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RESUMO

A sepse € a principal causa de morte em unidades de terapia intensiva
(UTIs) no mundo. A reduzida disponibilidade do aminoacido mais abundante do
organismo, a glutamina contribui para o complicado estado catabdlico da
sepse. No presente estudo investigamos os efeitos da suplementag&o oral com
L-glutamina e L-alanina (GLN+ALA), ambos na norma livre e como dipeptideo,
L-alanil-L-glutamina (DIP), sobre o eixo glutamina-glutationa (GSH), sistema
imune, inflamagao, proteinas de choque térmico (HSPs) e expressédo de genes
envolvidos com vias de sinalizacdo proteica em animais endotoxémicos.
Camundongos C57/B6 foram submetidos a endotoxemia (Escherichia coli LPS,
5 mg.kg™, grupo LPS) e suplementados por 48 horas com L-glutamina (1 g.kg"
'Y e L-alanina (0,61 g.kg™", grupo GLN+ALA-LPS) ou 1,49 g.kg” de DIP (grupo
DIP-LPS). A endotoxemia promoveu deplecdo da concentracdo de glutamina
no plasma (71%), musculo esquelético (50%) e figado (49%), quando
comparado ao grupo CTRL, sendo restauradas nos grupos DIP-LPS e
GLN+ALA-LPS (P<0,05), fato que atenuou a reducédo da GSH e o estado redox
(taxa GSSG/GSH) em eritrocitos circulantes, musculo e figado (P<0,05). A
suplementagdo em animais endotoxémicos resultou em uma upregulation dos
genes GSR, GPX1 e GCLC no musculo e figado. A concentragao das citocinas
plasmaticas TNF-a, IL-6, IL-18 e IL-10 foi atenuada pelas suplementacoes,

bem como a expressao de mRNAs envolvidos com a resposta inflamatoria,
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ativadas pela via do NF-kB (P<0,05). Concomitantemente, verificou-se aumento
da capacidade proliferativa de linfécitos T e B circulantes nos grupos
GLN+ALA-LPS e DIP-LPS. A expressao de mRNAs e a concentragdo de HSPs
no tecido muscular foi restabelecida pelas suplementacbes, contudo, a
expressdo mRNAs relacionados as vias de sintese e degradacao proteica foi
somente estimulada no tecido hepatico (P<0,05). Os resultados do presente
estudo demonstram que a suplementacéo por via oral com GLN+ALA ou DIP
podem ser utilizados clinicamente como métodos nutricionais em reverter o
quadro de depressdao da disponibilidade de glutamina corporal da sepse
induzida por LPS, tendo impacto no eixo glutamina-glutationa, sistema imune e

inflamatoério.

Palavras-Chave: Sepse. Glutamina. GSH. HSP. NF-kB.
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CRUZAT, V.F. Effects of dietary supplementation with L-glutamine in the free
and dipeptide forms on glutamine-glutathione axis, immune system,
inflammatory system and protein signaling pathways in mice submitted to
endotoxemia [Doctoral Thesis]. S&do Paulo: Faculty of Pharmaceutical Sciences
of USP; 2013. 169 p.

ABSTRACT

Sepsis is the leading cause of death in intensive care units (ICUs) in the
world. The availability of the most abundant amino acid in the body, glutamine,
is reduced in this situation, fact that contribute to the complicated catabolic state
of sepsis. In the present study, we investigated the effects of oral
supplementation with L-glutamine and L-alanine (GLN+ALA), both in their free
form and as a dipeptide, L-alanyl-L-glutamine (DIP) on glutamine-glutathione
axis (GSH), immune and inflammatory system, heat shock proteins (HSPs)
expression and gene expressions involved in protein signaling pathways during
endotoxemia. C57/B6 mice were subjected to endotoxemia (Escherichia coli
LPS, 5 mg.kg'1, LPS group) and supplemented for 48 hours with L-glutamine (1
gkg™) plus L-alanine (0.61 g.kg™!, GLN+ALA-LPS group) or 1.49 g.kg™ of DIP
(DIP-LPS group). Endotoxemia promoted depletion glutamine concentration in
plasma (71%), skeletal muscle (50%) and liver (49%), when compared to the
CTRL group, and was restored in the DIP-LPS e GLN+ALA-LPS (P<0.05), fact
that attenuate the reduction of GSH and the redox state (GSSG/GSH rate) in
circulating erythrocytes, liver and muscle (P<0.05). Supplementations in
endotoxemic mice resulted in upregulation of GSR, GCLC and GPX1 genes in
muscle and liver. Plasma concentration of TNF-a, IL-6, IL-1B and IL-10 were
attenuated by supplementation as well as the expression of mMRNAs involved in

the inflammatory response, activated by NF-kB pathway (P <0.05). At the same
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time, high proliferative capacity of circulating T and B lymphocytes GLN+ALA-
LPS e DIP-LPS were observed. HSPs (protein and mRNAs) and in muscle were
restored by the supplements, however, the mRNAs expression related to the
synthesis and degradation of protein pathways was only stimulated in the liver
(P <0.05). Our results demonstrate that oral supplementation with GLN+ALA or
DIP can be used as clinically nutritional methods to reverse the depression of
body glutamine availability during sepsis induced by LPS, impacting on the

glutamine-glutathione axis, immune and inflammatory system

Key-words: Sepsis. Glutamine. GSH. HSP. NF-kB.
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1. INTRODUCAO

As doencas cardiovasculares isquémicas, os acidentes vasculares
encefalicos e o céancer lideram as taxas de mortalidade no mundo,
independentemente de se considerar a renda da populagcdo. Nos paises de
baixa renda as diarreias ocupam o segundo lugar como causa de mortalidade
(OMS, 2011) sendo precedidas por doencas pulmonares. Estas doencas
necessitam de um tratamento intensivo, levando ao aparecimento da sepse,
razao pela qual muitos autores consideram a sepse como a principal causa de
morte (DELLINGER, 2008; TELES et al., 2008).

A sepse, sindrome clinica que decorre de infecgdo associada a
inflamacé&o sistémica e lesdo tecidual, conhecida como sindrome da resposta
inflamatoria sistémica (SIRS) pode se desenvolver a partir de qualquer situagéo
patolégica (REMICK, 2007). A SIRS, que pode ou ndo ser ocasionada por uma
infeccdo, manifesta-se, geralmente, como uma combinagao de irregularidades
de sinais vitais (BONE et al., 1992; JAESCHKE, BROZEK, DELLINGER, 2008).
Dependendo da gravidade da doencga, a sepse severa € definida como sepse
com faléncia de 6rgéos, enquanto a sindrome da disfungdo multipla de érgaos
(MODS) indica o mau funcionamento de mais de um org&do. A infecgéo
relacionada ao mau funcionamento de mais de um orgao esta relacionada a
quadros de encefalopatia aguda, trombocitopenia e hipoxemia arterial como um
sinal de disfungdo pulmonar, hipotensdo arterial, faléncia renal e acidose
metabodlica (SILVA, VELASCO, 2007; STEPHANIE, STEPHAN, 2009).

A contaminagdo por patdégenos, tais como virus, fungos, parasitas e,
principalmente bactérias, agravam a SIRS, levando o paciente a um

desequilibrio sistémico e perda da homeostasia, fato que compromete as
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chances de recuperacgao e expdem o ser humano a um elevado risco de morte
(PICARD et al., 2006; BAPTISTE, 2007).

A elevada e descontrolada resposta inflamatéria promovida pelo
organismo, somada a infec¢ao levam o individuo a apresentar faléncia multipla
de orgaos (DELLINGER et al., 2008). Concomitantemente ao agravamento da
SIRS e sepse o paciente torna-se atrofiado e propenso a perda de massa
muscular, fato que contribui ainda mais para elevar o risco de morte (SZULC et
al., 2010; CONSTANTIN et al., 2011). Isso ocorre por um aumento da ativagéo
de vias de degradacao proteica e inibigao da sintese, que culmina em apoptose
celular e atrofia (TISDALE, 2005).

No Brasil, a taxa de mortalidade pelo desenvolvimento de sepse e seu
estado mais grave, a sepse severa e o choque séptico em Unidades de Terapia
Intensiva (UTls) é de cerca de 55%, superando taxas de paises como Australia,
india, Canada e Argentina (TELES et al., 2008). Além disso, dados tanto do
Brasil, quanto dos Estados Unidos mostram que os pacientes com SIRS ou
sepse possuem custo de hospitalizagdo bastante elevado (ANGUS et al., 2001;
SOGAYAR et al., 2008). Considerando-se as premissas anteriores, pode-se
inferir que € importante o desenvolvimento de estratégias economicamente
viaveis que possam contribuir para reduzir a mortalidade sao bastante
importantes.

Uma das estratégias nutricionais mais divulgadas na area da nutricao é
a utilizagdo do aminoacido L-glutamina como um suplemento nutricional em
situagdes de elevado catabolismo (D'SOUZA, TUCK, 2004; CRUZAT et al.,
2007). A glutamina esta envolvida com a doagao de nitrogénio para a formagéo

de acidos nucléicos, contribui para o equilibrio acido-base e aminogénese,
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fornece substrato energético e auxilia a sintese de proteinas intracelulares,
entre outras fungdes, principalmente ligadas ao metabolismo intermediario de
aminoacidos (NEWSHOLME et al., 2003; CRUZAT, PETRY, TIRAPEGUI,
2009).

A suplementagao com L-glutamina por via oral ou enteral, em situagdes
catabdlicas, contudo, exibe resultados contraditérios quanto a forma de
administragdo, seja esta como aminoacidos livre ou na forma de dipeptideo
(KOZJEK et al., 2011; MARWOOQOD et al., 2011). Por outro lado, a maioria de
estudos com glutamina por via parenteral promove beneficios na recuperagao
de pacientes oriundos de diferentes patologias e processos catabdlicos (WANG
et al, 2010). Estudos em modelos animais submetidos a estresses
metabdlicos, tais como exercicios fisicos exaustivos verificaram que tanto a
suplementagdao com dipeptideos de glutamina (L-alanil-L-glutamina) e L-
glutamina livre, em conjunto com L-alanina demostraram atenuar a redugéo da
disponibilidade de glutamina corporal (CRUZAT, TIRAPEGUI, 2009).
Adicionalmente, o sistema antioxidante, mediado pela glutationa (GSH) foi
potencializado, fato que influenciou a reducédo do processo lesivo inflamatorio
nos animais (CRUZAT, TIRAPEGUI, 2009; CRUZAT, ROGERO, TIRAPEGUI,
2010). Nesse sentido, o presente estudo teve como objetivo investigar os
efeitos da suplementagcédo oral com L-glutamina e L-alanina, ambas na forma
livre ou com o dipeptideo, L-alanil-L-glutamina sobre o sistema antioxidante,
mediado pelo eixo glutamina-GSH, sistema imunitario e inflamatério, bem como
sobre vias de sinalizag&do proteica em camundongos submetidos a um modelo

de sepse, conhecido como endotoxemia.
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo Geral

O presente estudo teve como objetivo geral investigar os efeitos da
suplementagado com L-glutamina e L-alanina, ambas na forma livre e na forma
de dipeptideo (L-alanil-L-glutamina) sobre o sistema antioxidante, sistema
imunoinflamatério e vias de sinalizagdo proteica em camundongos submetidos

a um modelo de sepse, conhecido como endotoxemia.

2.2. Objetivos Especificos

Avaliar o efeito das intervengdes nutricionais sobre:
2.1.1. Peso corporal, consumo de ragdo e composi¢cao corporal.
2.1.2. Eixo glutamina e glutationa.
2.1.3. Peroxidacéo lipidica muscular e hepatica.
2.1.4. Citocinas plasmaticas e via do NF-kB (RT-gPcR e Western Blot).
2.1.5. Proliferacdo de linfécitos circulantes.
2.1.6. Expressdo de mRNAs (RT-gPcR) e concentragao de proteinas de
choque térmico musculares (Western Blot).
2.1.7. Expressdo de mRNAs (RT-gPcR) musculares e hepaticos de

sintese e degradacao proteica.
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3. REVISAO DA LITERATURA

3.1. Metabolismo, destinos e fungdes da glutamina

Os primeiros relatos cientificos a considerar a glutamina como sendo
uma molécula com propriedades biologicamente importantes datam do século
XVIIl. Pesquisadores como Hlasiwetz e Habermann, Schulze e Bosshard e,
Damodaran e seus colaboradores contribuiram de forma significativa na
caracterizagdo e compreensao do metabolismo da glutamina. Entretanto, foi a
partir dos trabalhos de sir Hans Krebs, que mostrou a capacidade de células
sintetizar ou degradar glutamina, em 1935, que diversos pesquisadores
despertaram maior interesse sobre o assunto (ARDAWI, NEWSHOLME, 1983;
ARDAWI, NEWSHOLME, 1985; CURI, 2000).

Apos o periodo que envolveu a segunda guerra mundial, estudos
desenvolvidos por Eagle mostraram que a glutamina é importante para o
crescimento e manutencao celular (EAGLE, 1955; EAGLE et al.,, 1956). Em
cultura, células utilizam glutamina em quantidades superiores a de qualquer
outro aminoacido (CURI et al., 2005). Este fato ja havia sido verificado por
Eagle et al. (1956) que observaram a degeneracao da estrutura de fibroblastos
isolados de camundongos e cultivados em meios sem glutamina, seguindo-se
da morte celular. Outros trabalhos com diferentes tipos de células, tais como
linfécitos (ARDAWI, NEWSHOLME, 1982), macrofagos (ARDAWI,
NEWSHOLME, 1983; ARDAWI, NEWSHOLME, 1985), enterdcitos
(YAMAUCHI et al., 2002) e células HelLa (EAGLE, 1959) mostraram que tanto
a desenvolvimento celular pode ser aumentado, quanto a manutencdo das

estruturas e funcdes celulares pode ser mantida, em meios de cultura contendo
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glutamina. Em todas as células, a glutamina pode ceder atomos de nitrogénio
para a sintese de purinas, pirimidinas e aminoagucares (NEWSHOLME et al.,
2003b). Tais resultados evidenciam a importancia da glutamina para um grande
numero de vias metabdlicas e esses mecanismos, dependentes de glutamina,
passaram a ser denominados como vias glutaminoliticas (LACEY, WILMORE,
1990).

Bioquimicamente, a glutamina (CsH1oN2O3) € um L-a-aminoacido, com
peso molecular de aproximadamente 146,15 kilodaltons e pode ser sintetizada
por todos os tecidos do organismo (CURI, 2000; NEWSHOLME et al., 2003b).
Fazem parte de sua composigdo quimica nas seguintes quantidades: carbono
(41,09%), oxigénio (32,84%), nitrogénio (19,17%) e hidrogénio (6,90%)
(LACEY, WILMORE, 1990). De acordo com seu grupamento R, a glutamina é
nao carregada, mas é polar, o que significa uma caracteristica mais hidrofilica,
sendo facilmente hidrolisada por acidos ou bases (YOUNG, AJAMI, 2001). De
acordo com suas propriedades fisico-quimicas, a glutamina pode servir para a
sintese de diversos compostos, entre os quais outros aminoacidos ou mesmo
diversos homologos e analogos de 4 a 6 carbonos (SANDBERG et al., 1998).
Os homoélogos neutros que compdem o que pode ser chamada de familia de
compostos da  glutamina podem ser considerados moléculas
termodinamicamente estaveis. Como sua fungao é transportar e doar nitrogénio
pela sua por¢cdo amino terminal, entdo se pode dizer que eles sao os
compostos mais adequados para fazé-lo sob a maior diversidade de condicdes
na evolugdo molecular (YOUNG, AJAMI, 2001).

Como o organismo pode sintetizar glutamina, esta € nutricionalmente

classificada como um aminoacido dispensavel ou nao essencial (LACEY,
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WILMORE, 1990). Esta classificacdo, entretanto, depende da homeostasia
corporal e se considerarmos a familia de compostos da glutamina, em
situagbes catabolicas tais como sepse (PARRY-BILLINGS et al., 1989),
infeccbes (ROGERO et al., 2008), cirurgias (HAYASHI et al., 2002), traumas
(FLARING et al., 2003) e exercicios fisicos intensos e prolongados (CRUZAT,
TIRAPEGUI, 2009), a sintese de glutamina nao supre a demanda exigida pelo
organismo. Em tais casos de caréncias, a glutamina assume o papel de um
aminoacido condicionalmente essencial.

Duas sdo as enzimas responsaveis pela sintese de glutamina, a partir do
glutamato ou por sua degradagao, também em glutamato, a saber a glutamina
sintetase (GS) e a glutaminase (GA), respectivamente (NEU, SHENOY,
CHAKRABARTI, 1996). Cabe ressaltar que o glutamato, por sua vez é
sintetizado a partir do alfa-cetoglutarato, intermediario do ciclo de Krebs e

amonia (Figura 1).

Glutamato
desidrogenase

A)NH, + a-cetoglutarato + NADPH + H* ——= Glutamato + NADPH + H,0O
B) Glutamato + NH, + ATP T—— Glutamina + ADP + Pi

Glutamina
sintetase

Figura 1. Sintese de glutamato pela agdo da enzima glutamato desidrogenase
(A) e sintese de glutamina catalisada pela enzima glutamina sintetase (B).
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Catalisando a conversao de glutamato em glutamina, utilizando amonia
como fonte de nitrogénio e com gasto de trifosfato de adenosina (ATP), a GS é
a enzima chave para a sintese da glutamina e para a regulagdo do
metabolismo celular do nitrogénio (Figura 1). A GS é uma amidotransferase
com distribuicdo generalizada entre os organismos vivos, sendo sua atividade
fundamental para a manutengdo da vida de microrganismos e de animais
(CHAKRABARTI et al., 1995; CURI, 2000).

Diversos sédo os fatores que regulam a atividade da GS, tais como
glicocorticéides, horménios tiroidianos, horménio do crescimento e insulina.
Diferentes fungdes sao atribuidas as agbes da GS (LABOW, SOUBA,
ABCOUWER, 2001). No encéfalo, é utilizada como um importante agente na
reducdo da concentracdo de amodnia, com consequente desintoxicacdo e
sintese de glutamina para nova sintese de glutamato (SOLBU et al., 2010). No
pulmdo e no musculo esquelético (HE et al., 2010), é responsavel pela
manutengdo da concentragdo de glutamina plasmatica, sendo essencial em
situagdes patoldgicas ou de estresse (PINEL et al., 2006). Nos rins, a GS é
imprescindivel para o controle do metabolismo do nitrogénio e manutengéo do
pH no organismo (LABOW, SOUBA, ABCOUWER, 2001). Cabe lembrar que
em todos estes orgdo e tecidos, a GS é encontrada no citosol (LABOW,
SOUBA, ABCOUWER, 2001).

Diferentemente da GS, a GA é a enzima que catalisa a hidrdlise de
glutamina em glutamato e ion amoénio (Figura 2). Outras denominagdes para
esta enzima sdo: glutaminase fosfato-dependente, glutaminase ativada por
fosfato, glutaminase 1 ou glutaminase mitocondrial (NEU, SHENOY,

CHAKRABARTI, 1996). A hidrélise da glutamina representa o primeiro passo
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na sua utilizagdo a partir da sintese do glutamato. Outras reagbes podem
ocorrer principalmente na via que permite o consumo de glutamina no ciclo do
acido tricarboxilico (NEU, SHENOY, CHAKRABARTI, 1996; RENNIE et al.,

2001).

Glutamina + Agua —— Glutamato + lon aménio
Glutaminase
H,NCOCH,-CH-COO + H,0 — OOCCH,CH,-CH-COO + NH,

| I
NH, NH,

Figura 2. Hidrélise de glutamina a glutamato pela enzima glutaminase
(Adaptado de CURI, 2000).

A GA esta envolvida em diversos processos metabodlicos e pode ser
encontrada em bactérias, plantas e animais. Em mamiferos, a GA pode ser
encontrada sob duas isoformas, uma (menos abundante) no figado e outra nos
demais tecidos, tais como rins, cérebro, leucdcitos e trato gastrintestinal (CURI,
2000). Contudo, a sua forma mais ativa apresenta-se principalmente nas
mitocdndrias (NEU, SHENOY, CHAKRABARTI, 1996).

Individuos considerados saudaveis, pesando aproximadamente 70 Kg,
apresentam cerca de 70 - 80 g de glutamina, distribuida por diversos tecidos
corporais. No sangue, a concentragdo de glutamina € em torno de 500 - 700
pmol/L (D'SOUZA, TUCK, 2004). Tanto a concentragédo tecidual, quanto a
concentragdo sanguinea de glutamina podem ser influenciadas de acordo com
a atividade da GS ou da GA. Alguns tipos de células, tais como células do
sistema imune, rins e intestino, apresentam elevada atividade da GA, sendo

assim considerados tecidos predominantemente consumidores de glutamina
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(VAN DE POLL et al.,, 2004). Por outro lado, os musculos esqueléticos, os
pulmdes, o figado, o cérebro e, possivelmente, o tecido adiposo apresentam
elevada atividade da enzima GS, sendo assim considerados tecidos

predominantemente sintetizadores de glutamina (Figura 3).

Estado alimentado e condig¢bes de saude

Glutamina da dieta

Figad® ? A%
Misculos £ Esqueléticos A0 1 I
A Excre¢do
| e g t e Oordura de
~ 450-60% GLN Livre NH,

Figura 3. Predominancia (flechas espessas) na sintese e degradacgédo de
glutamina por diversos tecidos e 6rgdos em condi¢des normais e de saude

Abreviaturas: SNS = Sistema nervoso central, NH; = Aménia, GLN =
Glutamina. Adaptado de Rowbottom, Keast e Morton (1996).

O tecido com maior capacidade de sintese de glutamina é o figado.
Entretanto, quantitativamente, o principal tecido de sintese, estoque e liberagao
de glutamina é o tecido muscular esquelético. Este apresenta elevada atividade
das enzimas GS e aminotransferase de aminoacidos de cadeia ramificada
(ACR) (VAN DE POLL et al., 2004). Embora possa variar, a taxa de sintese de

glutamina no musculo esquelético é de aproximadamente 50 mmol/h, sendo
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maior em relagdo a qualquer outro aminoacido (NEWSHOLME et al., 2003a).
Além disso, a elevada capacidade de sintese e liberacdo de glutamina,
principalmente em situagdes em que ha aumento na sua demanda por outros
orgaos e tecidos, confere ao musculo esquelético um papel metabdlico
essencial na homeostasia corporal.

A predominancia do tipo de fibra muscular pode influenciar a sintese de
glutamina (WALSH et al., 1998). De acordo com a tabela 1, fibras do tipo 1
podem apresentar cerca de trés vezes mais estoques de glutamina em
comparacgao a fibras do tipo 2 (ROWBOTTOM, KEAST, MORTON, 1996; CURI,
2000). Atribui-se este fato a maior atividade da GS e a maior disponibilidade de
ATP para a sintese de glutamina. Dependendo do musculo estudado, quando a
sintese de novo da glutamina € inibida, os estoques intramusculares podem ser
depletados em aproximadamente 7 horas (RENNIE et al., 2001).

Tabela 1. Concentragcdo de alanina, glutamina e glutamato e o tipo de fibras

predominantes em musculos esqueléticos no repouso (Modificado de Graham e
MaclLean, 1998).

Tecidos
Aminoacidos Vasto lateral Gastrocnémio Solear
(Humano) (Rato) (Rato)
Alanina (umol/g tecido fresco) 1,7-3,2 0,8-2,7 1,1-2,3
Glutamina (pmol/g tecido fresco) 12,8 - 18,2 26-52 7,8-17,3
Glutamato (umol/g tecido fresco) 2,3-48 0,8-2,1 3,6-11,0

A sintese da glutamina no musculo esquelético, durante o estado pés-
absortivo ocorre por meio da captagdo de glutamato, a partir da circulagéo
sanguinea. O glutamato é responsavel por 40% da sintese de glutamina

(NEWSHOLME et al., 2003a; NEWSHOLME et al., 2003b). O catabolismo
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proteico leva a produgao de glutamina de forma direta e também a sintese de
outros aminoacidos (ROGERO, TIRAPEGUI, 2000). Os esqueletos de carbono
destes aminoacidos s&o utilizados para a sintese de novo de glutamina
(NEWSHOLME et al., 2003a; CRUZAT, PETRY, TIRAPEGUI, 2009).

Estudos em ratos demonstram que os ACR sao transaminados, quase
que exclusivamente com a-cetoglutarato para formar glutamato, o qual pode
fornecer seu grupo amino para formar piruvato, gerando alanina, ou incorporar
amonia livre, dando origem a glutamina (RUTTEN et al., 2005). Entretanto, os
ACR nao sado completamente metabolizados, porque a enzima chave de
controle da sua taxa de oxidagao (2-oxoisovalerato desidrogenase) apresenta-
se quase totalmente na forma inativa no musculo esquelético.
Consequentemente, no tecido muscular, os ACR captados inicialmente sao
utilizados como fornecedores de nitrogénio na formagao de glutamina e alanina
(NEU, SHENOY, CHAKRABARTI, 1996; MEIJER, 2003).

Horménios como a insulina e os fatores de crescimento semelhantes a
insulina (IGFs) estimulam o transporte de glutamina para o meio intracelular, ao
passo que glicocorticoides estimulam a liberagdo de glutamina para o meio
extracelular (WINDMUELLER, 1982; ROGERO, TIRAPEGUI, 2003b).
Considerando-se que o gradiente transmembrana através da célula muscular é
elevado para a glutamina, sua difusdo livre através da membrana celular é
restrita (BODE, 2001; ROGERO, TIRAPEGUI, 2003b). Desta forma, a
glutamina necessita ser transportada de forma ativa para o interior das células,
por meio de um sistema dependente de sodio (Na*), que resulta em gasto de

ATP (WINDMUELLER, 1982; BODE, 2001). Cabe salientar que o transporte de
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glutamina através da membrana da célula muscular € o mais veloz dentre
todos os vinte aminoacidos (NEWSHOLME et al., 2003a).

A glutamina, ao ser transportada para dentro da célula, promove,
concomitantemente, a absorcdo de agua e a liberagcdo de potassio (K*), fato
que aumenta o estado de hidratagao celular e influencia o seu volume (Figura
4) (WINDMUELLER, 1982; PARRY-BILLINGS et al., 1991). O aumento no
volume celular pode estimular a sintese protéica, o que é considerado como
um sinal anabdlico (HAUSSINGER, LANG, GEROK, 1994; ROWBOTTOM,
KEAST, MORTON, 1996; MEIJER, 2003).

