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Resumo

Objetivo: investigar o efeito anticatabolico dos derivados de xantinas no metabolismo
de proteinas de ratos sépticos utilizando a técnica de microdialise. Materiais ¢ métodos:
Ratos machos Wistar (~250g) foram anestesiados com tiopental (50mg/Kg, i.p.) e
mantidos em mesa cirargica aquecida (37°C). A sepse foi induzida pela ligadura e
pungdo do ceco (CLP) e os musculos estudados apds 3, 6 ¢ 10 horas da cirurgia. O
cateter de microdialise foi inserido no tibial anterior, o qual foi perfundido a um fluxo
constante de 1,0ul/min com solugdo salina enriquecida com albumina bovina (0,5%), 50
uM de tirosina fria, 1 mmol/l de glicose e ['*C]-tirosina. A tirosina foi quantificada por
fluorescéncia no dialisado, sangue arterial e solucdo de perfusdo, apoés 90 minutos de
microdialise. O cateter foi calibrado in situ pela técnica da referencia interna. O Fluxo
Sanguineo Muscular (FSM) foi avaliado pela técnica do clearance de etanol. A
proteolise foi quantificada no extensor digitorus longus (EDL) de ratos (~70g) sham ou
sépticos por meio da liberacdo de tirosina in vitro. Resultados: A concentragao
intersticial de tirosina foi sempre maior que a concentracao arterial. A sepse de 3 horas
reduziu em 33% o FSM e aumentou em 127% a concentragdo intersticial de tirosina
(235 £ 16, n=10) em relacao ao sham (95 £+ 5, n=10). A diferenca I-A também foi maior
no grupo séptico (117 += 16 vs. 31 £ 6 no sham, n=10). A infusdo sistémica da
pentoxifilina (PTX; 50mg/Kg, e.v.), durante a primeira hora p6s-CLP, reduziu em 25%
e 50% a concentracdo intersticial e a diferenca I-A de tirosina, respectivamente. O
tratamento in Situ com isobutil-metil-xantina (IBMX; 1mM), mas ndo com PTX,
reduziu a concentragdo intersticial (30-46%) e a diferenca I-A (43-48%) de tirosina, em
ambos os grupos. O aumento da protedlise muscular induzido pela sepse foi abolido
pela agdo in vitro da IBMX (ImM) que reduziu a protedlise em 41%. Conclusdes: os

resultados mostram que: (1) a microdidlise ¢ uma técnica perfeitamente adaptada ao
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estudo do metabolismo de proteinas em situagdes catabolicas; (2) o modelo da CLP de 3
horas ativa o catabolismo de proteinas em musculos esqueléticos de ratos; (3) As agdes
sistémicas, In situ e in vitro dos derivados de xantinas reduzem o catabolismo de

proteinas em musculos de ratos sépticos.

1. Xantinas; 2. Microdialise; 3. Musculo esquelético; 4. Protedlise; 5. Sepse.
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Abstract

Introduction: The aim of the present study was to estimate the anticatabolic effect of xanthine
derivatives on skeletal muscle protein metabolism from septic rats by using
microdialysis. Methods: Sepsis was induced by cecal ligation and puncture (CLP). After
3, 6 and 10 hours of surgery, male Wistar rats (~250g) were anesthetized with
thionembutal sodium (50mg/Kg body weight i.p.) and placed on heating pads to
maintain adequate temperature (37°C). Microdialysis probe was inserted in the anterior
tibial muscle and an equilibration period of 30 minutes was allowed. After connecting
the catheter inlet to a microinjection pump, the system was perfused with 0,5% bovine
serum albumin, 50 uM tyrosine and 1 mmol/l glucose in isotonic saline at a rate of 1.0
ul/min. Samples of the skeletal muscle interstitial fluid and arterial plasma from carotid
artery were collected after 90 minutes of experiment and tyrosine was measured by
fluorescence. The interstitial tyrosine concentration was estimated from the dialysate
concentration. To calibrate catheters in vivo the internal reference calibration technique
was used. The muscle blood flow was estimated by ethanol technique. Overall
proteolysis was investigated in extensor digitorus longus (EDL) muscles from sham-
operated and 3-hour septic rats (~70g) incubated in the presence or not of IBMX
(ImM). Results: In sham-operated and septic rats, skeletal muscle interstitial tyrosine
levels (uM) were significantly higher than arterial plasma tyrosine. Three-hour septic
rats showed a 33% decrease in muscle blood flow and a 128% increase in the
concentration of tyrosine in skeletal muscle interstitial (235 + 16, n=10), when
compared to sham-operated rats (95,5 = 5,5, n=10). Interstitial (I) minus arterial (A)
plasma tyrosine concentrations difference was also significantly increased after 3 hours
of sepsis (117 + 7 vs. 31 + 6 in sham-operated, n=10). Pentoxifylline (PTX; 50mg/Kg

body weigh, e.v.) treatment, during 1 hour immediately after CLP, reduced in 25% and
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50% the interstitial tyrosine concentration and I-A difference, respectively. In situ
isobutylmethylxanthine (IBMX; 1mM), but not PTX, reduced the interstitial tyrosine
concentration (30-46%) and I-A difference (43-48%) in both groups. The increase of
proteolysis induced by sepsis in EDL muscles was abolished by in vitro addition of
IBMX (1mM). Conclusions: The data show that: (1) microdialysis is a perfectly adapted
tool to investigate in vivo regulation of muscle protein metabolism during acute
catabolic states; (2) the catabolic effect of sepsis on rat skeletal muscle protein
metabolism in vivo can be observed 3 hours after CLP; (3) the xanthine derivatives

reduce the muscle protein catabolism induced by sepsis in rats.

1. Xanthines; 2. Microdialysis; 3. Skeletal muscle; 4. Proteolysis; 5. Sepsis.



Introducdo 2

1. Introducéo.

A musculatura esquelética constitui cerca de 45% do peso corporal, sendo um
tecido indispensavel 4 homeostase metabolica corporal . As proteinas musculares
estdo continuamente sendo renovadas, obedecendo a um ciclo de sintese e degradagao
cuidadosamente regulado por fatores nutricionais, neurais ¢ hormonais **). Atualmente,
sabe-se que o controle da degradacdo de proteinas é de extrema importdncia na
regulagdo do ciclo celular, na reciclagem de proteinas anormais, no fornecimento de
aminoacidos para a neoglicogénese, na regulacdo das concentragdes enzimaticas, na
apresentacdo de antigenos de superficie nas respostas imunes, etc. G4 Todas estas
funcdes demonstram a importidncia da investigagdo da regulacdo do turnover de
proteinas em situagdes normais e catabodlicas.

A regulagdo da protedlise intracelular ndo envolve somente o sistema
proteolitico lisossomal. Hoje, sabe-se da existéncia de pelo menos duas outras vias de
degradagdo de proteinas com suas respectivas proteases: a via proteolitica dependente
de célcio e a dependente de ATP-ubiquitina-proteassoma. A ativagdo destes processos
proteoliticos € o principal mecanismo fisiopatoldgico responsavel pela perda de massa
muscular que ocorre em diferentes situagdes catabolicas como a sepse, o cancer, a
insuficiéncia renal cronica, o diabetes mellitus, etc. Por esta razdo, essas proteases
musculares podem representar importantes alvos de intervencdes terapéuticas que
tenham como objetivo reduzir a atrofia muscular (5:6)

Grandes avangos no conhecimento dos mecanismos intracelulares do
metabolismo de proteinas foram obtidos a partir de preparagdes de musculos

esqueléticos mantidos in vitro . Nessas preparagdes utilizam-se masculos isolados de
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pequenos roedores (com peso maximo de 70g) que possibilitam a difusdo adequada de
oxigénio e nutrientes no tecido incubado. No entanto, ainda hd uma grande limitagdo
metodoldgica na investigagdo do balango protéico em musculos esqueléticos de animais
adultos e em situagdes in vivo. Por exemplo, as medidas in vivo dos processos de sintese
e degradagdo das proteinas musculares, realizadas com iso6topos estaveis em humanos
estdo sujeitas a um grande numero de artefatos e tém freqlientemente gerado
controvérsia. A utilizagdo de biopsias de musculos também tem sido limitada pela
natureza traumatica do procedimento e pela impossibilidade da coleta de amostras
seriadas ”. Considerando essas dificuldades metodologicas, propomos nesse trabalho a
utilizagdo de uma nova metodologia para a investigagdo in situ do metabolismo de

proteinas em musculos esqueléticos de ratos adultos: a microdialise.

1.1. Microdialise.

A microdialise ¢ uma técnica que foi desenvolvida, inicialmente, para o estudo
de neurotransmissores no Sistema Nervoso Central (SNC) de animais ®_ Bito et al.
foram os primeiros a implantar cirurgicamente “sacos de didlise” no hemisfério cerebral
de cdes para determinar o conteido de aminoacidos. Nestes estudos pioneiros
introduziu-se, pela primeira vez, o conceito de que um compartimento circundado por
uma membrana semipermeavel seria capaz de estabelecer um equilibrio de concentragao
com o fluido extracelular e, portanto, poderia ser utilizado para a analise continua de
diferentes substincias contidas neste fluido. No inicio dos anos 80, com o
desenvolvimento de novos cateteres, a microdialise passou a ser utilizada para o estudo

do controle do metabolismo intermediario em diferentes 6rgdos e tecidos periféricos de
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animais ¢ humanos como o tecido adiposo subcutaneo, o musculo esquelético, o figado,
etc (10,1 1)'

O principio da microdialise ¢ extremamente simples: baseia-se na difusdo de
substancias hidrossoluveis através de uma membrana de didlise. Moléculas
hidrossoltiveis como a glicose, o glicerol, o lactato e os aminoacidos, os quais estdo
presentes no espaco intersticial, difundem-se em favor de seu gradiente de concentracdo
para dentro do cateter de didlise. Por outro lado, substancias que tenham sido
adicionadas ao perfusado se difundem no sentido oposto para dentro do espago
intersticial exercendo seus efeitos diretamente na superficie celular "',

Entre as vantagens da microdidlise, podemos citar: (I) a sua grande
aplicabilidade na investigagdo clinica e experimental; (II) a determinagdo continua por
horas ou até mesmo dias da concentragdo de uma determinada substancia no espago
intersticial de um o6rgdo ou tecido; (III) a determinagdo em uma unica amostra de
diferentes metabdlitos; (IV) e do fluxo sanguineo local; (V) a determinagao dos efeitos
farmacologicos de diferentes hormoénios, drogas ou componentes metabolicamente
ativos presentes no perfusado, os quais podem ser precisamente estudados, sem efeitos
colaterais sistémicos; (VI) o baixo custo e (VII) a andlise de pequenos volumes de
amostras, sem necessidade de purificagdo *'¥. No entanto, a principal desvantagem
dessa técnica é a possibilidade da interpretacdo errénea dos resultados. Tem sido
demonstrado que alteracdes hemodinamicas da microvasculatura de diferentes tecidos,
incluindo o muscular, podem influenciar a concentragdo intersticial de varias moléculas
(319§ sabido que a agdo in situ de drogas vasodilatadoras elevam o clearance de

substancias que sao liberadas pela célula, como por exemplo, a tirosina pelo musculo,

