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RESUMO

A lesdo medular (LM) é uma patologia altamente incapacitante e constitui
verdadeiro desafio a reabilitacdo, devido aos problemas sensitivos, motores e
alteracdes viscerais importantes. As principais consequéncias da LM sao a disfungao
do sistema nervoso autondmico e a paralisia dos musculos e perda da sensibilidade
inervadas pelo segmento lesado e imediatamente abaixo deste nivel. Em adi¢éo, o
lesado medular convive com uma série de fisiopatologias secundarias, entre elas, a
incidéncia de infecgcbes, estas sendo a principais causas de morbidade e
mortalidade nessa populagdo. A glutamina é o aminoacido mais abundante no
plasma e tecidos, sendo o principal sitio de sintese a musculatura esquelética (ME)
ativa. Glutamina tem estreita relagdo com a manuten¢cédo da imunocompeténcia, por
ser amplamente utilizada pelas células de divisdo rapida, ex. linfécitos. O objetivo
deste trabalho foi verificar se a perda do controle motor da musculatura dos
membros inferiores alterariam as concentragbes do aminoacido glutamina no plasma
e nos musculos de animais lesados medular, nas fases aguda (48 horas pos les&o) e
secundaria, ou semi-aguda (cinco dias pos lesédo), bem como seus efeitos sobre
parametros imunitarios, em ratos. Para causar a LM, os ratos foram submetidos a
laminectomia entre a 3% a 4° vértebras e em seguida efetuada a transecgdo da
medula espinhal. A LM promoveu redugdo da massa corporea (13%) quando
comparada ao controle ao final de 5 dias. A concentragdo de glutamina no plasma
no 2° dia e 5° dia foi significativamente menor quando comparado ao controle
(p<0,01). Musculo vermelho tem perda significativa de glutamina (p<0,01) assim
como a porgao branca do gastrocnémio (p<0,001), possivelmente por tratarem-se de
membros que foram desnervados, ja que o epitroclearis ndo sofreu 0 mesmo
fendbmeno. Os macréfagos tiveram sua capacidade fagocitica e volume lisossomal
significativamente reduzidos no 2°. dia, mas elevou-se acima do controle no 5° dia
(p<0,001), caracterizando um efeito rebote em sua resposta. A Produgcdo de O2
elevou-se no 2° dia (p<0,001) mas foi similar a do controle no 5° dia.
Interessantemente a producdo de H,O> ndo se alterou no 2° e 5° dia. A populagdo
de linfocitos CD4 teve redugao discreta, porém nao significativa (p>0,05), mas a de
CD8 estava reduzida significativamente quando comparada aos controles, sugerindo
que a LM altera as populagdes Th-1/Th-2. Conclui-se a LM agudamente reduz a
glutaminemia e a concentragdo de glutamina nos membros desnervados, e isto foi
acompanhado por modificagao importante da resposta imunitaria.

PALAVRAS CHAVES: lesdo medular, glutamina, sistema imunitario, musculo
esquelético.



ABSTRACT

Spinal cord injury (SCI) is a great challenge to rehabilitation. Skeletal muscle
paralysis and autonomic dysfunction are two major features due SCI. Indeed,
individuals with SCI develop other diseases such autonomic disreflexia, osteoporosis,
and sepsis. In addition, this population present high incidence of infections.
Glutamine is the most abundant amino acid on plasma and tissues and the main site
of synthesis is the skeletal muscle. Glutamine is very important to immune cells for
immunoconpetence. This study aimed to investigate whether skeletal muscle
paralysis changes glutamine concentration in the plasma and also in skeletal muscle
in rats subjected to SCI in acute (48 hours after trauma) and secondary (5 days after
surgery) phases, as well as the effect on immune response. The glutamine plasma
concentration in SClI was decreased at second and fifth days (p<0,01) when
compared to control. Type | and Il skeletal muscle fibers showed glutamine levels
reduction in comparison with control and sham operated groups. Phagocytosis and
lysosome volume were reduced at second day, but at fifth day they increased
dramatically beyond control values (p<0,001). The Oz production was increased at
second day but returned to control values at the 5™. day. There was no change in the
H20, production between the groups. The CD4 T-lymphocytes population did not
change in numbers (p>0,05) but the CD8 was significantly decreased (p<0,001) in
SCI as compared to intact animals. Our results suggest that SCI causes limb
denervation which could be responsible for the glutamine reduction in plasma and
skeletal muscle. Furthermore, the immune response was reduced in CDS8
lymphocytes population and dual response in some macrophages immune

parameters.

KEY WORDS: spinal cord injury, glutamine, immune system, skeletal muscle.



1. INTRODUGCAO

A lesdo medular (LM) é uma patologia altamente incapacitante e constitui
verdadeiro desafio a reabilitagdo, pois provoca problemas sensitivos, motores e
alteracdes viscerais importantes (FURUSAWA et al.,, 2003; CHEN; COHEN,;
HALLETT, 2002; FAHEY, 2002; LEE et al., 2002; FOUAD, 2000; ASCANIO LAURO,
1997; LEVI et al., 1995; JANSSEN, 1994; UMPHRED, 1994; SCHMITZ, 1993;
KANDEL; SCHWARTZ; JESSELL, 1991).

Felizmente, o desenvolvimento cientifico e tecnoldgico vem progressivamente
aumentando a expectativa de vida e gerando novos recursos para melhoria da
qualidade de vida dessa populagdo. Entre estes, o exercicio vem gradativamente
conquistando espago como importante agente no a&mbito da reabilitagéo fisica, da
reintegracédo social, terapéutico, preventivo e também da performance esportiva. O
uso da atividade fisica orientada, visando reabilitacdo, manutencédo ou resultados,
necessita da aplicacdo de conhecimentos de fisiologia, para que estas atividades
sejam realizadas de forma precisa, segura e eficiente. Entretanto, existem muitas
questdes, ndo bem definidas, quanto aos disturbios metabdlicos presentes em
lesados medulares.

1.1 Sistema nervoso

O sistema nervoso (SN) tem a capacidade de receber, transmitir, elaborar e
armazenar informagdes. Recebe informagdes sobre mudangas que ocorrem no meio
externo, ou seja, relaciona o individuo com seu ambiente e inicia e regula as
respostas adequadas. Mas ele ndo somente € apenas afetado pelo meio externo,
como também pelo meio interno, isto €, tudo que ocorre nas diversas regides do
corpo. As mudancgas no meio externo sao apreciadas de forma consciente, enquanto
as mudangas no meio interno ndo tendem a ser percebidas conscientemente.
Quando ocorrem mudancas no meio, e estas afetam o SN, sdo chamadas de
estimulos. O SN, junto com o enddcrino desempenha a maioria das fungbes da
regulagdo do organismo, sendo que o sistema enddcrino regula principalmente as
fungdes metabdlicas (AIRES, 1999; KANDEL; SCHWARTZ; JESSELL, 1991).



O SN divide-se em sistema nervoso periférico (SNP) e sistema nervoso
central (SNC). O SNP tem duas divisdes: o somatico e o autonémico. A divisdo
somatica inclui os neurdnios sensoriais do feixe dorsal (posterior) que inervam pele,
musculo esquelético, articulagdes, sdo responsaveis pela condugao de informagdes
do SNC para a musculatura, bem como informam a respeito do ambiente externo
(fora do corpo). Ja a divisdo autondémica do SNP é responsavel pela musculatura
lisa, glandulas e visceras. O sistema autonémico pode ainda ser sub-dividido em
sistema simpatico, parassimpatico e entérico. O sistema simpatico participa nas
respostas do corpo ao estresse, prepara o organismo para uma emergéncia (fuga e
luta) enquanto o parassimpatico atua no processo de recuperagdo, para a
manutencdo da homeostase (digestdo e repouso). Ja o sistema entérico controla a
funcdo da musculatura lisa do intestino (AIRES, 1999; DIMITRIJEVIC, 1992;
KANDEL; SCHWARTZ; JESSELL, 1991).

O SNC pode ser divido em 6 principais regides anatdbmicas que sdo: a)
cérebro (hemisférios, hipotalamo, talamo); b) cerebelo; c¢) tronco encefalico
(mesencéfalo, ponte, bulbo); d) medula espinhal (Figura 01).

1.1.1 Medula espinhal

E a parte mais caudal do SNC. Ela se estende desde a base cranial até a
primeira vértebra lombar (L1), ndo estando, entretanto, na totalidade do comprimento
da coluna vertebral, geralmente terminando na borda caudal da vértebra L1, porém
os feixes dorsal e ventral dos nervos lombar e sacral percorrem alguma distancia
antes de deixarem a coluna vertebral. Este grupo de feixes denomina-se cauda
equiina. A medula espinhal recebe informagdes sensoriais da pele, articulagdes e ME
do tronco e dos membros superiores e inferiores e retorna com a resposta motora
voluntaria e reflexa adequadas. Ela também recebe informag¢des sensoriais dos
orgaos internos e tem pontos especificos de neurénios fora da coluna vertebral - os
ganglios periféricos (Figura 02) , que controlam varias fungbes viscerais (AIRES,
1999; DIMITRIJEVIC, 1992; KANDEL; SCHWARTZ; JESSELL, 1991).
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Figura 01 — Componentes do SNC

A medula espinhal tem segmentos externos bem evidenciados, os nervos
medulares, e em humanos adultos encontram-se 31 pares. Os nervos sao
nomeadas de acordo com os forames intervertebrais através do qual elas entram e
saem da coluna vertebral. Cada nervo esta relacionado com a sensibilidade de uma
area da pele, constituindo um dermatomo. Da mesma forma, o grupo de musculos
inervado por um nervo constitui um miotomo. Enquanto um dermatomo geralmente
representa uma area definida e contigua da pele, a maioria das raizes inervam mais
gque um musculo, e a maioria dos musculos sdo inervados por mais que uma raiz
(DIMITRIJEVIC, 1992; KANDEL; SCHWARTZ; JESSELL, 1991; PRIESTLEY, 1987).
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Figura 02 - Ganglios periféricos

Os nervos medulares sdo nervos periféricos formados pela jungao de feixes
dorsais (posteriores) e feixes ventrais (anteriores). Por meio dessa rede de nervos é
gue a medula se conecta com as varias partes do corpo, servindo de canal condutor,
entre o cérebro e todo o corpo. Pelos feixes dorsais, sdo enviadas informagdes da
medula espinhal provenientes da ME, pele e visceras. Os feixes ventrais enviam
informacdes através de axdnios motores para a inervagao muscular e inervacgao preé-
ganglionar simpatica e parassimpatica (Figura 03). Dentro da medula espinhal
encontra-se um conjunto altamente organizado de grupos celulares sensoriais que
recebem informagdes vindas da periferia e grupos celulares motores que controlam
grupos musculares especificos. Em adicdo a estes grupos celulares, a medula

espinhal contém vias ascendentes ou aferentes através das quais informacoes



sensoriais alcancam o cérebro e também as vias descendentes ou eferentes, que
enviam os sinais do cérebro para a musculatura esquelética (Figura 04), onde esses
impulsos elétrico-quimicos serdo interpretados e traduzidos na forma de trabalho
mecanico (AIRES, 1999; DIMITRIJEVIC, 1992; KANDEL; SCHWARTZ; JESSELL,
1991).

Histologicamente, a estrutura interna da medula espinhal varia nos diferentes
niveis, e €& dividida dentro de quatro principais regides, e cada qual contém
numerosos segmentos, que sao oito segmentos cervicais (mesmo havendo apenas
sete vértebras cervicais, isso porque o primeiro nervo cervical deixa o canal medular
na posi¢gao mais cranial que a primeira vértebra cervical), doze segmentos toracicos,
cinco segmentos lombares e cinco segmentos sacrais (nos demais segmentos, cada
nervo espinhal segue a ordem numérica apds cada vértebra, de maneira mais
caudal a vértebra). Na medula espinhal pode-se observar duas coloragdes
principais, as substancias branca e cinzenta.

A primeira € formada por fibras mielinicas, oligodendrécitos, astrocitos

fibrosos e células da microglia. Na substéncia cinzenta encontramos corpos de
neurdnios, fibras amielinicas em grande quantidade e algumas fibras mielinicas,
astrocitos protoplasmaticos, oligodendrocitos e células da microglia. A cor
caracteristica da substancia branca € consequéncia de sua riqueza em fibras
contendo mielina, que € um complexo lipoprotéico esbranquigado (JUNQUEIRA;
CARNEIRO, 1979; KANDEL; SCHWARTZ; JESSELL, 1991).
Em cortes transversais da medula espinhal, a substancia branca se localiza
externamente e a cinzenta internamente, com a forma da letra “H”. O trago horizontal
do “H” apresenta um orificio, corte do canal central da medula, revestido pelas
células ependimarias. Este canal representa a luz do tubo neural embrionario. A
substancia cinzenta dos tracos laterais do “H” forma os cornos anteriores que
contém neurdnios motores e cujos axénios ddo origem as raizes ventrais do nervo
raquidiano. Forma também os cornos posteriores, que recebem as fibras dos
neurdnios situados nos ganglios das raizes dorsais dos nervos espinhais (fibras
sensitivas). Os neurbnios da medula sdo multipolares e volumosos, principalmente
os neurbnios motores dos cornos anteriores, que atingem grandes dimensdes
(JUNQUEIRA; CARNEIRO, 1979; KANDEL; SCHWARTZ; JESSELL, 1991).
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A medula espinhal esta contida e protegida no canal vertebral, sendo
envolvida por membranas de tecido conjuntivo chamadas de meninges. As
meninges sdo formadas por trés camadas, que, de fora para dentro, sdo as
seguintes: dura-mater, aracnéide e pia-mater (Figura 05).
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Figura 05 — A medula espinhal e sua estrutura geral



A dura-mater € a meninge mais externa, constituida por tecido conjuntivo denso,
separada do periosteo das vértebras, formando-se entre os dois o espago epidural.
Este espaco contém veias de parede muito delgada, tecido conjuntivo frouxo e
tecido adiposo. Em toda sua extensdo, a dura-mater & separada da aracnoide,
formando-se entra as duas o espaco sub-dural. A superficie interna da dura-mater e,
na dura-mater do canal raquidiano, também a superficie externa sao revestidas por
um epitélio simples pavimentoso de origem mesenquimatosa (JUNQUEIRA,;
CARNEIRO, 1979; KANDEL; SCHWARTZ; JESSELL, 1991).