A glutamina esta envolvida em uma série de vias bioquimicas e celulares
e intercelulares. Dentre as fungdes bioquimicas pode-se salientar a doagao de
nitrogénio para a formagao de acidos nucléicos, a essencial contribui¢do para o
equilibrio acido-base e aminogénese, o fornecimento de substrato energético e
o auxilio na sintese de proteinas intracelulares (Figura 4). Dentre as fungdes
celulares pode-se destacar a participacdo na divisdo de células do sistema
imune, processos de recuperacao de estresses fisioldgicos, tais como cirurgias,
ferimentos, jejum prolongado, entre outros (DECHELOTTE et al, 1991;
JACKSON, CARROLL, RUSSEL-JONES, 2000). Quando hidrolisada no citosol
ou nas mitocondrias, a glutamina torna-se fornecedora de glutamato.
Dependendo do 6rgao ou tipo celular envolvido, o glutamato é substrato para a
sintese de acido gama-aminobutirico (GABA) no sistema nervoso central,
glicose nos rins, ureia no figado entre outros metabdlitos (NEWSHOLME et al.,
2003a). A figura 4 ilustra algumas fungdes da glutamina e glutamato dentro das
células. Uma das funcgbes ainda a serem mais bem elucidadas esta no fato da

disponibilidade de glutamato aumentar a sintese do principal e em maior
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concentragdo antioxidante nao enzimatico do organismo, o tripeptido vy-
glutamilcisteinilglicina, também conhecida como glutationa (GSH) (FLARING et
al., 2003; CRUZAT, TIRAPEGUI, 2009). Adicionalmente, estudos
experimentais evidenciam o papel da glutamina no aumento da expressao de
proteinas com capacidade de defesa organica tais como as proteinas de
choque térmico (HSPs) (WISCHMEYER, 2002). A maior expressao de HSPs
tem sido relacionada a maior resisténcia das células a morte celular em

situagao desafiadoras de estresse (SINGLETON, WISCHMEYER, 2007).

GLUTAMINA

Membrana plasmatica

ﬁ+ ATP = N Acidos nucléicos
i | -\- GLUTAM’NA \ Mucleotideos

! Sintese protéica
Glicoproteinas

GS
N &a HSPs

GABA = NH,"

(p-cell, neurdnios)

S~ uramaro — ™ gﬁw
]
I\Ia‘

Zlutamato OH Uréia
b

Gliconeogénese (figadu}

(Rins)

i {‘/ 2-Oxaglutarato HSPs (smtese protema
icose Glutationa

\\ @ ‘_\\ VOLUME CELULAR

Transaminagas

EXPRESSAO

Figura 4. Destinos e fungdes da glutamina. A partir da glutamina, o glutamato é
liberado por meio da ag&o da enzima glutaminase (GA). O glutamato pode ser
convertido no aminoacido y-amino butirico (GABA), 2-oxaglutarato, glicose,
ornitina, ureia, outros aminoacidos (AAs) ou glutationa. Quando associado a
amoénia (NHs) e trifosfato de adenosina (ATP), sob a agado da enzima glutamina
sintetase (GS), o glutamato converte-se novamente em glutamina. Outras
abreviaturas: NH4" = ion aménio, Na* = sddio, K™ = potassio. HSPs = Proteinas
de choque térmico. Modificado de Cruzat, Petry e Tirapegui (2009).

CRUZAT, VF.



29

3.2. Patofisiologia e epistemologia da sepse

Desde os tempos mais antigos, o ser humano busca por meio da ciéncia
e medicina reduzir os problemas de saude que assustam a humanidade e
elevam a sua taxa de mortalidade. Documentos de antigas civilizagbes, tais
como a grega e a romana, na epoca de Hipocrates (460 a 377 a.C.),
descreviam a ocorréncia de diversas enfermidades, muitas delas contagiosas
que levavam o individuo a morte. Uma destas era chamada de sepse, derivada
da palavra grega “sepsis”. A sepse era descrita como um estado fisico e mental
perigoso que o ser humano desenvolvia, apresentando decomposi¢céo
bioldgica, feridas purulentas e putrefacédo de tecidos corpéreos (MAJNO, 1991).

Os gregos acreditavam que a sepse era uma forma de decomposi¢céo
bioldgica que poderia ocorrer dentro do organismo, principalmente no colon de
intestinos, uma vez que neste 6rgéo havia perigosos seres capazes de causar
autointoxicacao. Aristoteles e posteriormente os romanos propuseram que o
estado de sepse era um processo de decomposic¢ao similar ao de pantanos em
putrefacdo, onde criaturas vivas e invisiveis se reproduziam (BARON, BARON,
PERRELLA, 2006). No intuito de explicar de onde estas criaturas vivas vinham,
a teoria do pesquisador Francisco Redi (1684) sobre a “geragao espontanea”
de animais pequenos e perigosos guiou as iniciativas de saude publica nas
cidades romanas e ainda em outras cidades da Mesopotémia, dado que eram
crescentes os problemas associados a enchentes, higiene e falta de alimentos.
A teoria de que microrganismos vivos poderiam nascer espontaneamente foi
refutada cerca de 200 anos depois de sua invencdo, contudo a sepse
continuou crescer em razdo dos mesmos motivos (BARON, BARON,

PERRELLA, 2006).
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O desenvolvimento e a etiologia da sepse se tornaram mais evidentes a
partir do século XIX pelos pesquisadores Ignaz Semmelweiss, Louis Pasteur e
Joseph Lister, que estabeleceram definitivamente que os processos de
infeccdo e supuragdo eram causados por organismos Vivos microscopicos.
Desta forma, a palavra sepse se tornou sinbnimo de graves infecg¢des
invasivas. Na realidade, dicionarios médicos que datam de 1972 definem sepse
como a “presenca de pus formado a partir de organismos estranhos na
corrente sanguinea” (MARSHALL, 2004). A evolugédo do conhecimento sobre a
sepse e outros tipos de contaminacdes foi crescendo através dos séculos
(Figura 5). Mais recentemente, as técnicas de biologia molecular, por exemplo,
vém auxiliando a compreensdo dos principais genes envolvidos com o
desenvolvimento da sepse, fato que pode ajudar no desenvolvimento de novas
terapias de tratamento e diagnostico precoce (VINCENT, ABRAHAM, 2006).
Entretanto, a sepse ainda parece ser uma sindrome de grande complexidade,
envolvendo mecanismos genéticos e epigeneticos, alterando a expressao de
uma variedade de genes e ainda de dificil tratamento (CORNELL et al., 2010).

Algumas descobertas cientificas reduziram significativamente a taxa de
mortalidade em populacdes. Entre 1930 e 1950, a pasteurizacdo do leite e
posteriormente a descoberta da penicilina e desenvolvimento de antibibticos
promoveu uma queda significativa nas taxas de mortalidade em todo o mundo.
Paises como os EUA viram suas taxas de mortalidade cair de cerca de 800
mortes em 100,000 habitantes ao ano, para aproximadamente 70 mortes em
100,000 habitantes (MARSHALL, 2004). A introducdo de politicas publicas de
saude, a imunizacdo e a introdugcdo de terapias antimicrobianas

proporcionaram taxas de mortalidade mais baixas em populagdes por todo o
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mundo. Contudo, apds estas ag¢des, ainda nos dias de hoje, pouco sucesso se
teve em reduzir as taxas de mortalidade em unidades de terapias intensivas
(UTIs). Apesar dos avangos tecnolégicos e progressos moleculares a
incidéncia de sepse associada a mortalidade se mantem elevada.
Adicionalmente, verifica-se elevado risco de morte por desenvolvimento de
sepse em criangas € neonatos advindos de partos prematuros ou mesmo de
desmame precoce em diversos paises, incluindo o Brasil (CORNELL et al.,
2010; MANGIA et al., 2011). Embora o termo sepse seja utilizado e definido ha
bastante tempo como um estado critico resultante de infeccdo, acompanhado
pela sindrome da resposta inflamatoria sistémica (SIRS) (BONE et al., 1992),
uma definicdo especifica e conceitos basicos de sua génese ainda séo
constantemente criticados (MARSHALL, 1999; MARSHALL, 2004; JAESCHKE,

BROZEK, DELLINGER, 2008).
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Figura 5. Métodos de identificagdo de patdgenos a partir do século XIX até os
dias de hoje. Modificado de Baron, Baron, Perrella (2005).

Em 1992 foi publicado um consenso de definicdo da sepse, que coloca a
presenga de infeccdo (ou suspeita) e de outros dois ou mais sintomas: (1)
temperatura corporal maior do que 38°C ou menor do que 36°C, (2) frequéncia
cardiaca de mais de 90 batimentos por minuto, (3) frequéncia respiratéria maior
que 20 inspiragdes por minuto e (4) contagem total de leucdcitos maior do que
12.000 células por microlitro (uL) ou menor do que 4.000/uL ou ainda mais de
10% de células imaturas (BONE et al., 1992; VINCENT, ABRAHAM, 2006). Em
2006, especialistas das sociedades de terapia intensiva norte-americana e
europeia propuseram novos critérios diagndsticos de sepse, que incluem
presenca de infecgéo e “alguns” critérios de SIRS, que devem ser avaliados por

uma equipe multidisciplinar de especialistas para adequado diagndstico
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(NGUYEN et al., 2006). A evolugéo da sepse, chamada sepse grave é definida
como a presenca de sepse acrescentada de uma ou mais disfungbes em
orgaos vitais, como injuria pulmonar aguda, faléncia renal, hepatica ou cardiaca
e hipoperfusdo com acidose latica (LEVY et al., 2003). Se a infec¢do continua a
se alastrar, o paciente entra em choque séptico, caracterizado por hipotensao
induzida pela sepse (pressao arterial sistdlica menor do que 90 mm Hg) e
faléncia cardiaca (NGUYEN et al., 2006). A bacteremia é encontrada em 50%
dos casos de sepse severa e choque séptico, enquanto 20 a 30% dos
pacientes ndo tém causa definida de qualquer fonte (BONE et al., 1992).

A taxa de mortalidade por sepse no mundo se mantem relativamente
estavel, assim como no Brasil. Contudo, ao passo que os valores mundiais sao
em torno de 30%, no Brasil ela é de cerca de 56% ao total, sendo 42% para
hospitais privados e de cerca de 66% para hospitais publicos (LATIN
AMERICAN SEPSIS INSTITUTE, 2011). Em paises desenvolvidos, tais como
Australia, Canada e Alemanha, a taxa de mortalidade € cerca de 30% e, em
paises em desenvolvimento, tais como a india e a Argentina, a taxa é de 45%
(TELES et al., 2008). O desenvolvimento do estado de sepse e seu
agravamento para sepse severa e choque séptico envolve praticamente
qualquer situacdo patoldgica, sendo ela traumatica ou n&o. A figura 6
exemplifica algumas situagbes que expdem individuos oriundos de diversas
patologias a sepse.

Além de possuir elevados indices de mortalidade por sepse, o Brasil
possui um elevado custo de tratamento. De acordo com alguns dados
nacionais, o custo médio global de cada paciente internado em UTls por 10

dias é de cerca de $10,595 délares, em torno de $1,028 délares por dia, ndo
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diferindo significativamente entre instituicdes publicas e privadas (TELES et al.,
2008). Apesar da media de custo total de pacientes que sobrevivem a sepse
ser maior se comparado a nao sobreviventes, em razdo do aumento do numero
de dias de internagao, o valor diario de n&o sobreviventes € significativamente
mais elevado, se comparado a sobreviventes (SOGAYAR et al., 2008). Esta
diferenca se deve ao fato das multiplas tentativas de reverter o quadro fatal da
sepse e salvar a vida do paciente. Considerando tais premissas € importante
salientar que estratégias médicas e nutricionais economicamente viaveis
devam ser estudadas nao s6 por razbes econdmicas, mas principalmente por

razoes humanitarias.

Sindrome da resposta
inflamatoria Sistémica
(SIRS)

Queimaduras

Bacteremia Pancreatite

Sepse Infarto

Sepse
severa

Traumas

Perfuracao

Choque intestinal

Séptico
Outras causas

patologicas

Figura 6. Relacdo de desenvolvimento e agravamento da sepse a partir de
diversas causas. Abreviaturas: SIRS = Sindrome da resposta inflamatéria
sistémica. Adaptado de Bone et al. (1992).
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A maioria das terapias utilizadas em UTls a fim de deter o agravamento
do estado de sepse para sepse severa ou choque séptico e, a consequente
morte do paciente tem inicio quando sao observadas alteragbes de
desequilibrios fisiolégicos. Nestes desequilibrios se incluem a redugdo dos
niveis de hemoglobina, hipoxia ou redugdo da resisténcia sistémica vascular,
temperatura corporal acima de 38° ou abaixo de 36° entre outros (BONE et al.,
1992; PICARD et al.,, 2006). Estes parametros, associados a presenga de
patdgenos diagnostica a instalagdo do quadro de sepse. Embora de ano em
ano sejam apresentadas novas terapias e recomendagdes de diagndstico, a
sepse continua a ter elevada taxa de mortalidade. Ha que se concordar que
ainda mais importante que o tratamento mais adequado é a velocidade de
identificacdo da sepse (JAESCHKE, BROZEK, DELLINGER, 2008). O fator
tempo e a terapia a ser empregada tém influencia direta no risco de morte
(BENJAMIM, HOGABOAM, KUNKEL, 2004; DELLINGER et al., 2008). Quanto
mais rapido for o diagnostico menor é a possibilidade de o paciente sofrer um
infarto do miocardio ou outras complicagées (REMICK, 2007; DELLINGER et
al., 2008).

Em um estudo observacional em pacientes internados com diagnostico
de choque séptico o tempo médio de aplicacao da terapia antimicrobiana foi de
cerca de seis horas. Neste estudo, 50% dos pacientes receberam a terapia
antimicrobiana antes de seis horas e outros 50% apods este periodo. Os
resultados demonstraram que a aplicacdo correta de antimicrobianos na
primeira hora apos o diagnostico foi associada a uma taxa de 21,1% de
mortalidade. Em contrapartida, pacientes que receberam a correta terapia

antimicrobiana por tempos acima de uma hora apresentaram elevado risco de
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morte (KUMAR et al., 2006). Aproximadamente a cada hora de atraso no inicio
da terapia antimicrobiana ocorre um aumento de 7% no risco de morte (Figura
7).

Embora as técnicas cientificas tenham se aprimorado, principalmente no
campo molecular da medicina, os casos de sepse somam mais de 700.000 ao
ano (MARTIN et al., 2003; TELES et al., 2008). Diversos modelos de sepse em
animais tém sido desenvolvidos e utilizados no intuito de compreender melhor
esta grave sindrome. A maioria dos modelos se utiliza de inje¢ao intra-
abdominal para dar inicio ao processo inflamatério. Dois métodos nesta linha
de pesquisa tém se destacado, a injegao ou liberagao de fezes na cavidade
peritoneal e a aplicacdo de bactérias ou componentes bacterianos, tal como
lipopolissacarideos (LPS), também no peritbnio ou diretamente na circulagcéo
sanguinea (RITTIRSCH, HOESEL, WARD, 2007). Estas formas
patofisiologicas de mimetizar o estado de sepse promovem alteragdes
semelhantes as observadas em pacientes humanos com sepse, englobando a
resposta a bacteremia, o que pode evoluir para a SIRS e o choque séptico,
com disfungdo multipla de 6rgaos e, posterior morte do animal.

A administragdo de endotoxinas na corrente sanguinea, assim como na
cavidade peritoneal, permite que se observe a capacidade de resposta
inflamatdéria e suas consequéncias, bem como a recuperagdo do processo
patofisiologico, de forma similar a sepse ocorrida em humanos (RITTIRSCH,
HOESEL, WARD, 2007). O principal componente biologicamente ativo das
endotoxinas € o LPS. LPS sdo moléculas de grandes dimensdes constituidas
de um lipidio e um polissacarideo ligados por uma ligagdo covalente e formam

a maior parte da estrutura das membranas externas de bactérias gram-
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negativas. Os sintomas promovidos pela administracdo de LPS sdo bastante
parecidos com os sintomas de pacientes em sepse, apresentando inclusive
alteragdes hematologicas (REMICK et al., 2000). A producdo de citocinas pro-
inflamatdrias séricas é estimulada com a utilizagdo de LPS, sendo ainda
correlacionada com a severidade da sepse, fato que também observado em
pacientes humanos (RITTIRSCH, HOESEL, WARD, 2007). O TNF-a e as
interleucinas (IL-) 1B, IL-6 e IL-10 estao entre as citocinas mais estudadas, pois
se elevam tanto em trabalhos in vivo de sepse, quanto em modelos animais
submetidos a injegdo com LPS (COHEN, 2002; NATHAN, 2002; BENJAMIM,

HOGABOAM, KUNKEL, 2004).
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Figura 7 - Mortalidade (%) hospitalar entre os pacientes cujo efetivo tratamento
antimicrobiano foi iniciado em um dado intervalo de tempo em horas (h).
Adaptado de Kumar et al. (2006).
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Em situagbes de elevado estresse fisioldgico, entre as quais esta a
pratica de exercicios fisicos exaustivos, por exemplo, é observado o aumento
inicial de sintese das citocinas pré-inflamatérias, TNF-a e IL-13, que, por sua
vez, estimulam a sintese de IL-6 (PETERSEN, PEDERSEN, 2005). A IL-6,
neste caso atua como mediador primario da reacao de fase aguda, estimulando
a producao hepatica de proteinas de fase aguda, como a proteina C reativa
(PCR) e inibidores de proteases (por exemplo, inibidor de protease a-1). Este
efeito da IL-6 restringe a extensdo da resposta inflamatdria por aumentar a
sintese de outras citocinas anti-inflamatorias, tais como a IL-1RA e a IL-10. A
resposta de fase aguda restabelece proteinas diminuidas ou lesadas e reverte
os efeitos prejudiciais da resposta inflamatéria inicial (PETERSEN,
PEDERSEN, 2005; CRUZAT et al., 2007). Vista desse angulo, a IL-6 se
secretada por células musculares pode desempenhar um papel mais
restaurativo do que pré-inflamatério também atuando possivelmente como
sensor energético das células em situagbes de elevado catabolismo
(PEDERSEN, 2012). O papel da IL-6 precisa ser mais bem esclarecido em

doencgas crbnicas ou na sepse.

3.3. Metabolismo da glutamina na sepse

A perda de peso e a fadiga do organismo em fases de estresse
metabdlico e processos infecciosos representam parte de um problema ainda
nao resolvido em pacientes agudamente enfermos, tais como a sepse e outros
traumas. A reducdo da massa muscular durante o estado de sepse ocorre por
um desequilibrio no balango da sintese e da degradacéo proteica, alterando a

concentragdo de proteinas totais no organismo, promovendo balango
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nitrogenado negativo (LANG, FROST, VARY, 2007). Este efeito parece estar
associado a um déficit energético associado a reducdo da eficiéncia
mitocondrial (FREDRIKSSON et al., 2006), com desequilibrios periféricos e de
sistema nervoso central (KHAN et al., 2006).

A glutamina é o aminoacido mais abundante do organismo, tanto no
plasma quanto em tecidos. No musculo esquelético de individuos saudaveis a
concentragao de glutamina é em torno de 20 mM, a qual supera inclusive a
concentragado de glicose, que é de 6 mM (WILMORE, SHABERT, 1998). Em
estados de elevado catabolismo, contudo, o metabolismo da glutamina
(KARINCH et al.,, 2001) e seu sitio quantitativamente de maior sintese e
liberagdo, o musculo esquelético, se tornam reduzidos (ROTH, 2008). A figura
8 apresenta a predominancia e tentativa de manutencédo da glutaminemia via

fluxo interérgéos de substratos.
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Figura 8. Predominancia (flechas espessas) na sintese e degradacédo de
glutamina por diversos tecidos e orgaos em estados infecciosos ou de
doencas, o que inclui o estado de sepse. Abreviaturas: SNS = Sistema nervoso
central, NH3; = Aménia, GLN = Glutamina.

Um dos primeiros estudos a demonstrarem a reducéo de glutamina no
musculo esquelético no estado de sepse foi publicado em 1982, onde esta
deficiéncia foi correlacionada a redugao na taxa de sobrevida dos pacientes
(ROTH et al, 1982). Curiosamente, a severa diminuigdo dos niveis de
glutamina muscular em pacientes gravemente enfermos (redugdo em média de
80% do normal) (ROTH et al., 1982; ROTH, 2008) € acompanhada por um
aumento na sintese e liberagdo de glutamina a partir do musculo esquelético
(AUSTGEN et al.,, 1992). Isto se deve ao fato do mRNA e da atividade da

enzima glutamina sintetase estar aumentada no musculo esquelético durante a

endotoxemia (AUSTGEN et al., 1992). E provavel que esta seja uma tentativa
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exaustiva do organismo de manter a glutaminemia. No entanto, além de nao
conseguir manter os niveis de glutamina, a concentracdo da glutamina no
tecido muscular torna-se reduzida, bem como suas fungbes dependentes da
hidrélise deste aminoacido, uma vez que visto que neste tecido ndao sao
observadas alteracbes na enzima glutaminase (KARINCH et al., 2001). A
menor captagao de glutamina e sua hidrdlise intramuscular altera o estado de
hidratacdo, o qual é importante mediador da ativagdo dos processos
catabolicos e anabdlicos.

O aumento no volume celular, medido a partir de seu conteudo de agua
intracelular estimula a sintese proteica, o que é considerado como um sinal
anabdlico (HAUSSINGER, LANG, GEROK, 1994). Estudos demonstram que o
reduzido estado de hidratacéo celular do musculo esquelético em pacientes em
estado catabdlico critico, esta correlacionado com baixos niveis de glutamina, o
que promove um balango nitrogenado negativo (HAUSSINGER et al., 1993;
ROTH, 2008).

A alteragdo no metabolismo da glutamina durante a sepse também
ocorre nos rins (AUSTGEN et al., 1991b). Nestas condi¢des, os rins passam de
orgao predominantemente consumidor de glutamina para predominantemente
sintetizador de glutamina, apresentando elevagao de mais de 50% na atividade
da glutamina sintetase (AUSTGEN et al., 1991b). E provavel que este efeito
tenha a mesma fung¢ao do tecido muscular, ou seja, uma tentativa de manter a
glutaminemia as ceélulas, principalmente as do sistema imune, a fim de
combater a infeccdo. Porém, esta inversdo de papel exercida pelos rins,
diminui a sua capacidade de eliminar aménia (NH3) e manter o equilibrio acido-

base do organismo, promovendo lesdo renal (PARRY, BROSNAN, 1978;
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KARINCH et al., 2001; HU et al., 2012). A figura 8 ilustra a inversdo de papeis
de 6rgaos como os rins em estados infecciosos ou de doencga, incluindo a
sepse.

Durante a endotoxemia, o tecido intestinal diminui a captacdo de
glutamina a partir da circulagdo (AUSTGEN et al., 1991a). Concomitantemente,
o tecido hepatico aumenta em mais de dez vezes sua captacao e transporte
transepatocelular de glutamina. Em um estudo in vivo, a sepse por
endotoxemia com LPS resultou em aumento na quantidade de proteinas
transportadoras na membrana de hepatdcitos, fato que elevou a capacidade de
transporte de glutamina por meio do sistema N de transporte, o qual é
dependente de sodio (INOUE, PACITTI, SOUBA, 1993). Diversos sado os
componentes promotores do aumento da captagado hepatica de glutamina na
sepse, incluindo o elevado processo inflamatério, mediado pela elevagdo do
TNF-a, as prostaglandinas e os glicorticoides (INOUE, BODE, SOUBA, 1994;
KARINCH et al., 2001). Em outro estudo, a IL-6 e o TNF-a tiveram baixo
impacto no aumento da captagédo de glutamina em hepatodcitos de humanos em
cultura. Porém o tratamento prévio com dexametasona aumentou os efeitos de
ambas citocinas, resultando em uma capacidade de captagcdo de glutamina
acima de duas vezes a normal (FISCHER et al., 1996).

Em estados infecciosos, a manuteng¢do ou melhora da resposta imune é
fundamental para a sobrevida do paciente. Linfécitos do tipo T, por exemplo,
necessitam aumentar sua proliferacdo para responder a estimulos antigénicos,
produzindo citocinas importantes para a propagacéo da resposta imune. Como
pode ser observado na figura 9, a proliferacdo de linfécitos € regulada pela

disponibilidade de glutamina. Adicionalmente, a diferenciacdo de linfécitos do
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tipo B necessita de diferenciagdo para produzir anticorpos, contudo, esta
funcdo é dependente exclusivamente da concentragdo de glutamina, nao

podendo ser mimetizada por qualquer outro aminoacido (NEWSHOLME, 2001).
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Figura 9 - Proliferagédo de linfocitos depende da concentragao de glutamina no
meio extracelular. Experimento com linfocitos obtidos a partir do baco de ratos
e incubados em meio RPMI contendo antibiéticos. As células foram expostas a
estimulo mitogénico de linfécitos T (Concanavalina A) e incubados a diversas
concentragdes de glutamina. A proliferacdo é expressa mediante aumento da
radioatividade medida pela incorporacédo de timidina ao DNA durante 18 a 66
horas de incubagao. Adaptado de Yaqoob e Calder (1997).

Em estados inflamatérios, incluindo traumas e a sepse, o consumo de
glutamina tanto por linfécitos quanto por outras células do sistema imune, tais
como neutrofilos e macrofagos aumenta intensamente (NEWSHOLME, 2001).
A atividade da glutaminase em linfocitos, por exemplo, estd aumentada em

diversas vezes durante a sepse em modelo animal, se comparada a ratos

saudaveis (SARANTOS, OCKERT, SOUBA, 1993).
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O aumento da demanda de glutamina por células do sistema imune, em
conjunto com a elevagao da utilizagdo do mesmo aminoacido por outros
tecidos leva a um déficit de glutamina no organismo. Este fato permite
classificar, do ponto de vista nutricional classificar a glutamina como um
aminoacido condicionalmente essencial. Como resultado da menor
disponibilidade de glutamina células do sistema imune tem sua capacidade de
proliferacdo, diferenciacdo e fungdes limitadas. Estima-se que quando a
concentragao de glutamina plasmatica baixa préxima a 0,4 mmol (normal é 0,6
mmol) o sistema imunolégico tem suas fungdes comprometidas (WILMORE,

SHABERT, 1998).

3.4. Absorcdo intestinal de glutamina na forma livre e como
dipeptideo

Mediante a absorgdo de aminoacidos e pequenos peptideos oriundos da
dieta, animais, dentre os quais o homem, satisfazem suas necessidades
nutricionais proteicas. O processo envolve a digestdo de proteinas no Ilumen
intestinal, para gerar produtos menores que sdo absorvidos pelos enterdcitos
(ADIBI, 2003). Os produtos finais da digestdo das proteinas da dieta sdo uma
mistura de aminoacidos livres (40%) e pequenos dipeptideos e tripeptideos
(60%) (BROER, 2008). A partir do lumen intestinal, os enterdcitos apresentam
eficientes mecanismos de transporte para absorver estes dipeptideos e
tripeptideos (CASPARY, 1992; GANAPATHY, BRANDSCH, LEIBACH, 1994;
TEMPLE et al., 1998).