. ~ . , . 1 . ~
reduzindo a sua concentragio no intersticio '*. O oposto pode ocorrer em situagdes de
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reducdo do fluxo. Estes efeitos podem ser atribuidos a efeitos celulares, mas sao, de
fato, resultantes de alteragdes locais do fluxo sanguineo. Assim, um parametro
fundamental nos experimentos de microdidlise ¢ a determinacdo simultanea da
concentragdo intersticial do metabdlito e do fluxo sanguineo do tecido perfundido >,

Com o aprimoramento da utilizagdo da microdialise em tecidos periféricos
tornou-se possivel a quantificagdo da concentracdo intersticial de aminoacidos no

(7.13.16) A anélise dos aminodcidos no intersticio

musculo esquelético e cardiaco
muscular permite o estudo in situ do metabolismo de proteinas e pode fornecer uma
série de informagodes adicionais sobre a fisiologia e fisiopatologia do tecido muscular.
Em estudos in vitro a tirosina tem sido o aminoacido preferencialmente utilizado para a
avaliacao da velocidade de degradagdo das proteinas, porque além de ndo ser sintetizado
“de novo” e degradado pela fibra muscular, ¢ facilmente mensuravel pela utilizagao de
um método fluorimétrico de grande sensibilidade, reprodutibilidade e de baixo custo 7.
Por essas razdes nos experimentos realizados nesse trabalho, a tirosina foi utilizada
como indicador do metabolismo protéico muscular. A concentra¢do intersticial da
tirosina detectada pela microdialise no musculo esquelético reflete o balango entre
sintese e degradagdo das proteinas totais. De modo que um aumento da concentragdo
desse aminoacido no intersticio muscular indica uma mudanca do balango protéico em
dire¢do ao catabolismo, enquanto que sua diminui¢do significa uma mudancga na dire¢ao
oposta ¥,

E sabido que o processo de difusdo entre o intersticio e o interior do cateter in
Vivo ndo alcanga um equilibrio perfeito. Isto se deve a inimeros fatores como, por

exemplo, a temperatura do animal, a area de insercdo do cateter, o tamanho dos poros da

membrana, o fluxo de perfusdo, o fluxo sangiiineo local assim como as caracteristicas
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fisico-quimicas da substincia de interesse e do proprio tecido 2.

Portanto, a
concentragdo do metabdlito quantificada no dialisado ¢ sempre menor que a sua
verdadeira concentracdo intersticial. Em fungdo disso, ¢ essencial que todo cateter de
microdialise seja calibrado in vivo, determinando-se a capacidade de recuperagdo ou
recovery do cateter *'?. Uma vez conhecido o valor de recuperagio é possivel entdo
corrigir o valor da concentragdo de tirosina na solugdo dialisada e assim obter a
verdadeira concentragdo intersticial. Diferentes técnicas de calibragdo podem ser
utilizadas in vivo, como por exemplo a do fluxo interrompido e a da calibragao por

1 r . . ’ . ~
) Como essas técnicas necessitam de um periodo de experimentagio

equilibrio ¢
prolongado, optou-se neste estudo em calibrar os cateteres pela técnica da referéncia

interna ou retrodialise ®.

1.2. Metilxantinas.

As xantinas sdo alcaldides encontrados em diferentes vegetais com ampla
distribuicdo geografica. Podem ser classificadas em trés principais grupos: 1. cafeina
(1,3,7-trimetilxantina); 2. teofilina (1,3-dimetilxantina); 3. teobromina (3,7-
dimetilxantina). Sdo consumidas mundialmente como chocolates, chas e outras bebidas
(20)

As metilxantinas e seus derivados como a pentoxifilina (PTX) e a 3-Isobutil-1-
Metilxantina (IBMX) tém como principal mecanismo de ac¢do intracelular a inibi¢ao
inespecifica da fosfodiesterase de nucleotideos ciclicos ?". Essa enzima converte o 3’-
5’AMPc (3’-5’ adenosina monofosfato ciclico) em 5’AMP (5° adenosina monofosfato)

@20 aumento do AMPc intracelular é responsavel, dentre outras agdes, pela ativagio
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(22)

da lipdlise e glicogendlise “*, pela inibicdo da degradacdo de proteinas no musculo

esquelético @ e pela redugdo do fator de necrose tumoral alfa (TNFa) e outras citocinas

. Jon] 24
€m processos inflamatorios @4 .

Dentre os derivados de xantinas, a PTX tem sido utilizada na clinica para o

tratamento da claudicagdo intermitente em pacientes com doengas vasculares periféricas

(25,26)

e cerebrovasculares Em animais, demonstrou-se que a PTX preserva a

@7

microcirculagdo intestinal na bacteremia ", mantém a fungdo hepatica, melhora o

(28)

indice cardiaco " e reduz a resposta inflamatoria na sepse, principalmente por reduzir

29

os niveis plasmaticos do TNFa Tem sido demonstrado que o tratamento

experimental com as metilxantinas também ¢ eficaz na reduc¢ao do catabolismo protéico

muscular em situagdes patologicas. Ratos sépticos (30)

ou com tumores hepaticos
Yoshida AH-130 ¥ tratados com PTX apresentam reducdo na protedlise muscular
quando comparados com animais nao tratados. O efeito anti-proteolitico da PTX ¢,
freqlientemente, associado a redugdo do TNFa plasmatico D No entanto, estudos
anteriores de nosso laboratorio indicam que, pelo menos parte deste efeito, pode ser
mediado pela a¢do direta da droga no musculo, aumentando o conteudo de AMPc
intracelular e com isso reduzindo a degradagio de proteinas. Navegantes et al. *?
demonstraram uma redu¢do de até 50% da protedlise em musculos de ratos normais
incubados na presenca da IBMX ou do dibutiril AMPc, um analogo sintético do AMPc.
O possivel efeito antiproteolitico das metilxantinas pode fornecer uma importante
alternativa terapéutica para a prevencao da perda de proteinas musculares em situagdes

catabdlicas como, por exemplo, a sepse, na qual a perda de massa muscular esta

diretamente associada a maior morbidade e mortalidade do paciente.
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1.3. Sepse.

A sepse ¢ definida como uma intensa resposta inflamatoria a colonizagao de
microorganismos em tecidos estéreis, com uma profunda desestabilizacdo
hemodinamica e metabolica ®**¥. E uma das principais causa de morte no mundo,
acometendo principalmente pacientes pos-cirurgicos, poli-traumatizados e queimados
(34.35) Anualmente, sdo documentados cerca de 750.000 novos casos nos Estados
Unidos com uma mortalidade de quase 30% “*. No Brasil, a sepse representa o maior
problema de saude publica com uma incidéncia de 57 casos a cada 1000 pacientes por
dia. No entanto, os dados epidemiologicos ainda sdo contraditorios principalmente
devido a dificuldade em se definir e diferenciar clinicamente a sepse de outros quadros

clinicos relacionados 43,

1.3.1. Fisiopatologia.

As alteragcdes hemodindmicas como a isquemia e a hipoperfusdo tecidual sdo
uma das principais complicagdes da sepse ©?. Sio alteracdes que comprometem o fluxo
sangiiineo tornando-o heterogéneo (interrompido, continuo ou intermitente). Essa
condicdo prejudica o metabolismo oxidativo celular por gerar uma redugdo na utilizagao
do oxigénio pelos tecidos, embora, agudamente, a oferta e a extracdo de oxigénio sejam

mantidas normais ©¢37

. O distarbio hemodinamico ¢ acompanhado por alteragdes
hormonais e imunoldgicas como a resisténcia a insulina, o aumento dos glicocorticoides

e a maior liberacdo de citocinas pro-inflamatorias como o TNFa e as interleucinas

(13839 Uma das principais alteragdes metabolicas observadas no paciente séptico ¢ a
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resposta catabdlica na musculatura esquelética, principalmente devido ao aumento da
degradagio das proteinas miofibrilares . Essa perda de massa muscular resulta em
fraqueza geral e fadiga muscular que pode evoluir para a faléncia dos musculos

. , . 4
respiratorios e morte %40

. Infelizmente, até o momento, ndo existem estratégias
terapéuticas capazes de reduzir o catabolismo protéico muscular.

A sepse pode ser dividida, temporalmente, em duas fases distintas: a inicial ou
aguda e a tardia ou cronica “Y. A fase aguda caracteriza-se por ser hiperdindmica e
hipermetabolica, ou seja, os individuos apresentam aumento do indice cardiaco, redugao
da resisténcia vascular periférica e ativagdo do catabolismo de carboidratos, lipidios e
proteinas musculares, cuja fungdo ¢ fornecer aminoacidos que serdo utilizados para a
gliconeogénese ¢ para a sintese de proteinas de fase aguda pelo figado 4249 Todavia, a
permanéncia da infeccdo gera uma fase hipodindmica e hipometabdlica que se
caracteriza pela deterioracdo do sistema cardiovascular, pela redu¢do do metabolismo
energético e exacerbacdo da degradacdo de proteinas, gerando a atrofia muscular

esquelética, disfungdo multipla dos 6rgios e o choque séptico C%4%.

1.3.2. Sepse Experimental.

Os efeitos da sepse foram, inicialmente, estudados em modelos experimentais
de endotoxemia. A endotoxina ¢ um componente da parede celular de bactérias gram-
negativas conhecida como lipopolissacarideo (LPS), que foi isolada pela primeira vez
por André Boivin “?. A partir de entdo, a infusdo do LPS em animais de laboratério foi
utilizada com o objetivo de simular, experimentalmente, a endotoxemia e o choque

endotoxico observado em pacientes. Entretanto, esse modelo ndo reproduz com
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fidelidade o que realmente acontece na clinica. Enquanto pacientes endotdxicos
desenvolvem hiperglicemia e hiperinsulinemia, animais infundidos com LPS
apresentam, inicialmente, hiperglicemia que evolui rapidamente para hipoglicemia,
tornando assim esse modelo invidvel para o estudo das alteragdes metabodlicas
encontradas na sepse *4%,

A inducdo da sepse experimental pode ser obtida por meio de outros modelos:
(a) a infusdo endovenosa de patdégenos (em geral E.coli); (b) implantagdo de fezes na
cavidade peritoneal e (¢) a ligadura e pun¢do do ceco (CLP). A CLP ¢ o modelo que

“3) Inicialmente,

melhor reproduz os achados clinicos em animais experimentais
Clowes et al. *” descreveram o modelo de ligadura do ceco, tornando-o necrdtico. A
ligadura do ceco sem a puncao foi insuficiente para gerar sepse, uma vez que os animais
mostraram-se bem adaptados a necrose intestinal. Esse modelo foi aperfeicoado ao se
realizar a ligadura seguida da pung¢do do ceco, gerando nos animais um quadro de sepse

. , . 4
grave muito semelhante ao observado na clinica .