A membrana aracnoide apresenta duas partes, uma em contato com a dura-
mater e sob forma de membrana, e outra constituida por traves que, partindo da
aracnoide, ligam esta com a pia-mater. As cavidades entre as traves conjuntivas
formam o espaco subaracnéideo, que contém liquido cefalorraquidiano e nao tem
comunicagdo com o espacgo subdural. A aracnoide é formada por tecido conjuntivo
sem vasos sanguineos e suas superficies sdo todas revestidas pelo mesmo tipo de
epitélio simples pavimentoso, de origem mesenquimatosa, que reveste a dura-mater.
A aracnodide da medula espinhal contém menor numero de pilares de ligagdo com a
pia-mater, de modo que as duas membranas se destacam melhor do que no
encéfalo (JUNQUEIRA; CARNEIRO, 1979; KANDEL; SCHWARTZ; JESSELL, 1991).
A pia-mater € muito vascularizada e aderente ao tecido nervoso, embora nao fique
em contato direto com células ou fibras nervosas. Entre a pia-mater e os elementos
nervosos situam-se prolongamentos das células da neuroglia, que, formando uma
camada muito delgada, se unem firmemente a face interna da pia-mater. A pia-mater
segue todas as irregularidades da superficie do sistema nervoso central e penetra
no tecido nervoso por certa extensdo, juntamente com vasos sanguineos. Sua
superficie externa é revestida por células achatadas, originadas do mesénquima. Os
vasos sanguineos penetram no tecido nervoso por meio de tuneis revestidos por pia-
mater, 0os espagos perivasculares. A pia-mater que segue 0s vasos sanguineos
desaparece antes que estes se transformem em capilares. Os capilares do tecido
nervoso sdo totalmente envolvidos por expansdes dos prolongamentos das células
da neuroglia, ndo havendo contato direto entre os neurbnios e os capilares
(JUNQUEIRA; CARNEIRO, 1979; KANDEL; SCHWARTZ; JESSELL, 1991).



1.2 Lesao medular

1.2.1 Definigao

Les&o medular (LM) é a reducdo ou perda da fungdo motora e/ou sensitiva
devido a danos do tecido nervoso e seus elementos, na medula espinhal, em
determinado segmento vertebral (FIGONI, 1993).

Como descrito anteriormente, a medula espinhal é parte integrante do sistema
nervoso central (SNC) e providencia a comunicagdo sensorio-motora entre o cérebro
e a periferia. Em adigdo, também auxilia na regulagdo de fungdes como a
respiragao, a circulagédo, o controle térmico, a micgdo, a digestéo, atividade sexual
(ASCANIO LAURO, 1997; DIMITRIJEVIC, 1992; KANDEL; SCHWARTZ; JESSELL,
1991; PRIESTLEY, 1987), além de participacdo fundamental controle endodcrino,
regulagdo do metabolismo e da imunocompeténcia (CASTELLANI et al, 2001;
CAMPAGNOLO; BARTLETT; KELLER, 2000; CAMPAGNOLO et al.; 1994).

No momento que, por algum motivo, essa comunicagdo é interrompida
afetando a conducdo dos sinais sensitivos e/ou motores, total ou parcialmente,
caracteriza-se como disfungdo da medula espinhal, ou lesdo medular (FIGONI,
1993; SCHMITZ, 1993).

As duas principais consequéncias da LM s&o a disfuncédo do sistema nervoso
autondmico e a paralisia dos musculos e perda da sensibilidade inervadas pelo
segmento lesado e imediatamente abaixo deste nivel. Em adigéo, o lesado medular
convive com uma série de fisiopatologias secundarias, tais como, disreflexia
autondmica, perda do controle esfincteriano, hipotensdo postural, disfuncdo da
termoregulacdo, osteoporose, hipotrofia da musculatura esquelética, assim como
disfuncdo dos sistemas neuro-endocrino-metabdlico-imunitario, decorrentes da
interrupcédo do fluxo neural e que podem direcionar a obesidade, problemas
cardiacos, circulatorios, diabetes, baixa tolerdncia ao exercicio devido a fadiga
acentuada do ME e imunodepressao (BAO; LIU, 2003; BICKEL et al., 2003; JEON et
al., 2003; PRICE; CAMPBELL, 2003; WECHT et al, 2003; WINSLOW; JACOBS;
TEPAVAC, 2003; HULSEBOSCH, 2002; JACOBS et al., 2002a; JEON et al., 2002;
LEE et al., 2002; LEMAN; SEQUEIRA, 2002; ZOICO; ROUBENOFF, 2002; KELLER;
HUANG; MARKESBERY, 2000; BAUMAN; SPUNGEN, 2001; DURAN et al., 2001;
JACOB et al., 2001; KUZEYLI et al., 2001; SAFARINEJAD, 2001; DUROZARD;
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GABRIELLE; BAVEREL, 2000; LEMAN; BERNET,; SEQUEIRA, 2000; BAUMAN et
al, 1999; CASTRO et al., 1999; ROBERTS et al., 1998; ASCANIO LAURO, 1997,
TAOKA et al.,, 1997; FAROOQUE et al., 1996a, FAROOQUE et al., 1996b;
OSBORN; TAYLOR; SCHRAMM, 1990; BAUMAN; SPUNGEN, 1994b).

1.2.2 Etiologia

Etiologicamente a LM pode ser dividida em lesbes n&o-traumaticas e
traumaticas, sendo a segunda, de longe a causa mais frequente de lesdes. Dentre
as causas da LM ndo-traumatica encontram-se patologias como disfungdes
vasculares devido a ma formacgao venosal/arterial, subluxagao vertebral secundaria a
artrite reumatdide, infecgdes como sifilis ou mielite transversa, neoplasias espinhais,
abscessos da medula espinhal, herpes, doengas neurolégicas como esclerose
multipla e esclerose lateral amiotrofica (SCHMITZ, 1993). Nao ha estatisticas
precisas da incidéncia de LM por motivos ndao traumaticos, porém estima-se que
respondam de 20% a 30% dos casos (www.spinalcord.org, 2004; www.asia-
spinalinjury.org, 2004).

Nas LM causadas por trauma, em torno de 70%, encontra-se acidentes com
armas de fogo, acidentes de transito, quedas e mergulhos em locais rasos,
principalmente. Também relata-se casos com injurias desportivas e a ferimentos
penetrantes que ndo arma de fogo (SCHMITZ, 1993).

De acordo com o Censo 2000 promovido pelo Instituto Brasileiro de Geografia
e Estatistica-IBGE, 24,5 milhdes (14,5%) de brasileiros possuem algum tipo de
deficiéncia, ndo havendo dados oficiais para os portadores de lesdo medular.
Entidades como a Associagao de Assisténcia a Crianga Deficiente (AACD) e a Rede
Sarah de Hospitais de Reabilitagao, divulgaram relato estimando que 7.000 pessoas
por ano s&o vitimas de lesdo medular traumatica, subtraidos desse numero as
pessoas que nao resistem ao trauma e vao a obito (www.aacd.org.br, 2004;
www.sarah.br, 2004).

Dados da National Spinal Cord Injury Association (NSCIA) e American Spinal
Injury Association (ASIA) — duas das principais entidades americanas fomentadoras
de informagdes sobre lesdo medular — dao idéia mais precisa da etiologia da leséo.
Elas afirmam que 11.000 pessoas por ano sao acometidas de lesdo medular
traumatica, em que 50% dessas pessoas estdo na faixa etaria entre 16 e 30 anos e
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do total de lesbes, 48% resultam em tetraplegia (www.spinalcord.org, 2004;

www.asia-spinalinjury.org, 2004).

1.2.3 Classificagao

O grau de severidade das complicagbes imediatas e decorrente da leséo
inicial depende do nivel de lesdo (paraplegia ou tetraplegia) e do grau de extenséo
(completa ou incompleta) da lesdo (CHEN; COHEN; HALLET, 2002; ASCANIO
LAURO, 1997; UNPHRED, 1994; FIGONI, 1993; SCHMITZ, 1993).

O nivel da lesédo é definido como sendo o nivel mais caudal, cujas funcdes
sensitiva e motora estdo normais bilateralmente. Assim uma paraplegia L1 indica
que os dermatomos e midtomos abaixo da raiz de L1 estdo afetados. Nas lesdes
completas, pode-se encontrar dermatomos e miétomos parcialmente inervados em
até trés segmentos caudais abaixo do nivel da lesdo. Quando ha preservagéo de
funcdo motora e/ou sensitiva mais inferior que trés niveis abaixo do nivel da lesao,
esta é considerada incompleta (CHEN; COHEN; HALLET, 2002; ASCANIO LAURO,
1997; UNPHRED, 1994; FIGONI, 1993; SCHMITZ, 1993).

Entdo, como critério de classificagdo, encontramos os seguintes conceitos e

defini¢des:

1.2.3.1 Nivel neurolégico da lesao
Refere-se ao segmento metamérico mais caudal, com as fungdes sensitiva e
motora intactas bilateralmente do corpo (figura 06). Subdivide-se em tetraplegia e

paraplegia:

Tetraplegia

Diz respeito a paralisia parcial ou completa dos quatro membros e do tronco,
inclusive os musculos respiratorios e 6rgaos peélvicos, sendo resultante das lesdes
da medula cervical (C1 - C7), que por sua vez também pode ser subdividida em:

Tetraplegia alta: se o segmento lesado compreender de C1 até C5

Tetraplegia baixa: se o segmento lesado compreender de C6 até C7
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Paraplegia

Refere-se a paralisia parcial ou completa do tronco, ou parte do tronco, e de
ambos os membros inferiores, sendo resultante de lesdes da medula espinhal
toracica ou lombar, ou das raizes sacrais (T1 - T12, L1 - L5 e Sc1 - Sc5). Também
para fins de classificagao subdivide-se em:

Paraplegia alta: se o segmento lesado compreender de T1 até T6

Paraplegia baixa: se o segmento lesado compreender de T7 até S5

1.2.3.2 Extensao da lesao:
O grau de extensdo da lesdo na medula espinhal pode ser completo ou
incompleto, dependendo da area afetada do tecido nervoso:

Lesbes completas: numa lesdao completa, ndo ha fungdes motoras ou

sensitivas abaixo do nivel da lesdo. Ela é causada por uma transec¢ao completa,

compressao grave, ou intensa deterioragao vascular a medula.

Lesbes incompletas: caracterizam-se pela preservagdo de alguma fungao
sensitiva ou motora abaixo do nivel da lesdo. Esta preservacao da funcao indica que
algum tecido nervoso viavel esta cruzando a regiao lesionada, para segmentos mais
distais. Frequentemente as lesdes incompletas s&do decorrentes de contusdes
produzidas por pressao sobre a medula, exercida por osso e/ou tecidos moles
deslocados, ou pelo edema situado no interior do canal vertebral.

Nas lesdes completas, quanto mais alto for o local da lesdo, maior e mais
abrangente serdo as perdas das fungdes motora, sensitiva e autondmica (CHEN,;
COHEN; HALLET, 2002; ASCANIO LAURO, 1997; UNPHRED, 1994; FIGONI, 1993;
SCHMITZ, 1993), como veremos a seguir.
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Figura 06 — Nivel neuroldgico da lesdo medular
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1.2.4 Fisiopatologias

Conforme ja descrito, as duas principais consequéncias da LM sdo a
disfuncdo do sistema nervoso autondmico e a paralisia dos musculos e perda da
sensibilidade inervadas pelo segmento lesado e imediatamente abaixo deste nivel,
porém essas duas caracteristicas da LM contribuem para o surgimento de uma série
de fisiopatologias secundarias, que de acordo com sua maior ou menor gravidade
direcionam os individuos portadores de lesdo medular a uma queda drastica na
qualidade de vida, inclusive com altas taxas de 6bito.

A perda de controle supra espinhal dos sistemas simpatico e parassimpatico
sacral, encontrado, principalmente nas lesdes cervicais e toracicas altas for¢ca o
individuo lesado a passar por varios ajustes fisiologicos, entre eles adaptagdes
neurologicas, metabdlicas, enddcrinas e da fungao imunitaria, que podem durar dias,
meses ou até mesmo anos. Com relagdo a perda de massa ME, autores tem
relacionado essa perda devido a desnervagdo como critica para o surgimento de
patologias como obesidade, cardiopatias, arteriopatias, diabetes, baixa tolerancia ao
exercicio (ou as atividades de vida diaria) e comprometimento da manutencéo
imunitaria (BAO; LIU, 2003; BICKEL et al., 2003; FURUSAWA et al., 2003; JEON et
al., 2003; PRICE; CAMPBELL, 2003; WECHT et al, 2003; WINSLOW; JACOBS;
TEPAVAC, 2003; HULSEBOSCH, 2002; JACOBS et al., 2002; JEON et al., 2002;
LEE et al., 2002; LEMAN; SEQUEIRA, 2002; KELLER; HUANG; MARKESBERY,
2000; BAUMAN; SPUNGEN, 2001; DURAN et al., 2001; JACOB et al., 2001;
KUZEYLI et al., 2001; SAFARINEJAD, 2001; WU; WILLIANS; 2001; DUROZARD;
GABRIELLE; BAVEREL, 2000; LEMAN; BERNET; SEQUEIRA, 2000; MACKINNON,
2000; MURAKI et al., 2000; BAUMAN et al, 1999; CASTRO et al., 1999; HJELTNES,
1998; ROBERTS et al., 1998; SCHIMD, 1998; ASCANIO LAURO, 1997, TAOKA et
al., 1997; FAROOQUE et al.,, 1996a, FAROOQUE et al., 1996b; BAUMAN;
SPUNGEN, 1994b; OSBORN; TAYLOR; SCHRAMM, 1990; LEVIN; MARTIN;
NATELSON, 1980).
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1.2.4.1 Histofisiopatologia

O tecido nervoso que compde a medula espinhal, quando exposto a injuria,
apresenta mudangas em suas caracteristicas histologicas, e essas, variam de
acordo com as diferentes fases da lesdo, e sdo essas alteracdes em sua estrutura
histolégica que dao inicio a uma variedade de processos fisiopatolégicos paralelos,
influenciando no quadro geral do lesado medular (GWAK et al., 2003; POPOVICH,;
JONES, 2003; SUNG et al., 2003; YING et al., 2003; CHEN; COHEN; HALLET,
2002; HULSEBOSCH, 2002; POPOVICH et al., 2002; LIEBL et al., 2001; NASHMI;
FEHLINGS, 2001; SCHWAB et al.,, 2001; SOBLOSKY; SONG; DINH, 2001;
OEHLER et al., 2000; PLUNKETT et al., 2000; KIL et al., 1999; MARTIN et al., 1999;
SCHIMD, 1998; LLEWELL-SMITH et al., 1997; TAOKA et al., 1997; WEAVER et al.,
1997; WANG et al., 1996; BAUMAN et al., 1994a; DAS, 1989).

Histolégicamente, existem 3 fases da lesdo medular em resposta a injuria no
que se refere ao tecido nervoso: a fase aguda, secundaria ou semi-aguda e cronica.
Essas fases também poderiam ser direcionadas quanto ao quadro geral do PLM

Na fase aguda, que compreende desde o momento do trauma até poucos
dias apds, uma variedade de processos patofisiologicos paralelos se iniciam. Do
impacto inicial ou lesdo, ha um dano mecéanico imediato no tecido nervoso e outros
tecidos moles, incluindo células endoteliais dos vasos. Portanto, a necrose ou morte
celular que resulta desse trauma mecanico e isquémico € instantaneo, e, no local
lesado, parece estar mais comprometida a substancia cinzenta que a branca,
medula espinhal, resultando em um anel de substancia branca preservada. Em
poucos minutos apds o trauma, as células nervosas comprometidas respondem com
bloqueio dos potenciais de acgado, induzido pela agressdo. Também verifica-se
mudancga significativa nas caracteristicas eletroliticas, principalmente em cations
mono e divalentes, que contribuem para a faléncia da fungcdo nervosa normal e
indugdo de choque espinhal (concentragdo intracelular de Na® aumentada,
concentragdo extracelular de K* aumentada e concentragdo intracelular de Ca?*
aumentado em niveis toxicos), isso ocorre em até 24 horas pos-leséo e representa a
interrupcdo e disfungdo generalizada da comunicagdo da rede de neurdnios no
segmento lesado da medula espinhal. Ocorre hemorragia com edema localizado,
perda da microcirculagao por trombose, espasmo vascular e dano mecanico, e perda

da autorregulacado vascular, fatos esses que, posteriormente, agravam o quadro do
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tecido nervoso lesado. Em adicdo, a compressao da medula espinhal ocorre devido
a deslocamento da vértebra, seguida de edema e posterior respostas celulares.