Em humanos, estudos de perfuséo jejunal demonstraram que a

competicdo entre aminoacidos livres durante o processo de captagao era
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evitada ou reduzida, quando os aminoacidos estavam na forma de dipeptideos
(GARDNER, 1975; TEMPLE et al., 1998). Em outros estudos houve aumento
da absorg¢ao de aminoacidos a partir de solugdes de dipeptideos comparada a
solucbes contendo aminoacidos livres de equivalente composicao
(GANAPATHY, BRANDSCH, LEIBACH, 1994; GRIMBLE, 1994).

Os mecanismos de absorcao de aminoacidos e dipeptideos advindos da
dieta podem ser divididos da seguinte forma:

a) aminoacidos livres liberados pela digestdo no trato gastrintestinal ou
na membrana borda luminal escova de enterdcitos sdo absorvidos via sistemas
de transporte especificos para aminoacidos livres (Figura 10 e Tabela 2).

b) dipeptideos que permanecem apds a digestdo por peptidases
luminais e ligados a membrana borda luminal, podem ser absorvidos intactos
pelo intestino delgado de duas maneiras: 1) transportados como dipeptideos
intactos ou clivados por peptidases dentro do citoplasma das células da
mucosa; 2) clivados em aminoacidos livres por hidrolases de peptideos
presentes na membrana borda luminal de enterdcitos e posteriormente
transportados para dentro do citoplasma das células intestinais como
aminoacidos (Figura 10) (CASPARY, 1992; ADIBI, 2003).

A capacidade absortiva de dipeptideos € maior no intestino delgado
proximal em relagdo ao intestino delgado distal, sendo o jejuno a parte de
maior importancia absortiva tanto para aminoacidos livres quanto para
pequenos peptideos (BROER, 2008). Observa-se, também, que peptidases
citosolicas que atuam sobre dipeptideos apresentam mais atividade no
segmento proximal do intestino delgado, local onde a capacidade absortiva de

dipeptideos €& muito elevada. Por outro lado, a capacidade absortiva de
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aminoacidos € maior no intestino delgado distal do que no intestino delgado

proximal (GANAPATHY, BRANDSCH, LEIBACH, 1994; ADIBI, 2003).

Tabela 2 - Transportadores de aminoacidos livres em enterocitos.

Sistema Aminoacidos Alvo lons Afinidade Localizagao
cotransporte
ASC Ala, Ser, Cys, Thr, GIn Na*(A) Alta MA
B Aas Neutro'so\; Basicos, - Na*(S), CI (S) Alta MA
B° Aas Neutros Na*(S) Baixa MA
b Arg, Lys, Ornit, Cistina Na*(A), CI" (A) Alta MA
IMINO Pro, Hidroxi-Pro Na* e CI'(S) Média MA
PAT Pro, Gli, Ala, GABA, B-Ala H*(S) Baixa MA
) Na*(S), H*(S),
X AG Glue ASp K+(A) Alta MA
L Aas Neutros, exceto Pro Na*(A), CI (A) Média MB
T Phe, Tyr, Trp H*(U) Baixa MB
+ Lys, Arg, GIn, Met, His,  Na®(S) junto com
Leu, Ala, Cys Aas Neutros
Gly, Pro, Ala, Ser, Cys, + 1
A Gin, Asn, His, Met Na'(S) Média MA e MB
) - Na“(A), H(A),
X Glu, Cistina K'(A) Alta MA e MB
Y Arg, Lys, Ornit, His Na (EQQUH) U Media  MAeMB

Abreviaturas: MA = Membrana apical, MB = Membrana basolateral, A =
Anteporte, S = Simporte, U = Uniporte, Aas = Aminoacidos. Adaptado de Broer
(2008).

Antigamente, acreditava-se que as proteinas eram completamente
hidrolisadas no lumen intestinal e entdo absorvidas como aminoacidos em sua
forma livre. Ha mais de 40 anos estudos revelaram que o principal produto da
digestdo eram dipeptideos e tripeptideos e ndo somente aminoacidos livres.
Contudo, em 1994 uma pesquisa identificou e clonou a proteina transportadora
de oligopeptideos (PepT-1) dependente de H*, a qual possui uma ampla

especificidade por substratos e transporta de forma ativa dipeptideos e
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tripeptideos pelo intestino de humanos e animais (FEI et al., 1994). Estima-se
que o PepT-1 transporte cerca de 400 tipos de dipeptideos e mais de 8.000
tripeptideos, bem como uma variedade de farmacos com estruturas
dipeptidicas e tripeptidicas, incluindo antibidticos e inibidores enzimaticos da
conversdo de angiotensina (BRANDSCH, KNUTTER, DOENECKE, 2008).

O PepT-1 esta localizado exclusivamente na membrana borda em
luminal intestinal, também conhecida como membrana apical e esta ausente na
membrana basolateral (Figura 10) (THAMOTHARAN et al.,, 1999; BROER,
2008). A presenga do PepT-1 representa a principal via de absor¢ao dos
produtos finas da digestdo de proteinas, permitindo que dipeptideos sejam
transportados da mucosa intestinal, que apresenta muito pouca ou nenhuma
atividade de hidrolases contra peptideos (5% a 12% da atividade total), para o
citosol, onde as peptidases apresentam uma elevada atividade (80% a 95% da
atividade celular total) (YANG, DANTZIG, PIDGEON, 1999; ADIBI, 2003). Ja na
membrana basolateral encontra-se outro transportador de pequenos peptideos
dependente de sodio (Na*), responsavel pelo transporte dos peptideos até a
corrente sanguinea (ADIBI, 2003). Em situagdes catabdlicas, entretanto, como
na presenca de LPS de bactérias pode haver reducdo na expressao do mRNA
do Pept-1, fato que altera a capacidade absortiva dos enterdcitos (SHU et al.,
2002). Em situag¢des de privagdo de proteinas oriundas da dieta por 40 a 84
dias resultou em aumento da capacidade de transporte de dipeptideos no
jejuno de ratos, mas nao no transporte de aminoacidos livres (LIS,

MATTHEWS, CRAMPTON, 1972).
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Transporte ativo via Transporte Transporte
PepT -1 transcelular Paracelular
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Figura 10 - Transporte de aminoacidos e peptideos na célula intestinal.
Abreviaturas: DIP = Dipeptideos, TRIP = Tripeptideos, AA = Aminoacidos
livres, Penta = Penta peptideos, H" = ions hidrogénio, Na* = ions sédio, Trans
AA e PP = Transportador de aminoacidos e pequenos peptideos, NHE-3 =
Antiporte 3 sodio-hidrogénio, Gli = Glicose, SGLT1 = Proteina transportadora
sédio-glicose, GAP Junction = Jungdes comunicantes e de ligagdo, Tight
junction = Juncdes de hiato. H,O = Agua. Adaptado de Gilbert, Wong e Webb
(2008).
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O transporte de peptideos e aminoacidos do lumen até a membrana
basolateral ocorre através de transporte ativo ou diretamente através da
membrana dos enterdcitos ou ainda por endocitose, por meio de uma proteina
denominada clatrina (Figura 10). E chamado de transporte transcelular, ja que
atravessa o interior do enterécito (GILBERT, WONG, WEBB, 2008). O
transporte entre as células intestinais € denominado paracelular ou intercelular

(PAPENHEIMER, 2001) (Figura 10).
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Os aminoacidos liberados pelas dipeptidases citosdlicas no meio
intracelular dos enterdcitos podem ser utilizados pela prépria célula ou
liberados para a circulagado portal, mediante transportadores de aminoacidos
localizados na membrana basolateral (Figura 11). Em relagdo ao metabolismo
da glutamina no intestino, estudos demonstram que quando comparada a
glicose, a glutamina é quantitativamente mais importante, servindo como
substrato respiratorio (BOELENS et al., 2001). Taxas acima de 50% do total de
L-glutamina absorvida a partir do Ilumen intestinal sdo subsequentemente
metabolizadas pelo intestino e figado (DECHELOTTE et al., 1991; D'SOUZA,
TUCK, 2004). Em situagbes em que ndo haja suficiente quantidade de
glutamina a partir do lumen intestinal, torna-se aumentada a utilizagao deste
aminoacido, presente no sangue arterial, gragas a transportadores especificos
localizados na membrana basolateral (Tabela 2) (LEIBACH, GANAPATHY,
1996). Entretanto, é a partir do lumen intestinal que ocorre maior capacidade
de absor¢do de L-glutamina. Quando disponivel em concentragdes
semelhantes a do estado pos prandial (6,0 mM), a captagdo de glutamina

sanguinea diminui em cerca de 40% (ADIBI, 2003).
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Figura 11 - Representacdo esquematica da captagdo de glutamina por
enterdcitos. Abreviaturas: GLN = L-glutamina, ALA = L-alanina, DIP =
Dipeptideo L-alanil-L-glutamina, Trans AA e PP = Transportador de
aminoacidos e pequenos peptideos.

Quando dipeptideos estdo presentes em altas concentragées no lumen
intestinal apos uma refeicado, por exemplo, uma parte pode escapar da hidrélise
intracelular e ser liberada diretamente para a circulagdo, mediante
transportadores de peptideos localizados também na membrana basolateral
(ADIBI, 2003). Em alguns trabalhos, utilizando dipeptideos de glutamina
marcados radioativamente observa-se que cerca de 90% da radioatividade
estava acumulada no citosol de forma intacta (ADIBI, SCHENKER, MORSE,

1996; ADIBI, 2003). Além disso, utilizando técnicas in vivo e in vitro, foi

verificado que, especificamente, o dipeptideo L-alanil-L-glutamina no intestino
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delgado é preferivelmente absorvido como dipeptideo intacto do que quando
hidrolisado na membrana luminal (MINAMI, MORSE, ADIBI, 1992).

A membrana basolateral dos enterdcitos também possui outros sistemas
de transportes de aminoacidos, que sao responsaveis pela saida destes para a
circulagao sanguinea. Estudos demonstram que existem ao menos cinco
sistemas de transporte de aminoacidos na membrana basolateral, sendo dois
deles dependentes de Na® e trés independentes de Na®. Os sistemas
dependentes de Na® apresentam papel importante no fornecimento de
aminoacidos para as células do proprio intestino, enquanto os independentes
de Na® sd@o responsaveis pelo transporte de aminoacidos para a circulacdo
sanguinea, fato que caracteriza absorgéo do tipo transcelular de aminoacidos a
partir do lumen intestinal (GANAPATHY, BRANDSCH, LEIBACH, 1994).

De acordo com modelo proposto por Yang, Dantzig e Pidgeon (1999) o
gradiente e o potencial de membrana fornecem a forga motriz para a captagao
de peptideos pelas células epiteliais intestinais, mediante transportadores de
peptideos dependentes de prétons localizados na membrana apical (Figura
11). Os peptideos que sdo resistentes a hidrolise por peptidases intracelulares
sao transportados através da membrana basolateral via transportadores de
peptideos (transporte facilitado). O processo de troca acoplada Na*/H* gera e
mantém o gradiente de prétons sobre a superficie luminal, enquanto a bomba
Na'/K*-ATPase, presente na membrana basolateral mantém baixa a
concentragdo intracelular de Na® (BAIRD et al., 2004). Este mecanismo de
cotransporte de protons € denominado sistema de transporte “ativo terciario” ou
cotransporte de peptideos dependente de H" (YANG, DANTZIG, PIDGEON,

1999).
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Embora a captagdo de glutamina por enterécitos a partir do lumen
intestinal seja prioritaria, acredita-se que a presenca de outros aminoacidos,
tais como a alanina possa alterar esse mecanismo. Quando a glutamina foi
oferecida por via oral em conjunto com a alanina, ambas na forma livre,
verifica-se efeito metabdlico similar a administracdo com o dipeptideo L-alanil-
L-glutamina (CRUZAT, TIRAPEGUI, 2009; CRUZAT, ROGERO, TIRAPEGUI,
2010). Alguns estudos similares, apesar do calculo da quantidade de glutamina
oferecida ser igual, ndo havia uma equivaléncia de aminoacidos entre os
grupos (KLASSEN et al., 2000; ROGERO et al., 2004; ROGERO et al., 2006).

Em nossos estudos (CRUZAT, TIRAPEGUI, 2009; CRUZAT, ROGERO,
TIRAPEGUI, 2010), é provavel que a adigdo de L-alanina livre a solugao tenha
elevado sua concentragao no plasma rapidamente, uma vez que seu transporte
através da célula epitelial intestinal ocorre de forma preferencial pelo
transportador (BROER, 2008). Estudos avaliando o transporte de L-alanina em
células do epitélio intestinal verificaram que sua absor¢cdo pode ser reduzida
quando em conjunto com alguns aminoacidos neutros, contudo, dentre estes
aminoacidos ndo estava incluida a L-glutamina (SIGRIST-NELSON, MURER,
HOPFER, 1975). A forma em que a L-glutamina é oferecida por via oral € um
fator importante a ser considerado no aumento da disponibilidade de glutamina
corporal, entretanto, de acordo com nossos resultados, a presengca do
aminoacido L-alanina deve também contribuir, de alguma forma, para o efeito
do dipeptideo L-alanil-L-glutamina (CRUZAT, TIRAPEGUI, 2009; CRUZAT,
ROGERO, TIRAPEGUI, 2010). Recentemente, um estudo verificou nossa
hipotese, onde individuos foram submetidos a suplementagdo com L-glutamina

na forma livre, como dipeptideo (L-alanil-L-glutamina) ou L-glutamina
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associadas a outra fonte proteica, tal como proteina do gluten. Os resultados
demonstraram que tanto a L-alanil-L-glutamina, quanto a L-glutamina
associada a proteina do gluten foram eficazes em elevar a glutaminemia, néo
havendo diferenga entre estes grupos, contudo ambos promoveram uma
resposta significativamente superior, quando comparados a L-glutamina isolada

(HARRIS et al., 2012).

3.5. Glutamina: efeitos da suplementagdo em estados catabdlicos

Estudos in vitro com diversos tipos de células, tais como células
musculares, da mucosa intestinal, do sistema imune, neurdnios especificos do
Sistema Nervoso Central, hepatdcitos, células -pancreaticas, entre outras, tém
demonstrado que a glutamina, quando adicionada a um meio de cultura, pode
alterar uma variedade de fungdes celulares (NEWSHOLME et al., 2003b; CURI
et al., 2005; LAGRANHA et al., 2005; CORLESS et al., 2006).

A partir de diversos aminoacidos, sejam eles essenciais ou nao
essenciais a glutamina pode ser sintetizada pelo organismo. Em estados de
elevado catabolismo, entretanto, o que inclui diversas doengas, processos
infecciosos e exercicios exaustivos o metabolismo da glutamina €& alterado
(PARRY-BILLINGS et al., 1989; NEWSHOLME, 2001; CRUZAT, PETRY,
TIRAPEGUI, 2009). Em condi¢des inflamatdrias, como na sepse, 0 consumo
de glutamina por células, principalmente do sistema imune aumenta
(SARANTOS, OCKERT, SOUBA, 1993; NEWSHOLME, 2001). Por outro lado,
este aumento da demanda nao € suprido pelos principais sitios de sintese
(ANDREASEN et al.,, 2009; LIANG et al., 2009). Como resultado, a

concentragdo de glutamina no sangue e tecidos torna-se reduzida (PARRY-
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BILLINGS et al., 1989; NEWSHOLME, 2001; CRUZAT, PETRY, TIRAPEGUI,
2009). Esse efeito tem motivado, direcionado e evidenciado a importancia de
estudos verificando os efeitos da suplementagdo com L-glutamina em diversos
campos do conhecimento.

Diversos estudos realizados desde a década de 90 com pacientes pos-
cirargicos verificaram que solugdes de nutricdo parenteral total (NPT) que
foram acrescidas com L-glutamina, seja na forma livre ou como dipeptideo
puderam atenuar os efeitos do processo inflamatério excessivo, melhorando a
capacidade de recuperagao do paciente, beneficiando o balango nitrogenado
(Tabela 3). Alguns trabalhos também demonstraram que a suplementagédo com
L-glutamina por via parenteral melhorou as condigbes clinicas de individuos
transplantados de medula 6ssea (ZIEGLER et al., 1992), diminuiu risco de
atrofia muscular durante o estresse metabdlico promovido pela cirurgia
(HICKSON, CZERWINSI, WEGRZYN, 1995), reduziu incidéncia de infec¢édo
hospitalar (DECHELOTTE et al., 2006), melhorou o balanco nitrogenado e
abaixou o custo hospitalar (MACBURNEY et al., 1994).

O papel da suplementacdo com L-glutamina via NPT pode atenuar as
consequéncias indesejaveis de pacientes criticos, tais como a degradacéo do
tecido intestinal, regulando a expresséo de proteinas de choque térmico (HSP),
atenuando a apoptose celular e a inflamagdo mediada pela ativagado do fator
kappa B nuclear (NF-kB) (WISCHMEYER, 2008). A suplementagao por via oral
ou enteral, entretanto, ainda necessita de maiores investigagbes, uma vez que
apresenta resultados contraditérios em individuos em estados de elevado

catabolismo.
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Tabela 3 - Estudos de suplementagao com L-glutamina livre e como dipeptideo na NPT.

A s Tipo de Tempo de
Referéncia Amostra po ¢ Dose mp = Controle Resultados
Glutamina administragao
Hammarqvist | 22 pacientes pos 0,285 g/Kg Grupos Atenuou a reducédo da glutamina
. GLN ’ . NPT por 3 dias isocaloricos/ )
et al. (1989) cirargicos peso/dia Lo muscular e o balango nitrogenado
isonitrogenados
20 pacientes com
. inflamagéao Grupos Manutencéo de fluidos extracelulares
Scheltinga intestinal e GLN 0,57 g/Kg NPT por 27 dias isocaldricos/ e em compartimentos celulares, bem
et al. (1991) peso/dia Lo )
problemas isonitrogenados como no total de agua corporal.
hematoldgicos
Griffiths et al. | 84 pacientes em GLN 18 g/dia e NPT por 5 dias e NPT padréo vs. Aumentou a taxa de sobrevida em 6
(1997) estado critico 21 g/dia NPT por 15 dias suplementada meses e reduziu o custo hospitalar
168 pacientes
Powell-Tuck com indicagéo GLN 20 gldia NPT por 8 dias NPT padréo vs. Reduga_o do tempo dg hosmtghzagao
etal (1999) | clinica de receber suplementada em pacientes submetidos a cirurgias
NPT
Sem efeitos adversos, aumentou o
Grupos balango nitrogenado, aumentou o
Morlion etal. | 28 pgqeqtes pos ALA-GLN 0,3 g/kg/dia NPT por 5 dias isocaloricos/ nuamero de I|nf90|tos ha recuperacéo,
(1998) cirurgicos Lo aumentou a sintese de leucotrienos
isonitrogenados ; o
ligados a cisteinas, menor tempo de
hospitalizacéo
gsél—lepnig;atg dvas. Seguro. Aumentou o balango
Jiang et al. 120 p_aqeptes pos ALA-GLN 0,5 glkg/dia NPT por 6 dias Grupos mtrolg.enado., pres_ervando a
(1999) cirargicos isocaléricos/ permeabilidade intestinal e reduziu o

isonitrogenados

tempo de hospitalizagéo

Abreviaturas: GLN, glutamina livre; ALA-GLN, dipeptideo

Nutricdo Parenteral Total; GSH, Glutationa.
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Tabela 3 - Estudos de suplementagdo com L-glutamina livre e como dipeptideo na NPT (Continuagao).

Tipo de

Tempo de

Referéncia Amostra . Dose . = Controle Resultados
Glutamina administracao
NPT padréo vs.
Jacobi et al. 34 pacientes pos suplementada. Rapida redugao em complicagdes pos-
’ cirargicos ALA-GLN 0,4 g/kg/dia NPT por 5 dias Grupos - A
(1999) . . . - operatorias e menor supressao imune
gastrintestinais isocaloricos/
isonitrogenados
48 pacientes pos
cirurgicos . :
Lin et al. abdominais em ALA-GLN 0,417 NPT 6 di . Gr?’pgs / Respé)st: |mlt1nesn e§t|mulada§, attenuou a
(2002) estado agrave (de - g/kg/dia por 6 dias _ isocaldricos perda de nitrogénio em pacientes com
isonitrogenados baixo resultado de APACHE 2
acordo com
APACHE 2)
Grau et al 117 pacientes 0,5 g/kg Grupos Melhora da glicemia e redugéo de
' recebendo NPT ALA-GLN ’ ; NPT por 9 dias isocaldricos/ P .
(2011) peso/dia Lo complicagdes infecciosas
em UTI isonitrogenados
NPT padréo vs.
. 17 pacientes suplementada.
Flaring et al. submetidos a GLI-GLN 0,56 g/Kg NPT por 3 dias Grupos Atenuou a redugédo da GSH muscular
(2003) . . peso/dia : .
cirurgias isocaléricos/
isonitrogenados
34 pacientes isoni?r(r)%%%sados
Brown et al. submetidos a GLI-GLN 50 g/dia NPT por 27 dias com mistura de Atenuou a reduga~o da alb’ulmlna e
(1998) transplante de melhorou fun¢des hepaticas

medula

aminoacidos nao
essenciais

Abreviaturas: GLN, glutamina livre; ALA-GLN, dipeptideo L-alanil-L-glutamina; GLI-GLN, dipeptideo L-glicil-L-glutamina; NPT, Nutricao
Parenteral Total; GSH, Glutationa.
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O guia norte-americano para manejo do paciente critico recomenda a
suplementagdo de L-glutamina em individuos fazendo uso de NPT, com
objetivos de atenuar o estresse oxidativo, manter a integridade intestinal,
estimulando a proliferacdo celular em queimados, poés-cirurgicos e individuos
em estado de sepse. Ja a suplementacido por via enteral tem demonstrado
exercer efeito principalmente na manutencéo no epitélio intestinal (MCCLAVE
et al., 2009). Cabe lembrar que a forma da glutamina suplementada é diferente
na nutricdo parenteral e na enteral. Ao passo que na NPT a L-glutamina é
comumente adicionada a solugdo como dipeptideo (L-alanil-L-glutamina ou L-
glicil-L-glutamina), em virtude de sua maior solubilidade e estabilidade
(FUENTES-OROZCO et al., 2004; DECHELOTTE et al., 2006), na via enteral a
L-glutamina utilizada é na forma livre e misturada com agua em quantidade
suficiente para passar pela sonda, sendo fornecida de 1 a 3 vezes ao dia na
quantidade aproximada de 0,3 a 0,5 g/kg/dia tendo como valor maximo
1g/kg/dia (D'SOUZA, TUCK, 2004; WERNERMAN, 2008).

Estudos em modelos animais com a suplementagdo aguda e oral com L-
glutamina, na forma livre e como dipeptideo, demonstraram aumento na
concentragao plasmatica de glutamina de 30 a 120 minutos pds-suplementagao
(ROGERO et al., 2002; ROGERO et al., 2004). A concentracédo de glutamina e
a area sob a curva do grupo suplementado agudamente com o dipeptideo foi
26% superior a do grupo suplementado com L-glutamina livre, 30 minutos apos
a suplementacdo (ROGERO et al., 2002). Este resultado pode ser explicado
pela elevada presenca do transportador de dipeptideos Pept-1 e das
dipeptidases intracitoplasmaticas no enterdécito, o que favorece o aumento da

liberagdo de glutamina e alanina decorrente da suplementagdo aguda com
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L-alanil-L-glutamina e, consequentemente, promove maior liberagdo para a
circulagao (BROER, 2008). Em outro estudo, foram avaliados os efeitos da
suplementagao cronica oral com o dipeptideo L-alanil-L-glutamina e L-
glutamina livre sobre as concentragbées plasmatica, muscular e hepatica de
glutamina em ratos sedentarios (ROGERO et al, 2004). Os resultados
demonstraram que o grupo suplementado com o dipeptideo apresentou maior
concentragao de glutamina muscular e hepatica. Desse modo, conclui-se que a
suplementacdo aguda com L-alanil-L-glutamina e L-glutamina livre promovem
maior aumento da glutaminemia, enquanto a suplementacéo crénica promove
aumento dos estoques musculares e hepaticos de glutamina.

A utilizacao de animais submetidos a exercicios fisicos exaustivos, sob o
ponto de vista inflamatério e do estresse oxidativo € considerado um modelo
experimental semelhante ao que ocorre no estado de sepse (SHEPHARD,
2001; CRUZAT, TIRAPEGUI, 2012a). Nesse sentido, o efeito da
suplementagao cronica com L-alanil-L-glutamina e L-glutamina livre em animais
submetidos a estresses metabdlicos, tais como exercicios fisicos exaustivos,
foram avaliados (ROGERO et al., 2006; CRUZAT, TIRAPEGUI, 2009). Em um
estudo, a suplementagdo crénica com o dipeptideo L-alanil-L-glutamina
promoveu maior concentragdo de glutamina nos musculos sdéleo e
gastrocnémio imediatamente apds um teste de exercicio fisico até a exaustéao
(ROGERO et al., 2006).

Apesar disso, a hipétese de que a composi¢cao do dipeptideo pudesse
influenciar sua mais eficiente absor¢cado e posterior liberacdo para o sangue,
nao havia sido testada. Nesse sentido, o efeito da suplementacdo com o

dipeptideo L-alanil-L-glutamina e uma solug¢do contendo L-glutamina e
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L-alanina, ambas na forma livre em ratos submetidos a treinamento e a
exercicio de longa duragdo foi verificada (CRUZAT, TIRAPEGUI, 2009;
CRUZAT, ROGERO, TIRAPEGUI, 2010). No primeiro estudo, foi observado
que ambas as suplementacgdes foram eficazes em aumentar a concentracao de
glutamina e glutamato muscular e hepatica, o que elevou a concentragao
tecidual do antioxidante GSH, atenuando o estresse oxidativo induzido pelo
exercicio fisico de longa duragdo (CRUZAT et al., 2007; CRUZAT, TIRAPEGUI,
2009) Posteriormente a mesma suplementagcdo com L-glutamina atenuou a
liberacdo de creatina quinase e citocinas pré-inflamatérias, tais como o TNF-a e
a prostaglandina E2 (PgE2) (CRUZAT, ROGERO, TIRAPEGUI, 2010).