1.4. Objetivos.

Este trabalho teve como finalidade principal avaliar os possiveis efeitos
anticatabolicos dos derivados de xantina no metabolismo de proteinas em musculos
esqueléticos de ratos sépticos, utilizando para isso a técnica da microdialise.

Os objetivos especificos foram:
1.4.1.-Padronizar a técnica da microdialise para a investigacao in situ do metabolismo

de proteinas em musculo esquelético de ratos;
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1.4.2.-Estudar o efeito da sepse induzida por CLP (ap6s 3, 6 e 10 horas) na
concentracao intersticial de tirosina no musculo tibial de ratos;

1.4.3.-Avaliar o efeito do tratamento sistémico com pentoxifilina na concentracao
intersticial de tirosina no musculo tibial de ratos sépticos;

1.4.4.-Verificar o efeito do tratamento in situ com a pentoxifilina ou a
isobutilmetilxantina na concentracdo intersticial de tirosina no musculo tibial de ratos
sépticos;

1.4.5.-Quantificar o fluxo sangiineo muscular e a pressdo arterial média em ratos
sépticos tratados, ou ndo, com os derivados de xantinas;

1.4.6.-Investigar o efeito in vitro da isobutilmetilxantina na protedlise total em

musculos extensor digital longo (EDL) de ratos septicos.
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2. Materiais e Métodos.

2.1. Animais.

Foram utilizados ratos machos adultos da linhagem Wistar, pesando entre 250 e
275g, e animais jovens pesando, aproximadamente, 70g da mesma linhagem, cedidos
pelo biotério da Faculdade de Medicina de Sao José do Rio Preto — FAMERP. Ao
sairem do biotério, os animais foram aclimatados em nova sala onde ficaram em caixas
de acrilico dois a dois, mantidos em temperatura ambiente, = 28°C, e submetidos a
ciclos claro-escuro de 12 horas (acendendo-se as luzes as 06h00 da manha e desligando-
as as 18h00). Os animais foram alimentados com ragio balanceada Purina Labina®
(23% de proteinas; 4% de gorduras; 50% carboidratos e 23% outros componentes.) para
roedores e oferecida agua ad libitum. Antes do inicio dos experimentos, o projeto foi

submetido e aprovado pelo Comité de Etica de Experimentacio Animal (CEEA; Proc.n®

6040/03).

2.2. Estudo do metabolismo de proteinas pela microdialise.

2.2.1. Microdialise: procedimento geral.

Foram utilizados cateteres de microdidlise do tipo linear (figura 1A), os quais

foram confeccionados manualmente, utilizando-se uma membrana de dialise

semipermeavel (Cuprophane, 18 mm de comprimento por 0.3 mm de didmetro, 3 kDa

de limite de permeabilidade) colada em ambas as extremidades a tubos de polietileno
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PE-10 (comprimento padrao de 50 mm). As membranas foram gentilmente cedidas pelo
Prof. Dr. Peter Lonnroth, da Universidade de Gutemburgo (Suécia).

O cateter de microdialise foi inserido longitudinalmente no musculo tibial
anterior com auxilio de canula-guia e perfundido a um fluxo constante de 1 pl/min com
solucdo de perfusdo (solugdo de NaCl 0,9% contendo glicose 1 mM, tirosina fria 50
uM, albumina bovina 0,5% e ['*C]-tirosina (figura 1B). Apés um periodo de equilibrio
inicial de 30 minutos considerado a partir do inicio do gotejamento da solucdo de
perfusdo, os musculos foram dialisados ao longo de 90 minutos. O dialisado foi
coletado diretamente em tubos de microcentrifuga e, em seguida, mantido a -20°C em
solugdo de acido tricloroacético (TCA 5%). O sangue coletado da artéria cardtida
esquerda foi imediatamente centrifugado, sendo o plasma separado e desproteinizado
com 4acido perclorico (PCA IN) e congelado a -20°C para posterior andlise. As
concentragdes de tirosina no dialisado (50ul), na solugdo de perfusdo (50 pl) e no

plasma (100 pl) foram determinadas pelo método fluorimétrico descrito por Waalkes et

al.!"”.
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A
18 mm 50 mm
G Tubo de Membrana Tubo de
Bomba entrada saida
B

Microdialisado

Masculo

Figura 1. Desenho esquematico de um cateter linear (A). O cateter pode ser facilmente
inserido no musculo esquelético com a ajuda de uma canula-guia e conectado a bomba

de microperfusio (B). Adaptado de Lénnroth et al. .

2.2.2. Determinacéo do fator de recuperacédo (“recovery’) dos cateteres.

Todo cateter de microdialise foi, individualmente, calibrado in Vivo,
determinando-se a sua capacidade de recuperacao da tirosina. Nesse trabalho utilizou-se
a técnica da referéncia interna, na qual os cateteres foram perfundidos com solugao
contendo ['*C]-tirosina (~2500 DPM, 0,05 mmol/l) como marcador radioativo ®.
Partindo do principio que a difusdo ¢ um processo bidirecional, ou seja, que a saida da
tirosina da solu¢ao de perfusdo para o tecido ¢ igual a entrada desta no cateter, a
extracdo fracional da marca radioativa corresponde ao valor de recuperacao do
®

metabolito ndo marcado

A extracao fracional da tirosina marcada foi obtida pela seguinte equacao:
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FR (%) = (SP - D)/ SP x 100

Sendo, FR o fator de recuperacdo; SP a contagem da radioatividade em DPM na

solugdo de perfusdo e D a contagem da radioatividade em DPM no dialisado.

2.2.3. Célculos para determinacdo da concentracao intersticial de tirosina.

Com a obtengdo do fator de recuperagdo do cateter, da concentracdo de tirosina
no dialisado e na solu¢do de perfusdo (perfusado) foi possivel calcular a concentragao

intersticial de tirosina (nmol/ml) a partir da seguinte formula:

[Tyr]intersticio = [TVﬂdialisado - [Tyr]nerfusado + [Tyr]dialisado

Fator de recuperacao

Para saber se um tecido produz ou consome um substrato especifico ¢
necessario que se determine a presenca de um gradiente, calculando-se a diferenca entre
as concentracdes no intersticio (I) e no sangue arterial (A). A presenga de um gradiente
onde a [Tyrintersticio > [TYT]arterial (diferenga I - A) indica liberagao local de tirosina pela

célula.
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2.3. Padronizacdo da técnica de microdiélise.

Para a padronizagdo da microdidlise foram utilizados animais normais (nao
submetidos a cirurgia), os quais foram anestesiados com tiopental sédico (50mg/Kg,
i.p.), traqueostomizados com cateter de polietileno PE-240 (Becton Dickinson, Nova
Jersey, EUA) e canulados na artéria cardtida esquerda (cateter PE-50) para afericdo da
pressdo arterial média (PAM) e coleta de amostras de sangue. Os animais foram
mantidos em mesa cirtrgica aquecedora (Insight®) com temperatura mantida em 37°C.
O cateter de microdialise foi inserido no musculo tibial anterior conforme descrito
anteriormente. Os musculos foram dialisados com solugdo de perfusdo a um fluxo
constante de 1pul/min durante 30 minutos de equilibrio e ao longo de 240 minutos de
experimento, o qual foi dividido em trés intervalos consecutivos de 80 minutos cada.
Apods o término de cada intervalo foram coletadas amostras do dialisado, solugdo de
perfusdo e sangue arterial da cardtida esquerda para determinacdo do fator de
recuperagdo do cateter, da concentragdo intersticial, arterial e a diferenca I - A de
tirosina (figura 2).

Para a confirma¢do do valor da concentracdo intersticial de tirosina
quantificado pela técnica da referéncia interna, um grupo de musculos de animais
normais foi perfundido a um fluxo constante de 0,3 pul/min. Em tecidos dialisados a um
fluxo baixo o processo de difusdo é perfeito (100% de recuperacdo) ¥ ndo sendo,
portanto, necessario o uso de radioativos para calibragao do cateter. Nessas condicdes, a

concentragdo do metabdlito no dialisado é semelhante a sua concentragdo no intersticio.
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240 minutos (microdialise)

-30min
! |

l Equilibrio l l 1 l
-Anestesia  (Tiopental 0 min 80 min 160 min 240 min
50mg/Kg, i.p.);
-Traqueostomia; o
-Canula¢io da cardtida; Co .eta.l.

- Dialisado;

-Inser¢do do cateter;
-Fluxo constante de 1,0
ou 0,3 pl/min.

-Soluc¢ao de perfusao;
- Sangue arterial.

Figura 2. Protocolo experimental utilizado para a determinacdo da concentracdo

intersticial de tirosina no musculo tibial anterior de ratos normais.

2.4. Padronizacdo do modelo de sepse experimental.

2.4.1. Inducao da sepse pela ligadura e puncao do ceco (CLP).

O grupo séptico foi submetido a laparotomia e exteriorizacao do ceco, o qual foi
ligado na base com linha niimero 10, tomando-se o cuidado de ndo obstruir o transito
intestinal. O ceco foi puncionado duas vezes na regido distal com agulha numero 16,
proximo a ligadura, preservando-se a vascularizagao local. Apos a pungdo, o ceco foi
suavemente pressionado para extravasamento do conteido fecal através das perfuracdes
realizadas. Em seguida, a parede abdominal foi suturada com fio de nylon numero 4.
Para reposi¢do de volume os animais receberam uma injecao de solugdo salina 0,9% (10
ml/100g, s.c.) “*. Os animais do grupo sham foram submetidos aos mesmos

procedimentos do grupo sépticos a excecdo da ligadura e puncdo do ceco. Ambos o0s
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grupos foram divididos em 6 sub-grupos e estudados as 3, 6 e 10 horas da CLP ou
cirurgia ficticia (sham).
Para confirmagdo da sepse foram realizadas hemoculturas (n = 5 ratos)

utilizando-se o sistema hemobac trifasico®.

2.4.2. Avaliacdo de parametros metabolicos.

Com objetivo de avaliarmos o efeito da sepse experimental no ganho ponderal,
no consumo de agua e na excrec¢ao urindria, os animais foram mantidos individualmente
em gaiolas metabdlicas por dez horas. Este foi o tempo méximo de sepse utilizado nesse
trabalho para o estudo das alteragdes do metabolismo de proteinas. Neste grupo também
foi aferida a temperatura retal.

Apos trés horas da indugdo da sepse, foi coletada uma pequena amostra de
sangue arterial da cardtida esquerda para a determinagdo do hematocrito e da
gasometria, assim como para a dosagem de glicose, lactato e uréia. Em seguida, os
animais foram sacrificados por excesso de anestésico (tiopental) e extraido 500 mg de
tecido para determinagdo do conteudo hepatico e muscular de glicogénio. As amostras
foram colocadas em tubos de centrifuga contendo 2ml de KOH 30% para extragdo “* e

determinag@o do conteudo de glicogénio pelo método de antrona segundo Carrol et al.