Na fase secundaria ou semi-aguda (que ocorre no decorrer de minutos até
semanas), a morte celular por isquemia, mudancas eletroliticas e edema continuam
da fase aguda. Nos primeiros 15 minutos apds a lesdo, as concentragdes
extracelulares de glutamato e outros aminoacidos excitatorios alcangam
concentragbes citotoxicas que vao de 6 a 8 vezes dos valores normais. Isso é
resultado da lise celular por causa do trauma mecanico e do transporte sinaptico e
nao-sinaptico. Em adigao, peroxidacgao lipidica e producao de radicais livres também
podem ocorrer como resultado dos receptores para glutamato estarem ativados e
consequentemente suas vias mediadoras. Ocorre entdo a apoptose (uma morte
celular programada secundaria, diferente da necrose). Dentro de 24 horas,
neutrofilos invadem o parénquima espinhal provenientes do sistema circulatorio,
seguidos de linfocitos (os quais secretam uma variedade de citocinas e fatores de
crescimento) que alcangam seu pico dentro dessas 24 horas. A invasao de células
inflamatdérias aumentam a concentragao local de citocinas e quimiocinas. Em adig¢éo,
fatores inibitorios a regeneracao estdo expressos no local da perilesdo. A lesao
cresce em tamanho a partir do nucleo da injuria, com o risco de aumentar o numero
de morte celular para a regido periférica a lesdo, aumentando a extensao da leséo.

Finalmente, na fase crénica, que pode durar dias a anos, a apoptose continua
tanto na diregdo ascendente quanto descendente a injuria, incluindo o proprio
cérebro. Uma variedade de receptores e canais de ions estdo alterados em seus
niveis de expressdo e estado de ativagao, continuando a aumentar a extensédo da
lesdo. Essa continua deterioragao tecidual tem incidéncia em aproximadamente 25%
dos casos em humanos com lesdo medular (GWAK et al., 2003; POPOVICH,;
JONES, 2003; CHEN; COHEN; HALLET, 2002; HULSEBOSCH, 2002; SCHWAB et
al., 2001; NASHMI; FEHLINGS, 2001; SOBLOSKY; SONG; DINH, 2001; OEHLER et
al., 2000; PLUNKETT et al., 2001; KIL et al., 1999; MARTIN et al., 1999; LLEWELL-
SMITH et al., 1997; TAOKA et al.,, 1997; WEAVER et al., 1997; BAUMAN et al.,
1994; DAS, 1989).
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1.2.4.2 Infecgoes

Infecgdo € principal causa de mortalidade e morbidade em individuos
portadores de lesdo medular (PLM) (CAMPAGNOLO; BARTLETT; KELLER, 2000;
CAMPAGNOLO et al.,, 1994; CRUSE et al.,, 1992; LYONS, 1987). Entre elas
podemos ressaltar as do trato urinario, respiratério e ulceras de presséao, e devido a
esta alta taxa de infecgdes, a morte por septicemia € comum nesta populagao
(SOMOGYI et al, 2003; MORTON, 2002; JACKSON; GROOMES, 1994; DeVIVO,
1989).

A incidéncia de infec¢cbes esta relacionada com a re-hospitalizagdo e
interrupg&o na reabilitacdo e em praticantes de exercicios com LM, seja qual for seu
objetivo, a interrupcdo da pratica de sua atividade tem como consequéncia
interferéncia direta e queda no desempenho e rendimento desportivo de sua
modalidade (CAMPAGNOLO; BARTLETT; KELLER, 2000; LEVI, 1995;
CAMPAGNOLO et al., 1994; CRUSE et al., 1992; LYONS, 1987).

Apo6s 20 anos de investigagao sobre a fung&o imunitaria em PLM, evidéncias
tem se acumulado neste periodo, possibilitando desmistificar a origem da incidéncia
de infecgbes em PLM, primariamente atribuida como mecanica, isto é, causadas
meramente pela perda dos movimentos da massa muscular inervada pelo segmento
lesado, e imediatamente abaixo, da coluna vertebral. De fato, ela é devida a
complexa interagdo entre os sistemas nervoso central, imunitario e endocrino. O
sistema imunitario em PLM, surpreendentemente, tem sido foco de pouquissimas
investigagdes (PAN et al., 2003; POPOVICH; JONES, 2003; SAFARINEJAD, 2001;
CAMPAGNOLO; BARTLETT; KELLER, 2000, CAMPAGNOLO et al., 1994; CRUSE
et al., 1992; LYONS, 1987).

Existem algumas linhas de pesquisa que evidenciam o SNC como modulador
da fungdo imunitaria. Pesquisa feita com roedores, ADER e COHEN (1982)
mostraram que a resposta imunitaria foi afetada em animais expostos a
condicionamento de estresse, quando comparados a outros animais que nao tiveram
estimulo.

Outra linha mostra que, lesdes cerebrais produzidas eletroliticamente por
tumor cerebral, tanto em animais quanto em humanos, causaram imunossupressao.
Estas pesquisas mostraram que lesbes na regido hipotalamica deprimiram a
resposta linfocitaria a mitégenos in vitro (ROSZMAN et al., 1982; KELLER et al.,
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1980). O mecanismo desta interacdo é complexo e nao totalmente entendido. O
hipotdlamo pode comunicar-se perifericamente via eixo-hipotalamo-pituitaria ou
diretamente pelo sistema nervoso autonémico. Este ultimo € um importante sistema
efetuador, tendo sido demonstrado que situagdes de estresse podem influenciar na
resposta imunitaria em animais adrenalectomizados ou hipdfisectomizados
(CAMPAGNOLO; BARTLETT; KELLER, 2000; CAMPAGNOLO et al., 1994; CRUSE
et al., 1992; LYONS, 1987).

Também especula-se que existe uma “inervagao direta” dos orgaos linféides
primario e secundario pelos terminais nervosos simpaticos. No bacgo, terminais
nervosos noradrenérgicos fazem contato direto com os linfécitos pela circulagao
(vasos) linfatica. Tem-se demonstrado que os linfocitos possuem em sua superficie,
receptores [(-adrenérgicos, e esses respondem a estimulos das catecolaminas
(CUNNICK et al, 1990; WHALEN; BANKHURST, 1990).

Indiferente as hipoteses descritas acima, os resultados relacionados a
imunidade encontrados em populagbes com LM, quando comparados com sujeitos
sem qualquer tipo de lesdo no SNC, tendem a inibicdo da atividade linfocitaria,
reducdo na fungéo das células matadoras naturais (natural killer cells), redugao nas
células T-auxiliadoras (T-helper) e reducédo da atividade macrofagica (NASH, 1994;
CRUSE et al., 1992; NASH; FLETCHER, 1992; LYONS, 1987).

Mesmo com fortes indicadores da interagdo dos sistemas neuro-enddcrino-
imunitario, até o momento, ndo existem evidéncias experimentais conclusivas a
respeito do papel do SNC nas respostas imunitarias em PLM, necessitando de mais

pesquisas neste campo.

1.2.4.3 Disreflexia autonémica

A disreflexia autonémica € uma sindrome aguda de homeostase autondémica
desordenada encontrada em aproximadamente 80% dos casos de tetraplegia e
paraplegia, principalmente com lesdo acima de T6, ocasionando uma resposta
simpatica maci¢ca e generalizada dos hormdnios secretados por essa inervagao.
Elas ocorrem como resultado de simpatectomia traumatica secundaria a uma lesao
nesse nivel e acima e se manifestam primariamente por reflexos autonédmicos em
massa sem inibigdo. Em geral, sdo desencadeados por estimulos proprioceptivos e
nociceptivos aferentes da pele e visceras abaixo do nivel da lesdo. Esses estimulos,
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devido a perda de mecanismos de controle dos niveis superiores, resultam em
ampla variedade de respostas simpaticas e parassimpaticas. A causa mais comum
deste reflexo é a distensdo da bexiga. Outros estimulos precipitantes sdo: distenséo
retal, calculos urinarios, infec¢gdes da bexiga, estimulos cutaneos nocivos, disfungéo
renal, irritacdo uretral ou da bexiga, e a alteracdo da temperatura ambiente. Ja os
sintomas da disreflexia autbnoma s&o hipertensdo, bradicardia, dores de cabeca
(frequentemente intensas e latejantes), sudorese profusa, aumento da
espasticidade, irrequietude, vasoconstricdo abaixo do nivel da lesdo, contricdo
pupilar, congestdo nasal, piloeregdo e visdo embacgada, acidente vascular cerebral
(AVC), derrame e morte (COLLINS; DICARLO, 2001; LEMAN; SEQUEIRA, 2002;
SAFARINEJAD, 2001; LEMAN; BERNET; SEQUEIRA, 2000; JACOB et al., 2001;
KARLSSON et al.; 1998; KRENZ; WEAVER, 1998; JANSEN, 1994, OSBORN;
TAYLOR; SCHRAMM, 1990).

1.2.4.4 Ulceras de Pressio

Ulceras de pressdo sdo ulceragdes do tecido mole (pele ou tecido
subcuténeo) causados por pressao nao aliviada e por for¢as de atrito. Estas ulceras
estdo sujeitas a infeccdo e podem migrar até o osso. As ulceras de pressao séo
complicagdes clinicas, causadoras de retardo na reabilitagdo e podem levar até a
morte. A funcdo sensorial prejudicada e a incapacidade de fazer alteragdes
apropriadas na posigao sao os dois fatores mais influentes no surgimento de ulceras
de pressdo. As ulceras de pressao surgirdo sobre qualquer proeminéncia 0ssea
sujeita a pressao excessiva. Entre os locais mais comuns de envolvimento estado o
sacro, calcanhares, trocanteres e isquio JONES et al., 2003; UMPHRED, 1994)

1.2.4.5 Hipotensao postural

E queda na pressdo sangiiinea, ocorrente quando um paciente é deslocado
da posicdo horizontal para a posicdo vertical. E provocada pela perda do controle
simpatico de vasoconstricdo. O problema & complicado pela auséncia de tdnus
muscular, causando a acumulagdo sanguinea no leito esplancnico e venoso
periférico. Também podem ocorrer redugdo do fluxo sanguineo cerebral e a
diminuicdo do retorno venoso ao coragdo (WECHT et al., 2003; JACOBS et al.,
2002a; UMPHRED, 1994).
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1.2.4.6 Contraturas

Os tecidos conectivos e musculares mostram a propriedade de encurtamento
progressivo quando ndo sao alongados regularmente por uma for¢ga de oposigao.
Essas forcas ocorrem em todas as articulagbes com movimentos cotidianos normais.
Com paralisia flacida ou com hipertonicidade resultante da lesdo medular, a
oportunidade para manter a amplitude de movimento normal € ameagada. Os efeitos
da gravidade sobre as articulagdes flacidas e a falta de forgas opositoras sobre uma
articulagdo, por exemplo, quando ha espasticidade flexora, podem progredir
rapidamente aquela estrutura articular para o desenvolvimento de uma contratura.
As contraturas ocorrem mais frequentemente nos grupos musculares flexores e
geralmente combinam-se com aduc¢ao e rotagao interna nas articulagbes do ombro e
do quadril. Elas podem levar a complicagcdes secundarias; por exemplo, contraturas
em flexdo da articulagdo do quadril podem levar a postura assimétrica ao sentar,
com um potencial secundario para escoliose e formacido de ulceras de pressao no
isquio (JACOBS et al., 2002c; ROBERTS et al., 1998; SCHMITZ, 1993).

1.2.4.7 Osteoporose e Calculos Renais

Alteracbes no metabolismo do calcio apdés uma LM levam a osteoporose
abaixo do nivel da leséo, e ao desenvolvimento de calculos renais. Normalmente ha
equilibrio dindmico entre a atividade de reabsorgéo 6ssea dos osteoclastos e o papel
dos osteoblastos de "construir" osso novo. Apés uma LM, ha perda liquida de massa
0ssea, a medida que ocorre reabsor¢gdo maior, relativamente a velocidade de
neoformacédo éssea. Consequentemente ha suscetibilidade maior a fratura. Em
decorréncia desta reabsor¢cdo, ha grandes concentragbes de calcio presentes no
sistema urinario (hipercalciuria), criando predisposi¢do para a formagéo de calculos
(CHEN et al., 2002; CHEN; DeVIVO; LLOYD, 2001).

A maior incidéncia de alteracbes na massa 6ssea e de hipercalciuria ocorre
durante os seis primeiros meses apdés a LM. Apds este periodo, as alteracoes
gradualmente diminuem e assumem nivel mais baixo porém constante apos
aproximadamente um ano (BAUMAN; GARLAND; SCHWARTZ, 1997; ROBERTS et
al., 1998; UNPHRED, 1994; SCHMITZ, 1993).
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O mecanismo exato causador das alteragdes da massa Ossea apds a
paralisia ndo esta claramente entendido. Todavia, a imobilidade e a auséncia de
tensdo aplicadas sobre o sistema esquelético através de atividades de sustentacao
dindmica de peso sdo bem aceitas como fatores contributivos importantes
(BAUMAN; GARLAND; SCHWARTZ, 1997; GARLAND et al., 1994; UMPHRED,
1994; SCHMITZ, 1993; BIERING-SORENSEN; BOHR; SCHAADT, 1988;
BERGMANN et al., 1977).

1.2.4.8 Comprometimento na Regulagao Térmica

PLM com lesbes acima de T1, conforme, tem comprometimento da regulagéo
térmica, especialmente durante a fase aguda da recuperacéo, podendo prolongar-se
durante alguns anos. Essa inabilidade para regular a temperatura corporal em
resposta a extremos de temperatura ambiental ocorre de duas maneiras. Com leséo
nesse nivel, a conexao entre os centros reguladores de temperatura no hipotalamo e
o fluxo simpatico da medula, que provoca vasoconstricdo e sudorese, € impedida.
Segundo, a lesdo dos tratos motores pode impedir a ocorréncia de arrepios
(UNPHRED (1994; SCHMITZ, 1993). Os mecanismos reguladores de temperatura
parecem melhorar com o tempo, embora individuos tetraplégicos geralmente
retenham a habilidade prejudicada para controlar a temperatura corporal quando
confrontada com extremos ambientais (PRICE; CAMPBELL, 2003; REITZ et al.,
2002; NAIR et al., 2001).

1.2.4.9 Disfungao Cardiorespiratorio

Na publicagdo de FIGONI (1992), ha relatos de que a maioria dos PLM
paraplégicos de nivel alto e os tetraplégicos tém de lidar com diminuigdo na fungéo
respiratéria a partr do momento da lesdo que eventualmente leva a funcao
cardiorespiratoria, em longo prazo, significativamente diferente de seu estado pré-
morbido. Esse estado alterado corresponde em gravidade ao nivel da lesao; PLM de
nivel alto podem também incorrer em alta incidéncia de mortalidade devido a causas
pulmonares, ou seja, broncopneumonia e embolia pulmonar.