A hipotese de que ambas as suplementagdes pudessem alterar a
expressao génica de proteinas de choque térmico (HSPs) e fator de choque
térmico 1 (HSF-1) em ratos submetidos a exercicios fisicos em esteira rolante
foi testada por Petry et al. (2012). Neste estudo, os autores verificaram que
ambas as suplementagdes atenuaram o estresse oxidativo e a redugdo dos
estoques de glutamina muscular e hepatica, fato que envolveu a expressao
tanto da familia da HSP70, quanto o HSF-1. O estudo de solu¢gdes com o
dipeptideo de glutamina é importante para que se possa atenuar o processo
inflamatorio descontrolado e a reducdo da glutaminemia em estados de
elevado catabolismo. Apesar dos resultados encontrados nos estudos, tanto
experimentais como em humanos, sabe-se que na pratica muitas vezes o uso
do dipeptideo em nivel de saude publica torna-se inviavel devido ao custo
extremamente elevado. Neste contexto, formas alternativas de suplementagao

de L-glutamina por via oral, tais como sua forma livre em conjunto com L-
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alanina ou outros aminoacidos em condigdes de estresse metabdlico, devem
ser mais intensamente pesquisadas.

Em modelos experimentais submetidos a exercicios fisicos exaustivos,
onde se verifica elevado estado inflamatdrio e a glutamina esta diminuida foram
testadas as suplementagdes por via oral com L-alanil-L-glutamina ou a L-
glutamina na forma livre em conjunto com L-alanina livre (CRUZAT,
TIRAPEGUI, 2009; CRUZAT, ROGERO, TIRAPEGUI, 2010; PETRY et al,
2012). A partir destes estudos com exercicio fisico pode-se pensar que o
oferecimento da mesma suplementagdo por via oral possa ajudar em

processos patoldgicos.
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4. MATERIAL E METODOS
4.1. Condicbdes Experimentais

4.1.1. Animais

O presente estudo foi realizado em camundongos adultos (60 dias),
machos, isogénicos da linhagem tipo B6.129F2/J (C57BL/6), com peso médio de
24 + 0,6 g, cedidos pelo Biotério do Conjunto das Quimicas localizado na
Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas da Universidade de S&o Paulo. O estudo
foi aprovado pela Comissdo de Etica em Experimentacdo Animal, Protocolo
CEUA/FCF/249 (Anexos). Os animais foram agrupados e mantidos em caixas
apropriadas para sua acomodacéo, sob temperatura de 22 + 2° C, umidade
relativa do ar de 60% e obedecendo a um ciclo de 12 horas claro e 12 horas
escuro (luz acesa as 7:00 horas). Os animais foram pesados diariamente
durante o periodo de experimento até o dia da morte. O método de morte
utilizado foi a venosecgao sob anestesia (80 mg/kg de quetamina e 15 mg/kg
de xilazina). Durante o experimento o consumo de ragdo foi calculado
diariamente. Todos os animais foram alimentados de forma ad libitum com
racao comercial para roedores adultos, a qual contem 54% de carboidrato,
22,5% de proteina, 4,3% de gordura (NUVILAB CR1, Nuvital Nutrientes Ltda.,

Curitiba, Brasil) e agua ad libitum.

4 1.2. Protocolo de endotoxemia

Os animais submetidos a endotoxemia receberam injecdo por via
intraperitoneal contendo lipopolissacarideo (LPS) de bactéria Escherichia Coli

(cepa 0127:B8), fabricado por Sigma-Aldrich Diagnostics Inc., Saint Louis,
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Missouri, EUA. A quantidade de LPS administrada a cada animal foi de 5 mg/kg
de peso corporal. Esta dose foi escolhida depois de ter sido realizado teste de
dose media de resposta e mortalidade (Little Dose). Neste teste foram
utilizadas quantidades de LPS de 5, 10, 20 e 30 mg/kg de peso, sendo avaliada
a taxa de sobrevida (Tabela 4 e Figura 12). Os animais do grupo controle
receberam a mesma quantidade de agua por meio de inje¢ao intraperitoneal.
Os animais foram mortos 48 horas apds a aplicacédo do LPS.

Tabela 4. Camundongos B6 adultos submetidos a diferentes doses de LPS

(mg/Kg de peso). A letalidade foi mensurada por até 48 horas apds exposigéao
ao LPS.

LPS (mg/Kg de peso) Numero de animais (morte/total)
5 1/8
10 3/8
20 5/8
30 8/8
100%
- 80%
=
3  60%
D
a o
= 40% -
o
< 20%
=
O% | I | I
Oh 12 h 24 h 36 h 48 h
-5 mg/Kg de peso -=-10 mg/Kg de peso

—-+20 mg/Kg de peso -#-30 mg/Kg de peso

Figura 12. Percentual de sobrevida apos injecédo intraperitoneal de LPS de
Escherichia Coli (cepa 0127:B8).
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4.1.3. Dieta e suplementacao

Os animais dos grupos suplementados receberam o dipeptideo L-alanil-
L-glutamina (1,49 g/Kg de peso/dia) ou os aminoacidos L-glutamina (1 g/Kg de
peso/dia) e L-alanina (0,61 g/Kg de peso/dia) na forma livre por via oral. O
dipeptideo L-alanil-L-glutamina, fabricado por Claris - Produtos Farmacéuticos
do Brasil Ltda. foi fornecido pela empresa Férmula Medicinal - Suporte
Nutricional e Manipulagdo Ltda., Sdo Paulo, Brasil. Os aminoacidos L-
glutamina e L-alanina foram fabricados e cedidos pela Ajinomoto
Interamericana Industria e Comércio Ltda. do Brasil. Durante o protocolo
experimental de endotoxemia, que teve duracdo de 48 horas, os animais
receberam trés doses de suplementagdo, uma por dia pela parte da manha,
sendo a primeira durante o pico inflamatério, cerca de 2 horas apods a injegéo
de LPS. A ultima dose de suplementacao foi realizada 3 horas antes que se
completasse 48h, apos indugdo da endotoxemia. O cuidado com a prévia
suplementagcdo é baseado na cinética da glutamina, a qual cerca de 180
minutos apos administracdo se encontra em niveis plasmaticos basais
(ROGERO et al., 2006). Todos os animais receberam as suplementagdes por
meio de sonda gastrica (gavagem). A quantidade do dipeptideo administrada
foi calculada, para que o total de glutamina fosse o0 mesmo administrado na sua
forma livre, ou seja, 1 g de glutamina/kg de peso corporal/dia. O grupo controle
recebeu o mesmo volume de solugdo salina por meio de gavagem. A diviséo
dos animais em grupos foi feita de forma randomizada e aleatoria evitando

mudar os animais de seu ambiente e convivéncia natural desde o nascimento.
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4.1.4. Grupos experimentais

e CTRL - Camundongos sem LPS, submetidos a gavagem com agua (n =
12).

e GLN+ALA - Camundongos sem LPS, submetidos a gavagem com
glutamina e alanina, ambos na forma livre (n = 12).

e DIP - Camundongos sem LPS, submetidos a gavagem com o dipeptideo
L-alanil-L-glutamina (n = 12).

e LPS - Camundongos com LPS, submetidos a gavagem com agua (n =
12).

e GLN+ALA-LPS - Camundongos com LPS, submetidos a gavagem com
glutamina e alanina, ambos na forma livre (n = 12).

e DIP-LPS - Camundongos com LPS, submetidos a gavagem com o
dipeptideo L-alanil-L-glutamina (n = 12).

4.2. Coletas de sangue e tecidos

Todos os animais foram mortos 48 horas apds injecao intraperitoneal de
LPS ou solugao salina (PBS). O sangue foi coletado para a determinacao de
glutamina, glutamato, amoénio, glicose, eritrocitos (para glutationa reduzida e
dissulfeto de glutationa), citocinas plasmaticas e linfécitos. O figado e o
musculo gastrocnémio foram removidos e imediatamente congelados utilizando
um “freeze-clamp”, sendo posteriormente colocados em nitrogénio liquido.
Estes tecidos foram utilizados para determinacdo da concentracdo de
glutamina, glutamato, proteinas totais, glutationa reduzida e dissulfeto de
glutationa, substancias reativas ao acido tiobarturico, concentragdo proteica

(Western Blot) e expressao de mRNAs (RT-qPCR).
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4.2.1. Parametros plasmaticos e séricos

4.2.1.1. Glutamina e glutamato

A determinacao de glutamina e glutamato plasmaticos foram realizadas
por meio do kit comercial para glutamina/glutamato (Sigma-Aldrich Diagnostics
Inc., Saint Louis, Missouri, EUA), que recomenda a metodologia descrita por
Lund (1986). Amostras de sangue dos animais foram coletadas em tubos de
1,5 mL contendo heparina e congeladas a -80°C, para garantir a estabilidade.
No dia da determinagcdo dos conteudos de glutamina e/ou glutamato os
plasmas foram misturados com acido tricloroacético (TCA) a 5% na proporgéo
de 1:1 em homogeneizador (Ultra Turrax). Imediatamente apds a
homogeneizagdo em TCA foi feita a neutralizacdo dos plasmas utilizando 6 uL
de Na;CO3z para cada 100 uL de sobrenadante coletado posteriormente a
centrifugagéo a 16.000 x g por 2 min., a 4°C, sendo o sobrenadante transferido
para outro tubo de 1,5 mL. O volume de Na,COs utilizado foi suficiente para
trazer o pH das amostras para cerca de 6,5. Para o ensaio foram utilizados 20
uL dos sobrenadantes em triplicata.

A primeira reacdo do ensaio de glutamina/glutamato consiste na
desaminagado enzimatica da L-glutamina, por meio da enzima glutaminase
(GA), gerando quantidades estequiométricas de aménio (NH4") e L-glutamato.
Em seguida, o L-glutamato € desidrogenado e convertido a a-cetoglutarato (2-
oxoglutarato) via glutamato desidrogenase (GDH), na presenca de NAD". As
quantidades de L-glutamina e/ou glutamato das amostras sdo proporcionais a

quantidade de NADH formado, medido a 340 nm em leitoras de microplaca de
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ELISA (Biorad Benchmark Microplate Reader 340-750nm UV/VIS, Califérnia,

EUA).

Reagio 1: L-glutamina + H,O — L-glutamato™ + NH4"
Glutaminase* e H*

Reagio 2: L-glutamato” + NAD" H,O — 2-oxoglutarato” + NH;" + NADH
Glutamato Desidrogenase™™

* L-glutamina amidoidrolase, EC 3.5.1.2

** L-glutamato: NAD(P)" oxidorredutase (desaminante), EC 1.4.1.3 (GDH)

4.2.1.2. Amoénio plasmatico

A determinacido de amoénio plasmatico foi realizada por meio do kit
comercial para determinagcdo de aménio (Raichem Diagnostics, San Diego,
Califérnia, EUA), que segue a metodologia descrita por Neeley e Phillipson
(1988). A amoénia reage com o 2-oxoglutarato e a nicotinamida adenina
dinucleotideo fosfato (NADPH) para formar glutamato e NADP, na reagao
catalisada pela enzima glutamato desidrogenase. A quantidade de NADPH
oxidada é igual ao conteudo de aménio da amostra em absorbancia de 340 nm
em leitora de microplaca de ELISA (Biorad Benchmark Microplate Reader 340-
750nm UV/VIS, Califérnia, EUA). A diminuicdo na quantidade de densidade

Optica é proporcional a concentragao de aménio plasmatica.

4.2.1.3. Glicose plasmatica

A determinacdo de glicose plasmatica foi realizada por meio do kit

comercial para determinacdo de Glicose PAP (Labtest, Brasil), que segue
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metodologia descrita por Bergmeyer (1974). O H,0O, formado com a adigao da
enzima glicose oxidase reage com a 4-aminoantipirina e fenol, sob agéo
catalisadora da peroxidase, por meio da reagao oxidativa de acoplamento
formando um antipirilquinonimina vermelha. A intensidade de cor é proporcional
a concentragao de glicose na amostra. A leitura foi feita a 505 nm em leitora de
microplaca de ELISA (Biorad Benchmark Microplate Reader 340-750nm

UV/IVIS, Califérnia, EUA).

4.2.1.4. Glutationa reduzida (GSH) e dissulfeto de glutationa
(GSSQG) eritrocitaria

A determinacido de GSH e GSSG em eritrdcitos foi realizada utilizando a
papa de hemacias dos plasmas dos animais, de acordo com metodologia
descrita por Akerboom e Sies (1985). Para tanto, foi coletado 1 mL de sangue e
separado o plasma heparinizado. A papa de hemacias obtida (cerca de 0,5 mL)
foi homogeneizada com 5 volumes de acido meta-fosférico (MPA) (2,5 mL).
Posteriormente, as amostras foram centrifugadas por 5 min a 4°C em
microcentrifuga (15.000 x g) sendo coletado o sobrenadante para as
determinacgoes.

Para o ensaio de GSSG, as amostras foram tratadas com N-
etilmaleimida (NEM), a qual se conjuga com a GSH sem oxida-la, ocorrendo
em pH > 6,0. Contudo, uma vez que a GSH é oxidada nestes valores de pH foi
adicionada solugdo tamponante em pH 6,0 (Pipes), contendo o agente
neutralizador hidréxido de potassio (KOH). Nesta reagcédo havera transformacéo
de GSH em GSSG. Na sequéncia, o excesso de NEM foi extraido com solvente

organico (acetato de etila) para evitar que reaja com as novas moléculas de
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GSH que sao formadas durante o ensaio de reciclagem com a GSSG redutase.
O excesso de solvente, o qual inibe o ensaio da redutase foi removido por
secagem em SpeedVac (Thermo Savant, modelo SPD131DDA) (SILVEIRA et
al., 2007).

As determinagdes das concentragcdes de GSH e GSSG foram realizadas
em uma placa de ELISA, sendo pipetados 10 ul por amostra. Posteriormente,
nas amostras foi adicionado 10 mM de acido 5,5-ditio-bis-(2-nitrobenzdico)
(DTNB), 0,17 mM de B-NADPH (Sigma, dissolvido em 0,5% (W/v) de NaHCO3)
e 0,5 U/ml de GSSG redutase (EC 1.6.4.2, Sigma-Aldrich Diagnostics Inc.,
Saint Louis, Missouri, EUA) (SILVEIRA et al., 2007). As concentragbes de GSH
e GSSG foram medidas a 415 nm em leitora de microplaca de ELISA (Biorad

Benchmark Microplate Reader 340-750nm UV/VIS, Califérnia, EUA).

4.2.1.5. Citocinas plasmaticas

Para determinacdo da concentracdo plasmatica do fator de necrose
tumoral-a (TNF-a) e das interleucinas (IL)-1B, IL-6 e IL-10 foi utilizado o kit de
imunoensaio Milliplex® Map. Este ensaio envolve um processo que cora
internamente microesferas de poliestireno com dois fluorocromos espectrais
distintos. Utilizando uma propor¢cao destes dois fluorocromos, sao criados
conjuntos de esferas. Cada esfera € conjugada a um anticorpo analito
especifico. Estas microesferas sdo combinadas em um unico pogo de reacéao.
Os ensaios se fundamentam na metodologia “sanduiche” convencional de dois-
sitios, onde a mistura de microesferas € incubado com padrbes e amostras em
formato de placa de 96 pocos, utilizando anticorpo biotinilado e incubados com

0 conjugado reporter estreptavidina-ficoeritrina (SA-PE). As microesferas sao
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lidas no equipamento Luminex 200 (Millipore, EUA) através de sistema duplo
de lasers que incide sob as microesferas, a medida que estas fluem através do
fluxo celular. Um feixe de laser detecta a microesfera (0 codigo de cor
especifico para o ensaio) e o outro laser quantifica o sinal de repérter em cada
microesfera. As microesferas passam através do fluxo celular Luminex, e cada

microesfera é identificada e o sinal SA-PE associado a elas é quantificado.

4.2.1.6. Separacéao de linfocitos plasmaticos

A separacao de linfécitos plasmaticos foi feita pela técnica de Ficoll-
Hypaque 1,084, utilizando como anticoagulante heparina sodica a 5% (BOYUM
et al., 2002). Apds a coleta, o sangue foi diluido 1:1 com PBS e centrifugado
por 10 minutos a 400 x g em tubos cdnicos de 15 mL, contendo 3 mL de
solugdo de Ficoll-Hypaque 1,084. Neste procedimento ocorre a separagdo em
gradiente descontinuo de polissacarose Ficoll 400, o qual se agrega aos
eritrocitos e granulécitos precipitando-os durante a centrifugagcao na presenga
de diatrizoato de sodio (Hypaque), o que garante a densidade do gradiente.
Nesta concentragao (10,24%), o diatrizoato fornece uma solugéo ligeiramente
hiperténica (311 mOsm/kg H,O) o que torna possivel a posterior coleta e
separagao de linfécitos, enquanto que eritrocitos e granulécitos tendem a
precipitar com o Ficoll.

Por método de aspiragdo com o auxilio de uma pipeta Pasteur de
plastico foi coletada a nuvem de linfocitos e mondcitos. Uma vez coletadas, as
amostras foram transferidas para outro tubo de 15 mL e diluidas com PBS para
um volume de cerca de 10 vezes o volume de mononucleares obtido, sendo

centrifugadas a 1000 x g por 10 minutos, a temperatura ambiente para
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precipitar as células. Ao término da centrifugacdo o PBS é aspirado retirando
as plaquetas ainda restantes na nuvem de leucécitos. Uma vez que as células
de interesse eram os linfécitos circulantes, a preparagao final (apos as
lavagens com PBS) foi ressuspensa em meio de cultura (RPMI1640, Sigma-
Aldrich, R4130-50, contendo SFB a 10%, v/v) e incubada por 1 hora a 37°C,
fato que promoveu a adesdao de mondécitos ao fundo da placa de cultura.
Depois deste periodo, as células presentes no sobrenadante (que se
constituem essencialmente de linfécitos) foram coletadas para o ensaio de

proliferacao.

4.2.1.7. Capacidade proliferativa de linfécitos

A capacidade proliferativa de linfocitos totais, T e B foi realizada em
placas de 96 pocgos (Sigma-Aldrich M0156). Neste ensaio as células foram
incubadas/cultivadas por 24 e 48 horas, a razdo de 5 x 10° células por poco em
meio de cultura (RPMI1640 Sigma-Aldrich, R4130-50) contendo soro fetal
bovino (SFB, 10% v/v, Sigma-Aldrich, F6178) inativado pelo calor (200 uL de
volume final) e 0,1% de antibiotico (penicilina 10.000 U/mL e estreptomicina 10
mg/L). A concentracao de células descrita acima se mostrou a mais adequada
para a avaliagdo de incorporagdes em linfécitos (estimulados ou ndo com
mitdégenos), macrofagos e varias linhagens tumorais mantidos em atmosfera de
95% de ar e 0,5% de CO, (BITTENCOURT et al., 1993; BITTENCOURT et al.,
1994).

Para as amostras em que se desejou verificar a capacidade proliferativa

de linfocitos T foi adicionada a quantidade de 10 uL da lectina Concanavalina A
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estéril (Con A, Sigma-Aldrich, L7647). As amostras em que se desejou verificar
a capacidade proliferativa de linfocitos B foi adicionada a quantidade de 10 pL
de LPS (Sigma-Aldrich, 0111:B4, L3024), enquanto que as células controle
(quiescentes) receberam quantidades idénticas do mesmo meio de cultura
(RPMI1640 Sigma-Aldrich, R4130-50). A mensuragdo da capacidade
proliferativa dos linfocitos foi medida por técnica colorimétrica utilizando 3-(4,5-
dimetiltiazol-2-il)-2,5-difenil tetrazélio brometo (MTT) de acordo com
metodologia descrita por Hay e Westwood (2002). A leitura dos resultados do
ensaio de MTT é feita a 570 nm em leitora de microplacas ELISA (Biorad

Benchmark Microplate Reader 340-750nm UV/VIS, Califérnia, EUA).

4.2.2. Parametros teciduais

4.2.2.1. Glutamina e glutamato

A determinacdo de glutamina e glutamato muscular (gastrocnémio) e
hepatico foram realizadas por meio do kit comercial para glutamina/glutamato
(Sigma-Aldrich Diagnostics Inc., Saint Louis, Missouri, EUA), que recomenda a
metodologia descrita por Lund (1986). Apds a obtencgéo cirurgica, os tecidos
foram congelados com auxilio de um “freeze-clamp” e pesados em seguida.
Imediatamente apds a pesagem, os tecidos foram congelados e mantidos em
freezer -80°C por cerca de um dia. Cabe salientar que amostras podem ser
mantidas por cerca de dois meses nesta temperatura (LUND, 1986). O
processamento e analise foi realizado a temperatura de 4°C, onde os tecidos,
ainda congelados, foram homogeneizados em TCA 5% a razdo de 6 mL por

grama de tecido. Para tal um homogeneizador de facas (Ultra Turrax) foi
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utilizado. Imediatamente apdés a homogeneizagdo em TCA foi feita a
neutralizacdo dos plasmas utilizando 6 uL de Na,CO; para cada 100 uL de
sobrenadante coletado posteriormente a centrifugagdo a 16.000 x g por 2 min.,
a 4°C, sendo o sobrenadante transferido para outro tubo de 1,5 mL. O volume
de Nay;COj; utilizado é suficiente para trazer o pH das amostras para cerca de
6,5. Para o ensaio foram utilizados 20 uL dos sobrenadantes em triplicata.

A primeira reagao consiste na desaminagao enzimatica da L-glutamina,
por meio da enzima glutaminase (GA), gerando quantidades estequiométricas
de aménio (NH4") e L-glutamato. Em seguida, o L-glutamato é desidrogenado e
convertido a a-cetoglutarato (2-oxoglutarato) via glutamato desidrogenase
(GDH), na presenca de NAD". As quantidades de L-glutamina e/ou glutamato
das amostras sao proporcionais a quantidade de NADH formado, medido a 340
nm em leitora de microplacas ELISA (Biorad Benchmark Microplate Reader
340-750nm UV/VIS, Califérnia, EUA).

Reacgio 1: L-glutamina + H,O — L-glutamato™ + NH,4"
Glutaminase* e H*

Reagio 2: L-glutamato” + NAD* H,O — 2-oxoglutarato” + NH;" + NADH
Glutamato Desidrogenase™*

* L-glutamina amidoidrolase, EC 3.5.1.2
** L-glutamato: NAD(P)" oxidorredutase (desaminante), EC 1.4.1.3 (GDH)

4.2.2.2. Glutationa reduzida (GSH) e dissulfeto de glutationa
(GSSG)

As determinagdes de GSH e GSSG nos tecidos muscular (gastrocnémio)

e hepatico foram realizadas de acordo com metodologia descrita por Akerboom
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e Sies (1985). Para tanto, os tecidos obtidos cirurgicamente e imediatamente
pesados e congelados utilizando um freeze-clamp em nitrogénio liquido foram
homogeneizados em MPA 5% a razdo de 1 mL/g de tecido. Depois da
homogeneizagdo, as amostras foram centrifugadas a 15.000 x g, por 5 min a
4°C, sendo coletado o sobrenadante para as determinacgdes.

Para o ensaio de GSSG, as amostras foram tratadas com N-
etilmaleimida (NEM), a qual se conjuga com a GSH sem oxida-la, ocorrendo
em pH > 6,0. Contudo, uma vez que a GSH ¢é oxidada nestes valores de pH foi
adicionada solugdo tamponante em pH 6,0 (Pipes), contendo o agente
neutralizador hidréxido de potassio (KOH). Nesta reagc&do havera transformacéo
de GSH em GSSG. Na sequéncia, o excesso de NEM foi extraido com solvente
organico (acetato de etila) para evitar que reaja com as novas moléculas de
GSH que sao formadas durante o ensaio de reciclagem com a GSSG redutase.
O excesso de solvente, o qual inibe o ensaio da redutase foi removido por
secagem em SpeedVac (Thermo Savant, modelo SPD131DDA) (SILVEIRA et
al., 2007).

A determinacdo das concentracdes de GSH e GSSG foram realizadas
em uma placa de ELISA, sendo pipetados 10 ul por amostra. Posteriormente,
nas amostras foi adicionado 10 mM de acido 5,5-ditio-bis-(2-nitrobenzdico)
(DTNB), 0,17 mM de B-NADPH (Sigma, dissolvido em 0,5% (W/v) de NaHCO3)
e 0,5 U/ml de GSSG redutase (EC 1.6.4.2, Sigma-Aldrich Diagnostics Inc.,
Saint Louis, Missouri, EUA) (SILVEIRA et al., 2007). As concentragbes de GSH
e GSSG foram medidas a 415 nm em leitora de microplaca de ELISA (Biorad

Benchmark Microplate Reader 340-750nm UV/VIS, Califérnia, EUA).
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4.2.2.3. Substancias reativas ao acido tiobarbiturico (TBARS)

A determinacdo das TBARS foi realizada nos tecidos muscular
(gastrocnémio) e hepatico homogeneizados em TCA 15%, contendo 15 pl de
hidroxitolueno butilado (BHT) 29,5 mM por ml., como descrito por Draper et al.
(1993). A proporgado da mistura ao tecido foi de 5 ml por grama de tecido
fresco. Posteriormente, as amostras foram fervidas em banho-maria a 100°C
por 30 minutos e centrifugadas por 10 minutos a 2500 x g a 4 °C, sendo
coletado o sobrenadante. A amostra coletada foi misturada em acido
tiobarbiturico (TBA) na proporgédo de 1:1 em microplaca de ELISA e feita a
leitura a 535 nm (Biorad, modelo Benchmark Microplate Reader 340-750nm

UV/VIS, Califérnia, EUA).

4.2.2.4. Eletroforese e protocolo de Western Blot

Quantidades iguais de proteina celular (40 pg), determinadas por
metodologia descrita por Bradford (1976), foram carregadas em gel de
poliacrilamida (10%) dodecil sulfato de sodio para eletroforese (SDS-PAGE)
(LAEMMLI, 1970) em cuba Mini-Protean-Il Tetra Cell (Bio-Rad, California,
EUA). O tampéo de corrida foi constituido de Tris a 25 mM, glicina a 192 mM e
SDS a 1% (m/v), em pH 8,3, utilizando-se de 1 cm de gel de entrada 4% (m/v)
e gel de separacdo a 10% (m/v). Nos géis de corrida foram aplicada as
amostras contendo Tris-HCI 62,5 mM pH 6,8, glicerol 10% (m/v), SDS 2% (v/v)
e 2-mercaptoetanol a 5%. O controle da corrida foi feito utilizando um marcador
de peso molecular colorido (Bio-Rad, California, EUA). A corrida no gel de

poliacrilamida separa as moléculas de misturas complexas de acordo com seu
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peso molecular e carga. O resultado sdo bandas, separadas de moléculas
individuais. Aproximadamente apdés 4 horas de corrida, com amperagem
constante de 15 mA por gel, as amostras foram submetidas ao procedimento
de Western Blotting, sendo transferidas para membranas de nitrocelulose (GE
Health Care-Amersham) em sistema de eletro transferéncia em cuba mini
Trans-Blot Eletrophoretic Transfer Cell (Bio-Rad, California, EUA). A etapa da
transferéncia foi realizada por um periodo de 2 horas com voltagem constante
de 100 v.

