L-alanyl-glutamine in muscular tissue
concentrations of lactate, and venous and arterial blood concentrations of LDH, in patients with
critical ischemia of the lower limbs submitted to distal revascularization. M ethods: Sixteen adults
(12 male/4 femae) were distributed in 2 groups (1-Control/2-Experiment). Three hours after the
intravenous injection of 250 ml of a 20% solution of L-alanyl-glutamine added to 750 ml of saline
solution (Group 2); or 1000 ml of saline solution (Group 1), distal bypass was carried out under
spinal anesthesia. Muscle and blood samples (arterial/venous) were collected at the beginning of
the surgical procedure (Tl), a the end (TF), and 10 and 20 minutes after re-establishment of blood
flow. Results: Significant reduction (p<0,05) of lactate concentration was observed in healthy
muscle tissue in L-alanyl-glutamine treated patients in comparison to control group, at all times
studied. There was a significant reduction (p <0,05) in venous concentrations of LDH in treated
patients at al times studied (TI/TFV/T1V/T2V); and in arteria blood during reperfusion (T1A/
T2A). Conclusions. 1. Decreased lactate concentrations in healthy skeletal muscle in patients
treated with L-alanyl-glutamine suggests greater utilization of pyruvate for energy production than
its conversion to lactate in Krebs cycle boosting aerobic glycolysis. 2. - Drop in venous blood
concentrationsof LDH in treated patientswith L-alanyl-glutamine at all times during ischemia, and
10 and 20 minutes after reperfusion, also suggests augmented utilization of pyruvate for energy
production via aerobic glycolysis.
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