Dependendo do nivel da lesdo, a ineficiéncia respiratéria do PLM
tetraplégicos e paraplégico de nivel alto podem ser vista como representante de dois

problemas primarios. O primeiro é a diminuigdo na ventilagdo inspiratéria. A medida
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que o nivel da lesdo sobe, os dois grupos musculares primarios responsaveis pela
inspiragcdo (o diafragma e os intercostais) sdo progressivamente perdidos,
comegando com os intercostais no nivel de T11. A habilidade do PLM para ventilar
os pulmbes torna-se descortinada, e o0s musculos acessorios da respiragao
progressivamente entram em acdo. O segundo €& a diminuicdo na presséo
expiratoria. Novamente, com lesdo ascendente, os dois grupos primarios da
expiracdo (os abdominais e intercostais internos) s&o progressivamente perdidos,
comegando com os abdominais no nivel de T12. Embora a expiragdo normal em
repouso seja processo passivo causado pelas propriedades elasticas dos pulmdes e
térax, iniciando com as lesdes no nivel de T12 e acima, a expiragao torna-se
processo cada vez mais ativo e eventualmente cansativo. Isso é resultado de dois
fatores. Os musculos abdominais sdo progressivamente perdidos a medida que o
nivel da lesdo sobe, e eles deixam de sustentar as visceras empurrando o
diafragma. O diafragma entdo assume uma posigdo anormal baixa durante o
repouso ou posicao relaxada dentro da cavidade toracica. Como o papel do
diafragma é ser passivamente empurrado para cima pelos abdominais em contragéo
para assistir na expiracdo for¢cada, esse estado de repouso mais baixo precipita
diminui¢do no volume de reserva expiratéria do PLM. O segundo fator € que com a
perda dos intercostais internos cujo papel na expiragdo é a depressdo da caixa
toracica, a habilidade do PLM para forcar o ar dos pulmdes durante a respiracéo fica
comprometida (JACOBS et al., 2003; JACOBS et al., 2002b; JACOBS et al., 2002c;
WANG et al., 2002; WHEELER et al., 2002; NOREAU; SHEPARD, 1995).

A ma ventilacdo dos pulmbes combinada com o uso aumentado de musculos
acessorios da respiragdo resulta em diversos problemas sistémicos agudos e
cronicos. O resultado imediato € a diminuicdo da oxigenacdo do sangue com
diminui¢cées gerais subsequentes na eficiéncia metabdlica e funcional. Isso ainda é
mais complicado pelo trabalho envolvido em padrboes descoordenados de
respiragdo. O resultado final € a habilidade significativamente diminuida para
qualquer pratica de exercicios fisicos (OLIVE et al., 2004; BICKEL et al., 2003;
OLIVE; DUDLEY; MCCULLY, 2003; JACOBS et al.,, 2002b; WANG et al., 2002;
LEGRAMANTE, et al., 2001; JACOBS; NASH; RUSINOWSKI, 2000).

Estudos demonstraram que a capacidade de trabalho em PLM pode ser
limitada pela perda de musculos funcionais e pelo controle simpatico. A debilidade
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de controle de fungbes pelo sistema nervoso simpatico limita o controle do fluxo
sanguineo e o débito cardiaco, afetando a frequéncia cardiaca maxima apds uma
LM. Devido a disfungdo do sistema nervoso simpatico, insuficiéncia venosa
periférica, sequestro do volume sanguineo, inabilidade no retorno venoso,
redistribuicdo sanguinea limitada em atividades musculares, habilidade diminuida
para sobrecarga do sistema cardiovascular, pico de VO2 MAX. limitado por fatores
periféricos, decréscimo circulatério no volume sanguineo, hipotensdo ao realizar
exercicios e inadequado fluxo sanguineo muscular em exercicios (MIZUSHIMA et
al., 2003; OLIVE; DUDLEY; MCCULLY, 2003; WINSLOW; JACOBS; TEPAVAC,
2003; WANG et al., 2002; NOREAU; SHEPARD, 1995; FIGONI, 1992; HOFFMAN,
1986). Os resultados determinados por DURAN et al. (2001) indicam que a VO2
max. esta em proporgao inversa ao nivel da lesdo, isto €, quanto maior o nivel da

lesdo, menor os niveis de VO2 max.

1.2.4.9 Sedentarismo e mudanc¢a no estilo de vida

Uma caracteristica muito comum em PLM, é a mudanca radical de estilo de
vida levando ao sedentarismo. Esse tipico comportamento vem agravar os estados
patolégicos ja vistos e alguns motivos que o levam é o estado psicopatoldgico,
retardo na iniciacdo da reabilitagdo, problemas de ordem fisica, oferta inadequada
de condicbes de transporte e locomogcdo em vias publicas e o aspecto social
(JACOBS et al., 2003; BOUGENOT et al, 2003; PUTZKE, 2002; DURAN et al., 2001;
JACOBS; NASH, 2000; NOREAU; SHEPARD, 1995; FIGONI, 1992).

1.3 Glutamina

A glutamina é um aminoacido de 5 atomos de carbonos, que em pH
fisiolégico, apresenta o grupo carboxila carreando uma carga negativa, enquanto
que o grupo amino esta protonado, resultando numa molécula de carga zero, sendo
assim, classificado como um aminoacido neutro (NEU et al., 1996).

A glutamina é o mais abundante aminoacido livre no musculo e no plasma
humano, sendo também encontrado em concentragdes relativamente altas em varios
tecidos humanos. No musculo, seu conteudo intracelular corresponde a 50-60% do
total de aminoacidos livres (NIEMAN; PEDERSEN, 1999; KOYAMA et al., 1998;
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WALSH et al., 1998a). Aproximadamente 80% da glutamina corporal encontra-se no
musculo esquelético, sendo esta concentracdo 30 vezes superior a do plasma
(SCHEPPACH et al., 1994). No plasma, a glutamina constitui aproximadamente 20%
do total de aminoacidos livres, sendo que apds um jejum noturno, a concentragéo
plasmatica encontra-se entre 500 e 750 umol/L, sendo esta dependente do balango
entre a liberagdo e captagdo de glutamina pelos varios 6rgéos e tecidos do corpo.
Estudos realizados com musculo esquelético de ratos tém demonstrado que os
estoques de glutamina sdo trés vezes mais elevados em fibras musculares do tipo 1
do que em fibras do tipo 2 (ROWBOTTOM; GREEN, 2000; WALSH et al., 1998a).

A glutamina esta envolvida na transferéncia de nitrogénio entre o6rgaos;
detoxificagdo de amdnia; manutencdo do balango acido-base durante a acidose;
possivel regulador direto da sintese e degradagéao protéica; precursora de nitrogénio
para a sintese de nucleotideos; necessaria para o crescimento e diferenciacao
celular; veiculo de transporte de cadeia carbbnica entre os 6rgéos; fornece energia
para células de rapida proliferacdo, como enterdécitos e células do sistema imunitario;
age como precursora da ureogénese e gliconeogénese renal, e de mediadores,
como o GABA e glutamato; promove melhora na permeabilidade e integridade
intestinal; aumenta a resisténcia a infecgdo por aumento da funcdo fagocitaria; e
fornece energia aos fibroblastos, aumentando a sintese de colageno (KREIDER,
1999; VASCONCELOS; TIRAPEGUI, 1998).

A diminuigdo das concentragdes plasmaticas de glutamina aliada ao aumento
do metabolismo deste aminoacido ocorre, de modo marcante, em muitas doencas
catabdlicas. Estas caracteristicas indicam que a classificagdo da glutamina de um
aminoacido nao essencial, para um nutriente condicionalmente essencial foi
reconsiderada (SMITH, 1990).

Dentre os org&os envolvidos na sintese de glutamina incluem-se o musculo
esquelético, pulmdes, figado, cérebro e possivelmente o tecido adiposo. Os
principais consumidores s&o células do sistema imunitario, rins e intestino. Sob
certas condi¢des, tal como reduzido aporte de carboidratos, o figado pode tornar-se
um sitio consumidor de glutamina (figura 07) (WALSH et al., 1998b).
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Figura 07 — Produgao e utilizagdo de glutamina por diversos tecidos e 6rgaos do
organismo.

As duas principais enzimas intracelulares do metabolismo da glutamina s&o:
as enzimas glutamina sintase e glutaminase. A primeira é responsavel pela reagéo
que catalisa a conversao de glutamato mais aménia a glutamina, na presenga de
ATP, conforme demonstrado na figura 08. A segunda, a enzima glutaminase, é
responsavel pela hidrolise da glutamina, convertendo-a em glutamato e aménia,
conforme observado na figura 09 (DI PASQUALE, 1997). Quanto a localizag&o
intracelular verifica-se que a glutamina sintase € encontrada primariamente no
citossol, enquanto que a glutaminase, na sua forma ativa, apresenta-se
principalmente na mitocdndria. Essas localizacdes sao compativeis com as fungdes
dessas enzimas: glutaminase catalisando a utilizagdo de glutamina como fonte de
energia e glutamina sintetase produzindo glutamina para sintese de proteinas
citoplasmaticas e nucleotideos (NEU et al., 1996).
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Figura 08 — Sintese de glutamina catalisada pela enzima glutamina sintase
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Figura 09 — Hidrolise da glutamina pela enzima glutaminase
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1.3.1 Glutamina e SNC

No SNC, assim como na maioria dos sistemas, os aminoacidos sao
importantes para manutengao da concentragdo de nitrogénio no tecido. O acumulo
tanto de aminoacidos como de aménia, uma anomalia comum em disturbios
hepaticos e em muitos erros inatos do metabolismo, freqientemente resulta em
disfungdo neuroldgica e, em varios casos, em danos cerebrais irreversiveis. Da
mesma forma, periodos prolongados de inanicdo podem comprometer o
fornecimento completo de aminoacidos, que sao importantes para a sintese de
proteinas cerebrais. No sistema nervoso, a manutengao de compostos nitrogenados
adquire importancia que vai além das necessidades de sintese protéica. O
fornecimento de determinados aminoacidos € indispensavel para a manutencao do
conteudo de neurotransmissores, tanto no sentido de que alguns aminoacidos s&o
0s préprios neurotransmissores, ou em outros casos servem como precursores para
a sintese de aminas biogénicas (CURI, 2000). Em adicdo os danos ao tecido
nervoso nao sao causados apenas pelo déficit nas concentragdes de aminoacidos,
mas o aumento exagerado nessas concentragdes parecem também ser nocivo a
estrutura e funcionamento do tecido em questdo. Este € o caso da LM, onde
parece haver aumento exagerado nas concentragdes de alguns aminoacidos, como
por exemplo, acido gama-aminobutirico (GABA), glutamato, e glutamina, sendo o
glutamato neurotransmissor citoxico, em concentracoes elevadas (;SHIN, et al.,
2003; HULSEBOSCH, 2002; NASHMI; FEHLINGS, 2001; BENTON; ROSS; MILLER,
2000; LLEWELLY-SMITH, 1997; DAS, 1989).

A concentragéo de glutamina no SNC de mamiferos é de aproximadamente 6-
11 mM e difere pouco entre as regides cerebrais. Embora sua distribuicdo entre as
varias populagdes de células do tecido neural ndo seja bem determinada, acredita-
se que em células gliais, onde a glutamina é avidamente sintetizada, sua
concentragéo seja maior. Por outro lado, sinaptossomos isolados do cérebro contém
quantidades menores de glutamina, cerca de 1 mM, porém quando in vitro, s&o
capazes de acumular glutamina avidamente e alcangar concentragées que chegam
a 10 mM. Isto demonstra que os neurbnios e suas terminagdes sdo capazes de
estocar grandes quantidades de glutamina. No liquido céfalo-raquidiano (LCR), a
concentragido € de 0,5 mM, sendo muito proxima a encontrada no plasma. Por sua

vez, a concentragcdo de glutamina no espago extracelular do tecido neural esta na
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ordem de 0,13 — 0,3 mM. Portanto, a glutamina esta predominantemente localizada
no espaco intracelular do cérebro. Isto significa que a captagdo deste aminoacido
pelas células neurais ocorre contra gradiente de concentragdo e deve estar ligado a
processos fornecedores de energia. Ainda ndo esta bem esclarecido se alteragdes
nas concentragdes da glutamina cerebral exercem efeito direto sobre os processos
de neurotransmissdo. Ha evidéncias de que certos aminoacidos, incluindo a
glutamina, inibem a ligagao especifica do GABA a seus receptores (CURI, 2000).

O principal papel da glutamina no SNC é servir como precursor para intese
dos neurotransmissores glutamato e GABA, participando do processo conhecido
como ciclo glutamato-glutamina (mesmo ciclo ja citado anteriormente e utilizado em
outros tecidos). Estes podem ser considerados o0s dois principais
neurotransmissores do SNC, sendo o GABA inibitério e o glutamato excitatorio
(NEWSHOLME et al., 2003; SHIN, et al., 2003; BENTON; ROSS; MILLER, 2000;
CURI, 2000). A fungéo da glutamina porém, ndo se limita simplesmente a sintese de
glutamato, mas tem participacdo muito mais ampla no metabolismo do SN. Existe
grande interagdo da glutamina com o metabolismo energético das células neurais,
tanto no sentido de gerar diretamente substratos para a produgdo de energia como
em sua agao de regular a utilizagado de outros metabdlitos pelo SNC (NEWSHOLME
et al., 2003, CURI, 2000).

Com relacdo ao transporte de glutamina (captagdo e liberagdo de glutamina
pelo SNC), também n&o ha consenso. De uma maneira geral, parece que o
transporte da glutamina para fora do SNC é bem mais facilitado do que sua captagéo
pelo mesmo tecido (CURI, 2000; NEWSHOLME et al., 1989; LUND; WILLIAMSON,
1985). Essa restricdo na captagéo de glutamina pelo SNC se deve pela organizagao
da barreira hemato-encefalica (BHE). A membrana adluminal (face voltada para o
tecido neural) da BHE transporta glutamina de forma diferente da membrana luminal
(face voltada para o sangue). Acredita-se que a glutamina plasmatica ultrapassa a
BHE através de processo facilitado que é bastante lento, quando comparado com o
de outros aminoacidos neutros. O contrario, ou a facilitagdo na remogéo, se daria
talvez para manter o balanco nitrogenado no cérebro, removendo o nitrogénio do
tecido neural, que em altas concentragbes é citotoxico, na forma de glutamina,
glutamato e aménia (CURI, 2000; NEWSHOLME et al., 1989; LUND; WILLIAMSON,
1985).
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1.3.2 Glutamina e musculo esquelético

Quantitativamente, o principal tecido de sintese, estoque e liberacdo de
glutamina é o tecido muscular, como ja mencionado anteriormente, o qual apresenta
alta atividade das enzimas glutamina sintase e aminotransferase de aminoacidos de
cadeia ramificada. O musculo esquelético € capaz de aumentar a taxa de liberacéo e
de sintese de glutamina em resposta ao aumento da demanda por outros 6rgaos e
tecidos do corpo (WALSH et al., 1998b; DI PASQUALE, 1997).