Uma solugdo de vermelho Ponceau (Sigma-Aldrich Diagnostics Inc.,
Saint Louis, Missouri, EUA) e sal de sodio 3% (m/v) em TCA a 3% foi tulizada
para verificar o sucesso da transferéncia para as membranas de nitrocelulose.
A retirada do vermelho Ponceau foi feita com tampao de TEN-Tween 20 (Tris-
EDTA-NaCl) 0,1% (81,55 pmol/L) até que as membranas permanecessem
limpidas novamente.

O processo de Western Blot foi realizado utilizando aparelho especifico
com uso de sistema de vacuo SNAP i.d. (Millipore). Esta metodologia otimiza o
tempo de reacdo dos anticorpos. De acordo com o protocolo, primeiramente é
realizada uma incubacgao instantanea a vacuo com tampao de bloqueio com
leite em poé desnatado (Molico desnatado) a 0,5% em TEN-Tween 0,1%,
seguindo incubagdo por 15 minutos com anticorpo monoclonal e
posteriormente trés lavagens instantadneas a vacuo com 15 mL TEN-Tween
0,1%. Apds, segue-se incubagdo com segundo anticorpo por 15 minutos com e
trés lavagens instantaneas a vacuo com 15 mL de TEN-Tween 0,1%. A
imunodetecgao foi realizada por quimioluminescéncia com uso de solucédo de

ECL PLUS (Amersham, GE Health Care), sendo a quimiluminescéncia
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fotodocumentada (60 fotos, 1foto/10seg) em sistema automatico e motorizado
ImageQuant 400 (GE Health Care). A andlise do conteudo celular de B-Actina
foi utilizada como normalizador, utilizando os mesmos métodos e instrumentos
para a incubagdo com anticorpo anti B-actina contendo peroxidase (1:1000
Santa Cruz Biotechnology). Anticorpos especificos foram utilizados para as
seguintes expressodes proteicas: HSP-90 (1:1000 Cell Signaling Technology),
HSP-70 (1:1000 Santa Cruz Biotechnology), HSP-27 (1:1000 Cell Signaling
Technology), NF-kB-p65 (1:1000 Cell Signaling Technology) e IkB-a/3
fosforilado (1:1000 Cell Signaling Technology).

As imagens foram quantificadas com uso do ImageQuant 400, sendo os
resultados expressos em unidades arbitrarias da razao anticorpo especifico/[3-
actina. Apos este procedimento os resultados foram expressos em relagao ao

grupo controle do estudo (CTRL) e de acordo com a intervengao nutricional.

4.2.2.5. Extracao de RNA total e quantificagao

Para isolamento do RNA total, amostras pesando aproximadamente 100
mg do musculo gastrocnémio e figado foram dissecadas e submetidas a
homogeneizacdo em 1 mL de reagente Qiazol® (Qiagen, USA), seguindo as
recomendacgdes do fabricante e com o auxilio de homogeneizador Polytron®.

ApOs a primeira etapa, foram adicionados 0,2 ml de cloroférmio ao
homogenado e, posteriormente, realizou-se uma centrifugacéo a 12.000 g para
recuperacao da fase aquosa superior. A esta se adicionaram 0,5 mL de
isopropanol e nova centrifugagdo a 12.000 g foi feita para obtencdo do
precipitado. Descartou-se o sobrenadante e, ao sedimentado, 1 mL de etanol

75% foi adicionado, procedimento seguido de centrifugagcdo a 7500 g. O
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sobrenadante foi novamente descartado e o procedimento de lavagem com
etanol foi repetido. O precipitado final, sem residuo de etanol, foi ressuspenso
em 100 a 200 pl de agua nanopura.

A quantificacdo espectrofotométrica de RNA foi realizada com 1 ul da
solucdo da amostra a 260 nm, utilizando sistema NanoDrop, modelo 2000c
(Thermo Scientic, USA). Para averiguacdo da pureza da solugcdo de acido
nucleico, foram feitas leituras adicionais a 230 e a 280 nm para calculo das
razdes 260/230 e 260/280. A amostra foi também submetida a corrida em gel
desnaturante para andlise qualitativa (Anexos). Imediatamente apds a leitura
de concentragédo, a solugdo de RNA foi submetida a purificagcdo com o kit
comercial RNeasy mini Kit (Qiagen, USA), seguindo-se rigorosamente o

protocolo fornecido pelo fabricante.

4.2.2.6. Transcrigao reversa

As amostras contendo 1 uyg de RNA total foram submetidas a reagéo de
transcricdo reversa com “primers” randémicos. Para tanto, foram adicionados
em cada amostra 10 yL do mix de transcricdo reversa RT2 First Strand Kit
(Qiagen, USA) em volume final de 10 pL. As reagdes foram incubadas por 15
minutos a 42 °C, seguida de aquecimento a 95 °C por 5 minutos para
desnaturacdo da enzima. Posteriormente, como manda o protocolo do kit foram
adicionados 91 yL de agua nanopura livre de RNase para cada reagdo. Em
seguida as amostras foram congeladas para posterior reagdo em cadeia da

polimerase em tempo real (RT-gPCR)
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4.2.2.7. Reagdo em cadeia da polimerase em tempo real (RT-
gPCR)

Seguiram-se criteriosamente as recomendagdes do fabricante do RT2
Profiler PCR Array (Qiagen, USA) customizado para genes avaliados,
arbitrariamente, como de interesse para o presente estudo. Assim, foram
realizados os experimentos de PCR em tempo real nas condicdes controle
(CTRL) e tratado (LPS) e suplementado (GLN+ALA-LPS e DIP-LPS), utilizando
kits para RT2 SYBR Green Mastermix (Qiagen, USA). Brevemente,
prepararam-se solucdes “master mix” contendo 1350 yL de Tampao SYBR
(Contendo a Taq Polimerase e o fluoréforo SYBR Green), 1248 uL de agua
nanopura e 102 pL de amostra. As ciclagens e a captagao de fluorescéncia
foram realizadas em equipamento qPCR 7500 (Applied Biosystems) e a analise
dos resultados foi feita utilizando o software disponibilizado pelo fabricante.
Resumidamente, para cada condigdo acima descrita, foram calculados os
valores de ACt de cada gene de interesse (ACt = Ct gene de interesse - Ct
média geométrica dos genes constitutivos). Em seguida, tomando-se como
referéncia os valores de ACt média geométrica CTRL, calculou-se os valores
de AACt, resultados da subtracdo ACt CTRL — ACt Tratamento. Os “primers”
previamente disponibilizados pelo fabricante (Qiagen, USA) e utilizados estéo

descritos na tabela 5.

CRUZAT, VF.



Tabela 5 - Lista genes utilizados na expressdo mRNAs

79

Sigla do
gene

CASP1
CASP3
EIF4E
EIF4EBP1
FOXO03
GCLC
GLS
GLUD1
GPX1
GSR
HSF1
HSPA1A
HSPA1B
IRAK1
MTOR
MYD88
NFKB1
NFKBIA
SLC38A2
TRIM63

GAPDH

Cédigo Gene
Bank

NM_009807
NM_009810
NM_007917
NM_007918
NM_019740
NM_010295
NM_001081081
NM_008133
NM_008160
NM_010344
NM_008296
NM_010479
NM_010478
NM_008363
NM_020009
NM_010851
NM_008689
NM_010907
NM_175121
NM_001039048

NM_008084

Nome completo
Caspase 1
Caspase 3

Fator de iniciacdo da traducéo eucaridtica 4e

Proteina ligante 1 do fator de iniciagao da tradugao
eucaridtica 4e

Caixa Forkhead O3

Glutamato-cisteina ligase, subunidade catalitica
Glutaminase

Glutamato desidrogenase 1

Glutationa peroxidase 1

Glutationa redutase

Fator de choque térmico 1

Gene 1A de proteinas de choque térmico

Gene 1B de proteinas de choque térmico

Quinase associada ao receptor de interleucina 1

Alvo da rapamicina em mamiferos serina/treonina
quinases

Gene 88 da resposta primaria de diferenciagcao
mieldide

Fator nuclear kappa B, polipeptidio de cadeia leve
Fator nuclear kappa B, polipeptidio de cadeia leve,
gene inibidor alfa

Familia 38 de carreadores soluveis, membro 2

(transportador de aminoacidos dependentes de Na*)

Tripartite contendo-motif 63

Desidrogenase de gliceraldeido 3 fosfato

Ref.
Qiagen

PPM02921
PPM02922
PPM05111
PPM05118
PPMO03393
PPM05283
PPM35275
PPM25606
PPM04345
PPM04362
PPM02939
PPMO04801
PPM04792
PPM03201
PPM05092
PPM03399
PPM02930
PPM02943
PPM29397
PPM61645

PPM02946
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4.3. Determinacdo da composi¢ao corporal

A composicéo corporal dos animais foi determinada a partir da analise
quimica da carcacga, a qual avaliou a quantidade absoluta e o percentual de
umidade, proteina, lipideo e cinzas, presentes na carcaca.

A carcaca consistiu de todo o corpo do animal, incluindo a cabega, com
excegdao da amostra de sangue (aproximadamente 1 mL), do figado e do
musculo gastrocnémio (ambas as patas), removidos para analises teciduais.
Como ja mencionado, o conteudo gastrintestinal foi limpo e lavado em solugéo

salina, antes de ser incluido a carcaca.

4.3.1. Umidade

A umidade foi determinada a partir da secagem de toda a carcaga em
estufa ventilada (aproximadamente 70 °C) durante 7 dias. Para tanto, as
carcagas foram colocadas individualmente em embalagens de papel aluminio.
O térax e o abdémen dos animais foram abertos ao maximo, para permitir uma
secagem eficiente. As carcagas foram pesadas antes de serem colocadas na
estufa e depois de terem sido dessecadas. A diferenca entre os pesos € o valor
absoluto de umidade (g). O percentual de umidade corporal foi calculada a

partir do valor absoluto de umidade (g) dividido pelo peso corporal final (g).

% umidade corporal = umidade absoluta (g) +~ peso corporal final (g)
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4.3.2. Lipideo

Toda a carcaga seca foi entdo picada, embrulhada em gaze e envolvida
por papel filtro (Whatman). Por meio da técnica de extragdo, com éter etilico
(Synth) como solvente, foi removido todo o lipideo da carcaga, utilizando-se o
aparelho de Soxhlet. Essa técnica consiste em colocar a amostra em um tubo
extrator, adicionar éter etilico em um baldo coletor que esta agregado ao
extrator e aquecer o baldo com a finalidade de fazer o éter evaporar. O éter
atinge a amostra e condensa, pois o tubo extrator é resfriado externamente
com agua corrente. Ao condensar, o éter lava a amostra, extraindo lipideo que
se acumula no baldo coletor.

Depois de dois dias, o solvente foi eliminado por evaporagédo e o balao
pesado. A diferenca entre o peso do bal&o limpo, previamente determinado, e o
baldo com lipideo forneceu o valor absoluto de gordura presente em toda a
carcaga do animal. O percentual de gordura corporal foi calculada dividindo-se

a quantidade de gordura na carcacga (g) pelo peso corporal final (g).

% gordura corporal = gordura absoluta (g) = peso corporal final (g)

4.3.3. Proteina e massa magra

O restante da carcaga, sem umidade nem lipideo, foi totalmente moido
(moinho lka Labortechnik M20). A amostra moida foi peneirada, apenas para
remogao dos pelos que poderiam reduzir sua homogeneidade. Esse processo
resultou em um poé bastante uniforme, representando o conteudo proteico de

toda a carcaca.
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A proteina na carcaga foi analisada por meio do método de Kjeldahl
(CECCHI, 1999), que determina o teor de nitrogénio de origem organica de
uma amostra. Essa técnica também foi utilizada para a determinagdo do
conteudo proteico e como teste da homogeneidade das ragdes. Em ambos os
casos, as analises foram realizadas em quadruplicata.

Este método baseia-se na digestdo da amostra com acido sulfurico, na
presenca do catalisador sulfato de cobre e de sulfato de potassio. Durante esse
processo, 0 nitrogénio da proteina é reduzido em sulfato de amébnia.
Posteriormente, adiciona-se NaOH concentrado na amostra. O sulfato de
amobnia é destilado, ocorrendo liberagdo da amoénia dentro de um volume
conhecido de solugdo de acido bdrico (na presenca de solugéo indicadora),
formando borato de aménia. O borato de amoénia formado é titulado com
solugdo de acido cloridrico (HCL). A normalidade do acido foi de 0,1 N para a
analise da carcaca e 0,02 N para a determinagdo do conteudo de nitrogénio
das ragdes.

Tanto para a ragdo (caseina como fonte de proteina) quanto para a
carcaga, o percentual de nitrogénio encontrado foi multiplicado pelo fator
arbitrario 6,25, para obtengao do percentual de proteina nas amostras, uma vez
que o teor de nitrogénio, em ambos o0s casos, aproxima-se de 16% do

conteudo proteico total.

% N =[ (mL HCL amostra — mL HCL branco) x N x

FC x 14,007 ] -+ mg amostra

. % N = percentual de nitrogénio da amostra
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mL HCL = volume gasto de acido cloridrico

N = normalidade do HCI. Racédo — 0,02 N; carcaca — 0,1 N
FC = fator de corregao do acido

14,007 = peso equivalente do nitrogénio

mg amostra = massa da amostra analisada

% Proteina = % N X 6,25

% Proteina = percentual de proteina da amostra

% N = percentual de nitrogénio da amostra

6,25 = fator arbitrario indicativo do conteudo de nitrogénio da amostra

proteica (aproximadamente 16% do total)

O conteudo absoluto de proteina na carcaca foi calculado de acordo com

a seguinte formula:

Proteina absoluta (g) = [ carcaga seca (g) — lipideo total (g) ]

X % Proteina

Deve-se notar que o % proteina nao indica o percentual de proteina

corporal, mas sim o percentual de proteina na amostra da carcaga moida (base

seca). O percentual de proteina corporal foi calculado a partir da massa de

proteina absoluta (g) dividida pelo peso corporal final (g).

% proteina corporal = proteina absoluta (g) + peso corporal final (g)
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O valor absoluto da massa magra foi calculado a partir da diferenca
entre o peso corporal final (g) e o valor absoluto de lipideo (g). O percentual de

massa magra € a divisao entre seu valor absoluto pelo peso corporal final (g).

Massa magra = peso corporal final (g) — gordura total (g)

% massa magra = massa magra (g) + peso corporal final (g)

4.3.4. Cinzas

O mesmo po utilizado na determinagao de proteina, proveniente da
moagem da carcaga seca e sem gordura, foi utilizado para a obtencdo da
amostra de cinzas. Para tanto, aproximadamente 2 g do p6 foram pesados em
um cadinho, que foi colocado dentro de uma mufla a 550 °C, durante 12 horas.
Posteriormente, o cadinho foi colocado dentro de um dessecador até atingir a
temperatura ambiente, quando entdo o peso da amostra de cinzas foi
determinado, a partir da diferenca do peso da amostra antes de ter sido
colocada na mufla. A determinagcdo de cinzas foi realiza em duplicata. O
percentual de cinzas foi calculado a partir da massa de cinzas absoluta (g)

dividida pelo peso corporal final (g).

% cinzas = massa de cinzas (g) + peso corporal final (g)
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4 4. Analise estatistica

Os parametros serdo apresentados segundo os objetivos citados na
presente pesquisa. As médias dos resultados foram primeiramente submetidas
a analise de ANOVA multivariada (MANOVA); tal procedimento permite a
reducdo do numero de testes simultdneos e, consequentemente diminui a
chance de erros tipo 1 (HAIR et al., 2005). Para verificar a validade das
suposicdes das MANOVAs, uma série de controles foi adotada para cada
variavel dependente. Os resultados foram escaneados por dados discrepantes
com técnicas estatisticas assim como por inspec¢ao visual da distribuicdo dos
resultados. O teste de Levene foi utilizado para detectar desvios de
homocedasticidade entre os grupos do estudo.

Apos a verificagdo das significancias das ANOVAs (one way), foram
realizadas comparacgdes por tratamento. Quando uma ANOVA resultou em um
valor de p menor do que 0,05, diferengas estatisticamente significativas foram
identificadas pelo procedimento para comparagdo multipla de Tukey (Tukey
HSD, de Honestly Significant Difference). Todos os testes foram realizados

utilizando o programa de software SPSS, versao 18.0.
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5. RESULTADOS
5.1. Parametros Biométricos

5.1.1. Peso corporal
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Tabela 6 - Peso corporal (g) dos animais no periodo de até 48 horas.

0Oh 24 h 48 h
CTRL 23,8+1,3 23,6+1,0 23,7+ 1,1
GLN+ALA 23,8+0,8 23,9+0,7 241+0,7
DIP 242 +0,6 24,3+0,6 243+0,6
LPS 23,7+0,8 20,0+0,77 18,9+0,7 7
GLN+ALA-LPS 23,5+0,5 21,5+0,9 20,6+04 "7
DIP-LPS 241+0,3 21,8 0,3 20,8+02"7

Camundongos B6 (n = 12 por grupo) submetidos a endotoxemia (LPS)
ou injegao intraperitoneal com PBS (CTRL, GLN+ALA e DIP). Animais
suplementados de forma oral (por 48 horas apds injecédo de LPS) com o
dipeptideo L-alanil-L-glutamina (DIP-LPS) ou solugdo contendo L-
glutamina e L-alanina (GLN+ALA-LPS), ambas na forma livre. Grupos
CTRL e LPS receberam quantidades equivalentes de solucao salina por
sonda gastrica nos mesmos periodos. Resultados expressos em média e

erro padrao da média.

T Diferenca estatistica se comparado ao grupo CTRL, GLN+ALA e DIP

(p<0,05 Tukey HSD).
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Figura 13 - Peso corporal de camundongos B6 (n = 12 por grupo) submetidos
a endotoxemia (LPS) ou injegao intraperitoneal com PBS (CTRL, GLN+ALA e
DIP). Animais suplementados de forma oral (por 48 horas apds injegao de LPS)
com o dipeptideo L-alanil-L-glutamina (DIP-LPS) ou solugdo contendo L-
glutamina e L-alanina (GLN+ALA-LPS), ambas na forma livre. Grupos CTRL e
LPS receberam quantidades equivalentes de solugao salina por sonda gastrica
nos mesmos periodos. Resultados expressos em média e erro padrdao da
média.

T Diferenga estatistica se comparado ao grupo CTRL, GLN+ALA e DIP (p<0,05
Tukey HSD).

De acordo com a tabela 6 e a figura 13, ndo houve diferenga significativa
no peso corporal dos grupos ndo submetidos a endotoxemia, GLN+ALA e DIP,
se comparado ao grupo CTRL. Entretanto, o grupo LPS apresentou redugéo
significante do peso corporal em 24 e 48 horas apos indugdo da endotoxemia,
em relacdo ao grupo CTRL (18% e 25%, respectivamente). Ja os grupos
endotoxémicos e suplementados, GLN+ALA-LPS e DIP-LPS apresentaram
reducao significante do peso corporal, 48 horas apds indugédo da endotoxemia,

se comparado ao grupo CTRL (15% e 14%, respectivamente).

CRUZAT, VF.



88

5.1.2. Consumo de racéo

Tabela 7 - Consumo de ragdo (g) dos animais no periodo de até 48

horas.
0h 24 h 48 h

CTRL 3,0+0,1 3,3+0,1 3,9+0,0
GLN+ALA 3,4+0,0 3,4+0,1 4,0+0,2
DIP 3,4+0,0 3,4+0,0 4,0+0,2
LPS 3,3+0,0 04+01" 05+01"
GLN+ALA-LPS 3,3+0,0 05+0,1" 05+01"
DIP-LPS 3,3+0,0 0,5+0,17 06+0,1"

Camundongos B6 (n = 12 por grupo) submetidos a endotoxemia (LPS) ou
injecdo intraperitoneal com PBS (CTRL, GLN+ALA e DIP). Animais
suplementados de forma oral (por 48 horas apés inje¢do de LPS) com o
dipeptideo L-alanil-L-glutamina (DIP-LPS) ou solugdo contendo L-
glutamina e L-alanina (GLN+ALA-LPS), ambas na forma livre. Grupos
CTRL e LPS receberam quantidades equivalentes de solugéo salina por
sonda gastrica nos mesmos periodos. Resultados expressos em média e
erro padrao da média.

T Diferencga estatistica se comparado ao grupo CTRL, GLN+ALA e DIP
(p<0,05 Tukey HSD).

5,0 -
— 4,5 -
.
1% s - /
g S =
T 3’0 - o_..
V
'g 2,5 -
€ 2,0 -
@ 15 - .
g 1,0 + ."o.
o ! ."o" 1'1-1- 1-1'1.
DJS o '!.nn;Jn-ncan;u:duﬁ'hﬂﬂlui
0,0 : ' .
Oh 24 h 48 h
—=—CTRL ——GLN+ALA ——DIP
@ LPS .4+ GLN+ALA-LPS  --a-- DIP-LPS

Figura 14 - Consumo de ragdo de camundongos B6 (n = 712 por grupo)
submetidos a endotoxemia (LPS) ou injegao intraperitoneal com PBS (CTRL,
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GLN+ALA e DIP). Animais suplementados de forma oral (por 48 horas apds
injecdo de LPS) com o dipeptideo L-alanil-L-glutamina (DIP-LPS) ou solug&o
contendo L-glutamina e L-alanina (GLN+ALA-LPS), ambas na forma livre.
Grupos CTRL e LPS receberam quantidades equivalentes de solugdo salina
por sonda gastrica nos mesmos periodos. Resultados expressos em média e
erro padrao da média.

T Diferenca estatistica se comparado ao grupo CTRL, GLN+ALA e DIP (p<0,05
Tukey HSD).

De acordo com a tabela 7 e a figura 14, ndo houve diferenca significativa
no consumo de ragao dos grupos nao submetidos a endotoxemia, GLN+ALA e
DIP, se comparado ao grupo CTRL. Os grupos LPS, GLN+ALA-LPS e DIP-LPS
apresentaram reducao (cerca de 6 vezes) significativa no consumo de ragao
em 24 e 48 horas, apos indugdo da endotoxemia, se comparados ao grupo

CTRL do estudo.

5.1.3. Composicao corporal

Tabela 8. Composic¢éo corporal

Grupos Experimentais

Variaveis

GLN+ALA-
Composicdo CTRL LPS LPS DIP-LPS
corporal

Massa magra (%) 86,49+0,8 89,95+28 91,13+1,3 89,31+ 3,1

Massa adiposa
(%)

Camundongos B6 (n = 6 por grupo) submetidos a endotoxemia (LPS) ou injegao
intraperitoneal com PBS (CTRL). Animais suplementados de forma oral (por 48
horas ap6s injecado de LPS) com o dipeptideo L-alanil-L-glutamina (DIP-LPS) ou
solugdo contendo L-glutamina e L-alanina (GLN+ALA-LPS), ambas na forma
livre. Grupos CTRL e LPS receberam quantidades equivalentes de solugéo
salina por sonda gastrica nos mesmos periodos. Resultados expressos em
meédia e erro padrdo da média.

13,51+£0,8 10,05+2,8 8,87 +1,3 10,69 + 3,1
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De acordo com a tabela 8, nenhuma diferenga significativa foi observada

nos grupos do estudo em relagdo a composi¢ao corporal dos animais.

5.2. Parametros plasmaticos e séricos

5.2.1. Concentracido de glutamina, glutamato, glicose e aménio

plasmaticos

Tabela 9. Glutamina, glutamato, glicose e amonio plasmaticos

Grupos Experimentais

Variaveis CTRL
Sutama 0s6+007
?nlwlﬁwt%ﬁ?f)to 0,11+ 0,01
Clutamaty 6542027
?nlqlﬁqojﬁ_) 530+ 1,2
'(A}\Jnr;cz)rl]llr.;lL) 0,45 £ 0,04

GLN+ALA

0,67 + 0,04

0,11 £ 0,02

6,79 + 1,08

5,36 + 1,94

0,42 + 0,04

DIP

0,65+ 0,05

0,11+ 0,01

6,12+ 0,21

5,38 + 1,85

0,44 + 0,05

LPS

0,19+0,04 t

0,10 £ 0,02

269+0,71¢

544 +0,6

0,55+ 0,11

GLN+ALA-
LPS

0,65+0,12*

0,10 £ 0,01

6,53 +0,98 *

540+2.2

0,55 + 0,06

DIP-LPS

0,58 £ 0,08 *

0,10+ 0,01

5,89+0,59*

535+2,6

0,54 + 0,05

Camundongos B6 (n

HSD).

12 por grupo) submetidos a endotoxemia (LPS) ou injecao
intraperitoneal com PBS (CTRL, GLN+ALA e DIP). Animais suplementados de forma oral
(por 48 horas apos injegdo de LPS) com o dipeptideo L-alanil-L-glutamina (DIP-LPS) ou
solugdo contendo L-glutamina e L-alanina (GLN+ALA-LPS), ambas na forma livre. Grupos
CTRL e LPS receberam quantidades equivalentes de solugdo salina por sonda gastrica
nos mesmos periodos. Resultados expressos em média e erro padrao da média.

T Diferenca estatistica se comparado ao grupo CTRL, GLN+ALA e DIP (p<0,05 Tukey

* Diferenga estatistica se comparado ao grupo LPS (p<0,05 Tukey HSD).

De acordo com a tabela 9, o grupo LPS apresentou reducéo significativa

na concentracado de glutamina plasmatica e na razao entre a concentracédo de

glutamina e glutamato plasmaticos, se comparado ao grupo CTRL (3,4 vezes e

2,4 vezes,

respectivamente).

Os grupos GLN+ALA-LPS e DIP-LPS

apresentaram restauragdo da concentragdo de glutamina plasmatica e de sua
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razao por glutamato. Nao houve diferencga significativa na concentragdo de
glutamina e glutamato, bem como na razao entre a concentragao de glutamina
e glutamato plasmaticos dos grupos nao submetidos a endotoxemia, GLN+ALA
e DIP, se comparado ao grupo CTRL. Nao houve diferenga significativa entre
os grupos do estudo em relagdo a concentracdo de glutamato, glicose e

amonio plasmaticos.