(50)
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2.5. Estudo do metabolismo de proteinas em mausculos esqueléticos de ratos

sépticos pela microdialise.

O grupo de 3 horas foi anestesiado somente com tiopental sodico (50mg/Kg,

i.p.). Ap6s 1 hora da cirurgia, os musculos dos animais foram dialisados por 120

minutos, sendo os 30 minutos iniciais correspondentes ao periodo de equilibrio e os 90

minutos seguintes o de coleta. Ao longo de todo o experimento, a pressao arterial foi

aferida em intervalos de 15 minutos. Ao final do experimento (3 horas apds a cirurgia)

foi coletada uma amostra do dialisado, da solugdo de perfusdo e do sangue arterial

(figura 3).

lh

-30min

Microdialise

90 min

l

-Anestesia (Tiopental
50mg/Kg, i.p.);
-Traqueostomia;
-Canulacgao da
carotida;
-Lapatoromia;
-Ligadura e Pung¢do do
Ceco (CLP) ou
cirurgia ficticia;
-Reposi¢ao de volume
(10ml/100g, s.c.).

—

1 Equilibrio 1

Insercao do
cateter
Fluxo: 1ul/min.

0 min

A cada 15 min aferi¢do da
Pressdao Arterial Média e
Fluxo Sangiiineo Muscular

_

3 horas

1

Coleta:
Dialisado;
Solugao de
perfusdo;
Sangue arterial.

Figura 3. Protocolo experimental utilizado para o estudo dos efeitos da sepse de 3 horas

no metabolismo de proteinas na musculatura esquelética de ratos pela microdialise.
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Os animais dos grupos 6 e 10 horas foram inicialmente anestesiados com uma
mistura, em proporg¢des iguais, de xilazina e cloridrato de ketamina (0,1ml/100g, i.p.) e
submetidos a CLP ou cirurgia ficticia. Apds 4 e 8 horas da cirurgia, esses animais
foram novamente anestesiados com tiopental soédico (50mg/Kg, i.p.),
traqueostomizados, canulados na artéria cardtida e mantidos nessa condigdo durante
todo periodo de microdialise. Foram coletadas amostras da solucdo de perfusao,

dialisado e sangue arterial da cardtida esquerda apo6s 6 e 10 horas da cirurgia (figura 4).

Microdidlise
4 ou 8 horas | 30min 90 min |

l l Equilibrio l l
-Anestesia Xilazina Anestesia (Tiopental 0 min Coleta: ‘
{Ketamma (0,1ml/100g, 50mg/Kg, i.p.) —DlathldO,
Lp.); . Traqueostomia -So%ug:;do. de
-Lapatoromia, Canulacdo da carétida e periusao,
-Ligadura e¢ Pungdo do jugular; -Sangue
Ceco (CLP); Insercdo do cateter; arterial.
-Reposi¢do de volume Fluxo de 1pl/min.
(10ml/100g, s.c.).

SNS—— -

6 ou 10 horas

Figura 4. Protocolo experimental utilizado para o estudo dos efeitos da sepse de 6 ¢ 10
horas no metabolismo de proteinas na musculatura esquelética de ratos pela

microdialise.
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2.6. Determinacéo dos parametros hemodinamicos.

2.6.1. Pressdo Arterial Média (PAM).

Para a avaliacdo do estado hemodinamico dos animais, a PAM foi aferida em
todo experimento de microdiadlise. A PAM foi avaliada diretamente na artéria carétida
em intervalos de 15 minutos por meio de um transdutor de pressdo conectado a um

amplificador (Braile Biomédica®).

2.6.2. Quantificacdo do Fluxo Sanguineo Muscular (FSM).

Esses experimentos tiveram como objetivo avaliar o efeito da sepse de 3 horas e
do tratamento com os derivados de xantina no fluxo sanguineo local no tibial anterior.
Para a avaliagdo qualitativa do FSM utilizou-se a técnica do clearance do etanol, que é
adicionado a soluc¢do de perfusdo do musculo. O principio dessa técnica se baseia na
propriedade do etanol ser um metabolito inerte, isto €, ndo ¢ secretado nem absorvido

2 . ~ . . ~
42 Existe uma relagdo inversamente proporcional entre a extragdo

pelo musculo
fracional do etanol e o fluxo sangiiineo local, de modo que toda redugdo na
concentragdo de etanol no dialisado muscular significa aumento do fluxo sangiiineo
local (vasodilatagdo), assim como seu aumento no dialisado significa reducdo do fluxo
sangiiineo (vasoconstric¢do). Nesses experimentos, o tibial anterior foi perfundido a um

fluxo constante de 1pul/min com solug¢do de perfusdo (descrita anteriormente) acrescida

de etanol absoluto (SmM), durante 90 minutos. O etanol foi quantificado no dialisado
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muscular a cada 15 minutos de experimento e na solu¢ao de perfusdo ao final deste.

Para se obter a extragdo fracional de etanol foi empregada a seguinte formula:

Extragdo Fracional = ([Etp] / [Etsp])

Onde: [Etp]: concentracdo de etanol (mmol/L) no dialisado;

[Etsp]: concentragdo de etanol (mmol/L) na solugdo de perfusao.

2.7. Efeitos sistémicos da pentoxifilina (PTX) no metabolismo de proteinas em

musculos esqueléticos de ratos.

Os efeitos do tratamento sistémico com PTX (Sigma®) no metabolismo protéico
foram investigados em musculos de animais sham ou sépticos de 3 horas. Esses animais
foram submetidos aos mesmos procedimentos descritos anteriormente e canulados na
veia jugular direita para a administracdo da droga por meio de um tubo de polietileno
(PE-50) conectado a uma bomba de microinfusao (Insight BI2000®). Os animais foram
infundidos, durante a primeira hora apdés a CLP ou cirurgia ficticia, com PTX (50

mg/Kg) a um fluxo constante de 17ul/min (figura 5).
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-30min

Microdialise

PTX (50mg/Kg e.v.)

90 min

1 1 hora

-Anestesia (Tiopental
50mg/Kg, i.p.);
-Traqueostomia;
-Canulagdo da cardétida
e jugular;
-Lapatoromia;
-Ligadura e Puncao do
Ceco (CLP);
-Reposi¢ao de volume
(10ml/100g, s.c.).

—

l Equilibrio l

Inser¢ao do 0 min
cateter
Fluxo:1pl/min.

l

Coleta:
-Dialisado;
-Solugao de
perfusao;
-Sangue arterial.

_

3 horas

Figura 5. Protocolo experimental utilizado para o estudo dos efeitos do tratamento

sistétmico com pentoxifilina (PTX; 50mg/Kg) no metabolismo de proteinas em

musculos esqueléticos de ratos sépticos de 3 horas.

2.8. Efeitos in situ da pentoxifilina (PTX) e da 3-isobutil-1-metil-xantina (IBMX)

no metabolismo de proteinas em musculos esqueléticos de ratos.

Com o objetivo de investigar os efeitos in situ dos derivados de xantina no

metabolismo protéico, musculos esqueléticos de animais sham e sépticos de 3 horas

foram perfundidos com PTX ou IBMX, na concentragdo de 1mM, conforme protocolo

descrito na figura 3.
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2.9. Procedimento experimental para o estudo da protedlise in vitro em musculos

esquelético de ratos.

A avaliagdo da degradagdo de proteinas em musculos esqueléticos de ratos foi
realizada 3 horas apds a inducdo da CLP ou cirurgia ficticia. Nesses experimentos,
musculos contralaterais dos animais sépticos foram incubados na presenga de IBMX
(1ImM), na mesma concentragdo utilizada in situ.

Na manha do experimento, animais com pesos proximos a 70 g foram
anestesiados por éter e submetidos a laparatomia seguida ou ndo da CLP. Trés horas
apds a cirurgia, os animais foram sacrificados por deslocamento cervical numa
seqiiéncia alternada entre os grupos, removendo-se rapidamente o musculo EDL. Em
seguida, os mésculos foram pesados em balanga eletronica digital (BEL engineering”) e
incubados em tampao Krebs Ringer Bicarbonato (NaCl 0,120M; NaHCO; 0,015M;
KCl1 4,828 mM; MgSO, 1,2 mM; KH,PO4 1,212 mM; CaCl, 2,4 mM e pH 7,4) na
presenga de glicose (5 mM) e cicloxemida (0,5 mM).

O método de quantificacdo da atividade proteolitica utiliza o misculo integro
fixado por meio dos seus tenddes a suportes de acrilico para o EDL, mantendo-se assim
o seu comprimento de repouso. A manutengdo dos musculos nestas condigdes
possibilita a difusdo de oxigénio e nutrientes, evitando-se a andxia das fibras musculares
centrais. Desta forma, a proteolise muscular é reduzida, ha manutengdo do conteudo de
ATP, de fosfocreatina e glicogénio, reproduzindo as caracteristicas dos musculos em

crescimento in vivo ¢,



Materiais e Métodos 26

2.9.1. Avaliacdo da atividade proteolitica.

A atividade proteolitica foi estimada por meio da liberagdo de tirosina de
proteinas de musculos incubados na presenga de cicloheximida, a qual impede a
reutilizacdo dos aminoacidos para a sintese protéica. A liberagdo de tirosina pelo
musculo isolado reflete a velocidade de degradagdo de todas as classes de proteinas
celulares, uma vez que este aminoacido ¢é distribuido em todas proteinas celulares ©*.

Para a determina¢do da degradacdo de proteinas, os musculos foram aerados com uma

mistura de carbogénio (95% de O, e 5% de CO,) e incubados por 1 hora em banho, sob

agitacdo constante a 37°C, a fim de estabelecer o equilibrio da velocidade de liberagdo
da tirosina para o meio de incubacdo. Apos esse periodo de pré-incubacdo, os meios
eram renovados e a incubacdo se processava com o mesmo tipo de meio por 2 horas. No
final do periodo de incubagdo, 1 ml do meio era coletado e adicionado a 0,25 ml de

acido perclorico 1,5 N para a determinacgdo da tirosina liberada.

2.10. Andlise histoldgica.

Para a avaliacdo do grau de lesdo tecidual causada pela inser¢dao do cateter de
dialise, foi realizada a analise histoldgica do musculo tibial anterior de animais normais
canulados ou ndo. Também foram analisados musculos de animais sham ou sépticos de
3 horas. Apds o experimento de microdiélise, os animais foram sacrificados por excesso
de anestésico (tiopental). O coragdo foi exteriorizado e a veia cava inferior seccionada.
Em seguida, introduziu-se no ventriculo esquerdo um cateter de polietileno (P-240)

fixado com agulha 25x7, por onde perfundiu-se, aproximadamente, 100 ml de solu¢do
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de formol-célcio (formaldeido PA a 40%, 10ml; 4gua destilada, 90ml; acetato de célcio,
1g). Apos a perfusdo do fixador histologico, o musculo tibial anterior foi retirado e
fixado na mesma solugdo de formol-calcio durante 24 horas.