O gradiente transmembrana através da célula muscular € elevado para a
glutamina. A existéncia deste gradiente de concentrag&o torna restrita a difus&o livre
através da membrana celular. A glutamina é ativamente transportada para dentro
das células através de sistema dependente de Na®, o qual resulta em gasto de
energia. O transporte de glutamina através da membrana da célula muscular &
rapido, sendo sua velocidade superior a de todos os outros aminoacidos. A
estabilizacdo da concentragdo observada no fluido intracelular e o gradiente de
concentragédo através da membrana representam o efeito combinado da afinidade
do sistema de transporte, da influéncia de outros aminoacidos competindo por
moléculas carreadoras, da razdo intracelular de producdo e utilizacdo, do
fornecimento extracelular, da taxa de fluxo através da membrana celular, e das
quantidades intra e extracelulares de Na'. A entrada de glutamina na célula
muscular € estimulada pela insulina e seu efluxo € estimulado pela presenca de
glicocorticoides. (FURST; STEHLE, 1995; WINDMUELLER, 1982).

A sintese de glutamina no musculo esquelético durante o estado pos-
absortivo ocorre através da captagéo de glutamato, a partir da circulagado sanguinea,
sendo este responsavel por 40% da sintese de glutamina. O catabolismo protéico
produz glutamina diretamente, mas também leva a produc¢do dos ACR, glutamato,
aspartato e asparagina. Os esqueletos de carbono destes aminoacidos s&o
utilizados para a sintese de novo de glutamina (HALL; WAGENMAKERS, 1998).
Estudos em ratos demonstraram que ACR sao transaminados, quase que
exclusivamente, com o a-cetoglutarato para formar glutamato, o qual pode fornecer
seu grupamento amina para o piruvato para formagdo de alanina, ou incorporar
amonia livre para formar glutamina (GOLDBERG; CHANG, 1978). Porém, ACR ndo
sdo completamente metabolizados, devido a enzima chave de controle da sua taxa

de oxidag&do (2-oxoisovalerato desidrogenase) apresentar-se quase totalmente na
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forma inativa no musculo esquelético. Consequentemente, musculos de rato captam
ACR inicialmente para utiliza-los como fornecedores de nitrogénio na formacao de
glutamina e alanina (NEWSHOLME et al., 1999; LANCHA JUNIOR, 1996;
GOLDBERG; CHANG, 1978).

No estado pos absortivo, glutamina (48%) e alanina (32%) respondem por
80% dos aminoacidos liberados pelo musculo esquelético, sendo que a glutamina
com 2 atomos de nitrogénio por molécula € a principal fonte de transporte de
nitrogénio a partir do musculo (NIEMAN; PEDERSEN, 1999; WILLIANS; CHINKES;
WOLFE, 1998; HOOD; TERJUNG, 1994; HOOD; TERJUNG, 1990). Alguns
estudos sugerem que a glutamina seja mais relevante que a alanina como precursor
neoglicogénico em exercicios de longa duragdo (WAGENMAKERS, 1998; GRAHAM
et al.,1995). As taxas de trocas de glutamina e alanina excedem os seus estoques
corporais, sendo que sua ocorréncia na proteina muscular € de apenas 10-15%,
indicando que ha constante necessidade da sua sintese de novo no musculo. A taxa
de sintese de glutamina no musculo esquelético - aproximadamente 50 mmol/h - tem
demonstrado ser mais alta do que qualquer outro aminoacido (NIEMAN;
PEDERSEN, 1999; ROWBOTTOM; KEAST; MORTON, 1996; GRAHAM et al.,
1995). Deste modo, glutamina e alanina devem ser formadas como produtos da
interconversdo de aminoacidos dentro da célula, sendo este processo dependente
das condi¢gdes metabdlicas da célula, as quais sao afetadas pelo estado nutricional,
hormonal, e também pelo exercicio. Contragcbes musculares aumentam as taxas de
metabolismo do piruvato, produgcdo de lactato, transaminacdo de aminoacidos e
amoniagénese, as quais sdo importantes determinantes da formagao de alanina e
glutamina (HOOD; TERJUNG, 1994).

A sintese e o transporte de glutamina no musculo esquelético sao
influenciados pelos glicocorticoides, que aumentam a atividade da glutamina sintase
durante estados catabdlicos e elevam o efluxo de glutamina a partir do musculo
esquelético, diminuindo os estoques intracelulares de glutamina e alterando o
transporte cinético, permitindo um efluxo maximo de glutamina mesmo com

concentragdes baixas de glutamina intracelular (WALSH et al., 1998b).
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1.3.3 Glutamina e sistema imunitario

O organismo protege-se contra microorganismos através de diferentes
mecanismos, sendo as imunidades inata e especifica as responsaveis por esta
protecdo. As principais caracteristicas das imunidades inata e especifica estdo
descritas na figura 10 (ABBAS; LICHTMAN; POBER, 1997; SHEPHARD; SHECK,
1994).

Um grupo importante de leucocitos compreende as células fagocitarias, como
0s monaocitos, macrofagos e neutrofilos polimorfonucleares. Estas células reagem
aos microrganismos, englobam estes agentes e os destroem e, uma vez que utilizam
sistemas de reconhecimento primitivos e inespecificos, elas sdo responsaveis pelas
respostas imunitarias inatas (ROITT; BROSTOFF; MALE, 1999).

Caracteristicas Inata Especifica
Especificidade para Relativamente baixa Alta
microorganismos
Diversidade Limitada Ampla
Memoria Né&o Sim
Barreiras Pele, mucosa epitelial, Sistemas imunitario

fisico- quimicas

Proteinas do
sangue

Células

produtos quimicos
antimicrobianos

Sistema complemento;
citocinas derivadas de
macroéfagos (fator de
necrose tumoral)

Macréfagos, neutrofilos,
eosinofilos, basdfilos,
células “natural killer”
(NK) (CD16+, CD56+)

cutadneo e de mucosa;
anticorpos em
secreg¢bes de mucosas

Anticorpos; citocinas
derivadas de linfécitos
(IFN-))

Linfécitos:
T (CD3+,CD4+,CD8+)
B (CD19+,CD 20+)

FIGURA 10 — Caracteristicas das imunidades inata e especifica.
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Durante o inicio do processo de fagocitose de bactérias ou fragmentos
teciduais por neutrofilos, um numero de diferentes processos celulares séo iniciados,
tais como: motilidade, burst respiratdrio, secrecdo de enzimas citoplasmaticas
(proteoliticas) e compostos imunomoduladores. A combinagdo desses processos
auxilia na morte e digestao de bactérias fagocitadas e, de modo mais prolongado, o
desenvolvimento da inflamacdo local (CURI et al., 1999; CURI et al., 1997). As
espécies reativas de oxigénio geradas pelos neutrdfilos desempenham papel
relevante como oxidantes microbicidas e também como mediadores da inflamacéao e
lesdo tecidual. Uma vez estimulados, a maior parte do oxigénio consumida pelos
neutrofilos é convertida em anion superéxido pela enzima NADPH oxidase (CURI;
CURI, 2000).

Neutréfilos apresenta aumento do consumo de glicose relacionado ao
processo de endocitose e geragcdo de espécies reativas de oxigénio. Porém, a
glicose ndo €& o unico metabdlito energético utilizado por essas células. Estudos
recentes demonstraram que neutrofilos também consomem glutamina ativamente,
sendo que a taxa de utilizagdo de glutamina por neutrofilos, assim como por
linfocitos e macrofagos € similar ou até mesmo superior quando comparada a de
glicose (NEWSHOLME et al., 1999; CURI et al., 1997).

Com relacdo a imunidade especifica, os linfocitos desempenham papel
primordial e sdo produzidos em 6rgaos linféides primarios (timo e medula 6ssea) em
uma taxa de 10° células por dia, sendo categorizados basicamente como linfécitos B
e T. Os linfécitos T fazem parte da resposta imunitaria celular e proliferam-se
ativamente quando estimulados fisiologicamente por interleucina-2 (IL-2) ou por
mitdgenos como a concanavalina A. Os linfocitos B s&o os precursores das células
produtoras de imunoglobulinas (CURI, 1993; CALICH; VAZ, 1988).

Linfocitos utilizam glicose (glicolise) e glutamina para obtencdo de energia e
precursores para a biossintese de macromoléculas. A glicose € convertida
principalmente em lactato, enquanto a glutamina segue sua conversdo para
glutamato e aspartato sofrendo oxidagao parcial para CO,, via processo denominado
glutamindlise (figura 5), o qual é essencial para o efetivo funcionamento de linfocitos
e células do sistema imunitario (ROWBOTTOM et al., 1995; FRISINA et al., 1994;
CURI, 1993). A dlicdlise fornece ribose-5-fosfato, a qual & precursora da sintese de
RNA e DNA e glicerol 3-fosfato para a sintese de fosfolipidios. A glutamindlise
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fornece glutamina, aménia, e aspartato, que sdo utilizados na sintese de purinas e
pirimidinas, sendo estas fundamentais para a formacdo de DNA e RNA
(NEWSHOLME et al., 1989).

A glutamina é utilizada em altas taxas por linfocitos, ainda que estes estejam
em estado quiescente, como uma importante fonte de energia e também atuando na
regulagdo biossintética dos nucleotideos purinas e pirimidinas. A capacidade de
responder frente a um estimulo mitogénico e antigénico estimula a blastogénese da
linhagem linfocitaria e aumenta a utilizagao de glicose e glutamina (DEMARCO et al.,
1999; KEW et al., 1999; KOYAMA et al., 1998; RODHE; MCLEAN; PEDERSEN,
1998; HOOD; TERJUNG, 1994).

A taxa de proliferagédo de linfocitos T e B, como também as taxas de sintese
protéica, sintese de RNA, producédo de IL-2, e sinteses de imunoglobulinas sao
dependentes de glutamina (WALSH et al., 1998b). A produgédo de imunoglobulinas
por linfécitos B in vivo pode ser avaliada pela medida da concentracdo sérica de
imunoglobulinas especificas sendo que a principal classe de imunoglobulinas no
soro é a IgG, enquanto a IgA é a mais prevalente em secre¢des de mucosa (lagrima,
saliva, fluidos respiratorios) (ABBAS; LICHTMAN; POBER, 1997).

A avaliacdo da fung¢ao imunitaria especifica e mediada por linfécitos T in vivo
pode ser realizada através do teste de hipersensibilidade do tipo tardio (HTT). A
resposta ao teste de HTT pode estar prejudicada em varias situagdes, tais como
desnutrigdo protéico-calorica e exercicio fisico intenso e prolongado (NIEMAN;
PERDENSEN, 1999; HENNINGSEN et al., 1984). Uma explicagdo para esta
supressao na resposta ao teste de HTT € a redugao no numero de linfocitos T e na
migragéo de células inflamatorias, sendo este processo devido, em parte, a redugéo
da expanséo clonal (HENNINGSEN et al., 1984; TITUS; CHILLER, 1981).

Pesquisadores tém avaliado a funcdo linfocitaria usando estimulacéo
mitogénica in vitro, a qual simula eventos que ocorrem apos a estimulagdo dos
linfécitos in vivo. Estudos em modelos animais e humanos demonstram que a
concentragdo de glutamina € importante para a producédo de IL-2, por parte dos
linfocitos em resposta a estimulos antigénicos. A proliferagdo de linfocitos € induzida
pela ligacdo da IL-2 com os seus respectivos receptores, localizados em grande
quantidade na superficie de linfocitos T ativados (PAHLAVANI et al., 1988).
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Os linfocitos apresentam alta atividade da enzima glutaminase dependente de
fosfato, e sendo esta uma enzima mitocondrial (KOYAMA et al.,, 1998; RODHE;
MCLEAN; PEDERSEN, 1998; ARDAWI; NEWSHOLME, 1982), é provavel que o
destino da glutamina na mitocéndria seja:

Glutamina - glutamato - oxoglutarato - succinil-CoA - succinato -
fumarato - malato.

Parte do malato poderia ser convertido para oxaloacetato, o qual poderia ser
transaminado com o glutamato para produzir oxoglutarato e aspartato. O restante do
malato poderia ser transportado dentro do citossol, onde sofreria o seguinte destino:
conversdo para oxaloacetato, o qual poderia ser transaminado com glutamato
através da enzima aspartato aminotransferase citossélica ou convertido para
fosfoenolpiruvato via enzima PEP-carboxiquinase para a formacdo de piruvato, e
consequentemente lactato, via enzimas piruvato quinase e lactato desidrogenase,
respectivamente (CURI; NEWSHOLME; NEWSHOLME, 1986).

As concentragbes de glutamina estdo diminuidas em situagdes clinicas tais
como: queimaduras, sepse, pos-operatério, e apos exercicios de resisténcia
prolongados. Estas situagbes estdo associadas com um aumento na
susceptibilidade a infec¢des, sendo sugerido que isto pode ser parcialmente devido
a uma diminuigéo do fornecimento de glutamina para células imunocompetentes, tais
como linfécitos (KEW et al., 1999). Durante processos catabolicos, ha evidéncias de
uma elevada captacdo de glutamina pelo intestino e rim a partir da circulagéo
sanguinea. Estudos demonstram a possibilidade de diminuigdo das concentragdes
de glutamina plasmatica pelo aumento da taxa de utilizagdo entre diversos tecidos,
superior a taxa de produgédo pelo musculo esquelético (ROWBOTTOM; KEAST;
MORTON, 1996; PARRY-BILLINGS et al., 1989). Este inadequado suprimento de
glutamina para a circulagdo sanguinea, e consequentemente para as células do
sistema imunitario pode estar associado com a redug¢ao da proliferagao de linfécitos
frente a um estimulo mitogénico (ROWBOTTOM et al., 1995).

Por outro lado, a utilizagdo de glutamina pela populagéo total de linfécitos em
ratos € de cerca de 24 pmol/h, sendo que a capacidade do musculo esquelético em

liberar glutamina é de pelo menos 42 umol/h (CURI, 1993).
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Ainda sdo grandes os questionamentos sobre respostas imunitarias em PLM,
principalmente nas fases aguda e secundaria, em que pesquisas praticamente sao
inexistentes, tanto em animais como em humanos. As informagdes publicadas sobre
lesdo medular nas fases aguda e secundaria referem as patologias histolégica
ocorridas no local da injuria (no tecido nervoso), bem como nas respostas
imunitarias obtidas em nivel celular, porém ndo extrapola quanto a

imunocompeténcia, de maneira geral, do individuo acometido de LM.
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2. OBJETIVOS

Individuos acometidos de LM tem maiores indices de infeccdes.
Glutamina tem sido demonstrado, desempenhar papel chave na
imunocompeténcia . Assim, este trabalho teve como objetivo determinar as
concentracdes tecidual (ME) e plasmatica deste aminoacido, em ratos
submetidos a lesdo medular experimental em fase aguda e secundaria. Para

alcancar este objetivo investigou-se a:

1. determinagdo do peso corporeo dos animais ao longo da fase aguda e

secundaria;

2. determinagdo da concentracdo de glutamina sérica e tecidual (musculo

esquelético dos membros anteriores e posteriores);

3. determinagdo da expressédo de populagdes de linfocitos T (CD4 e CD8), por

citometria de fluxo;

4. determinagdo da atividade fagocitica de macréfagos peritoniais por método

colorimétrico;

5. determinagéo da produgéo de peroxido de hidrogénio (H20;) e anion superoxido
(O2), pelos macréfagos peritoniais por técnica colorimétrica.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1 Condigdes experimentais

3.1.1 Animais

Foram utilizados ratos machos albinos adultos da linhagem Wistar, obtidos do
Biotério do Setor de Ciéncias Bioldgicas, Centro Politécnico, Curitiba, PR, com peso
entre 250g e 300g.