5.2.2. Concentragcao de citocinas plasmaticas

OCTRL ®ELPS OGLN+ALA-LPS @DIP-LPS

40,0 -
35,0 - T

30,0 A +

25,0 - +* T
20,0 I

15,0 -
10,0 - *

5,0 - | . 1
0,0 -
TNF-a IL-6

Figura 15 - Concentragao plasmatica do fator de necrose tumoral alfa (TNF-a)
e de interleucina 6 (IL-6) de camundongos B6 (n = 8 por grupo) submetidos a
endotoxemia (LPS) ou inje¢do intraperitoneal com PBS (CTRL). Animais
suplementados de forma oral (por 48 horas apds inje¢do de LPS) com o
dipeptideo L-alanil-L-glutamina (DIP-LPS) ou solugdo contendo L-glutamina e
L-alanina (GLN+ALA-LPS), ambas na forma livre. Grupos CTRL e LPS
receberam quantidades equivalentes de solugéo salina por sonda gastrica nos
mesmos periodos. Resultados expressos em média e erro padrao da meédia.

T Diferencga estatistica se comparado ao grupo CTRL (p<0,05 Tukey HSD).

* Diferenga estatistica se comparado ao grupo LPS (p<0,05 Tukey HSD).

Citocinas plasmaticas (pg/mL)
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De acordo com a figura 15, o grupo LPS apresentou aumento
significativo na concentracédo plasmatica de TNF-a e IL-6, se comparado aos
grupos CTRL (53 e 7 vezes, respectivamente), GLN+ALA-LPS (5 e 2 vezes,
respectivamente) e DIP-LPS (3 e 2 vezes, respectivamente). O grupo DIP-LPS
apresentou aumento significativo na concentragdo plasmatica de TNF-a, se
comparado ao grupo CTRL (5 vezes). Na concentragao plasmatica de IL-6, os
grupos GLN+ALA-LPS e DIP-LPS apresentaram aumento (cerca de 4 vezes)

significativo, quando comparados ao grupo CTRL do estudo.

OCTRL mLPS OGLN+ALA-LPS m@DIP-LPS
6,0 -

5,0 - t
4,0 4

3,0 A

+*
2,0 - T

1,0 +

0,0 [ I

Citocinas plasmaticas (pg/mL)

IL-1B IL-10 (x1072)

Figura 16 - Concentragcédo plasmatica de interleucina 1B (IL-1B) e interleucina-
10 (IL-10 x10?) de camundongos B6 (n = 8 por grupo) submetidos a
endotoxemia (LPS) ou injegdo intraperitoneal com PBS (CTRL). Animais
suplementados de forma oral (por 48 horas apds injecdao de LPS) com o
dipeptideo L-alanil-L-glutamina (DIP-LPS) ou solugdo contendo L-glutamina e
L-alanina (GLN+ALA-LPS), ambas na forma livre. Grupos CTRL e LPS
receberam quantidades equivalentes de solugéo salina por sonda gastrica nos
mesmos periodos. Resultados expressos em média e erro padrao da média.

T Diferencga estatistica se comparado ao grupo CTRL (p<0,05 Tukey HSD).

* Diferenga estatistica se comparado ao grupo LPS (p<0,05 Tukey HSD).
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De acordo com a figura 16, o grupo LPS apresentou aumento
significativo na concentracédo plasmatica de IL-1B8 e IL-10, se comparado aos
grupos CTRL (10 e 113 vezes, respectivamente), GLN+ALA-LPS (2,5 e 1,8
vezes, respectivamente) e DIP-LPS (2 e 2,2 vezes, respectivamente). Quando
comparados ao grupo CTRL, os grupos suplementados, GLN+ALA-LPS e DIP-
LPS apresentaram aumento (60 e 50 vezes, respectivamente) significativo na

concentracao plasmatica de IL-10.

5.2.3. Capacidade proliferativa de linfécitos plasmaticos

400% - T

350% - %
300% -
250% - t*
200% -
150% -

100% -
0%
Uh|24h|48h Oh |(24h|48 h Uh|24h|48h Oh (24h{48 h

CTRL LPS GLN+ALA-LPS DIP-LPS

Proliferacdo de linfocitos totais
{% do CTRL, tempo zero)

Figura 17 - Proliferacdo de linfécitos totais mantidos em meio de cultura
(RPMI1640, contendo soro fetal bovino) por 48 horas apds a coleta de sangue
em camundongos B6 (n = 8 por grupo) submetidos a endotoxemia (LPS) ou
injecao intraperitoneal com PBS (CTRL). Animais suplementados de forma oral
(por 48 horas ap6s injecao de LPS) com o dipeptideo L-alanil-L-glutamina (DIP-
LPS) ou solugéo contendo L-glutamina e L-alanina (GLN+ALA-LPS), ambas na
forma livre. Grupos CTRL e LPS receberam quantidades equivalentes de
solugdo salina por sonda gastrica nos mesmos periodos. Resultados expressos
em média e erro padrdao da média corrigida.

T Diferencga estatistica se comparado ao grupo CTRL (p<0,05 Tukey HSD).

* Diferenga estatistica se comparado ao grupo LPS (p<0,05 Tukey HSD).
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De acordo com a figura 17, os grupos GLN+ALA-LPS e DIP-LPS
apresentaram aumento significativo na proliferagdo de linfocitos totais
plasmaticos, incubados em meio de cultura por 24 e 48 horas, se comparado
aos grupos CTRL e LPS. Esta diferenga de aumento foi de cerca de 100% em
24 horas para ambos os grupos suplementados. Em 48 horas, a diferenca de

aumento foi de 260%, para o grupo GLN+ALA-LPS e de 200% para o grupo

DIP-LPS.
+*

400% - 1
- — 350% -
2 D
£ 8 300% -
‘o 0
S 2 250% A L
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T 5 200% A
e E
g o 150% 4
38
5= 100% -
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0%
Uh|24h|48h 0h|24nh|a8h 0h|24h|48h 0h|24h|a8h
CTRL LPS GLN+ALA-LPS DIP-LPS

Figura 18 - Proliferacdo de linfécitos T, estimulados com Concanavalina A
(ConA) e mantidos em meio de cultura (RPMI1640, contendo soro fetal bovino)
por 48 horas apds a coleta de sangue em camundongos B6 (n = 8 por grupo)
submetidos a endotoxemia (LPS) ou injegao intraperitoneal com PBS (CTRL).
Animais suplementados de forma oral (por 48 horas apos injecédo de LPS) com
o dipeptideo L-alanil-L-glutamina (DIP-LPS) ou solu¢ao contendo L-glutamina e
L-alanina (GLN+ALA-LPS), ambas na forma livre. Grupos CTRL e LPS
receberam quantidades equivalentes de solugéo salina por sonda gastrica nos
mesmos periodos. Resultados expressos em média e erro padrdao da média
corrigida.

T Diferencga estatistica se comparado ao grupo CTRL (p<0,05 Tukey HSD).

* Diferenga estatistica se comparado ao grupo LPS (p<0,05 Tukey HSD).
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De acordo com a figura 18, os grupos GLN+ALA-LPS e DIP-LPS
apresentaram aumento significativo na proliferacao de linfécitos T plasmaticos,
incubados em meio de cultura por 24 e 48 horas, se comparado aos grupos
CTRL e LPS. Esta diferengca de aumento foi de cerca de 100% em 24 horas
para ambos os grupos suplementados. Em 48 horas, a diferenga de aumento

foi de 300%, para o grupo GLN+ALA-LPS e de 200% para o grupo DIP-LPS.

+ %
400% - i
- 350%
2B
2 g 300% A
B8 9
£ g 250% - T
o g -
< Y. 200% A
g 2
o5 150% -
£ 8
== 100% 41—/ 4 o —
a, 50%
0%
Oh|24h[48h|0h |24h|48h|0h |24h|48h|Oh [24h |48 h
CTRL LPS GLN+ALA-LPS DIP-LPS

Figura 19 - Proliferagdo de linfocitos B, estimulados com Lipopolisacarideo
(LPS) e mantidos em meio de cultura (RPMI1640, contendo soro fetal bovino)
por 48 horas apds a coleta de sangue em camundongos B6 (n = 8 por grupo)
submetidos a endotoxemia (LPS) ou injegao intraperitoneal com PBS (CTRL).
Animais suplementados de forma oral (por 48 horas apos injecédo de LPS) com
o dipeptideo L-alanil-L-glutamina (DIP-LPS) ou solug¢ao contendo L-glutamina e
L-alanina (GLN+ALA-LPS), ambas na forma livre. Grupos CTRL e LPS
receberam quantidades equivalentes de solugéo salina por sonda gastrica nos
mesmos periodos. Resultados expressos em média e erro padrdao da média
corrigida por 48 horas apos a coleta. Resultados expressos em média e erro
padréo da média corrigida.

T Diferencga estatistica se comparado ao grupo CTRL (p<0,05 Tukey HSD).

* Diferenga estatistica se comparado ao grupo LPS (p<0,05 Tukey HSD).
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De acordo com a figura 19, os grupos GLN+ALA-LPS e DIP-LPS
apresentaram aumento significativo na proliferagao de linfécitos B plasmaticos,
incubados em meio de cultura por 24 e 48 horas, se comparado aos grupos
CTRL e LPS. Esta diferengca de aumento foi de cerca de 100% em 24 horas
para ambos os grupos suplementados. Em 48 horas, a diferenga de aumento

foi de 300%, para o grupo GLN+ALA-LPS e de 200% para o grupo DIP-LPS.

5.2.4. Concentracdo de GSH e GSSG em hemacias

Tabela 10. Concentragcdo de GSH e GSSG em hemacias
Grupos Experimentais

Varaveis

CTRL LPS GLN+ALA-LPS DIP-LPS
Eritrocitos
GSH 83,39+3,73 18,22+1,74 1 28,89+ 1,44 t* 33,13+1,82 t*
(umols/mL) e e ThT T
GSSG 4,89+ 0,35 7,94 +£0,23 5,70 + 0,30 t* 5,66 +0,41"*
(umols/mL)

GSSG/GSH 0,06 + 0,01 0,45+0,08 t 0,20+ 0,01 t* 0,17+ 0,01 t*

Camundongos B6 (n = 12 por grupo) submetidos a endotoxemia (LPS) ou
injecao intraperitoneal com PBS (CTRL). Animais suplementados de forma
oral (por 48 horas apés injegao de LPS) com o dipeptideo L-alanil-L-glutamina
(DIP-LPS) ou solugdo contendo L-glutamina e L-alanina (GLN+ALA-LPS),
ambas na forma livre. Grupos CTRL e LPS receberam quantidades
equivalentes de solugdo salina por sonda gastrica nos mesmos periodos.
Resultados expressos em média e erro padrao da média.

T Diferencga estatistica se comparado ao grupo CTRL (p<0,05 Tukey HSD).

* Diferenga estatistica se comparado ao grupo LPS (p<0,05 Tukey HSD).

De acordo com a tabela 10, o grupo LPS apresentou redugao
significativa na concentragdo de GSH em hemacias, se comparado aos grupos
CTRL (4,5 vezes), GLN+ALA-LPS (1,5 vezes) e DIP-LPS (1,8 vezes). Em
relacdo ao grupo CTRL, os grupos GLN+ALA-LPS e DIP-LPS demonstraram

reducao significativa (cerca de 3 vezes) na concentracdo de GSH em
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hemacias. Ja na concentracdo de GSSG em hemacias, o grupo LPS
apresentou aumento significativo, se comparado aos grupos CTRL (1,6 vezes),
GLN+ALA-LPS (1,3 vezes) e DIP-LPS (1,3 vezes). O estado redox celular,
mensurado pela razdo de GSSG/GSH foi significativamente aumentado no
grupo LPS, se comparado aos grupos CTRL (7,5 vezes), GLN+ALA-LPS (2
vezes) e DIP-LPS (2 vezes). Embora os valores da razdo de GSSG/GSH nos
grupos GLN+ALA-LPS e DIP-LPS nao tenham sido tdo elevados quanto no
grupo LPS, os grupos suplementados tiveram aumento significativo deste
parametro em relagdo ao grupo CTRL do estudo (cerca de 3 vezes para ambos

0s grupos suplementados).
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5.3. Parametros teciduais

5.3.1. Concentracao de glutamina e glutamato no musculo gastrocnémio

Tabela 11. Concentragdo de glutamina e glutamato no musculo esquelético gastrocnémio.

98

Grupos Experimentais

Variaveis

. CTRL GLN+ALA DIP LPS GLN+ALA-LPS DIP-LPS
Musculo
gastrocnémio
Glutamina 4,56 + 0,17 4,89 + 0,32 4,53 + 0,24 2,56 + 0,19 1 5,50 + 0,46 * 519+ 0,32 *
(nmol/g tecido fresco)
Glutamato 0,39+ 0,06 041+0.05 0,43 + 0,07 041+0.08 0,55 + 0,07 0,45 + 0,04
(umol/g tecido fresco)
Glutamina/Glutamato 1199+0,83  1249+117  1081+133  633+061t  1311+158* 11,09+ 0,50 *
Clutamina 6269+212 6167+ 3,31 58,00 +4,84 2664+1811 6773+612*  62,88+448*
(nmol/mg proteina)
Glutamato 5,63 + 0,30 558 + 0,40 579 + 0,28 4,44 + 057 574 + 0,23 5,24 + 0,30
(nmol/mg proteina)
Glutamina/Glutamato 11194025 11,05 0,31 10,04 +0,61 624+0421  1173+062*  11,97+031*

Camundongos B6 (n = 12 por grupo) submetidos a endotoxemia (LPS) ou injecao intraperitoneal com PBS (CTRL, GLN+ALA
e DIP). Animais suplementados de forma oral (por 48 horas apds inje¢cao de LPS) com o dipeptideo L-alanil-L-glutamina (DIP-
LPS) ou solugcéo contendo L-glutamina e L-alanina (GLN+ALA-LPS), ambas na forma livre. Grupos CTRL e LPS receberam
quantidades equivalentes de solugao salina por sonda gastrica nos mesmos periodos. Resultados expressos em média e erro

padrao da meédia.

T Diferenca estatistica se comparado ao grupo CTRL, GLN+ALA e DIP (p<0,05 Tukey HSD).
* Diferenga estatistica se comparado ao grupo LPS (p<0,05 Tukey HSD).
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De acordo com a tabela 11, ndo houve nenhuma diferenga significativa
no metabolismo muscular da glutamina nos grupos nao submetidos a
endotoxemia, GLN+ALA e DIP, se comparado ao grupo CTRL do estudo. Ja a
endotoxemia promoveu redugdo significativa (média de 50%) na concentracao
de glutamina muscular (umol/g tecido fresco e nmol/mg proteina) e nas razdes
entre a concentragdo de glutamina e glutamato musculares (umol/g tecido
fresco e nmol/mg proteina), se comparado ao grupo CTRL do estudo. Ambas
as suplementagdes reverteram significativamente este quadro de deficiéncia de
glutamina. Nao houve diferenga significativa entre os grupos do estudo em

relacdo a concentragao de glutamato muscular.

5.3.2. Concentragao de GSH e GSSG no musculo gastrocnémio

Tabela 12. Concentracdo de GSH e GSSG no musculo esquelético gastrocnémio
Grupos Experimentais

Variaveis
GLN+ALA-
, CTRL LPS DIP-LPS
Musculo LPS
gastrocnémio
GSH . 305+044 140+0141 259+010*  3.01+038*
(umol/g tecido fresco)
GSSG * *
) 0,43 £ 0,03 0,67 £ 0,06 t 0,46 £ 0,04 0,41 £ 0,05
(umol/g tecido fresco)
GSSG/GSH 0,16 £ 0,04 0,52 +0,06 t 0,18+ 0,01 * 0,14 £ 0,01 *
GSH , 3875+052 1661+122+ 33,88+210* 37.23+319*
(nmol/mg proteina)
GSSG , 517+016 812+031f 515+016*  506+040*
(nmol/mg proteina)
GSSG/GSH 0,13 + 0,01 0,51+0,02 t 0,15+ 0,01 * 0,14 £ 0,01 *

Camundongos B6 (n = 12 por grupo) submetidos a endotoxemia (LPS) ou injegao
intraperitoneal com PBS (CTRL). Animais suplementados de forma oral (por 48
horas apds injecdo de LPS) com o dipeptideo L-alanil-L-glutamina (DIP-LPS) ou
solugcdo contendo L-glutamina e L-alanina (GLN+ALA-LPS), ambas na forma livre.
Grupos CTRL e LPS receberam quantidades equivalentes de solugao salina por
sonda gastrica nos mesmos periodos. Resultados expressos em média e erro
padrao da média.
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T Diferencga estatistica se comparado ao grupo CTRL (p<0,05 Tukey HSD).
* Diferenga estatistica se comparado ao grupo LPS (p<0,05 Tukey HSD).
De acordo com a tabela 12, o grupo LPS apresentou redugédo (média de
50%) significativa na concentracdo de GSH (umol/g tecido fresco e nmol/mg
proteina) no musculo esquelético gastrocnémio, se comparado aos grupos
CTRL e GLN+ALA-LPS e DIP-LPS. Na mesma tabela é possivel verificar
aumento (média acima de 52%) significativo na concentragdo de GSSG
(umol/g tecido fresco e nmol/mg proteina) no musculo esquelético
gastrocnémio do grupo LPS, se comparado aos grupos CTRL, GLN+ALA-LPS
e DIP-LPS. O grupo LPS também apresentou aumento (média de 4 vezes)
significativo no estado redox celular, mensurado pela razdo entre a
concentragdo de GSSG e GSH (umol/g tecido fresco e nmol/mg proteina) do
musculo esquelético gastrocnémio, se comparado aos grupos CTRL,

GLN+ALA-LPS e DIP-LPS.
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5.3.3. Concentracdo de substancias reativas ao acido tiobarbiturico

no musculo gastrocnémio
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Figura 20 - Concentragdo de substéncias reativas ao acido tiobarbiturico
(TBARS) no musculo gastrocnémio de camundongos B6 (n = 12 por grupo)
submetidos a endotoxemia (LPS) ou injegao intraperitoneal com PBS (CTRL).
Animais suplementados de forma oral (por 48 horas apds injecdo de LPS) com
o dipeptideo L-alanil-L-glutamina (DIP-LPS) ou solug¢do contendo L-glutamina e
L-alanina (GLN+ALA-LPS), ambas na forma livre. Grupos CTRL e LPS
receberam quantidades equivalentes de solug&o salina por sonda gastrica nos
mesmos periodos. Resultados expressos em média e erro padrao da média.

T Diferencga estatistica se comparado ao grupo CTRL (p<0,05 Tukey HSD).

* Diferenga estatistica se comparado ao grupo LPS (p<0,05 Tukey HSD).

De acordo com a figura 20, o grupo LPS apresentou aumento
significativo na concentragdo de TBARS muscular, se comparado aos grupos

CTRL (3,9 vezes), GLN+ALA-LPS (3 vezes) e DIP-LPS (2,5 vezes).
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5.3.4. Concentragao de proteinas no musculo gastrocnémio
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Figura 21 - Concentragdo da proteina de choque térmico de 90 kDa (HSP9O0)
no musculo gastrocnémio de camundongos B6 (n = 6 por grupo) submetidos a
endotoxemia (LPS) ou inje¢do intraperitoneal com PBS (CTRL). Animais
suplementados de forma oral (por 48 horas apés inje¢do de LPS) com o
dipeptideo L-alanil-L-glutamina (DIP-LPS) ou solugdo contendo L-glutamina e
L-alanina (GLN+ALA-LPS), ambas na forma livre. Grupos CTRL e LPS
receberam quantidades equivalentes de solugéo salina por sonda gastrica nos
mesmos periodos. Resultados expressos em média e erro padrao da média.

T Diferencga estatistica se comparado ao grupo CTRL (p<0,05 Tukey HSD).

* Diferenga estatistica se comparado ao grupo LPS (p<0,05 Tukey HSD).

De acordo com a figura 21, o grupo LPS apresentou aumento
significativo na concentracdo muscular de HSP90, se comparado aos grupos

CTRL (73%), GLN+ALA-LPS (86%) e DIP-LPS (147%).
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Figura 22 - Concentragdo da proteina de choque térmico de 70 kDa (HSP70 =
HSP73+HSP72) no musculo gastrocnémio de camundongos B6 (n = 6 por
grupo) submetidos a endotoxemia (LPS) ou injecao intraperitoneal com PBS
(CTRL). Animais suplementados de forma oral (por 48 horas apds injecao de
LPS) com o dipeptideo L-alanil-L-glutamina (DIP-LPS) ou solugao contendo L-
glutamina e L-alanina (GLN+ALA-LPS), ambas na forma livre. Grupos CTRL e
LPS receberam quantidades equivalentes de solu¢do salina por sonda gastrica
nos mesmos periodos. Resultados expressos em média e erro padrdao da
meédia.

T Diferencga estatistica se comparado ao grupo CTRL (p<0,05 Tukey HSD).

* Diferenga estatistica se comparado ao grupo LPS (p<0,05 Tukey HSD).

De acordo com a figura 22, o grupo LPS apresentou aumento
significativo na concentragdo muscular de HSP70 (HSP73+HSP72), se
comparado aos grupos CTRL (57%), GLN+ALA-LPS (86%) e DIP-LPS (190%).
O grupo DIP-LPS apresentou redugdo (46%) significativa na concentragdo

muscular de HSP70, se comparado ao grupo CTRL do estudo.
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Figura 23 - Concentragdo da proteina de choque térmico de 27 kDa (HSP27)
no musculo gastrocnémio de camundongos B6 (n = 6 por grupo) submetidos a
endotoxemia (LPS) ou inje¢do intraperitoneal com PBS (CTRL). Animais
suplementados de forma oral (por 48 horas apds inje¢do de LPS) com o
dipeptideo L-alanil-L-glutamina (DIP-LPS) ou solugdo contendo L-glutamina e
L-alanina (GLN+ALA-LPS), ambas na forma livre. Grupos CTRL e LPS
receberam quantidades equivalentes de solugéo salina por sonda gastrica nos
mesmos periodos. Resultados expressos em média e erro padrao da meédia.

T Diferencga estatistica se comparado ao grupo CTRL (p<0,05 Tukey HSD).

* Diferenga estatistica se comparado ao grupo LPS (p<0,05 Tukey HSD).

De acordo com a figura 23, o grupo LPS apresentou aumento
significativo na concentracdo muscular de HSP27, se comparado aos grupos

CTRL (71%), GLN+ALA-LPS (72%) e DIP-LPS (134%).

CRUZAT, VF.



105

NF-kB p65/B-actina
{unidades arbitrarias)

.t.
1,5
*
1,0 - I T *
0,5 -
0,0 T T
LPS

CTRL GLN+ALA-LPS  DIP-LPS

NF-kB p65

-
B-actina -

Figura 24 - Concentracdo do fator nuclear-kappa B p65 (NF-«B p65) no
musculo gastrocnémio de camundongos B6 (n = 6 por grupo) submetidos a
endotoxemia (LPS) ou inje¢do intraperitoneal com PBS (CTRL). Animais
suplementados de forma oral (por 48 horas apds inje¢do de LPS) com o
dipeptideo L-alanil-L-glutamina (DIP-LPS) ou solugdo contendo L-glutamina e
L-alanina (GLN+ALA-LPS), ambas na forma livre. Grupos CTRL e LPS
receberam quantidades equivalentes de solugéo salina por sonda gastrica nos
mesmos periodos. Resultados expressos em média e erro padrao da meédia.

T Diferencga estatistica se comparado ao grupo CTRL (p<0,05 Tukey HSD).

* Diferenga estatistica se comparado ao grupo LPS (p<0,05 Tukey HSD).

De acordo com a figura 24, o grupo LPS apresentou aumento
significativo na concentragdo muscular do NF-xB p65, se comparado aos

grupos CTRL (53%), GLN+ALA-LPS (61%) e DIP-LPS (104%).
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Figura 25 - Concentragao do fator inibidor kappa B-a/p (IxB-a/B) fosforilado no
musculo gastrocnémio de camundongos B6 (n = 6 por grupo) submetidos a
endotoxemia (LPS) ou injegdo intraperitoneal com PBS (CTRL). Animais
suplementados de forma oral (por 48 horas apds inje¢do de LPS) com o
dipeptideo L-alanil-L-glutamina (DIP-LPS) ou solugdo contendo L-glutamina e
L-alanina (GLN+ALA-LPS), ambas na forma livre. Grupos CTRL e LPS
receberam quantidades equivalentes de solugéo salina por sonda gastrica nos
mesmos periodos. Resultados expressos em média e erro padrao da média.

T Diferencga estatistica se comparado ao grupo CTRL (p<0,05 Tukey HSD).

* Diferenga estatistica se comparado ao grupo LPS (p<0,05 Tukey HSD).

De acordo com a figura 25, o grupo LPS apresentou aumento
significativo na concentragdo muscular do IkB-a/f na forma fosforilada, se
comparado aos grupos CTRL (cerca de 3 vezes), GLN+ALA-LPS (cerca de 3

vezes) e DIP-LPS (2,4 vezes).
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5.3.5. Expressao de mRNAs (RT-gPcR) no musculo gastrocnémio
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Figura 26 - Expressdo de mRNAs por RT-qPcR no musculo esquelético
gastrocnémio de camundongos B6 (n = 6 por grupo) submetidos a
endotoxemia (LPS) ou inje¢do intraperitoneal com PBS (CTRL). Animais
suplementados de forma oral (por 48 horas apds inje¢do de LPS) com o
dipeptideo L-alanil-L-glutamina (DIP-LPS) ou solugdo contendo L-glutamina e
L-alanina (GLN+ALA-LPS), ambas na forma livre. Grupos CTRL e LPS
receberam quantidades equivalentes de solugéo salina por sonda gastrica nos
mesmos periodos. Apds os tratamentos e morte, os tecidos foram removidos
cirurgicamente e imediatamente congelados em nitrogénio liquido para as
reacdes de transcricao reversa e PCR em tempo real. Resultados expressos
em média (grafico e “Clustergram”) e erro padrao da média. GSR, Glutationa
redutase; GPX1, Glutationa peroxidase 1; GLS, Gluminase tipo 1, fosfato
dependente; GCLC, Glutamato-cisteina ligase subunidade catalitica; GLUD1,
Glutamato desidrogenase 1; SLC38A2, Familia 38 de carreadores soluveis,
membro 2 (transportador de aminoacidos dependentes de Na®).

T Diferencga estatistica se comparado ao grupo CTRL (p<0,05 Tukey HSD).

* Diferenga estatistica se comparado ao grupo LPS (p<0,05 Tukey HSD).