O musculo foi seccionado em 3 segmentos semelhantes, sendo o ter¢os superior
e inferior desprezados. O terco médio foi inicialmente lavado e imerso em etanol 70% e
progressivamente desidratado em etanol 95% e, em duas passagens sucessivas, em
etanol absoluto. O tempo de imersdo em cada solucdo foi de 30 minutos.
Posteriormente, o mésculo foi incluso em historesina (LAICA™). Para isso, o fragmento
foi transferido para uma solugdo de etanol-resina por 3 horas e, em seguida, transferido
para a resina pura, onde permaneceu overnight. O fragmento muscular foi
acondicionado em formas nas quais se adicionou a mistura de historesina e
polimerizador (Historesin®, Leika, Alemanha). A polimerizagio foi realizada a vacuo
em bomba comum. Uma vez polimerizada a resina, os blocos foram retirados das
formas e fixados em suportes de madeira com cola de secagem rapida.

A microtomia foi feita com navalha de vidro, tendo sido realizados cortes de 2
um de espessura. Os cortes foram colhidos em laminas previamente tratadas com poli-L
lisina e distendidos em cubas de agua fria. Os cortes foram hidratados e corados em
solugdo de hematoxilina por 15 minutos. Em seguida, foram lavados em agua corrente
para retirar o excesso do corante, sendo adicionada eosina por 10 minutos. Os cortes
foram lavados em agua destilada, seguindo-se a desidratacdo e montagem em verniz.

A avaliagdo do material foi realizada por meio da contagem da populagdo total
de fibras musculares a partir da sele¢do de um corte de musculo utilizando o
microscopio de luz (Olympus® Tokyo) dotado de ocular com reticulo com linhas

paralelas horizontais e verticais que dividiam o campo microscopico em 4 regides
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distintas. A morfometria foi realizada com o mesmo equipamento, com ocular

milimetrada, em intervalos de 2 um e objetiva de valor 10x.

2.11. Analise bioquimica.

As concentragdes de tirosina no dialisado, plasma, solu¢do de perfusdo e meio
de incubagdo foram determinadas pelo método fluorimétrico. A contagem de radioativo
da ["*C]-tirosina na solugdo de perfusio e no dialisado foi determinada em 10 pl de cada
amostra diluida em 4 ml de liquido de cintilagdo biodegradavel (Fisher Scientific®). A
leitura foi feita em espectometro de cintilagio liquida PACKARD 1900 no Laboratério
de Endocrinologia e Metabolismo da Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto da
Universidade de Sao Paulo (FMRP-USP).

As concentracdes plasmaticas de glicose e lactato foram determinadas no
analisador bioquimico (YSI SELECT®™). Foi utilizado kit comercial para a dosagem
bioquimica de uréia (KATAL®). Foi realizada gasometria (Radiometer ABL 5%) para
determinagdo do pH, pressdo parcial de didxido de carbono (PCO,), pressdo parcial de
oxigénio (PO,), excesso de base (BE) e bicarbonato (HCOs’). O hematocrito foi

quantificado por microcapilares de vidro.

2.12. Anélise estatistica.

Os resultados foram expressos como Médias + EP (Erro Padrido). Para a

analise estatistica e interpretacdo dos resultados entre os grupos sham e sépticos ao



Materiais e Métodos 29

longo do tempo foi empregada a analise de variancia (ANOVA) e o teste t de Student

para comparagdo entre as médias, sendo adotado 5% como nivel de significancia.
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3. Resultados

3.1. Concentracdao intersticial de tirosina em musculo esquelético de ratos normais.

Com o objetivo de quantificar a concentracdo intersticial de tirosina na
musculatura esquelética em situagdes basais, musculos de ratos foram perfundidos a um
fluxo constante de 1 pl/min, por 240 minutos. Utilizando-se a referéncia interna como
método de calibragdo do cateter, o valor de recuperacao obtido foi de 33 + 1% (figura
6B). A figura 6A mostra que a concentracdo de tirosina no intersticio muscular,
calculada a partir dos valores de recuperacdo do cateter, foi de 88 + 4 nmol/ml. A
concentragdo de tirosina no intersticio foi sempre maior que sua concentragao arterial
(57 £ 3nmol/ml). Todos esses valores se mantiveram constantes ao longo dos 240
minutos de experimentagdo. Para confirmagdo desses resultados, musculos de animais
normais foram dialisados a um fluxo de 0,3ul/min. Nesses experimentos, a concentragao
intersticial de tirosina foi de 82 + 3nmo/ml, sendo este valor semelhante aquele obtido

pela técnica da referéncia interna.
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Figura 6. Concentragdo intersticial (I), arterial (A) e diferenca I — A de tirosina em
musculos de ratos normais (A). Fator de recuperagdao ou “recovery” dos cateteres de

microdidlise (B). Os valores sao expressos como média = EP de 12-15 ratos.

3.2. Efeitos da sepse experimental induzida pela ligadura e puncéo do ceco (CLP).

3.2.1. Caracteristicas dos animais.

A sepse nos animais submetidos a ligadura e pung¢do do ceco foi confirmada por
meio de hemoculturas, as quais foram positivas para fungos e bactérias apds duas horas
da cirurgia. Nos grupos de seis e dez horas de sepse foram observados sinais
caracteristicos de infecgdo, tais como piloerecdo, secre¢do ocular, letargia e secre¢do

purulenta na cavidade abdominal ap6s o sacrificio.
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3.2.2. Efeito nos parametros metabolicos.

Para avalia¢dao do ganho de peso, ingestdo de agua e diurese, animais sham ou
sépticos foram mantidos em gaiolas metabodlicas. Apos dez horas da cirurgia, observou-
se um aumento no peso corporal de 8% no grupo séptico (285 + 3 vs 263 £+ 5g no grupo
sham). Os animais sham ndo ingeriram agua, mas urinaram 6 + 0,4 ml. Durante esse
periodo, os animais sépticos ndo ingeriram agua e nem urinaram. A temperatura
corporal do grupo séptico foi reduzida em 1,2°C (35,8 £ 0,3 vs 37 £ 0,01°C, no grupo
sham).

Para uma melhor compreensdo dos efeitos metabolicos causados pela sepse,
foi tragado um perfil bioquimico nos animais do grupo de 3 horas. A tabela 1 mostra
que os valores da glicemia, PO, e hematocrito do grupo séptico ndo foram diferentes do
sham. No entanto, as concentra¢des plasmaticas de uréia e lactato aumentaram em 73%
e 75%, respectivamente. Observou-se também um decréscimo na PCO; (46%), na
concentragdo plasmatica de bicarbonato (50%) e no excesso de base, nos animais
sépticos (tabela 1).

Em animais normais foi avaliado o efeito da insercao do cateter, durante 3 horas,
nas reservas de glicogénio no musculo tibial anterior. Constatou-se que a lesdo
mecanica ndo alterou o contetido de glicogénio muscular (0,55 £ 0,02 %) quando
comparado ao musculo contralateral ndo lesado (0,49 £+ 0,02 %). Em animais sham, a
cirurgia ficticia reduziu o glicogénio hepatico (1,2 £ 0,1 vs 4,4 £ 0,5 %, no grupo
controle sem cirurgia), mas nao modificou o glicogénio muscular (0,48 £+ 0,03 vs 0,49 +
0,02 %, no grupo controle sem cirurgia). A sepse provocou uma redugdo de 60% e 86%

no conteudo de glicogénio muscular e hepatico, respectivamente (tabela 1).
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3.2.3. Efeito no metabolismo de proteinas na musculatura esquelética de ratos.

A concentracdo intersticial muscular (93 + 5 nmol/ml), a arterial (71 £ 7) e a
diferenca I — A (33 = 7 nmol/ml) de tirosina dos animais sham foram semelhantes aos
controles (90 + 7; 57 £ 3 e 33 £ 2 nmol/ml, respectivamente). De acordo com a figura 7,
verifica-se que as concentracdes intersticial, arterial e a diferenga I — A foram sempre
maiores no grupo séptico em relacdo ao grupo sham. As maiores concentragdes de
tirosina no intersticio € no plasma arterial foram observadas no grupo de 6 horas quando

comparado ao grupo de 3 e 10 horas (figuras 7A e B).

3.2.4. Efeito nos parametros hemodinamicos.

A PAM do grupo séptico foi sempre menor em relagdo ao grupo sham,
independentemente do tempo estudado de infecgdo (figura 8). A extracao fracional de
etanol, como método de avaliagdo do FSM, manteve-se inalterada nos primeiros 45
minutos de didlise dos musculos sépticos, aumentando a partir deste momento em 33%
em relagao ao grupo sham (figura 9). O aumento dessa relagdo significa que apos 3

horas de sepse ha redugdo do fluxo sangiiineo muscular.
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Tabela 1. Efeito da sepse experimental induzida pela ligadura e puncéo do ceco (CLP) nas concentracBes plasmaticas de uréia, glicose e

lactato, no contetdo de glicogénio hepético e muscular, pH, pressdes parciais de oxigénio e dioxido de carbono, hematdcrito, bicarbonato e

excesso de base ap6s 3 horas da cirurgia.

Grupo Uréia Glicose Lactato Glicogénio Glicogénio pH PO, PCO, Hematdcrito HCO;3 Excesso de
(mg/dL) (mM) (mM) Hepético Muscular (%) (mmHg) (mmHg)  (%eritrocitos) (mM) base (EB)
(%) (mM)
Sham 38+£34 5,8+0,3 1,940,1 1,12+0,01 0,45+0,03 7,33 £ 0,006 92+3 37,3+ 425+19 19,3+0,7 -5,4+£0,6
1,64
Séptico 65,8 +5,2* 6,9+0,6 3,3+0,38* 0,15+0,01* 0,18+0,01* 7,3+0,01 110 + 5* 20,11+ 468+14 9,66 £ 0,7* -15+1,1*

0,99*

Os valores séo expressos como média + EP de 8 ratos; * p < 0,05 em relagéo ao sham.
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Figura 7. Efeito da sepse experimental induzida pela ligadura e pun¢do do ceco (CLP) nas
concentragdes intersticial (A), arterial (B) e diferenca I — A (C) de tirosina ap6s 3, 6 e 10
horas da cirurgia. Os valores sdo expressos como média = EP de 8-14 ratos. * p < 0,05 em

relacdo ao sham ; 'p < 0,05 em relacdo ao tempo.
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Figura 8. Efeito da sepse experimental induzida pela ligadura e puncdo do ceco (CLP) na
pressdo arterial média (PAM), apds 3 (A), 6 (B) e 10 horas (C) da cirurgia. Os valores sdao

expressos como média + EP de 8 ratos; * p < 0,05 em relacdo ao sham.
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Figura 9. Efeito da sepse experimental induzida pela ligadura e pungdo do ceco (CLP)
na extracdo fracional de etanol no musculo tibial anterior de ratos ap6s 3 horas da
cirurgia. Os valores sdo expressos como média + EP de 8 ratos; * p < 0,05 em relagdo

ao sham.