3.1.2 Modelo experimental

Ratos Wistar machos foram mantidos em ciclo claro/escuro (12/12h) e
temperatura (23°C 1) com livre acesso a comida e agua. Os ratos foram
aleatoriamente divididos nos seguinte grupos: Controle (CTL), N=5; falso-operado
(S), (N=5); e submetido a Lesdo Medular (LM), N=7. Estes grupos foram
ortotanasiados nos tempos 48 h (agudo) e 05 dias pds-cirurgia (secundario).

3.1.3 Protocolo cirurgico

O presente protocolo foi aprovado pelo Comité de Etica em Experimentacéo
Animal do Setor de Ciéncias Bioldgicas (CEEA). Este protocolo de lesdo medular
segue padronizagdo conforme LEMAN; BERNET; SEQUEIRA, 2000 e OSBORN;
TAYLOR; SCHRAMM, 1990 e também as normas de pré e pos-operatorio do
Multicenter Animal Spinal Cord Injury Study (MASCIS).

Os animais foram anestesiados com ketamina e xylazina, nas proporgdes de
90 mg/Kg e 15 mg/Kg, respectivamente. Apos verificagdo da completa acéo
anestésica, os ratos foram acomodados em campo cirurgico com ambiente aquecido
(33 — 35°), onde foram submetidos a tricotomia na regido cervical e toracica, e anti-
sepsia local com solugdo de polivinil pirrolidona iodo (PVP - I). Em seguida
procedeu-se incisdo de aproximadamente 5 cm de pele e subcutédneo sob a linha
media da regido cervical, seguindo-se do afastamento subperiostal da musculatura
paravertebral até a coluna vertebral ficar exposta. Localizou-se as vértebras T3 e T4
— local exato da seccédo - por apalpacdo, e rapidamente, apds laminectomia, foi
executada a secgao completa do tecido medular por uso de bisturi. Os animais foram
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suturados (musculo e pele) e colocados em pares em caixas e em local aquecido (de
21 - 23 para 33 — 35°), com agua e comida de facil acesso.

Os diferentes grupos (controle, falso-operado, lesados medular 48hs e 05
dias) foram ortotanasiados por decapitagdo e o sangue coletado para a
determinacdo da glutaminemia. Os musculos gastrocnémio, soleo e epitoclearis
foram removidos e imediatamente congelados em nitrogénio liquido para posterior
determinagcdo da concentragdo de glutamina. Os linfonodos mesentéricos foram

retirados para obtengao de linfocitos.

3.1.4 Grupo falso operado
O grupo falso operado foi submetido ao mesmo procedimento cirurgico dos
animais LM, sem transsecc¢&o da medula espinhal.

3.1.5 Pesagem corporal
Durante o experimento, os animais foram pesados todas as manhéas
imediatamente antes do procedimento cirurgico e diariamente até a ortotanasia,

utilizando - se a balanga Urano modelo UDI 10000/1.

3.1.6 Enzimas e reagentes

Enzimas e reagentes utilizados foram obtidos da Sigma Chemical Co., St.
Louis, USA. A [2-"C]-Timidina (50 mCi/mmol) foi obtida da New England Nuclear
Research Products (Du Pont Company — Biotechnology Systems — EUA).



39

3.2 Determinacoes plasmaticas e séricas

3.2.1 Glutamina

A determinacéo de glutamina plasmatica foi realizada segundo a metodologia
descrita por LUND (1985), em duas etapas:
Reacao A: desaminacéo da L-glutamina para L-glutamato

L-glutamina + H,0 » | -glutamato + NH,*

Glutaminase
Reacao B: desidrogenacao do L-glutamato para a-cetoglutarato acompanhada pela
redugdo do NAD" para NADH.

L-glutamato + NAD" + H,0 » o-cetoglutarato +NH;" +NADH
Glutamato
desidrogenase

A convers&o de NAD" para NADH foi determinada espectrofotométricamente,
em comprimento de onda de 340 nm, sendo esta conversdo proporcional a

quantidade de L-glutamina inicial.

3.3 Determinagoes teciduais

3.3.1 Glutamina muscular

A extragdo de glutamina tecidual foi realizada de acordo com a metodologia
descrita por SAHLIN et al.,, (1990). As amostras congeladas de musculos
(gastrocnémio soleo e epitroclearis) foram imediatamente pesadas e
homogeneizadas em acido perclorico (0,5M) gelado. As amostras foram
posteriormente centrifugadas (Eppendorf — Centrifuge 5810 R) a 3000 rpm a 4°C
durante 15 minutos. O sobrenadante foi neutralizado com KHCO3 e, posteriormente,
determinada a concentracéo de glutamina segundo LUND (1985). Os valores médios

foram expressos em milimoles de glutamina por quilograma de tecido fresco.
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3.4 Estudos realizados com linfocitos

3.4.1 Obtenc¢ao dos Linfécitos

Dos animais ortotanasiados, os linfonodos mesentéricos foram retirados e
dissecados. Os linfocitos foram obtidos por compressao destes érgdos em cilindro
de malha. Este € um sistema composto por dois cilindros de aco inox de diferentes
diametros, de modo que um se encaixe no outro, cujas extremidades de cada um
contem um sistema de malha. Deste sistema foram obtidos linfécitos integros e
isolados de gordura (VIEIRA et al., 1990).

Os linfocitos foram mergulhados em solugdo salina 0,9%, as quais foram
filtradas em papel filtro especial (Whatman n° 105) e centrifugadas a 1800 rpm, 4°C,

durante seis minutos, por 3 vezes, para posteriormente proceder o cultivo.

3.4.2 Capacidade proliferativa de linfécitos

Uma vez isolados os linfocitos, 2 x 109 células por well, foram cultivados em
meio de cultura RPMI-1640 enriquecido com 10% de soro fetal bovino e antibiéticos
(penicilina 10.000U e estreptomicina 10 mg/L), em placas de 96 wells (volume final
de 200 pL), a 37° C em atmosfera de 95% ar / 05% COg, por 48 horas. Os linfocitos
foram estimulados com 20 pL/pogo de solugédo dos mitégenos Concanavalina A (Con
A), estimulador da proliferacdo de linfécitos T e Lipopolissacarideos (LPS),
estimulador de proliferacdo de linfécitos B. Apos 48h, foram adicionados 20 pL de
solucao contendo (2-'*C)-Timidina (0,01 uCi/well) e as células cultivadas por periodo
adicional de 18 horas, sob as mesmas condigbes descritas anteriormente. Em
seguida, as ceélulas foram coletadas em Cell Harvester device para determinagédo da
(2-'*C)-Timidina incorporada no DNA, utilizando-se o Cintilador Beckman LS 6000
(FERNANDES et al, 1996 ).
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3.5 Estudos realizados com macréfagos

3.5.1 Obtencao de macréfagos

Para obtencao de células peritoniais, os animais controle, falso operado e
lesado medular foram exsanguinados por decapitagcdo. Apds a remocéo da pele da
regidao abdominal, 10 mL de tampao fosfato-salina (PBS — estéril), pH 7,4, foram
injetados na cavidade peritoneal dos animais. Trinta segundos ap6s a administragao,
a cavidade peritoneal foi aberta e o fluido, contendo as células, aspirado com o
auxilio de pipeta Pasteur de plastico, estéril. Em seguida, estas células foram
centrifugadas (Eppendorf — Centrifuge 5810 R) a 1200 rpm, 4 °C, durante 5 minutos.
Os macrofagos entdo, apds descarte do sobrenadante, foram ressuspensos em 3
mL de PBS.

Solugoes

Solugéo de tampao fosfato salina pH 7,4, 10 mM (PBS) foi utilizada como meio
de diluicdo para os corantes. O fixador utilizado foi o Baker formol-calcio
(formaldeido 4%, cloreto de sédio 2% e acetato de calcio 1%). A solugéo de extragéo
consiste de acido acético glacial 1% e etanol 50% em agua destilada. A solugéo
estoque do corante vermelho neutro foi preparada pela dissolugdo de 20 mg de
corante em 1 ml de DMSO (dimetil sulféxido) e a solugdo para uso de rotina &
preparada pela diluigdo de 20 ml da solugao estoque em 5 ml de PBS. A solucdo de
vermelho fenol para os ensaios de producdo de H,O, consiste de 55 mM de
dextrose, 0,56 mM de vermelho fenol e 8,5 U/ml peroxidase “horseradish” em PBS
pH 7,4 a 340 mOsm, e previamente adiciona-se 0,05% de zymosan (2,3 x 10°
particulas/ml), para os ensaios de fagocitose, obtém-se uma solugéo diluindo-se 40
mg de zymosan em 6 ml de PBS e adiciona-se 600 ml de vermelho neutro. Para o
preparo do reagente de Griess, foram utilizadas solugbes estoques de cloreto de
naftiletiienodiamina (0,1%) e de sulfanilamida a 1%, ambos dissolvidos em H3PO4
(5%). Pouco antes do uso, as solugbes foram misturadas na proporgdo 1:1,

formando o reagente de Griess propriamente dito.
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3.6 Determinacgao de parametros de resposta imunitaria

3.6.1 Atividade fagocitica

Utilizou-se o método descrito por PIPE et al. (1995). Foram depositados 100
pL da solugdo de macrofagos obtidos como descrito acima, em placa do tipo ELISA
e adicionou-se 10 L de zymosan (2,3 x 10® particulas/mL) corado com vermelho
neutro e incubou-se por 30 minutos. Apds este procedimento, foram adicionados 100
pL de fixador para interromper o processo de fagocitose e, 30 minutos depois a
placa foi lavada com PBS e, posteriormente, centrifugada, por 5 minutos a 1.500
rom, a fim de remover o zymosan e o vermelho neutro ndo fagocitados pelos
macrofagos. O vermelho neutro no interior dos macréfagos foi solubilizado
utilizando-se 100 pL de solugdo de extracdo. Apds 30 minutos procedeu-se a leitura
das placas, a 550 nm utilizando espectrofotdmetro (Microplate reader Bio-rad -
Benchmark). Os dados foram expressos em % de fagocitose por mg de proteina.

3.6.2 Retencgao de lisossomos

Para esta analise utilizou-se o método descrito por PIPE et al. (1995), onde
em placa do tipo ELISA depositou-se 100 pL da solugao de macréfagos e adicionou-
se 20 yL de vermelho neutro a 2%. Apos 30 minutos, a placa foi centrifugada por 5
minutos a 1.500 rpm. O sobrenadante foi descartado e os “wells” lavados com PBS,
para eliminar o vermelho neutro que n&o foi internalizado pelas células. Adicionou-se
100 pl de solugédo de extragcao para solubilizar o vermelho neutro que estava dentro
dos lisossomos. Esta solubilizacdo € possivel porque o vermelho neutro € um
corante catibnico que se difunde através da membrana celular e, uma vez presente
no lisossomo, fica aprisionado devido a mudanga de cargas causada pelo pH acido
do sistema lisossomal. Finalmente, ap6s 30 minutos, a placa foi lida a 550 nm
utilizando espectrofotémetro (Microplate reader Bio-rad - Benchmark). Os dados

foram expressos em % de retencgéo lisossomal por mg de proteina.
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3.6.3 Producao de peroxido de hidrogénio

A producéo de perdxido de hidrogénio foi mensurada utilizando-se o método
descrito por PICK & MIZEL (1981) modificado. Através da oxidacdo de vermelho
fenol foi possivel detectar a producao de H,O,. Aliquotas de 100 pL de solugao de
macrofagos e 10 puL de éster de forbol miristato acetato (PMA — 20 pM) foram
colocadas em placas de ELISA. Apos 1 hora de incubagéo no escuro (para prevenir
a foto-oxidagado), o sobrenadante foi descartado por inversdo da placa e os “wells”
receberam 100 pL da solugcdo de vermelho fenol contendo peroxidase (horseradish)
e zymosan. Incubou-se durante 30 minutos e em seguida fez-se a leitura em
espectrofotdmetro a 620 nm (Microplate reader Bio-rad - Benchmark). Os resultados
foram determinados a partir de uma curva padréo (r = 0,9987) e, expressos em

pmol/mg de proteinas.

3.6.4 Mensuragao do anion superoxido

A geragao de superdxido foi estimada através da reducdo de “nitroblue
tetrazolium” (NBT — Sigma), um composto amarelo lipossoluvel que se torna
insoluvel e de cor azul no seu estado reduzido (MADHAVI et al., 1994). Os
macrofagos (450 pL) foram incubados por 1 hora com 0,1% de NBT e 30 pL de PMA
(80 uM) em PBS a 37 °C. Esta reagao foi interrompida pela adigdo de um volume
igual de acido acético glacial. Esta mistura foi centrifugada rapidamente (30
segundos a 10.000 rpm) e o NBT reduzido, presente no sedimento, foi solubilizado
em 900 pL de acido acético a 50% e sonicado (1 pulso). Os restos celulares foram
sedimentados e a absorbancia do sobrenadante determinada a 550 nm em
espectrofotdmetro (Ultrospec — 2000). Os dados foram expressos em % de anion

superoéxido por mg de proteina.
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3.7 Analise estatistica

Os dados foram expressos como media * erro padrao da média (EPM) e
submetidos a analise de variancia de uma via (ANOVA) seguido do pds-teste Tukey,
com nivel de significancia para p<0,05.

3.8 Desenho experimental

CTL
N=5
S02 S05
N=5 N=5
LMO02 LMO5
N=7 N=7

CTL = Controle
S (SHAM) = Falso operado
S02 = Falso operado fase aguda (2 dias)
S05 = Falso operado fase secundaria (5 dias)
LM = Lesado medular
LMO02 = Lesado medular fase aguda (2 dias)
LMO05 = Lesado medular secundaria (5 dias)
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4. RESULTADOS

Na figura 11 esta apresentada a variagdo de peso dos animais controle (CTL),
falso operado (S) e lesado medular (LM). H4 ganho de peso crescente no grupo
CTL, em média 1% por dia, totalizando aproximadamente 5% ao final do periodo de
5 dias. Apds o procedimento cirurgico, os animais do grupo falso operado (S) tiveram
perda de peso imediata atingindo 4% no terceiro dia, havendo recuperagédo do peso
posteriormente, ficando 2% abaixo do pré-cirurgico, entretanto significativamente
menor quando comparado ao CTL (p<0,001). Ja os animais com LM, tiveram perda
significativa de peso ja no primeiro dia pos-cirurgia, atingindo no 3°. dia a maior
perda (12%) a qual foi mantida até o experimento. Esta perda de peso foi
significantemente menor quando comparado ao grupo CTL e S (p<0,001)

110%
105% A 1 I/I !
100% - ﬁ;
95% - ‘

90% - ﬁ* +
85% -

80% ‘ ‘ ‘ ‘ ‘

pré-cirargico dia 1 dia 2 dia 3 dia 4 dia 5
|——CTL —#-S —&—LM|

Figura 11 — Porcentagem de variagdo de peso corpéreo (%) dos animais durante o
periodo do experimento. Os dados estdo apresentados como média + EPM dos
animais controle (CTL), falso operado (S), e lesado medular (LM).
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A concentragdo plasmatica de glutamina (figura 12) dos grupos S e LM estava
reduzida significativamente no dia 2 quando comparada a dos CTL (p<0,001). No dia
5 a concentragcdo plasmatica de glutamina retornou aos valores normais no S mas

continuou reduzida no LM (p<0,01).