De acordo com a figura 26, o grupo LPS apresentou aumento

significativo na expressdo de mRNAs dos genes GSR e GLS, se comparado ao
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grupo CTRL (cerca de 3 e 2 vezes, respectivamente). A expressdo de mRNAs
do gene GPX1, no grupo LPS se apresentou significativamente reduzida
(média de 2 vezes) quando comparada aos grupos CTRL, GLN+ALA-LPS e
DIP-LPS. Os mRNAs dos genes GSR, GCLC e SLC38A2 exibiram aumento
significativo nos grupos GLN+ALA-LPS e DIP-LPS, quando comparados ao
grupo CTRL (média de 2,5 vezes) e LPS (média de 1,5 vezes). A expressao do

gene GLUD1 nao diferiu significativamente entre os grupos do estudo.
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Figura 27 - Expressdo de mRNAs por RT-qPcR no musculo esquelético
gastrocnémio de camundongos B6 (n = 6 por grupo) submetidos a
endotoxemia (LPS) ou inje¢do intraperitoneal com PBS (CTRL). Animais
suplementados de forma oral (por 48 horas apds inje¢do de LPS) com o
dipeptideo L-alanil-L-glutamina (DIP-LPS) ou solugdo contendo L-glutamina e
L-alanina (GLN+ALA-LPS), ambas na forma livre. Grupos CTRL e LPS
receberam quantidades equivalentes de solugéo salina por sonda gastrica nos
mesmos periodos. Apds os tratamentos e morte, os tecidos foram removidos
cirurgicamente e imediatamente congelados em nitrogénio liquido para as
reacdes de transcricao reversa e PCR em tempo real. Resultados expressos
em média (grafico e “Clustergram”) e erro padrdo da média. NFKBIA, Fator
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nuclear kappa B polipeptidico de cadeia leve, gene de aumento inibidor, alfa;
NFKB1, Fator nuclear kappa B polipeptidico de cadeia leve; MYD88, Resposta
primaria mieldide de diferenciacdo gene 88; HSPA1A, Proteina de choque
térmico 1A; HSPA1B, Proteina de choque térmico 1B; HSF1, Fator de choque
térmico 1; IRAK1, quinase associada ao receptor de interleucina 1.

T Diferencga estatistica se comparado ao grupo CTRL (p<0,05 Tukey HSD).

* Diferenga estatistica se comparado ao grupo LPS (p<0,05 Tukey HSD).

De acordo com a figura 27, o grupo LPS apresentou reducgéo
significativa na expressdo de mRNAs do gene NFKBIA, se comparado aos
grupos CTRL (2,2 vezes), GLN+ALA-LPS (2 vezes) e DIP-LPS (2,2 vezes). Nos
mRNAs dos genes NFKB1, MYD88, HSPA1A, HSPA1B, HSF1 e IRAK1 o
grupo LPS apresentou aumento (acima de 1,6 vezes) significativo, quando
comparado ao grupo CTRL do estudo. Estes mesmos genes no grupo LPS,
quando comparados aos grupos GLN+ALA-LPS e DIP-LPS apresentaram
reducdo acima de 40% na expressdo de mRNAs. Por outro lado, os grupos
GLN+ALA-LPS e DIP-LPS demonstraram aumento significativo na expresséo
de mRNAs do gene IRAK1, quando comparado ao grupo CTRL (78% e 61%,

respectivamente). Os mRNAs do gene MYD88 apresentaram aumento (2,6

vezes) significativo no grupo GLN+ALA-LPS, em relagao ao grupo CTRL.
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Figura 28 - Expressdo de mRNAs por RT-qPcR no musculo esquelético
gastrocnémio de camundongos B6 (n = 6 por grupo) submetidos a
endotoxemia (LPS) ou inje¢do intraperitoneal com PBS (CTRL). Animais
suplementados de forma oral (por 48 horas apés inje¢do de LPS) com o
dipeptideo L-alanil-L-glutamina (DIP-LPS) ou solugdo contendo L-glutamina e
L-alanina (GLN+ALA-LPS), ambas na forma livre. Grupos CTRL e LPS
receberam quantidades equivalentes de solugéo salina por sonda gastrica nos
mesmos periodos. Apds os tratamentos e morte, os tecidos foram removidos
cirurgicamente e imediatamente congelados em nitrogénio liquido para as
reacoes de transcricdo reversa e PCR em tempo real. Resultados expressos
em meédia (grafico e “Clustergram”) e erro padrao da média. MTOR, Alvo da
rapamicina em mamiferos; EIF4E, Fator de iniciacdo eucariotica 4E;
EFI4EBP1, Proteina ligante 1 do fator de iniciagdo eucaridtica 4E; FOXO3A,
Complexo forkhead O3; TRIM63, Tripartite contendo-motif 63; CASP1,
Caspase 1; CASP3, Caspase 3.

T Diferencga estatistica se comparado ao grupo CTRL (p<0,05 Tukey HSD).

* Diferenga estatistica se comparado ao grupo LPS (p<0,05 Tukey HSD).

De acordo com a figura 28, os grupos LPS, GLN+ALA-LPS e DIP-LPS
apresentaram reducdo (acima de 44%) significativa na expressdao de mRNAs
dos genes MTOR e EIF4E, se comparados ao grupo CTRL. Houve aumento

(acima de 3 vezes) significativo nos mRNAs dos genes EIFAEBP1, TRIM63,
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CASP1 e CASP3 dos grupos LPS, GLN+ALA-LPS e DIP-LPS, se comparados
ao grupo CTRL. A expressao de mRNAs do gene FOXO3A foi aumentada
significativamente no grupo LPS, se comparado ao grupo CTRL (2,2 vezes),

GLN+ALA-LPS (1,5 vezes) e DIP-LPS (1,6 vezes).
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5.3.6. Concentragao de glutamina e glutamato hepaticos

Tabela 13. Concentragao de glutamina e glutamato hepaticos.
Grupos Experimentais

Variaveis

CTRL GLN+ALA DIP LPS GLN+ALA-LPS  DIP-LPS
Tecido hepatico
Glutamina 6,18 + 0,32 6,08 + 0,38 6,15 + 0,20 313+010 t 6,72+ 041 * 6,37 + 0.49 *
(umol/g tecido fresco)
Glutamato 3.73 + 0,41 3.66 + 0,34 3,35 + 0,42 2.90 + 0,37 3,65+ 0,36 3,35+ 0,34
(umol/g tecido fresco)
Glutamina/Glutamato 1,84+ 012 1,85+ 0,22 1,86+ 0,19 1,18 +0,15 1 2.01+0,10* 213+0,15*
Clutamina 26.29 + 1,07 2535+226  2576+123  13,80+0511  2701+144*  2730+130*
(nmol/mg proteina)
Glutamato 13,74 + 0,49 12,44 + 0,59 13,03 + 0,69 12,07 + 1,28 14,84 + 1,21 14,50 + 0,76
(nmol/mg proteina)
Glutamina/Glutamato 1,91+ 0,05 2.04 + 0,07 1,98 + 0,11 1,18 0,10 1 1,82+ 007 * 1,89+ 0,04 *

Camundongos B6 (n = 12 por grupo) submetidos a endotoxemia (LPS) ou injeg&o intraperitoneal com PBS (CTRL, GLN+ALA e
DIP). Animais suplementados de forma oral (por 48 horas apés inje¢cdo de LPS) com o dipeptideo L-alanil-L-glutamina (DIP-
LPS) ou solugao contendo L-glutamina e L-alanina (GLN+ALA-LPS), ambas na forma livre. Grupos CTRL e LPS receberam
quantidades equivalentes de solugdo salina por sonda gastrica nos mesmos periodos. Resultados expressos em média e erro
padrao da média.

T Diferenca estatistica se comparado ao grupo CTRL, GLN+ALA e DIP (p<0,05 Tukey HSD).

* Diferenga estatistica se comparado ao grupo LPS (p<0,05 Tukey HSD).
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Na tabela 13, o grupo LPS apresentou redugdo (média de 48%)
significativa na concentracdo de glutamina hepatica (umol/g tecido fresco e
nmol/mg proteina), se comparado ao grupo CTRL. Ambos os grupos
suplementados apresentaram reversdo deste quadro de deficiéncia de
glutamina, quando comparados ao grupo LPS. Nao houve diferenga
significativa na concentragdo de glutamato hepatico (umol/g tecido fresco e
nmol/mg proteina), assim a razdo entre a concentracdo de glutamina e
glutamato hepatico (umol/g tecido fresco e nmol/mg proteina) do grupo LPS
apresentou reducao significativa, quando comparado ao grupo CTRL (média de
37%). Os grupos suplementados apresentaram reversao da razao entre a
concentragdo de glutamina e glutamato hepatico (umol/g tecido fresco e
nmol/mg proteina), quando comparados ao grupo LPS. Ndo houve nenhuma
diferenga significativa no metabolismo da glutamina hepatico dos grupos

GLN+ALA e DIP se comparados ao grupo CTRL.
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5.3.7. Concentracdo de GSH e GSSG no tecido hepatico

Tabela 14. Concentragdo de GSH e GSSG hepaticos.
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Grupos Experimentais

Variaveis
CTRL

Tecido hepatico
GSH
(Mmol/g tecido fresco) 3,01£0,12
GSSG
(umol/g tecido fresco) 1,05+0,12
GSSG/GSH 0,34 + 0,04
oo ‘ 12,2 £ 0,50
(nmol/mg proteina)
iy ‘ 4,05+0,18
(nmol/mg proteina)
GSSG/GSH 0,32 + 0,02

LPS

1,09+0,16 T

1,46+0,12 t
1474031t
5,03 +0,50 t

7,03+0,52 1
1,41+0,05 1

GLN+ALA-
LPS

2,25+0,30*

1,30 + 0,02
0,59+0,05*
10,93 +0,60 *

563+0,14 t*
0,52+0,04 t*

DIP-LPS

248+ 025"

0,99 £ 0,06 *
0,41 +0,07*
12,13 +0,50 *

4,07 £ 0,12 *#
0,34 + 0,01 *#

Camundongos B6 (n = 12 por grupo) submetidos a endotoxemia (LPS) ou injecao
intraperitoneal com PBS (CTRL). Animais suplementados de forma oral (por 48
horas apds injecédo de LPS) com o dipeptideo L-alanil-L-glutamina (DIP-LPS) ou
solugédo contendo L-glutamina e L-alanina (GLN+ALA-LPS), ambas na forma livre.
Grupos CTRL e LPS receberam quantidades equivalentes de solugcédo salina por
sonda gastrica nos mesmos periodos. Resultados expressos em média e erro

padrao da meédia.

T Diferenca estatistica se comparado ao grupo CTRL (p<0,05 Tukey HSD).
* Diferenga estatistica se comparado ao grupo LPS (p<0,05 Tukey HSD).
# Diferenga estatistica se comparado ao grupo GLN+ALA-LPS (p<0,05 Tukey

HSD).

De acordo com a tabela 14, o grupo LPS apresentou redugao

significativa na concentragcdo de GSH (umol/g tecido fresco e nmol/mg

proteina) no tecido hepatico, se comparado aos grupos CTRL (média de 60%),

GLN+ALA-LPS (média de 50%) e DIP-LPS (média de 57%). Na mesma tabela,

verifica-se aumento significativo na concentragcdo de GSSG (umol/g tecido

fresco e nmol/mg proteina) no tecido hepatico do grupo LPS, se comparado ao

grupo CTRL (média de 60%) e DIP-LPS (média de 60%). A concentragdo de

GSSG (nmol/mg proteina) foi significativamente menor no grupo GLN+ALA-

LPS, quando comparado ao grupo LPS (24%) e maior quando comparado ao
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grupo DIP-LPS (38%) e CTRL (39%). O estado redox celular no tecido
hepatico, mensurado pela razdo entre a concentragdo de GSSG e GSH (umol/g
tecido fresco e nmol/mg proteina) foi significativamente maior no grupo LPS, se
comparado aos grupos CTRL (cerca de 4 vezes), GLN+ALA-LPS (cerca de 3
vezes) e DIP-LPS (cerca de 4 vezes). Adicionalmente, o grupo GLN+ALA-LPS
apresentou aumento da mesma razao (nmol/mg proteina), quando comparado

aos grupos DIP-LPS (53%) e CTRL (53%).

5.3.8. Concentracdo de substancias reativas ao acido tiobarbiturico

no tecido hepatico

o
o
]

2,0 -

1,0 -

TBARS (nmol MDA/g de tecido fresco)

0,0 T T T
CTRL LPS GLN+ALA-LPS DIP-LPS

Figura 29 - Concentragdo de substéncias reativas ao acido tiobarbiturico
(TBARS) do tecido hepatico de camundongos B6 (n = 12 por grupo)
submetidos a endotoxemia (LPS) ou injegao intraperitoneal com PBS (CTRL).
Animais suplementados de forma oral (por 48 horas apds injecédo de LPS) com
o dipeptideo L-alanil-L-glutamina (DIP-LPS) ou solug¢do contendo L-glutamina e
L-alanina (GLN+ALA-LPS), ambas na forma livre. Grupos CTRL e LPS
receberam quantidades equivalentes de solug&o salina por sonda gastrica nos
mesmos periodos. Resultados expressos em média e erro padrao da média.

T Diferencga estatistica se comparado ao grupo CTRL (p<0,05 Tukey HSD).

* Diferenga estatistica se comparado ao grupo LPS (p<0,05 Tukey HSD).
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De acordo com a figura 29, o grupo LPS apresentou aumento
significativo na concentracdo de TBARS, se comparado aos grupos CTRL (2,8

vezes), GLN+ALA-LPS (2,2 vezes) e DIP-LPS (2 vezes).

5.3.9. Expressao de mRNAs (RT-gPcR) no tecido hepatico
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Figura 30 - Expressdo de mRNAs por RT-qPcR no tecido hepatico de
camundongos B6 (n = 6 por grupo) submetidos a endotoxemia (LPS) ou
injecao intraperitoneal com PBS (CTRL). Animais suplementados de forma oral
(por 48 horas apos injecdo de LPS) com o dipeptideo L-alanil-L-glutamina (DIP-
LPS) ou solugéo contendo L-glutamina e L-alanina (GLN+ALA-LPS), ambas na
forma livre. Grupos CTRL e LPS receberam quantidades equivalentes de
solugdo salina por sonda gastrica nos mesmos periodos. Apds os tratamentos
e morte, os tecidos foram removidos cirurgicamente e imediatamente
congelados em nitrogénio liquido para as reagdes de transcricdo reversa e
PCR em tempo real. Resultados expressos em média (grafico e “Clustergram”)
e erro padrdo da meédia. GSR, Glutationa redutase; GPX1, Glutationa
peroxidase 1; GLS, Gluminase tipo 1, fosfato dependente; GCLC, Glutamato-
cisteina ligase subunidade catalitica; GLUD1, Glutamato desidrogenase 1;
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SLC38A2, Familia 38 de carreadores soluveis, membro 2 (transportador de
aminoacidos dependentes de Na*).
T Diferencga estatistica se comparado ao grupo CTRL (p<0,05 Tukey HSD).
* Diferenga estatistica se comparado ao grupo LPS (p<0,05 Tukey HSD).

De acordo com a figura 30, o grupo LPS apresentou aumento (acima de
50%) significativo na expressdo de mRNAs dos genes GLS e GLUD1
hepaticos, se comparado aos grupos CTRL, GLN+ALA-LPS e DIP-LPS. A
expressdo de mRNAs dos genes GSR, GPX1 e GCLC no tecido hepatico do
grupo LPS se apresentou significativamente reduzida (acima de 39%), quando
comparada aos grupos CTRL, GLN+ALA-LPS e DIP-LPS. No gene SLC38A2
do tecido hepatico, os grupos GLN+ALA-LPS e DIP-LPS exibiram aumento
significativo, quando comparados aos grupos CTRL (média de 97% para
ambos os grupos suplementados) e LPS (média de 73% para ambos os grupos
suplementados). Somente os mMRNAs do gene GPX1, nos grupos GLN+ALA-

LPS e DIP-LPS exibiram redugéo significativa, se comparado ao grupo CTRL

(33% e 43, respectivamente).
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Figura 31 - Expressdo de mRNAs por RT-qPcR no tecido hepatico de
camundongos B6 (n = 6 por grupo) submetidos a endotoxemia (LPS) ou
injecao intraperitoneal com PBS (CTRL). Animais suplementados de forma oral
(por 48 horas ap0s injecdo de LPS) com o dipeptideo L-alanil-L-glutamina (DIP-
LPS) ou solugéo contendo L-glutamina e L-alanina (GLN+ALA-LPS), ambas na
forma livre. Grupos CTRL e LPS receberam quantidades equivalentes de
solugdo salina por sonda gastrica nos mesmos periodos. Apds os tratamentos
e morte, os tecidos foram removidos cirurgicamente e imediatamente
congelados em nitrogénio liquido para as reagdes de transcricdo reversa e
PCR em tempo real. Resultados expressos em média (grafico e “Clustergram”)
e erro padrao da média. NFKBIA, Fator nuclear kappa B polipeptidio de cadeia
leve, gene de inibidor alfa; NFKB1, Fator nuclear kappa B polipeptidio de
cadeia leve; MYD88, Resposta primaria mieldide de diferenciacédo gene 88;
HSPA1A, Proteina de choque térmico 1A; HSPA1B, Proteina de choque
térmico 1B; HSF1, Fator de choque térmico 1; IRAK1, quinase associada ao
receptor de interleucina 1.

T Diferencga estatistica se comparado ao grupo CTRL (p<0,05 Tukey HSD).

* Diferenga estatistica se comparado ao grupo LPS (p<0,05 Tukey HSD).

De acordo com a figura 31, o grupo LPS apresentou aumento (acima de
58%) significativo na expressdo de mRNAs hepaticos dos genes NFKBA1,
HSPA1A, HSPA1B, HSF1 e IRAK1, se comparado aos grupos CTRL,

GLN+ALA-LPS e DIP-LPS. A expressao hepatica de mRNAs do gene NFKBIA
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no grupo LPS foi significativamente reduzida (acima de 50%), quando
comparada aos grupos CTRL, GLN+ALA-LPS e DIP-LPS. Os mRNAs do gene
MYD88 hepatico ndo apresentaram alteragdo significante em nenhum dos

grupos do estudo.
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Figura 32 - Expressdo de mRNAs por RT-qPcR no tecido hepatico de
camundongos B6 (n = 6 por grupo) submetidos a endotoxemia (LPS) ou
injecao intraperitoneal com PBS (CTRL). Animais suplementados de forma oral
(por 48 horas apos injecdo de LPS) com o dipeptideo L-alanil-L-glutamina (DIP-
LPS) ou solugéo contendo L-glutamina e L-alanina (GLN+ALA-LPS), ambas na
forma livre. Grupos CTRL e LPS receberam quantidades equivalentes de
solugdo salina por sonda gastrica nos mesmos periodos. Apds os tratamentos
e morte, os tecidos foram removidos cirurgicamente e imediatamente
congelados em nitrogénio liquido para as reagdes de transcricdo reversa e
PCR em tempo real. Resultados expressos em média (grafico e “Clustergram”)
e erro padrao da média. MTOR, Alvo da rapamicina em mamiferos; EIF4E,
Fator de iniciagdo eucariotica 4E; EFI4EBP1, Proteina ligante 1 do fator de
iniciacao eucaridtica 4E; FOXO3A, Complexo forkhead O3; CASP1, Caspase 1;
CASP3, Caspase 3.
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De acordo com a figura 32, o grupo LPS exibiu reducéo (acima de 40%)
significativa na expressdo dos mRNAs hepaticos dos genes MTOR e EIF4E,
quando comparado aos grupos CTRL, GLN+ALA-LPS e DIP-LPS. Os mRNAs
hepatico dos genes EIF4EBP1, FOXO3A, CASP1 e CAPS3 foram
significativamente aumentados (acima de 40%) no grupo LPS, quando

comparado aos grupos CTRL, GLN+ALA-LPS e DIP-LPS.
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6. DISCUSSAO

Os resultados do presente estudo demonstram que a suplementagéo por
via oral com L-glutamina, tanto na forma de dipeptideo, L-alanil-L-glutamina,
quanto na forma livre, em conjunto com o aminoacido L-alanina séao eficazes
em atenuar a reducdo dos estoques de glutamina corporal durante a
endotoxemia. Este efeito esta associado ao aumento da capacidade de defesa
antioxidante, mediada pelo eixo glutamina/glutationa, menor processo
inflamatdrio, o qual envolve a via do NF-kB e, estimulo na proliferacao de
células do sistema imune. Os grupos nao endotoxémicos e suplementados
tanto com L-alanil-L-glutamina ou L-glutamina e L-alanina livres (grupos DIP e
GLN+ALA, respectivamente) ndo demonstraram efeitos na glutaminemia,
sugerindo que a suplementacéo prévia a um estimulo catabdlico ndo oferece
beneficios cumulativos.

A taxa de mortalidade por sepse no mundo é de cerca de 30%, contudo,
no Brasil ela é de 56%, sendo 42% para hospitais privados e de 66% para
hospitais publicos (LATIN AMERICAN SEPSIS INSTITUTE, 2011). O fator
tempo e a terapia nutricional a ser empregada na sepse tém influéncia direta no
risco de morte (BENJAMIM, HOGABOAM, KUNKEL, 2004; DELLINGER et al.,
2008). Desta forma, o presente estudo investigou os efeitos de duas formas de
terapia nutricional contendo L-glutamina por via oral durante 48 horas apés
indugcdo de sepse por LPS da bactéria E. Coli, modelo conhecido como
endotoxemia. A endotoxemia € um modelo de sepse e, portanto possui
diferengas em relagdo a sepse diagnosticada em humanos hospitalizados em

UTls, principalmente no que se refere as multiplas complicagées organicas.
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Entretanto, muitos estudos utilizam a endotoxemia por ativar a rede inflamatéria
e promover estresse oxidativo de forma semelhante a sepse humana (REMIC
et al., 2000; RITTIRSCH, HOESEL, WARD, 2007).

A fim de configurar adequadamente o processo endotoxémico, foram
testadas diferentes doses intraperitoneais de LPS. No modelo do presente
estudo a quantidade de LPS administrada (5 mg/Kg de peso corporal) foi
suficiente para disparar uma severa resposta inflamatéria, semelhante ao
processo de sepse humana. Doses acima demonstraram maior letalidade nos
animais, fugindo dos objetivos do trabalho. Adicionalmente, os animais
submetidos ao protocolo de endotoxemia apresentaram redugao significativa
no peso corporal, fato comumente observado em pacientes no estado de sepse
(FREDRIKSSON et al., 2006; LANG, FROST, VARY, 2007). A perda de peso
em humanos com elevado catabolismo, incluindo o cancer e a sepse € em
torno de 10 a 15%, podendo chegar a 30% (FEARON, 1992). Em nosso
modelo experimental a redu¢ao de peso foi de aproximadamente 20% * 4%,
apos 48 horas da indugao da sepse. Cabe salientar que a literatura apresenta
diferentes doses e protocolos de endotoxemia, com resultados variados,
principalmente em ralacédo a taxa de sobrevivéncia (RITTIRSCH, HOESEL,
WARD, 2007; NEZIC et al., 2009). A avaliagdo da taxa de sobrevivéncia
demonstrou que a dose de LPS utilizada promoveu baixa letalidade com
inducéo do processo inflamatério, bem como de estresse oxidativo.

Um dos problemas bastante graves ocorridos na sepse, bem como em
outros estados de elevado catabolismo €& a menor disponibilidade do
aminoacido mais abundante do organismo, a glutamina (ROTH et al., 1982;

KARINCH et al, 2001; CRUZAT, TIRAPEGUI, 2009). No presente estudo
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verificou-se que a endotoxemia promoveu redugéo tanto da disponibilidade de
glutamina no plasma, quanto dos seus principais sitios de sintese no
organismo, tais como musculos esqueléticos e figado. O elevado processo
inflamatério na endotoxemia, mediado pela elevagdto do TNF-q,
prostaglandinas, glicorticoides (INOUE, BODE, SOUBA, 1994; KARINCH et al.,
2001) entre outros, invertem o papel do figado, que deixa de ser um 6rgéo
predominantemente produtor de glutamina e passa a ser um tecido
predominantemente consumidor deste aminoacido. Esta inversdo de papeis
ocorre pela participagédo intensa do figado no metabolismo intermediario de
aminoacidos e sintese de glicose para manutencao da glicemia e oferta destes
substratos a outros tecidos, tais como o encéfalo (ROTH, OEHLER, 2010).

A menor disponibilidade de glutamina no organismo compromete o
fornecimento de glutamato para a sintese do mais importante e em maior
concentragéo antioxidante celular ndo enzimatico do organismo, a y-L-glutamil-
L-cisteinilglicina (GSH). Composto por residuos de cisteina, acido glutamico e
glicina, a GSH é encontrada em elevadas concentragdes nas células, podendo
reagir diretamente com as Espécies Reativas do Oxigénio (ERO) em reacgdes
nao enzimaticas, bem como pode atuar como doadora de elétrons na reducao
de perdxidos catalisada pela enzima glutationa peroxidase (GPx)
(MACDONALD, GALLEY, WEBSTER, 2003; CRUZAT et al., 2007).

Na sepse, assim como em outros estados patologicos e catabdlicos, um
elevado estresse oxidativo pode ser observado, uma vez que ocorre desvio do
estado redox intracelular (MACDONALD, GALLEY, WEBSTER, 2003). Este
desvio é dado pela razédo entre as concentragdes intracelulares de dissulfeto de

glutationa (GSSG) e GSH, isto é, da relagdo [GSSG]/[GSH], no sentido da
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reducdo de GSH e aumento das quantidades de GSSG (LI et al., 1998;
GALLEY, 2011). No presente estudo, a menor disponibilidade de glutamina no
grupo LPS reduziu a capacidade de defesa antioxidante mediada pela GSH,
promovendo estresse oxidativo, inferido pela elevada razdo GSSG/GSH tanto
em tecidos, tais como musculo e figado, quanto em hemacias. Adicionalmente,
a concentragdo de TBARS no grupo LPS foi superior a dos grupos controle e
suplementados, indicando que houve aumento na formacdo de peroxidos
lipidicos e, consequentemente, estresse oxidativo nestes tecidos.