3.2.5. Efeitos na histologia dos musculos esqueléticos.

Nas figuras 10A ¢ 10B, observam-se fibras musculares integras seccionadas
transversalmente com contornos aproximadamente poligonais/arredondados, nucleos
periféricos achatados, com cromatina compactada e nucléolos evidentes de ratos sham e
sépticos apos 3 horas, respectivamente. A insercdo do cateter de microdialise no
musculo causou hemorragia focal acompanhada de areas esparsas de necrose (figuras
10C e 10D), sem o comprometimento da citoarquitetura do musculo em ambos os
grupos estudados. Nao houve diferenga na populagdo de células necréticas no grupo
séptico (32 + 3,7 células por sec¢ao de musculo analisado) quando comparada ao grupo

sham (30 £ 5,9 células por sec¢do de musculo analisado). Observando-se a figura 10E e
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10F, verifica-se que também ndo houve diferengas significantes na presenga de células
inflamatorias no intersticio muscular de ratos sham e sépticos (19 + 4,1 vs. 15 + 2

células por sec¢dao de musculo analisado, respectivamente).

Figura 10. Analise histolégica de musculo tibial anterior de ratos sépticos: B fibras
integras, 400X; D células necroticas e hemorragia, 400X e F area com células necroticas

e fragmentos de fibras, 230X. Grupo sham: A fibras integras, 630X; C infiltrado
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inflamatorio e hemorragico, 400X e E area de rarefacdo e debris necrotico, 630X.

Coloragao H.E.

3.3. Efeito sistémico da pentoxifilina (PTX) no metabolismo de proteinas e na

hemodinamica de ratos sham e sépticos.

Neste protocolo experimental, animais sham e sépticos foram tratados com PTX

(50mg/Kg, e.v.), durante 1 hora, imediatamente apos a cirurgia. A PTX reduziu a

concentragdo intersticial e o gradiente I - A de tirosina nos ratos sépticos, mas nao

interferiu na concentragdo arterial desse aminoacido (figura 11B). Nenhum desses

parametros foi alterado em animais sham (figura 11A).

A PTX também ndo interferiu com a PAM de animais sham, mas reduziu ainda

mais nos animais sépticos, ao longo de todo o experimento (figura 12B). A extragdo

fracional de etanol foi inalterada pela infusdo sistémica da PTX em animais sépticos

(figura 13).
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Figura 11. Efeito do tratamento sistémico com PTX (50 mg/Kg, e.v.) nas concentragdes

intersticial (I), arterial (A) e diferenca I — A de tirosina me ratos sham (A) e sépticos
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(B). Os valores sao expressos como média £ EP de 6-8 ratos; * p < 0,05 em relagdo ao

grupo nao tratado.
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Figura 12. Efeito do tratamento sistémico com PTX (50mg/Kg, e.v.) na pressao arterial
média (PAM) de ratos sham (A) e sépticos (B). Os valores s@o expressos como média +

EP de 6-8 ratos; * p < 0,05 em relagdo ao grupo nao tratado.
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Figura 13. Efeito do tratamento sistémico com PTX (50mg/Kg, e.v.) na extracdo

fracional de etanol nos musculos de ratos sépticos. Os valores sdo expressos como

média + EP de 6-8 ratos.

3.4. Efeitos da perfusdo in situ com os derivados de xantina no metabolismo de

proteinas e no fluxo sangtiineo muscular (FSM) de ratos sham e sépticos.

Musculos esqueléticos de ratos sham ou sépticos foram perfundidos com PTX
ou IBMX (ImM), durante 90 minutos, ap6s 1 hora da cirurgia (figura 3). A PTX in situ
ndo alterou as concentragdes intersticial, arterial e o gradiente I — A de tirosina, em
ambos os grupo (figura 14). Musculos de animais sham perfundidos com IBMX
apresentaram uma redu¢do na concentracdo intersticial (27%) e na diferenca I — A
(48%) de tirosina (figura 15A). A IBMX reduziu em 41% o contetido de tirosina no
intersticio muscular e em 43% a diferenga I — A deste aminoacido no grupo séptico
(figura 15B). A concentragdo arterial de tirosina ndo foi alterada pela IBMX, em ambos

os grupos (figura 15).
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A PAM nio foi alterada nos animais sham ¢ sépticos perfundidos in situ com as
metilxantinas (dados ndo mostrados). Quanto ao FSM, ndo se observaram altera¢des na
extracdo fracional de etanol nos musculos perfundidos in situ com PTX (figura 16) ou

IBMX (figura 17).
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Figura 14. Efeito in situ da PTX (ImM) nas concentragdes intersticial (I), arterial (A) e
diferengca I — A de tirosina em ratos sham (A) e sépticos (B). Os valores sdo expressos

como média + EP de 8 ratos.
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Figura 15. Efeito in situ da IBMX (ImM) nas concentragdes intersticial (I), arterial (A)
e diferenga I — A de tirosina em ratos sham (A) e sépticos (B). Os valores sdo expressos

como média = EP de 8 ratos; * p < 0,05 em relacdo aos musculos contralaterais nao

tratados.
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Figura 16. Efeito in situ da PTX (1ImM) na extragdo fracional de etanol em musculos de

ratos sham (A) e sépticos (B). Os valores sdo expressos como média + EP de 8 ratos.
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Figura 17. Efeito da in situ da IBMX (1mM) na extragdo fracional de etanol em
musculos de ratos sham (A) e sépticos (B). Os valores sdo expressos como média + EP

de 8 ratos.

3.5. Efeito in vitro da 3-isobutil-1-metil-xantina (IBMX) na degradacéo total de

proteinas em musculos de ratos sham e sépticos.

Foram utilizados musculos EDL de ratos jovens para o estudo do efeito in vitro
da IBMX na degradacdo total de proteinas avaliada pela liberagdo de tirosina.
Observou-se um aumento de 18% na degradacdo total de proteinas em musculos do
grupo séptico em relagdo ao grupo sham (figura 18). A incubagdo na presenga da IBMX
(1mM) reduziu em 41% a liberacdo de tirosina nos musculos contralaterais dos animais

sépticos (figura 18).
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Figura 18. Efeito da sepse experimental de 3 horas e da IMBX (ImM) in vitro na
degradacdo total de proteinas musculares. Os valores sdo expressos como média + EP
de 8 ratos; * p < 0,05, em rela¢io ao grupo sham; 'p < 0,05; em relagéo ao grupo séptico

ndo tratado.
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4. Discussao.

A atrofia muscular ¢ uma das principais complicagdes clinicas da sepse que
compromete a qualidade de vida dos pacientes. Infelizmente, até o0 momento, ndo existe
tratamento capaz de preveni-la. Utilizando a microdialise como uma nova metodologia
de estudo do metabolismo protéico in vivo, o presente trabalho demonstra o efeito
anticatabolico dos derivados de xantina no catabolismo de proteinas em musculos de
ratos sépticos.

Para a padronizagdo da microdialise em nosso laboratorio, foram realizados
experimentos em musculos de animais normais a fim de se determinar as possiveis
interferéncias metodoldgicas como, por exemplo, a lesdo mecanica causada pela
inser¢ao do cateter, o acimulo de radioativos na membrana e os efeitos indesejados da
anestesia prolongada. Nossos resultados mostram que a inser¢do do cateter de
microdialise no musculo esquelético, durante 3 horas, ndo causa danos histologicos
importantes. A arquitetura das fibras musculares, na sua grande maioria, foi preservada,
ndo sendo observada reagdo inflamatéria local importante (figura 10A e B). Também
ndo houve diferenga no conteudo de glicogénio nos musculos de animais com ou sem
cateter, indicando que a lesdo mecanica ndo provoca deplecdo energética do tecido
muscular. Bolinder et al."” demonstraram que o aumento imediato de ATP no dialisado
causado pela inser¢do do cateter no tecido adiposo de humanos pode ser utilizado como
marcador do dano tecidual. Nesses estudos verificou-se que apds trinta minutos da
inserc¢ao do cateter, a concentracdo de ATP foi reduzida a valores basais, permanecendo
assim até o final do experimento. Portanto, podemos sugerir que, em nossas condigdes

experimentais, os efeitos agudos causados pelo trauma do cateter foram transitorios, de
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tal forma que o metabolismo celular j& estava normalizado, ap6s 30 minutos do periodo
de equilibrio.

Sabe-se que o processo de difusdo entre uma substancia presente no intersticio
e o interior do cateter nunca alcanga um equilibrio perfeito em condigdes in Vvivo,

®12) Ppara a

portanto, ¢ essencial que todo cateter de microdidlise seja calibrado
determinagdo do valor de recuperacdo da tirosina intersticial pelo cateter de microdidlise
utilizou-se nesse estudo a técnica da referéncia interna ou retrodialise. Esta técnica,
quando comparada a outras técnicas de calibragdo in vivo como, por exemplo, a
calibragdo por equilibrio de diferentes concentragdes do metabdlito, apresenta a grande
vantagem de consumir menos tempo. No entanto, sua principal desvantagem ¢ que o
valor de recuperacdo pode ser subestimado devido ao acimulo de metabolitos
radioativos na membrana, como acontece para a ["H]-glicose no tecido adiposo de ratos,

® De acordo com nossos resultados, o valor

ap6s 150 minutos de microdialise ¢
percentual médio de recuperacao da tirosina intersticial pelo cateter inserido no musculo
tibial anterior de ratos normais perfundidos a um fluxo de 1 pl/min foi de 33,5 = 1,2%
(figura 6B). Esses valores foram constantes at¢ 240 minutos de experimentagdo. A
linearidade de resposta observada ao longo de um tempo prolongado de microdidlise
demonstra confiabilidade da técnica de calibragdo utilizada ¢ dos resultados da
concentragio intersticial obtidos a partir dela, uma vez que ndo houve acamulo de [*C]-
tirosina na membrana.

O uso da microdialise em musculos esqueléticos possibilita que a tirosina se
difunda passivamente do intersticio para dentro do fluido de perfusdo do cateter e assim

possa ser quantificada na solugdo dialisada. A concentracdo média de tirosina presente

no dialisado muscular, quantificada por fluorimetria em nossos estudos, foi de 62,7 +
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1,1 nmol/ml. Este valor esta totalmente de acordo com os dados de Rosdahl et al. 1s)

que utilizaram o HPLC (High Performance Liquid Chromatography) como método de
analise de aminodacidos no tibial anterior de ratos normais. Embora o HPLC ainda seja o
método de andlise mais utilizado para a quantificagdo dos aminoacidos em estudos de
microdialise do SNC e de tecidos periféricos, nossos resultados indicam que o método

fluorimétrico descrito por Walkes et al. 7

pode também ser utilizado para a
quantificagdo da tirosina muscular. Entre as vantagens desta técnica em relagdo ao
HPLC podemos citar o seu baixo custo e a facilidade do procedimento. No entanto, a
sua baixa sensibilidade quando comparada ao método cromatografico ndo permite que a
tirosina seja quantificada em volumes de dialisado menores que 50 pl.