0.6~ 5

0.5+
0.4+
0.3+

(mM)

0.2+
0.1+

0 0 ] | | ]
CTL S02 LMO2 S05 LMOS

grupo 02 dias grupo 05 dias

Figura 12 — Concentragdo plasmatica de glutamina (mM) dos animais dos grupos
controle (CTL), falso operado (S) e com lesdo medular (LM) no 2° e 5°. dia. Os
dados representam a média + EPM.

a) diferenca significativa (p<0,01) quando comparado ao grupo controle (CTL).

CTL S-02 LM-02 S-05 LM-05
(n=5) (n=5) (n=7) (n=5) (n=7)
0,567 0,531 0,517 0,565 0,525

+ 0,006 + 0,007 + 0,002 + 0,002 + 0,006
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A concentragdo de glutamina (figura 13) no musculo epitroclearis (rico em

fibras tipo 1) dos animais CTL, S e LM nos dias 2 e 5 n&o foi diferente.

3.5+
'§ 3.0-
S 254
2 20-
e
(o)) 15'
X
o 1.0-
£
£ 05
0.0 Y —
CTL S02 LMO2 S05 LMO5
grupo 02 dias grupo 05 dias

Figura 13 — Concentragdo de glutamina no musculo epitroclearis, dos animais dos
grupos controle (CTL), falso operado (S) e com lesdo medular (LM) no 2°. e 5°. dia.
Os dados representam a média + EPM.

CTL S-02 LM-02 S-05 LM-05
(n=5) (n=5) (n=7) (n=5) (n=7)
3,155 3,150 3,120 3,088 2,977

+0,08 +0,02 +0,02 +0,07 +0,04
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A concentragdo de glutamina na porgdo branca do musculo gastrocnémio

(figura 14), foi significativamente menor nos animais com lesdo medular quando
comparado aos grupos CTL e S (p<0,001). O grupo LMO5 foi significantemente
menor ao grupo LM02 (p<0,05). Entre CTL e S nao foi observado alteragao (p>0,05).

3.5-
§ 30_ E— ——
S 2.5
S 2.0-
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- 1.5+
x
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£ 054
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CTL S02

LMO2

grupo 02 dias

S05

LMOS

grupo 05 dias

Figura 14 — Concentragédo de glutamina no musculo gastrocnémio (porg¢ao branca),
dos animais dos grupos controle (CTL), falso operado (S) e com lesao medular (LM)

no 2°. e 5°. dia. Os dados representam a média + EPM.

a) diferenca significativa (p<0,001) quando comparado ao grupo controle (CTL).

CTL S-02 LM-02 S-05 LM-05
(n=5) (n=5) (n=7) (n=5) (n=7)
3,122 3,060 2,826 3,259 2,530
+ 0,02 + 0,05 + 0,01 + 0,06 +0,10
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Na figura 15, a concentragdo de glutamina no musculo séleo (fibras tipo 1) do

grupo LM estava reduzida significantemente no 2°. (p<0,05) e 5°. dia (p<0,01)

quando comparada a dos animais dos grupos CTL e S, onde entre estes ndo houve

diferencga estatistica (p>0,05).

grupo 02 dias
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Figura 15 — Concentragdo de glutamina no musculo séleo (mmol/Kg de tecido
fresco), dos animais dos grupos controle (CTL), falso operado (S) e com lesao
medular (LM) no 2°. e 5°. dia. Os dados representam a média + EPM.

a) diferencga significativa (p<0,05) quando comparado ao grupo controle (CTL).

CTL S-02 LM-02 S-05 LM-05
(n=5) (n=5) (n=7) (n=5) (n=7)
6,225 6,291 5,041 6,210 4,390
+0,18 + 0,20 +0,12 + 0,28 + 0,25
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Na figura 16 estdo apresentadas as diferentes concentragdes de glutamina
nos musculos epitroclearis, gastrocnémio (por¢do branca) e sbéleo
(predominantemente do tipo |). A concentracdo de glutamina no musculo do tipo |

chega ser 2 vezes maior quando comparado ao tecido com fibras branca.

~
|

»

(&
!

IaN
|

w
!

(mmol/Kg de tecido fresco)
N

-
1

o

CTL S02 LMO2 S05 LMO5

O epitroclearis @ gastrocnémio @ soleo

Figura 16 — Concentragcdo de glutamina nos diferentes musculos estudados
(epitroclearis, gastrocnémio e sodleo) e nos diferentes grupos (C, S02, LM02, S05 e
LMOS5). A unidade de medida da concentragcdo muscular € mmol/Kg de tecido fresco.

Os dados estao em média + EPM.
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A capacidade fagocitica (figura 17) dos animais com LM e S estavam
respectivamente 4 e 2,8 vezes menor, no 2°. dia, quando comparada a dos animais
do grupo CTL. No 5°. dia, esta capacidade elevou em aproximadamente 3 vezes
guando comparada ao CTL.
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Figura 17 - Fagocitose de zimozan pelos macrofagos peritoniais dos animais do
grupo controle (CTL), falso operado (S) e lesado medular (LM) no 2°. e 5°. dia. Os
dados estdo apresentados como média + EPM.

a) diferenca significativa (p<0,001) quando comparado ao grupo controle (CTL).
b) diferenga significativa (p<0,001) quando comparado ao grupo 05 dias; falso
operado (S05) e les&do medular (LMO05).

CTL S-02 LM-02 S-05 LM-05
(n=5) (n=5) (n=7) (n=5) (n=7)
0,298 0,074 0,105 1,039 0,954

+ 0,025 + 0,010 + 0,009 + 0,018 + 0,034




52

O volume lisossomal dos macrofagos peritoneais (figura 18) dos animais falso
operado e com lesdo medular estavam 10 vezes menor quando comparado aos do
controle, no 2°. dia (p<0,001). No 5° dia o volume elevou-se 1,7 e 1,4 vezes,
respectivamente nos grupos falso operado e com lesdo medular quando comparado
ao controle (p<0,001).

0.3+
a
—
©
\E a
Q9 -
3 0.2
o
Q S——
T
)]
£ 041
(m)]
o
ab ab
l_—_l
CTL S02 LMO02 S05 LMO5
grupo 02 dias grupo 05 dias

Figura 18 — Captacédo de vermelho neutro pelos macréfagos peritoniais dos animais
do grupo controle (CTL), falso operado (S) e lesado medular (LM) no 2°. e 5°. dia. Os
dados estdo apresentados como média + EPM.

a) diferencga significativa (p<0,001) quando comparado ao grupo controle (CTL).
b) diferenga significativa (p<0,001) quando comparado ao grupo 05 dias; falso
operado (S05) e lesdo medular (LMO0S5).

CTL S-02 LM-02 S-05 LM-05
(n=5) (n=5) (n=7) (n=5) (n=7)
0,146 0,009 0,013 0,249 0,202

+ 0,006 + 0,003 + 0,002 + 0,009 + 0,006
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A producdo de peroxido de hidrogénio (figura 19) pelos macrofagos
peritoneais dos animais CTL, S e LM nao foi diferente tanto no 2°. quanto no 5°. dia
(p>0,05).
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Figura 19 — Producéo de H20O, pelos macréfagos peritoneais dos animais do grupo
controle (CTL), falso operado (S) e lesado medular (LM) no 2°. e 5°. dia. Os dados
estao apresentados como média + EPM.

CTL S-02 LM-02 S-05 LM-05
(n=5) (n=5) (n=7) (n=5) (n=7)
100 102 101 103 102

+2,92 +2,16 +1,69 +1,88 +1,02
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A produgdo de O, pelos macrofagos peritoneais (figura 20), no 2°. dia, foi 4,1
e 2,6 vezes maior nos grupos S e LM, respectivamente, quando comparado ao CTL.
No 5°. dia esta produgéo reduziu em comparacao ao 2°. dia, mas ainda foi 1,8 vezes

maior quando comparada a do CTL (p<0,05).
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Figura 20 — Produc&o do anion superoxido pelos macréfagos peritoneais dos
animais do grupo controle (CTL), falso operado (S) e lesado medular no 2°. e 5°. dia.
Os dados estao apresentados como média + EPM.

a) diferenca significativa (p<0,05) quando comparado ao grupo controle (CTL).
b) diferenga significativa (p<0,05) quando comparado ao grupo falso operado 02 dias
(S02).

CTL S-02 LM-02 S-05 LM-05
(n=5) (n=5) (n=7) (n=5) (n=7)
0,121 0,496 0,31 0,228 0,211

+ 0,02 + 0,07 + 0,02 + 0,02 + 0,02
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A lesdo medular ndo alterou a expressdo de linfocitos CD4 de modo
significativo (p>0,05), quando comparado aos grupos CTL e S (figura 21), havendo

apenas uma tendéncia a reducao dessa populacao
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Figura 21 — Expressao de linfécitos CD4 dos animais do grupo controle (CTL), falso
operado (S) e lesado medular no 2°. e 5°. dia,. Os dados estdo apresentados como
média + EPM.

CTL S-02 LM-02 S-05 LM-05
(n=5) (n=5) (n=7) (n=5) (n=7)
49,51 51,63 46,88 43,96 47,31

+0,77 + 0,44 + 0,84 +0,10 + 0,33
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Na figura 22 esta apresentada a populagao de linfocito CD8. A lesdo medular
induziu a redugéo no nimero desta populacgéo de linfécitos tanto no 2°. quanto no 5°.
dia quando comparada a dos animais do grupo CTL e S (p<0,001).
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Figura 22 — Expressao de linfécitos CD8 dos animais do grupo controle (CTL), falso
operado (S) e lesado medular no 2°. e 5°. dia,. Os dados estdo apresentados como
média + EPM.

a) diferenga significativa (p<0,001) quando comparado ao grupo controle (CTL).

CTL S-02 LM-02 S-05 LM-05
(n=5) (n=5) (n=7) (n=5) (n=7)
34,87 34,40 26,65 36,34 25,95

+ 0,91 + 0,26 +1,10 + 0,41 + 0,84
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Na figura 23 apresenta-se comparagdo de expressdo entre linfécitos CD4 e
CD8. A populagao de linfécitos CD8 mostrou-se de 1,4 a 1,8 vezes menor quando

comparado a linfécitos CD4.
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Figura 23 — Comparagao de expresséao entre populagdes de linfécitos CD4+ e CD8+
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5. DISCUSSAO

Varias sao as patologias secundarias encontradas em portadores de les&o
medular, sendo as infec¢gées causadoras dos maiores prejuizos no que concerne a
saude e longevidade do PLM. O por qué deste aumento nos indices ainda nao é
sabido (CAMPAGNOLO; BARTLETT; KELLER, 2000; CURI, 2000; CAMPAGNOLO
et al., 1994; CRUSE et al., 1992; LYONS, 1987), precisando portanto de maiores
estudos a respeito. Como a glutamina esta relacionada com a imunocompeténcia e
diminui¢ao drastica de sua concentracao reflete em depressao do sistema imunitario
(CURI, 2000; NEWSHOLME et al., 1999), e que o principal sitio de sintese do
aminoacido glutamina é a musculatura esquelética (CURI, 2000; WALSH et al.,
1998b; CURI et al., 1997; DI PASQUALE, 1997), neste estudo determinamos a
concentragdo plasmatica de glutamina e na musculatura esquelética, bem como a
resposta imunitaria de macrofagos e linfocitos, em animais submetidos a leséo
medular.

Na figura 11, esta expresso a evolugao do peso corpéreo (%), em fungédo do
impacto do trauma nos animais. Enquanto o grupo controle teve ganho de peso
gradual e diario de aproximadamente 1%, aumentando quase 5% na ortotanasia, ao
quinto dia, o grupo S teve redugéo do peso de 5% nas primeiras 48 horas, e no
terceiro dia comecgou a recuperacdo do peso corporal de maneira discreta porém
continua. O grupo com lesdo medular teve repercussao drastica na composi¢céo
corporal, iniciando perda de peso ja no primeiro dia, e chegando perto de 15% ja no
terceiro dia. Esse resultado indica a perda de massa magra acentuada, devido a
desnervacao causada pela sec¢cao da medula espinhal, que tem como resultado a
paralisia dos membros inervados pelo segmento medular lesionado. De fato a ME,
por ser induzida a contracdo muscular por estimulagdo nervosa, faz com que o
musculo trabalhe e assim mantenha sua integridade estrutural e funcional. A
desnervacao, por outro lado, leva ao nédo estimulo da ME, que culminara em
hipotrofia muscular. Em humanos, a perda de musculatura esquelética nas fases
aguda e secundaria pode chegar a 15% do volume total de massa magra, e no
decorrer de varios meses pode alcangar niveis de 41% (BICKEL et al., 2003;
BUCHHOLZ.; McGILLIVRAY; PENCHARZ, 2003; MODLESKY et al., 2003;
SPUNGEN et al., 2003; TALMADGE et al., 2002; AKIMA et al., 2002; CASTRO et al.,
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2000; DUROZARD; GABRIELLE; BAVEREL, 2000; CASTRO et al., 1999; RAY;
DUDLEY, 1998; SAITO, 1998; CARDUS; McTAGGART, 1985). Essa redugéo de
volume e tamanho das fibras musculares esqueléticas, tem consequéncias muito
mais drasticas do que mera descaracterizacdo estética. Estudos cronicos tém
demonstrado diferengas adversas na composi¢ao corporal dos individuos com LM,
comparados a de pessoas sem lesdao. Esta mudanca na composic¢ao corporal esta
associada as alteragcbes estruturais encontradas no musculo esquelético do
individuo acometido de LM, assim como disfun¢des funcionais e metabdlicas
decorrentes dessa desordem estrutural muscular. Redugcdo no potassio intracelular,
redugdo na H,O intracelular (BUCHHOLZ.; McGILLIVRAY; PENCHARZ, 2003;
SPUNGEN et al., 1993; RASMANN-NUHLICEK et al., 1988; CARDUS;
McTAGGART, 1985; CHANTRAINE; DELWAIDE, 1976), intolerancia a carboidrato,
resisténcia a insulina e alteragdes lipidicas (JEON et al., 2002; BAUMAN;
SPUNGEN, 2001; KUZEYLI et al., 2001; BAUMAN et al, 1999; KARLSSON, 1999;
BAUMAN; SPUNGEN, 1994b; BRENES et al., 1986; DUCKWORTH; JALLEPALLI;
SOLOMON, 1983; LaPORTE et al., 1983), sédo informagdes publicadas relacionando
patologias secundarias associadas a perda de massa magra devido a imobilizagao
de parte do corpo decorrente de LM, ou seja, de maneira geral, a longevidade de
individuos portadores de LM esta associada com os disturbios causados pela
reducgao e hipotrofia da musculatura esquelética, porém como citado, as publicacdes
sao referentes a estudos crénicos, pouco se sabendo dessas e outras disfuncdes
decorrentes da LM na fase aguda.