Uma vez conhecido o valor de recuperacdo de cada cateter, individualmente,
torna-se possivel corrigir o valor da concentragdo de tirosina na solucdo dialisada e a
assim obter a verdadeira concentracdo intersticial. Em todos os experimentos realizados
a concentracdo intersticial de tirosina foi sempre maior que a arterial. Esta diferenca
permitiu o célculo da diferenga I - A, o que indica que este aminodcido estd sendo
liberado localmente pela fibra muscular esquelética. Diferencas como estas sdo também
obtidas para outros metabolitos liberados pelas células como o lactato e o glicerol ©¥.
Na figura 6A podemos também observar que os valores da concentragdo intersticial,
arterial e a diferenca I-A de tirosina em musculos de ratos normais ndo variaram apos
80, 160 ou 240 minutos do inicio da dialise. Portanto, o traumatismo do tecido causado
pela inser¢do do cateter em nossas condi¢des experimentais ndo parece interferir com o
metabolismo da tirosina como acontece para outros aminoacidos como, por exemplo, a

glutamina em musculos de humanos ". Para a interpretagio correta dos resultados

obtidos pela técnica de microdiélise € preciso que se conhe¢a o estado hemodinamico
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do animal. Nesses experimentos iniciais, a PAM foi utilizada como principal parametro,
a qual manteve-se constante (125 + 5 mmHg) ao longo de todo periodo estudado,
indicando que os animais estavam hemodinamicamente estdveis, apesar do longo
periodo de anestesia. De acordo com nossos resultados, a concentracdo intersticial
média de tirosina no musculo tibial anterior de ratos normais foi de 90,0 £+ 3,8 nmol/ml.
Para a confirmacgao desses valores obtidos com a técnica da referéncia interna a um
fluxo de perfusdo de 1 pl/min, um grupo separado de musculos de animais normais
foram perfundidos a um fluxo de 0,3 pl/min. E sabido que nestas condigdes de baixo
fluxo, a difusdo do metabolito alcanca o equilibrio perfeito, isto €, a recuperacao de sua
concentragdo intersticial pelo cateter ¢ de 100%, ndo existindo, portanto, a necessidade
da calibracdo do mesmo "> Y. Assim, a concentra¢do de tirosina obtida no dialisado
reflete diretamente a sua concentragdo no intersticio. Nesses experimentos, a
concentragdo final de tirosina no dialisado e, conseqiientemente no intersticio, foi de
82,5 £ 3,1 nmol/ml. Esse valor ndo ¢ estatisticamente diferente daquele obtido
utilizando a referéncia interna como método de calibrag¢do. Valores aproximados a estes
foram também encontrados em musculos vastus lateralis de humanos (69 + 5 nmol/ml)
perfundidos a um baixo fluxo . Embora experimentos de microdialise com baixo fluxo
de perfusdo apresentem a vantagem de ndo utilizarem radioativos na determinagdo do
fator de recuperacdo do cateter, sdo experimentos de longa duracdo, gerando como
principal inconveniente a necessidade de um tempo prolongado de anestesia dos

animais.
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O modelo da sepse experimental.

Uma vez padronizada a técnica de microdialise em musculos esqueléticos de
ratos normais, passamos a utiliza-la para investigar as alteragdes in situ do metabolismo
de proteinas em musculos esqueléticos de ratos sépticos induzidos pela CLP. A sepse
foi utilizada como modelo de catabolismo muscular por sua grande relevancia clinica,
haja vista ser uma das principais causas de morte de pacientes internados em unidades

de terapia intensiva ©**D.

Dentre os diferentes modelos de sepse experimental
conhecidos, a manobra da CLP ¢ a que melhor reproduz em animais o quadro clinico
observado em pacientes humanos, permitindo estudar as alteragdes fisiopatologicas da
sepse grave °®. Em nosso trabalho foi avaliado o efeito temporal da sepse (apos 3, 6 e
10 horas da CLP) no metabolismo de proteinas na musculatura esquelética de ratos.
Para isso, foi necessario, inicialmente, o conhecimento do estado geral, nutricional e
metabolico do animal séptico. Na sepse de 6 ¢ 10 horas a mortalidade foi bastante
elevada (dados ndo mostrados), certamente em razdo da disfungdo multipla de 6rgaos
que acontece nas fases avancadas da doenga. Embora se esperasse um aumento da
temperatura corporal resultante do processo infeccioso, o qual foi confirmado pela
hemocultura e pelos achados de secre¢do purulenta no abdomen post-mortem,
constatou-se uma reducao de 1,2°c na temperatura dos animais que foram estudados
apds 10 horas da CLP. Essa queda na temperatura estd provavelmente associada ao
estado de choque nesses animais (56),

Os ratos sépticos tiveram um ganho ponderal de quase cinco vezes em relagdo ao

grupo sham, apds 10 horas da cirurgia. Esse ganho ndo estd relacionado a ingestdo

alimentar ou ao aumento de massa corporal, mas a redug¢ao grave do volume urinario. A
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antidiurese decorrente da agdo renal da vasopressina e a polidpsia em animais sépticos
fazem parte de mecanismos compensatorios restauradores da pressdo arterial *®. De
fato, a PAM foi reduzida apos 3, 6 e 10 horas de sepse (figura 8), muito provavelmente
pelo extravasamento de liquido do compartimento intravascular para o intersticial. E
bem conhecido que durante a fase aguda da sepse ha aumento do débito cardiaco,
reducdo da resisténcia vascular periférica e aumento da permeabilidade capilar,
determinando uma redugio no volume circulante efetivo e hipotensio ?*~¢41.

Em animais com trés horas de infeccdo observou-se um aumento de 73% na
uréia plasmatica, indicativo de perda da funcdo renal e, possivelmente do aumento do
catabolismo protéico. Estes dados estdo de acordo com os estudos de Haybron et al. ©”
que demonstraram um comprometimento da fungdo renal em ratos sépticos com
reducdo da taxa de filtragdo glomerular e do fluxo sangiiineo efetivo renal. Foi também
verificado no grupo séptico ap6s 3 horas um decréscimo do conteudo de glicogénio
hepatico (86%) e muscular (60%), muito provavelmente devido a acdo de hormdnios
como o glucagon e a adrenalina, que sabidamente encontram-se elevados nessa
situacdo, promovendo ativagdo da enzima glicogénio fosforilase e inibi¢do da
glicogénio sintase no figado “'"®. As altas concentragdes de citocinas pro-inflamatérias
podem também ter contribuido para estes efeitos, particularmente o TNFa que induz um
estado de resisténcia a insulina, reduzindo o armazenamento de glicose sob a forma de
glicogénio no figado e no masculo ©”. A deplecdo do glicogénio nos animais sépticos
foi acompanhada por glicemia normal e hiperlactacidemia indicando uma maior

© O aumento da

utilizagdo periférica de glicose e ativagdo da via glicolitica
concentragdo plasmatica de acido latico pode explicar o quadro de acidose metabolica

observada nos animais sépticos. O pH normal observado em 3 horas de sepse foi,
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provavelmente, resultado do tamponamento do excesso de acidos pelo bicarbonato e da
compensagdo respiratoria que levou a reducdo da PCO,, caracterizando assim o
distarbio do equilibrio acido-bésico tipico do estado séptico agudo (tabela 1). E bem
estabelecido que o desvio do metabolismo aerdbico para o anaerdbico no estado séptico
¢ decorrente da hipoperfuséo tecidual ®”. Embora a PO, nio tenha sido alterada nesses
animais, muito provavelmente pela compensacao respiratéria, a PAM foi reduzida em
18% em relagdo ao grupo sham. Embora alguns estudos relatem que sdo necessarias
alteracdes da ordem de 40 mmHg na pressdo arterial para ocorrer 0 comprometimento

. . ~ 1
da microcirculagdo ©

, observou-se uma reducdo no FSM nos tempos finais de
microdialise em musculos de animais com 3 horas de sepse. Estes dados estdo de acordo
com os estudos que mostram redugdo na densidade capilar ¢ do fluxo sangiliineo em
musculo EDL de ratos sépticos, onde se acredita haver uma reducdo na capacidade de
deformagdo dos eritrocitos, gerando um aumento no numero de capilares com fluxo
interrompido ou intermitente ©?. Especula-se também que os leucdcitos ativados em
situacdes inflamatorias, como a sepse, sejam os principais responsaveis pela injuria do
endotélio capilar. Estas células se depositariam, agudamente, nos capilares pds-venosos
em diferentes tecidos, entre eles o musculo esquelético, criando assim uma barreira

fisica a circulagdo sangiiinea ).

Catabolismo protéico muscular induzido pela sepse.

Em todos os periodos de sepse estudados, verificou-se um aumento na

concentragdo intersticial de tirosina muscular que variou em média 153% em relagdo

aos controles (figuras 7), sendo a maior resposta catabolica observada no grupo de 6
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horas. Isto foi provavelmente decorrente do estresse, uma vez que estes animais, ao
contrario dos demais, receberam duas anestesias em um curto periodo de tempo. O
aumento da diferenca I-A de tirosina observada nos diferentes grupos de ratos sépticos
indica que a elevagdo da concentracdo deste aminodcido no intersticio nao foi
decorrente do maior influxo arterial proveniente de outras fontes como o intestino,
figado, outros musculos e tecidos. Considerando que a tirosina ndo ¢ metabolizada e
nem sintetizada “de novo” pela fibra muscular, todo aumento na concentragdo da
tirosina no intersticio muscular reflete uma mudanga do balango protéico em dire¢do ao
catabolismo, ou seja, ao aumento da degradagdo acompanhada, ou nao, de reducdo de
sintese protéica ). Atualmente, acredita-se que o aumento da degradagio de proteinas
seja o principal mecanismo fisiopatoldgico responsavel pela perda de massa muscular
em diferentes situagdes catabolicas incluindo a sepse Y. De fato, nossos resultados in
vitro demonstram um aumento da atividade proteolitica (18%) em musculos de ratos
sépticos em relagdo a seus controles (figura 18). Williams et al. “ descreveram um
aumento da expressao génica de proteases dependentes de calcio em musculos de ratos

16 horas apos a CLP, sendo esta resposta atenuada por drogas que bloqueiam o aumento

3 (40)

do calcio citosolico ®®. Por outro lado, Hobler et al. observaram reducdo da
degradagdo de proteinas em musculos EDL de ratos sépticos incubados na presenca de
inibidores da via ATP-ubiquitina-proteassoma. Baseado nesse conjunto de dados ¢
possivel sugerir que o aumento In situ da tirosina no musculo tibial anterior
demonstrado no presente trabalho seja decorrente da hiperativacao de vias proteoliticas
como a dependente de calcio e/ou dependente de ATP-ubiquitina-proteassoma.

Considerando que toda alteracdo da microcirculagdo pode modificar a

concentragdo intersticial dos metabolitos, ndo se pode descartar a possibilidade de que o
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aumento da tirosina observado no intersticio muscular dos animais sépticos (figura 7A)
tenha sido superestimado em fun¢do da reducdo do FSM (figura 9). No caso de
substancias que sao liberadas pelas células musculares como a tirosina, sua
concentragdo no intersticio pode ser aumentada ndo apenas por um efeito metabélico,
mas também pela redug@o do seu clearance resultante da reducdo do fluxo local D),

As citocinas pro-inflamatérias como o TNFa, a interleucina-1p (IL-1B) e a
interleucina-6 (IL-6) sdo sintetizadas por células imunes ativadas em resposta a infec¢ao
bacteriana. Mais recentemente, tem-se demonstrado que tecidos como o musculo
esquelético e o cardiaco podem também sintetizar citocinas, cujo papel fisiologico in
situ ainda ¢ desconhecido . Dentre estas, o TNFa parece ser o principal mediador da
ativacdo da protedlise muscular no estado séptico em homens e animais experimentais
G Em roedores, o pico maximo da concentragio plasmatica ¢ da expressio do RNA
mensageiro desta citocina no musculo gastrocnémio acontece 2 horas apds a
endotoxemia, retornando para valores basais apos este periodo ©>%®. Este perfil de
secrecdo do TNFa na sepse sugere que esta citocina possa estar envolvida com o
aumento da concentracdo intersticial de tirosina observada no grupo séptico de 3 horas
(figura 7A). No entanto, a manutencdo da resposta catabdlica observada no grupo de 10
horas sugere que outros fatores endogenos, além do TNFa, sejam responsaveis pela
ativacdo da protedlise muscular. Esta hipotese ¢ refor¢ada por estudos in vitro que
mostram que a agdo proteolitica muscular do TNFa ndo ¢ direta, uma vez que a
incubacdo de musculos soleus de ratos jovens na presenca dessa citocina nao resulta em

©D_ Diferentes trabalhos tém

aumento da velocidade de degradacdo de proteinas
demonstrado o importante papel dos glicocorticdides como ativadores das vias

proteoliticas no estado séptico. Musculos EDL de ratos sépticos tratados com
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bloqueadores de glicocorticoides apresentam uma reducdo na expressao génica das
enzimas regulatorias do sistema proteolitico ATP-ubiquitina-proteassoma ©”. Além do
TNFa e dos glicocorticoides, outros mecanismos podem também ser responsaveis pela

o - : i (60
ativagdo da proteélise muscular na sepse como, por exemplo, a acidose metabolica ),

(26,30)

outras citocinas e ainda a reducdo de nutrientes em funcdo do prejuizo na

. . ~ (62
rmcroc1rculac;ao( ).

Acéo anticatabolica dos derivados de xantinas na sepse

Os efeitos dos derivados de xantinas no catabolismo protéico muscular foram
investigados apenas no grupo séptico de 3 horas, em razao deste modelo experimental
ndo necessitar de duas anestesias e apresentar a menor mortalidade quando comparado
aos grupos de 6 e 10 horas. Além disso, ¢ um excelente modelo agudo de catabolismo
protéico que ndo ¢ acompanhado por alteracdes da massa muscular esquelética (dados
nao mostrados).

Os resultados obtidos no presente trabalho mostram que o tratamento
sistétmico com PTX, um derivado de xantina que inibe a sintese do TNFa, atenua a
perda de proteinas musculares em ratos sépticos (figura 11B). A reducdo da
concentracao intersticial e da diferenca I-A de tirosina muscular em ratos tratados com
PTX, durante a primeira hora de sepse, sugere que o TNFa possa realmente estar
envolvido com a estimulagdo aguda do catabolismo de proteinas musculares em nosso
modelo experimental. Diferentes estudos t€ém demonstrado o efeito anti-TNFa das
metilxantinas. Vary et al. " demonstraram que a administracdo de PTX reduz em 98%

as concentragdes plasmaticas dessa citocina e, conseqiientemente, melhora a ag@o
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anticatabolica da insulina no metabolismo de proteinas em ratos sépticos. Acredita-se

que a inibi¢do do TNFa seja o principal mecanismo pelo qual a PTX previne a perda de

(24,68) 3

massa muscular em situagdes como o cancer e a sepse °V. Todavia isto ndo
explica os efeitos benéficos do tratamento com inibidores da fosfodiesterase do AMPc
em situacdes patoldgicas, onde a atrofia muscular ocorre independentemente da agdo
das citocinas inflamatérias como, por exemplo, na desnervacdo atrofica (21,69)
Interessante observar que os efeitos anticatabolicos da PTX observados aqui
representaram uma acdo na fibra muscular, uma vez que a concentracdo arterial de
tirosina, aumentada no grupo séptico, ndo foi alterada pela droga (figura 11B). Estes
dados estdo de acordo com outros estudos que mostram a inibicdo da protedlise
dependente de ATP-ubiquitina-proteassoma em musculos de ratos sépticos ou com
cancer ®? tratados com inje¢des didrias de PTX e com outros derivados de xantina
como a torbafilina ¥

E sabido que a PTX também exerce agdes hemodinimicas importantes,
melhorando o trabalho cardiaco, reduzindo a viscosidade sangiiinea e facilitando a
deformidade do eritrécito . Em razdo disto, o tratamento com PTX aumenta a oferta e
extragdo do oxigénio pelos tecidos e dessa maneira contribui para a sobrevivéncia de

@328 Embora o presente trabalho demonstre que a administragio

ratos sépticos
sistémica de PTX ndo previne a queda da PAM e do FSM nos ratos sépticos, ¢ possivel
sugerir que o efeito anticatabolico da pentoxifilina no metabolismo protéico possa ter
sido mediado ndo somente pela redugdo dos niveis circulantes do TNFa, mas também

pela preservagdo da perfusdo tecidual e a manutencdo do metabolismo oxidativo no

musculo esquelético.
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Navegantes et al. ®? demonstraram que os derivados de xantina in vitro
podem também exercer agdes antiproteoliticas diretas no musculo esquelético, muito
provavelmente por promoverem o aumento do conteudo intracelular do AMPc. Para a
investigagdo dos efeitos in situ dos derivados de xantina no metabolismo protéico,
musculos de ratos sham e sépticos foram perfundidos com IBMX ou PTX (1mM), na
mesma concentracdo utilizada in vitro . A IBMX in situ reduziu a concentragio
intersticial e a diferenga I-A de tirosina tanto no grupo séptico como no grupo sham. Ao
contrario da acdo local da IBMX (figura 15), a PTX sistémica ou in Situ nio alterou a
concentragdo intersticial de tirosina em musculos de ratos sham (figura 14). Isto sugere
que a acdo anticatabdlica muscular da PTX seja realmente indireta, via inibi¢do do
TNFa circulante, o qual estaria em concentragdes elevadas apenas no grupo séptico.

Os efeitos anticatabdlicos da IBMX ocorreram independentemente de
alteracdes hemodinamicas, uma vez que o FSM nao foi alterado (figura 17). Resultados
semelhantes foram obtidos em musculos esqueléticos de humanos perfundidos com
inibidores seletivos da fosfodiesterase do AMPc “?. E possivel sugerir que pelo menos
parte dos efeitos metabolicos da IBMX observados no presente trabalho tenha sido
indireto, resultante de sua agdo anti-TNFa no musculo in situ. No entanto, esta hipotese
ndo parece provavel uma vez que, pela analise histologica dos musculos de ratos
sépticos, ndo foi observado infiltrado inflamatorio diferente dos musculos controles
(figuras 10C e D). Hinkle et al. @ demonstraram, recentemente, o efeito anticatabolico
do tratamento in vivo com inibidor seletivo da fosfodiesterase do tipo 4 em dois
modelos experimentais de atrofia muscular (desnervagdo atréfica e desuso) cujo
mecanismo ndo envolve citocinas. Além disso, nossos resultados in vitro demonstram

claramente que a IBMX (ImM) age diretamente no musculo esquelético de ratos
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normais ou sépticos reduzindo a proteolise (figura 18). Baseado neste conjunto de
dados, e em resultados semelhantes obtidos com drogas que aumentam o contetido de

1;72) « ’ .
(172 ¢ possivel sugerir a

AMPc no musculo como os agonistas beta-2 adrenérgicos
existéncia de um mecanismo de fosforilagdo inibitorio desencadeado pela ativagdo do
AMPc na regulagdo das vias proteoliticas no musculo esquelético. Embora os eventos
moleculares relacionados com esse mecanismo ainda ndo sejam conhecidos, resultados
anteriores de nosso laboratério sugerem a participacdo das proteases dependentes de
calcio e dependentes de ATP-ubiquitina-proteassoma como alvos de acdo do AMPc. As
atividades proteoliticas e a expressdo génica de diferentes componentes desses sistemas
sdo reduzidas em musculos de ratos normais incubados na presenga de dibutyryl AMPc
(ImM), um andlogo sintético do AMPc e também da IBMX . Em futuros
experimentos, seria extremamente interessante investigar a agdo antiproteolitica desses
compostos em musculos esqueléticos de ratos sépticos.

Em resumo, foi demonstrado no presente trabalho que o tratamento com
derivados de xantinas reduz a perda de proteinas musculares em um modelo
experimental de sepse aguda. O conhecimento mais detalhado dos mecanismos
relacionados com a acdo dessas drogas pode contribuir futuramente para o
desenvolvimento de estratégias terapéuticas mais eficientes na prevencao perda de
massa muscular na sepse e também em diferentes situacdes clinicas como, por exemplo,
cancer, SIDA, imobilizagdo prolongada, desnervacdo motora, distrofias,

hipertireoidismo, sindrome de Cushing, etc.
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5. Conclusoes

A partir dos resultados obtidos neste trabalho, podemos concluir que:

1. A técnica de microdidlise da musculatura esquelética ¢ perfeitamente viavel para a
investigagdo in Situ do metabolismo de proteinas em situagdes fisiologicas e

patoldgicas, como a sepse;

2. A sepse aguda induzida pela ligadura e puncdo do ceco (CLP) em ratos ¢ um modelo
experimental que reproduz com fidelidade o quadro clinico observado em humanos,
sendo bastante apropriado para se estudar o catabolismo protéico na musculatura

esquelética em tempos curtos de infec¢ao;

3. Os derivados de xantina ndo alteram o fluxo sanguineo muscular, mas reduzem o
catabolismo de proteinas na musculatura esquelética de ratos normais ou sé€pticos por

diferentes mecanismos;

4. O efeito anticatabolico da administragdo sist€émica da pentoxifilina no metabolismo
protéico parece ser indireto, muito provavelmente mediado pela inibi¢do das citocinas

pro-inflamatorias como o TNFa;

5. O efeito anticatabolico da IBMX ¢ resultante de sua agdo antiproteolitica, exercida

diretamente no musculo esquelético de ratos normais e sépticos.
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