Um dos fatores que motivou este trabalho foi, até essa data, a auséncia de
publicacdo, de nosso conhecimento, relatando as concentragdes de glutamina em
PLM, visto sua importancia na imunocompeténcia e em adigao, a alta incidéncia de
infeccbes que acomete essa populacdo. Hipotetizou-se que as alteracdes
provocadas em todo metabolismo devido a disfuncdo neuro-muscular, poderia
também alterar a concentragdo do aminoacido glutamina no musculo esquelético,
refletindo na concentragao do plasma. E, de fato, estas concentragbes mostraram-se
alteradas nas fases aguda e secundaria.

As concentragdes de glutamina no plasma encontram-se diminuidas em
situagdes geralmente associadas com imunodepressdo (queimaduras, sepse,

exercicios prolongado intenso e pds-operatérios) pois 0 aminoacido € fornecido para
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varios fins, entre eles, para as células de defesa, como linfécitos (ROGERO, 2002;
CURI, 2000; KEW et al., 1999). No presente estudo, as concentragbes plasmatica de
glutamina (figura 12) estdo significantemente diminuidas nos grupos falso operado e
com lesdo medular no 2°. dia (S02 e LM02) e com lesdo medular no 5°. dia (LM05)
quando comparados ao controle (CTL). Em adi¢gdo, o grupo com lesdo medular
(LMO02) mostrou redugéo significante comparado ao grupo falso operado, no 2°. dia
(p<0,05), e também para o controle (p<0,001), e no 5°. dia, apenas o grupo com
lesdo medular apresentou queda significativa, tanto comparado ao grupo CTL,
quanto ao grupo falso operado (p<0,01). O grupo falso operado (S05) teve seus
valores muito proximos ao do controle, ndo sendo diferente significativamente
(p>0,05). Esses dados sugerem que a lesdo medular reduz de modo significante as
concentragbes plasmaticas de glutamina, se comparado aos grupos submetidos a
falsa lesdo medular, mostrando que os animais com lesdo medular podem
apresentar um quadro mais suscetivel a infeccbes que os animais expostos a um
trauma cirurgico, porém sem maiores danos ao organismo de maneira geral, porém
estudos demonstraram queda na concentracao plasmatica de até 50% em estados
catabdlicos (CASTELL, 2002; ROGERO, 2002; CURI, 2000; CASTELL;
NEWSHOLME, 1998), valores bem menores aos encontrados nesta pesquisa.

Em suma, dados indicam que a concentracdo plasmatica de glutamina é
agudamente afetada pelo trauma cirurgico, mas a lesdo medular mostrou que
influenciou na redugcado do aminoacido plasmatico. Entretanto, existe outro fator que
pode afetar as concentracbes de glutamina. Este seria a drastica alteragéo
metabdlica, em resposta ao trauma, e que ocorre no tecido nervoso, especificamente
no local da injuria e migrando para o tecido sadio. Pesquisas demonstraram que
logo apds estabelecida a lesdo, a concentracdo local de aminoacidos
neurotransmissores (ex. GABA e glutamato) aumentam a niveis toxicos, devido a
presenca de amodnia (NHs3). Nesse momento, aumenta a atividade da enzima
glutamina sintase, que regula o metabolismo do glutamato no SNC, catalizando a
sintese de glutamato em glutamina, também em niveis extremamente altos. Como a
glutamina transporta o excesso de nitrogénio para fora da medula espinhal, ela
exerce papel de protecdo contra a neurotoxicidade causada por estes aminoacidos
ricos em nitrogénio (SHIN et al., 2003; NEWSHOLME et al., 2002; POPOVICH et al.,
2002; BENTON; ROSS; MILLER, 2000; SAITO, 1998; LLEWELLYN-SMITH et al.,
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1997). Para ilustrar o aumento de concentragdo de glutamina na medula espinhal
apos lesao, o valor encontrado foi de 16mM, sendo a concentrag&o de glutamina nos
tecidos do SNC variam de 6-11mM, pouco diferindo entre as diferentes regides,
acreditando-se que nas células gliais, onde a glutamina é ativamente sintetizada,
sua concentracdo seja maior (BENTON; ROSS; MILLER, 2000; CURI, 2000).

Outra situagao, € que em nosso protocolo utilizado para seccionar a medula,
a meninge é igualmente seccionada, tendo perda do liquido céfalo-raquidiano (LCR)
e sendo captado, provavelmente pela circulagdo. Estima-se que a concentracédo de
glutamina no LCR, seja muito parecida com a do plasma, em torno de 0,5 mM.
Deve-se ficar claro que esta abordagem € meramente especulativa, ndo havendo
nenhum estudo publicado de nosso conhecimento, mas devem ser estudadas.

O tecido muscular esquelético também apresentou resultados interessantes,
com queda da concentragdo de glutamina nos musculos comprometidos pela LM,
tanto os de fibras brancas quanto os com fibras vermelhas, e sem alteracao
significativa (p>0,05) da concentragdo no musculo epitroclearis (figura 13), localizado
nas patas anteriores, musculo esse que manteve intacto sua comunicacdo com o
cérebro, ndo sendo portanto, afetado pela desnervagao da medula espinhal. Sdo os
primeiros resultados conhecidos de concentragdo do aminoacido glutamina em
tecido musculo-esquelético comprometido por seccdo da medula espinhal. Os dois
musculos afetados pela paralisia decorrente da LM, estudados nesta pesquisa,
mostraram respostas semelhantes. A porgdo branca do musculo gastrocnémio teve
queda significativa na concentracdo de glutamina apenas nos grupos de animais
com lesdo medular, tanto no 2°. quanto no 5°. dia (figura 14). Em adigdo, houve
reducéo significativa do grupo com LM no 5°. comparando-se ao grupo com LM do
2°. dia (p<0,05), sugerindo que depois de instalada a lesdo medular, a deplegdo de
glutamina progressivamente aumenta com o decorrer do tempo. Ja os resultados
encontrados do musculo vermelho soleo (figura 15) também demonstraram redugéo
significativa dos grupos acometidos de LM tanto no 2°. quanto no 5°. dia.

A concentragao de glutamina no musculo vermelho (figura 16) foi em torno de
2 vezes maior se comparado aos musculos de fibra branca, indo ao encontro a
literatura. O significado fisiolégico da maior concentragdo de glutamina nas fibras do
tipo |, até a presente data, ndo foi ainda estabelecido. Atividade mais elevada de
glutamina sintase e maior disponibilidade de ATP para a sintese de glutamina
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nessas fibras talvez sejam fatores que expliquem, pelo menos em parte, a maior
concentragdo desse aminoacido nas fibras oxidativas (ROGERO, 2002; CURI,
2000).

De maneira geral, a queda da concentragdo de glutamina muscular acontece
quando a taxa de utilizagdo de glutamina excede a sintese. O musculo esquelético,
por sua elevada capacidade de sintese e liberacdo de glutamina, desempenha
indiretamente um papel metabdlico crucial. A protedlise muscular € estimulada em
varias situacdes de catabolismo intenso, e o musculo esquelético passa entdo a
garantir a manutencédo da concentracdo plasmatica de glutamina (ROGERO, 2002;
CURI, 2000; NEU; SHENOY; CHAKRABARTI, 1996). No caso da LM, a protedlise
muscular esta de fato acelerada, de modo que pode ser a possivel causa da
reducdo significante no conteudo de glutamina intramuscular, entretanto essa
mudancga estrutural e metabdlica ndo € bem entendida, principalmente no que
concerne a fase aguda da les&o medular.

As alteragbes no sistema imunitario consequentes de cirurgias vem sendo
amplamente discutidas. Apds cirurgia, imediatamente inicia-se a resposta
inflamatodria, tanto inata quanto adquirida. Embora essa inflamagdo aguda seja bem
conhecida e fundamentalmente necessaria e benéfica, esse quadro pode se alterar,
devido a indugdo de disfungdo do sistema imunitario motivada pelo trauma cirurgico.
Essa disfungdo caracteriza-se basicamente por duas etapas, ndo necessariamente
nessa ordem. A primeira seria uma sindrome sistémica da resposta inflamatdria.
Esta sindrome é caracterizada pelo quadro de hiper-inflamacéo e pode causar sérios
prejuizos ao organismo. A hiper-inflamagdo é responsavel pelo descontrole na
resposta imunitaria inata e adaptativa, como no fator de necrose tumoral (TNF),
interleucinas 1 e 6 (IL-1; IL-6), ativacdo descontrolada de neutrdfilos, granuldcitos
(ou lecécitos polimorfonucleares - PMN), mondcitos e “burst” oxidativo por
macrofagos. Em seguida, esse quadro pode ser revertido, imunodeprimindo o
individuo, numa tentativa compensatéria devido ao desequilibrio de citocinas pro- e
anti-inflamatérias. Essa imunodepressdo pode ser observada pela desativacdo de
mondacitos, reducdo na resposta de produgdo de TNF ao mitdgeno LPS, alteragdes
nas relagdes entre Th-1 e Th-2, com prevaléncia da citotoxica Th-2, entre outras.
(MENGER; VOLLMAR; 2004; MUTLU; WOICIECHOWSKY; BECHMANN, 2004;
SHERWOOD; TOLIVER-KINSKY, 2004). Algumas dessas altera¢gdes puderam ser
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observadas em nosso estudo, como a capacidade fagocitica. Ela foi fortemente
influenciada pelo trauma cirurgico, ndo parecendo que a lesdo medular teve algum
tipo de influéncia sobre os grupos. No 2°. dia houve reducgéo de até 4 vezes quando
comparado ao controle (P<0,001). J& no 5°. dia, houve uma resposta de rebote,
exacerbando os valores em quase 3 vezes acima do controle (p<0,001). Nao foi
encontrada diferenga do grupo S05 para o grupo LMO5 (figura 17). Corroborando
com esses resultados, o volume lisossomal dos macréfagos peritoneais mostrou
uma curva similar a atividade fagocitica dos macréfagos peritoneais dos animais
estudados, com uma queda de 10 vezes comparado ao controle no 2°. dia e o
mesmo efeito rebote, aumentado a captacdo de vermelho neutro no 5°. dia dando
diferenca estatistica comparada ao controle (p<0,001).

Outra resposta imunitaria, é a produgédo de peroxido de hidrogénio e anions
superoéxido. A producdo da NADPH oxidase é a primeira defesa contra agentes
invasores. Quando um fagocito é estimulado, esta enzima migra e associa-se a
membrana celular, e desta forma torna-se ativa. A enzima entdo transfere elétrons
do seu substrato, o NADPH, para o oxigénio gerando o anion superéxido. Este anion
€ produzido dentro das vesiculas do fagossoma sendo rapidamente convertido em
especies mais reativas, destruindo o microorganismo fagocitado (BONATTO, 2003).
A producdo do anion superodxido (figura 20), formado através da oxidagdo da
NADPH oxidase na mitocondria, estd aumentada nos animais expostos a cirurgia
quando comparados ao controle (p<0,05). Os grupos do 2°. dia, tanto o falso
operado quanto o com lesdo medular mostraram valores superiores ao do quinto dia,
porém apenas o grupo S02 teve diferenga na produgao do anion superoxido quando
comparado a de todos os demais grupos (p<0,05). Estes resultados indicam a
ativagdo do processo inflamatério devido a cirurgia, ndo havendo a inversdo de
hiper-inflamagéo para imunodepress&o, como citado nos trabalhos acima, do 2°
para o 5°. dia, porém a resposta a inflamagéo atenuou no 5°. dia se comparado ao
2°.

Quando um anion superéxido reage com outro superoxido, temos a formagao
de uma substancia estavel, o peroxido de hidrogénio (H202). Quando o H,O, reage
com uma molécula de ferro ele ganha mais um elétron, formando um radical livre
chamado radical hidroxila (OH). O radical hidroxila pode danificar membranas ou

partes internas das ceélulas, modificar proteinas, como o colageno e a elastina ou
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provocar alteragbes nos acidos nucléicos. A enzima superéxido dismutase (SOD)
catalisa a reagao entre os radicais superoxido produzindo o peroxido de hidrogénio.
(BONATTO, 2003). Nossos dados ndo mostraram diferenca significativa entre os
grupos (p>0,05). Estes resultados talvez signifiquem que houve uma resposta
inflamatoria normal e o quadro infeccioso devido ao trauma n&o mobilizou esta
capacidade oxidativa dos macréfagos, sendo necessario maiores estudos a respeito.

Com relacdo a imunidade adaptativa, o receptor para célula T €& muito
parecido a imunoglobulina, tanto em estrutura quanto na via na qual a variabilidade &
introduzida dentro do sitio antigeno-ligante. Contudo, ha importante diferenga entre
receptor de célula T e imunoglobulinas que estdo relacionadas a natureza dos
antigenos reconhecidos pelas células T. Receptores das células T reconhecem
antigenos (peptideos) estranhos ligados a molécula MHC sobre a superficie da
célula alvo. Ha duas classes de moléculas MHC. A classe | e Il. A primeira liga-se
estavelmente a peptideos derivados de proteinas sintetizados e degradados no
citosol. A segunda liga-se estavelmente a peptideos derivados a partir de proteinas
degradadas nas vesiculas “endociticas”. Em adi¢do, quando ligado pelo receptor de
célula T, as duas classes de moléculas MHC sao “preferencialmente” reconhecidas
pelas moléculas CD8 e CD4, que caracterizam os dois principais subsets de células
T e cooperam com o receptor de célula T na ativacao da célula T. Células T CD8
reconhecem molécula MHC de classe |I: formam complexo de peptideos e séo
ativados para destruir células que exibem peptideos estranhos derivados de
patogenos citosolicos. Células T CD4 reconhecem moléculas MHC de classe Il:
formam complexo de peptideos e sao especializados em ativar outras células
efetuadoras do sistema imunitario, por exemplo: células B, macréfagos, para agirem
contra os antigenos estranhos ou patdégenos que eles fagocitaram.

A expressao de linfocitos CD4 teve tendéncia a reducado, entretanto n&o foi
significativamente quando comparamos os diferentes grupos. Ja a populagdo de
linfécitos CD8 (figura 22) teve redugdo significativa nos grupos acometidos de lesdo
medular, tanto no 2°. quanto no 5°. dia (p<0,001), tanto comparados ao controle
quanto aos falso-operado. Isto sugere que a LM, de alguma forma, € habil em
promover a alteragdo na relacdo CD4/CD8. Qual o significado deste achado ainda
precisa ser esclarecido.
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Em suma, a LM agudamente reduz a concentragdo de glutamina, tanto no
plasma quanto na ME desnervada e isto foi acompanhado por modificagdes

importantes da resposta imunitaria.
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6. CONCLUSAO

Em resumo, nossos dados nos permitem concluir que:

1.

Houve reducdo nas concentragdes de glutamina no plasma e nos
musculos paralisados devido a sec¢ao da medula espinhal, resultado

da lesao medular.

. No estado de lesdo medular, a resposta imunitaria linfocitaria teve

comprometimento, havendo diminuicdo da populacao linfocitaria CD8 e

tendéncia a reducao da CD4.

Os macrofago tiveram respostas diferentes no 2°. (queda) e 5°. dia

(elevagédo), quanto a fagocitose e retengéo lisossomal.
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