Os resultados da suplementagéo por via oral com L-alanil-L-glutamina ou
L-glutamina livre em conjunto com L-alanina nos grupos de animais
endotoxémicos demonstram que ambas as solugdes nutricionais foram
eficazes em manter a glutaminemia e a concentragado de glutamina no musculo
esquelético e figado. Estes resultados estdo de acordo com outros estudos em
que a suplementagao crbnica por via oral manteve os estoques de glutamina
nestes tecidos, seja de animais submetidos a exercicios fisicos exaustivos
(CRUZAT, TIRAPEGUI, 2009) ou inoculados com bactérias (ROGERO et al.,
2008). A suplementacdo oral aguda com L-glutamina na forma livre ou como
dipeptideo demonstra pico de aumento na concentragcdo plasmatica em média
30 minutos apds a suplementagao, retornando aos valores homeostaticos
cerca de 120 minutos apos (ROGERO et al., 2002; ROGERO et al., 2004).
Uma vez que os animais foram mortos 180 minutos apds a ultima
suplementacao, os efeitos observados no presente estudo refletem o efeito
cronico das intervengdes nutricionais. Ambas as suplementagbes com L-
glutamina mantiveram a concentragdo plasmatica de glutamina em animais

endotoxémicos, provavelmente em razdo da manutencdo dos estoques
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musculares e hepaticos deste aminoacido. Uma vez que a concentragao de
glutamato permaneceu inalterada nos grupos endotoxémicos e suplementados,
a taxa de glutamina/glutamato no plasma e tecidos obrigou o equilibrio da
reagao enzimatica, mediada pela glutaminase (GLS) e o consumo de glutamato
por meio da via do glutamato alfa-cetoglutarato, envolvendo a glutamato
desidrogenase (GLUD1) e desviando o mesmo para a sintese de GSH nos
tecidos metabolicamente ativos. Dentre estes tecidos se incluem o musculo
esquelético e o figado, como observado em outras alteragdes metabdlicas que
promovam elevado consumo de glutamina (Ex.: acidose em células corticais
renais) (WELBOURNE et al., 2001).

O estado redox das células esta consequentemente relacionado com as
concentracdées de GSH, que, por sua vez, também sao influenciadas pela
disponibilidade de aminoacidos (ROTH et al, 2002). A maior relagédo
glutamina/glutamato reforga a disponibilidade de substratos para a GSH. Este
mecanismo é dado pela observacdo do metabolismo da GSH em hemacias,
células musculares e hepaticas, a qual apresentou disponibilidade
comprometida nos animais endotoxémicos e significativamente equilibrada em
ambos os grupos suplementados, GLN+ALA-LPS e DIP-LPS. Além disso, a
melhora do estado redox celular ([GSSGJ]/[GSH]) explica a atenuada
peroxidacao lipidica muscular e hepatica, dada pela concentragdo de TBARS
nestes tecidos dos grupos endotoxémicos e suplementados tanto com L-alanil-
L-glutamina, quanto com L-glutamina e L-alanina livres. A GSSG é
enzimaticamente reconvertida a GSH pela enzima glutationa redutase (GSR),
que utiliza NADPH como fonte de poder redutor. A GSH protege a membrana

das células, mantendo a concentracdo de muitas proteinas e seus
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grupamentos sulfidrilas (-SH) na forma reduzida, que s&o necessarias a
homeostasia das células (VALENCIA, MARIN, HARDY, 2002; CRUZAT,
TIRAPEGUI, 2012b). O expressivo aumento na concentragdo de GSH,
promovido pelas suplementagdes (59-82% em relagao ao grupo LPS) e a taxa
de reconversdo da GSSG a GSH promoveu o balango do estado redox em
hemacias. Uma vez que cada hemacia circula pelos tecidos corporais, o estado
da GSH deve refletir o estado redox geral do organismo, o que implica que as
suplementagdes com L-glutamina foram capazes de manter atenuada a razéo
GSSG/GSH em tecidos (SILVEIRA et al., 2007).

Embora o presente estudo ndo permita elucidar os mecanismos pelos
quais a L-glutamina e a L-alanina (livres ou como dipeptideo) aumentam o
conteudo de GSH em hemacias de animais endotoxémicos, é cientificamente
verificado que em situacbes de extremo catabolismo, tais como estados
hipoproteinémicos, a atividade da GLS é aumentada, de forma a metabolizar o
glutamato (AGARWAL et al., 1981), fato que parece ser o caso dos animais
endotoxemicos. Adicionalmente, um estudo recente demonstrou que a
glutamina plasmatica, em conjunto com a alanina derivada do alfa-cetoglutarato
sdo os substratos principais para o fornecimento de glutamato para a sintese
de GSH em eritrocitos (WHILLIER et al., 2011), uma vez que o glutamato é
impermeavel a membrana das células, eritrocitos tendem a equilibrar as
concentragdes de glutamina e alanina no plasma e em tecidos (FELIG, 1975).

A analise do eixo glutamina-glutationa no tecido muscular e hepatico
permite o estudo dos mecanismos envolvidos nos efeitos das suplementacdes
com GLN+ALA e DIP. As suplementagdes reverteram a deplecao dos estoques

de glutamina promovidos pela endotoxemia (aproximadamente 50%).
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Considerando que a expressdo de mRNA para a GLS foi cerca do dobro apds
a injecdo com LPS, sem alteragdo no padréao de expressdo da GLUD1, o
metabolismo mitocondrial da glutamina deve ter sido desviado para o citosol, a
fim de fornecer substratos para a defesa celular, baseada na GSH, a qual foi
severamente comprometida pelo processo endotoxémico. As suplementacdes
também foram capazes de restaurar os estoques de GSH, mesmo na redugao
da expressao de mRNA da GLS (igual ao controle), sem alterar os niveis de
MRNA da GLUD1, fato que leva a proposi¢cao de que a L-alanina (presente em
ambos suplementos na mesma quantidade) pode ser o franco aminoacidos
doador de glutamato para a GCLC, de forma a aumentar o conteudo de GSH
muscular. Isso é particularmente importante, uma vez que a GCLC e a GSR
foram estimuladas nos grupos suplementados, permitindo ao tecido muscular
sustentar elevada demanda de GSH, sob aumentados niveis de GPx.

Estudos com as mesmas formas de suplementacdes por via oral
(CRUZAT, TIRAPEGUI, 2009; CRUZAT, ROGERO, TIRAPEGUI, 2010)
indicam que a adicdo de L-alanina livre a solugdo pode elevar sua
concentracdo no plasma rapidamente, uma vez que seu transporte através da
célula epitelial intestinal ocorre de forma preferencial pelos transportadores A,
ASC, PAT e Y'L (BROER, 2008; GILBERT, WONG, WEBB, 2008). Ao avaliar o
transporte de L-alanina em células do epitélio intestinal, evidéncias
experimentais verificaram que sua absor¢cdo pode ser reduzida quando em
conjunto com alguns aminoacidos neutros, contudo, dentre estes aminoacidos
ndo estava incluida a L-glutamina (SIGRIST-NELSON, MURER, HOPFER,
1975). A forma em que a L-glutamina é oferecida por via oral € um fator

importante a ser considerado no aumento da disponibilidade de glutamina
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corporal, entretanto, a presenga do aminoacido L-alanina contribui, de alguma
forma, para o efeito do dipeptideo L-alanil-L-glutamina (CRUZAT, TIRAPEGUI,
2009; CRUZAT, ROGERO, TIRAPEGUI, 2010). Recentemente, um estudo
verificou esta hipotese, onde individuos foram submetidos a suplementagao
com L-glutamina na forma livre, como dipeptideo (L-alanil-L-glutamina) ou L-
glutamina associadas a outra fonte proteica, tal como proteina do gluten. Os
resultados demonstraram que tanto a L-alanil-L-glutamina, quanto a L-
glutamina associada a proteina do gluten foram eficazes em elevar a
glutaminemia, ndo havendo diferenga entre estes grupos, contudo ambos
promoveram uma resposta significativamente superior, quando comparados a
L-glutamina isolada (HARRIS et al., 2012).

A preferencia pela utilizagao de dipeptideos de glutamina, tais como a L-
alanil-L-glutamina se devem ao fato que esta pode promover aumento
estequiométrico dos aminoacidos glutamina e alanina no plasma (KLASSEN et
al., 2000). Enterdcitos apresentam eficientes mecanismos de absorgcdo de
dipeptideos, o que inclui principalmente o PepT-1. Dependente de H*, o PepT-1
possui ampla especificidade por substratos e transporta de forma ativa
dipeptideos e tripeptideos pelo intestino de humanos e animais (FEI et al.,
1994). A presenga do PepT-1 representa a principal via de absor¢do dos
produtos finais da digestdo de proteinas, permitindo que dipeptideos sejam
transportados da mucosa intestinal, que apresenta muito pouca ou nenhuma
atividade de hidrolases contra peptideos (5% a 12% da atividade total), para o
citosol, onde as peptidases apresentam uma elevada atividade (80% a 95% da

atividade celular total) (YANG, DANTZIG, PIDGEON, 1999; ADIBI, 2003).
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Na membrana basolateral encontra-se outro transportador de pequenos
peptideos dependente de sédio (Na*), responsavel pelo transporte dos
peptideos até a corrente sanguinea (ADIBI, 2003). Em situag¢des catabdlicas,
entretanto, como na presenca de LPS de bactérias ocorre reducdo na
expressao do mRNA do Pept-1, fato que altera a capacidade absortiva dos
enterdcitos (SHU et al., 2002; GILBERT, WONG, WEBB, 2008). Nesse sentido,
no presente modelo experimental de endotoxemia diferentes transportes
epiteliais intestinais podem estar envolvidos, tais como o transporte transcelular
por endocitose (Ex.: proteina clatrina) ou transporte paracelular (GARDNER,
1975; BROER, 2008). Estes mecanismos explicariam os efeitos encontrados
nos grupos endotoxémicos e suplementados tanto com L-alanil-L-glutamina,
quanto L-glutamina e L-alanina livres. Adicionalmente, a expressdo de mRNAs
do gene que regula os transportadores de aminoacidos dependentes de Na®
(SLC38A2) demonstrou aumento no musculo esquelético e figado dos animais
suplementados, o que indica que houve uma upregulation deste gene pelas
intervengdes nutricionais. Isso reforca o aumento da capacidade, tanto
musculares, quanto hepaticas em captar a maior oferta de glutamina e até de
outros aminoacidos do metabolismo intermediario, incluindo a arginina, a
citrulina e a ornitina (TOMLINSON et al., 2011).

Ao mesmo tempo, a alteracdo metabdlica promovida por ambas
suplementagdes pode atenuar o consumo de glicose através do desvio da
pentose-6-fosfato, permitindo que a glicose seja utilizada na glicélise e
produgcdo de ATP, em vez de produzir NADPH para reduzir o excesso de
GSSG, formado em situagbes de estresse oxidativo (Ex.: indugdo de

endotoxemia). O resultado destas alteragbes promovidas pelas
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suplementagdes permite que a disponibilidade de glutamina possa ser mantida
no sistema circulatério, de forma a ser consumida por células do sistema imune
(linfécitos, neutrofilos e macrofagos). De fato, a maior oferta dos aminoacidos
L-glutamina e L-alanina aumentaram a capacidade de proliferacédo de linfocitos,
tanto totais, quanto diferenciados em B e T no presente estudo.

Analises hepaticas revelaram que a endotoxemia promoveu redugao de
aproximadamente 50% na concentragdo de glutamina. Este efeito foi
acompanhado pelo aumento concomitante na expressdo de mRNAs da GLS e
GLUD1, sugerindo que no figado a glutamina pode ter sido rapidamente
convertida em glutamato para ser utilizada na sintese de GSH citosdlica e alfa-
cetoglutarato dentro das mitocondrias. Este mecanismo pode ser bastante
vantajoso, uma vez que a NADP'-dependente de GLUD1 pode produzir
NADPH dentro das mitocéndrias, fornecendo substrato para reacdes de
reducdo dependentes de GPx. A atividade de diversas enzimas, incluindo a
propria GPx, € determinada pela taxa de substratos, que sao também
modulados pela concentragdo de GSSG e GSH (VALENCIA, MARIN, HARDY,
2001). Os efeitos promovidos pelas suplementacgdes tanto no figado quanto no
musculo esquelético, apresentados neste estudo demonstram um efeito
positivo na pressdo do eixo glutamina-glutationa (forcando o AG < 0 para a
utilizacado de glutamina e glutamato), o qual tem impacto favoravel nos niveis
de GSH e estresse oxidativo por todo o organismo.

Embora analises proteicas e ensaios enzimaticos sejam necessarios
para confirmar os presentes dados e mecanismos, a analise da expressao de
MRNAs sugere a possibilidade destas vias, uma vez que os niveis de mRNA

de enzimas demonstram intrinseca associagao com a tradugao da proteina e
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funcdo per se (BRASSE-LAGNEL, LAVOINNE, HUSSON, 2009). Esta relagéo
entre a expressdao de mRNA e a tradugao proteica também pode ser observada
no presente estudo com relagéo a familia das HSPs e disparo da via do NF-kB.

O estresse oxidativo promovido pelo desequilibrio entre a sintese e a
remocao de ERO estimula vias inflamatdérias e consequentemente aumento do
processo inflamatorio sistémico (MCMILLAN, QUADRILATERO, 2011). Além
disso, endotoxinas tais como o LPS atuam diretamente na superficie de
membranas de macrofagos, células endoteliais e sistemas complemento,
causando a liberagao de citocinas, incluindo o TNF-a, a IL-6, a IL-13 e a IL-10
(BAPTISTE, 2007). Cabe salientar que se secretada por células musculares, a
IL-6 em modelos de exercicio fisico pode desempenhar um papel mais
restaurativo do que proé-inflamatoério, também atuando possivelmente como
sensor energético das células em situagdes de elevado catabolismo (KRAUSE
et al., 2012; PEDERSEN, 2012). Porém, em doengas tais como na sepse €&
possivel que a IL-6 exergca um papel pré-inflamatério (BORGE et al., 2009).
Outro papel desempenhado pela IL-6 e IL-10 envolve a proliferagdo de
linfocitos, principalmente B (BAPTISTE, 2007), fato também observado no
presente estudo.

Independentemente do papel da IL-6, sua elevada concentragdo no
sistema circulatério, associada a outras citocinas indicam elevado processo
inflamatdrio e este é correlacionado com a severidade da sepse, tanto em
modelos animais de endotoxemia, quanto em pacientes humanos (COHEN,
2002; NATHAN, 2002; BENJAMIM, HOGABOAM, KUNKEL, 2004; RITTIRSCH,

HOESEL, WARD, 2007). A elevada e descontrolada resposta inflamatodria
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promovida pelo organismo, somada a infecgado levam o individuo a apresentar
faléncia multipla de 6rgaos (DELLINGER et al., 2008).

De acordo com os resultados do presente estudo, verificou-se que a
endotoxemia promoveu elevado efeito inflamatério, disparando a sintese e a
liberacdo de TNF-qa, IL-18, IL-10 e IL-6. O principal mecanismo envolvido com
esta sinalizagdo envolve a ativagdo do NF-kB (BAPTISTE, 2007). Apds a
ligacao a receptores de membrana, como o receptor semelhante ao Toll do tipo
4 (TLR4) ou o complexo de dominio 14 (CD14), o NF-kB é ativado por uma
serie de fosforilagdes na familia de proteinas quinases ativadas por mitégenos
(MAPK) (WRIGHT, 1995; LIEN, INGALLS, 2002). Quando fosforilados, tanto
em residuos de treonina quanto de serina, os membros da familia da MAPK,
incluindo a C-Jun N terminal quinase (JNK) e a p38 ativam o NF-kB, localizado
na matriz extracelular.

O NF-kB é um fator de transcrigdo nuclear que repousa em sua forma
inativa no citossol, associado a proteinas inibitorias, conhecidas como IkBs (LI,
VERMA, 2002). Em sua forma ativa, o NF-kB promove o disparo da transcri¢ao
de genes que exercem fungao essencial no controle de processos apoptoticos
e respostas imunologicas tanto a inata quanto a adaptativa (LI, VERMA, 2002).
Estimulos celulares, os quais incluem ERO e citocinas pro-inflamatorias
promovem a fosforilacdo e a ubiquitinacdo dos IkB's, principalmente do IkB-q,
que posteriormente pode ser degradado pelo proteosoma 26S (ZAMANIAN-
DARYOUSH et al., 2000). A analise muscular da expressao do gene NFkBia,
que regula a sintese do IkBa demonstra que o grupo LPS apresentou menor
expressdo quando comparado aos grupos controle e suplementados, fato que

se correlaciona com o maior perfil inflamatorio e estresse oxidativo do mesmo.
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Na auséncia de seus inibidores, o NF-kB torna-se ativo e pode se translocar
para o nucleo da célula onde se liga a regidao regulatéria de varios genes
envolvidos com a inflamagéo, apoptose e divisdo celular. Adicionalmente, o
grupo LPS apresentou maior concentracdo do NF-kB p65 e maior fosforilagdo
dos IkBa/B, o que indica um maior potencial inflamatério quando comparado
aos demais grupos do estudo.

Genes envolvidos com a resposta viral ou microbicida,
imunorreceptores, moléculas de adesao, citocinas, fatores de crescimento,
proteinas de fase aguda e proteinas antiapoptéticas, entre outros, séo
influenciados pelo NF-kB (REID, LI, 2001; SILVEIRA et al., 2007). A atividade
do NF-kB esta frequentemente associada a doengas, as quais incluem a artrite
reumatoide, esclerodemas, caquexia, sepse e cancer (ZHANG et al., 2000; LI,
VERMA, 2002). Alguns genes influenciados pela via do NF-kB incluem o fator
de diferenciagdo mieldide (MyD88), a quinase associada ao receptor de
interleucina 1 (IRAK1) e o proprio gene do NF-kB (NFkB1) todos envolvidos
com a resposta inflamatoéria e apresentando elevados niveis pela inducdo da
endotoxemia. No tecido muscular, a expressdo de mRNAs destes genes foi
revertida pelas suplementagdes, fato que atenua a exacerbada e ciclica
resposta inflamatdria ocorrida na sepse (BREALEY et al., 2002). A via do NF-
kB e MyD88 foi analisada em estudo similar, o qual encontrou a mesma relagéo
inflamatadria, porém em células renais (HU et al., 2012).

O elevado estresse oxidativo produzido em situacbes de elevado
catabolismo, o que inclui a endotoxemia promove diversos efeitos que
culminam em estimulos pré-apoptéticos. As ERO tanto radicalares quanto nao

radicalares sequestram elétrons de minerais, membranas fosfolipidicas,
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proteinas, entre outros compostos importantes para a homeostasia celular
(GALLEY, 2011). A célula na tentativa de recuperar suas fungdes e se proteger
dos efeitos danosos das ERO elevam a sintese das proteinas de choque
térmico (HSPs). As HSPs sao proteinas com fungdes reparadoras, também
chamadas de chaperonas (HECK, SCHOLER, BITTENCOURT, 2011).

No presente estudo, o grupo LPS apresentou aumento da expressao da
HSP-90, HSP-70 e HSP27 no musculo esquelético, uma vez que o mRNA
destas proteinas estava aumentado (HSPA1A e HSPA1B). Esse efeito se
correlaciona com o elevado estresse oxidativo e perfil inflamatdrio encontrados
nos animais endotoxémicos. A expressdo do mRNA do fator transcricional de
choque térmico-1 (HSF-1) corresponde a um dos mecanismos reguladores da
capacidade da célula em ativar as HSPs em resposta a varios tipos de estresse
(GABAI, SHERMAN, 2002). A endotoxemia no grupo LPS promoveu aumento
da expressédo do gene do HSF-1, fato que estimulou a expressao tanto dos
genes reguladores das HSPs (HSPA1A e HSPA1B), quanto a expresséao
proteica das mesmas.

O HSF-1 € um fator transcricional encontrado na sua forma inativa, ou
seja, nao ligado ao DNA. A ativacdo do HSF-1 se da por meio de uma
variedade de estimulos de estresse que desencadeiam a fosforilacdo de
mondmeros latentes inativos deste fator transcricional, encontrados no
citoplasma da célula. Quando fosforilados, estes monémeros se combinam,
convertendo-se em um oligbmero homotrimero (WISCHMEYER, 2008). Os
homotrimeros do HSF-1, ao serem ativados, se translocam para o nucleo da
célula e se ligam a locais especificos da regido promotora dos genes das

HSPs, denominados elementos de choque térmico (HSEs) (CRUZAT, PETRY,
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TIRAPEGUI, 2009). Este mecanismo permite que sinais especificos iniciem o
processo de sintese, transcricdo e tradugcdo do mRNA das HSPs (AHN,
THIELE, 2003).

A menor ativagao de vias de sinalizacao intracelular, tais como a do NF-
kB também tém sido indicadas como mecanismos envolvidos na proteg¢ao anti-
apoptética desempenhada pelas HSPs (YOO, LEE, LEE, 2000). Os
mecanismos de ativacdo do NF-kB sdo dependentes do estado redox celular
(WERNERMAN, HAMMARQVIST, 1999). Como ja mencionado, a GSH é
influenciada pela disponibilidade de glutamina e glutamato intracelular
(CRUZAT et al., 2007). Nesse sentido, a ativagdo do NF-kB pode ser modulada
pela glutamina (LIBONI, SCUMPIA, NEU, 2005; SINGLETON, BECKEY,
WISCHMEYER, 2005). Em animais sépticos, a maior disponibilidade de
glutamina atenuou a ativacdo da via do NF-kB, por meio da inibicdo da
fosforilagdo e posterior degradagdo de sua proteina inibidora, o IkB-a
(SINGLETON, BECKEY, WISCHMEYER, 2005).

Estudos demonstram que a administragdo com glutamina promove
aumento dose dependente da expressdo da HSP-70, por exemplo, fato que
inibe a ativagdo do NF-kB (SINGLETON, BECKEY, WISCHMEYER, 2005;
SINGLETON, WISCHMEYER, 2007). Entretanto, em nosso estudo a expresséo
de HSPs (mRNA e proteina) nao foi aumentada pela maior disponibilidade de
glutamina, promovida pelas suplementagbes. Isso se deve ao desvio
metabdlico da glutamina para a sintese de GSH. A maior protecédo celular
promovida pelas suplementagcdes na endotoxemia, mediada pela GSH,
manteve baixa a sintese de HSPs e, provavelmente, a sua menor exportacao

para o plasma sanguineo. Quando produzidas e mantidas no meio intracelular
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as HSPs estdo relacionadas a tentativa da célula em reparar e restaurar a
homeostasia perdida. Entretanto, sob condi¢des de elevado catabolismo, como
na hipertermia e na sepse, a elevada sintese de HSPs obriga a célula a
exportar estas proteinas para o plasma sanguineo, provavelmente por meio de
difusdo entre a bicamada fosfolipidica, apds ligagdo com fosfatidil serina
citosélica (VEGA et al., 2008). O aumento da concentragao de HSPs no plasma
tem sido fortemente correlacionado a uma depressao dos sinais de saude,
levando o individuo séptico ao obito (GELAIN et al., 2011).

A quantidade de massa muscular é fator essencial na manutencao da
qualidade de vida e longevidade. Em resposta a estimulos quimicos e
mecanicos, células apresentam expressdo de mRNAs, niveis proteicos e
homeostasia alteradas (LLOVERA et al., 1997; HEINEMEIER et al., 2009). Em
diversas situagdes catabdlicas, tais como sepse, caquexia, cancer, diabetes e
insuficiéncia renal, o equilibrio dos processos anabdlicos e catabdlicos ndao sao
mantidos, o que resulta em balango nitrogenado negativo, o que inclui a
reducao da massa muscular (TISDALE, 2005; HU et al., 2012). Em alguns tipos
de cancer, por exemplo, a reducdo no peso corporal, que pode ser de
aproximadamente 30%, €, na sua maioria (75%), consequéncia da perda de
massa muscular, situagado que contribui para uma maior morbidade do paciente
(FEARON, 1992). Além disso, a diminuicdo da quantidade de massa muscular
contribui para a redugdo na mobilidade corporal, com consequente
desenvolvimento de atrofia muscular (DU, HU, MITCH, 2005). No presente
estudo a analise da carcaca nao revelou reducdo de massa muscular nos
animais endotoxémicos, embora os animais tenham apresentado reducdo no

peso corporal. Nesse sentido, acreditamos provavelmente ocorreu perda de
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massa muscular, contudo, a técnica de analise nao foi suficientemente precisa
para detectar alteragdes significativas.

A reducéo na quantidade de proteinas contrateis pode ocorrer tanto pelo
aumento na sua taxa de degradacdo quanto pela redugdo na sua taxa de
sintese (TISDALE, 2005). No presente estudo, levantamos a hipétese de que a
maior concentracdo de glutamina no tecido muscular, decorrente da
suplementagdo com L-glutamina seja na forma livre ou como dipeptideo,
durante a endotoxemia, pudesse atenuar a ativacdo de vias que culminam em
reducdo da massa muscular. Considerando-se que o estado redox intracelular
([GSSG)/[GSH]) regula a atividade dos fatores NF-kB e que a sintese de novo
de GSH (y-glu-cis-gli) depende da disponibilidade intracelular de glutamato, o
fornecimento de glutamina para sua posterior conversdo em glutamato é
decisivo para a manutencido do estado redox muscular e, consequentemente,
para o balango entre protedlise e sintese proteica.

Dentre as proteinas da familia “Forkhead box” (FOXO), a FOXO3A
recebe maior atencdo devido a sua expressao estar aumentada em varias
condigdes patoldgicas (GREER, BRUNNET, 2005). Em sua forma inativa,
quando o fator de transcricdo FOXO3A esta fosforilado, este encontra-se ligado
a proteina 14-3-3 no citoplasma de células. Estimulos proteoliticos induzidos,
por exemplo, por citocinas ou ERO fazem com que a FOXO3A seja
desfosforilada, desligando-se do complexo proteico 14-3-3, o que a torna ativa
e permite sua translocacao para o nucleo celular. Este processo estimula a
degradagao de proteinas, dentre as quais miofibrilares (CROSSLAND et al.,
2008). As caspases, principalmente a 1 e 3 sao responsaveis em grande parte

por processo de degradagao proteica sendo essenciais na apoptose celular
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(TISDALE, 2005). De acordo com os resultados do presente estudo, a
endotoxemia promoveu elevada expressdo de mRNAs musculares tanto das
caspases quanto da FOXO3A, bem como do tripartite contendo-motif 63
(TRIM63), uma E3 ligase que ao se ligar a proteinas no citosol leva a sua
degradagao no proteassoma 26S (ELEY, TISDALE, 2007). Uma das proteinas
influenciadas pela atividade do proteassoma 26S sao os IkBa/B do complexo
NF-kB, fato que estaria relacionado a elevada ativagao inflamatéria observada
no grupo LPS (TISDALE, 2005). Contudo, ambas as suplementagdes
nutricionais ndo foram capazes de atenuar os elevados niveis de mMRNAs de
degradagao proteica no musculo esquelético.

Em situacdes de elevado catabolismo muscular, tdo importante quanto
atenuar os mecanismos de degradagao proteica, sdo 0s mecanismos
envolvidos na estimulagdo da sintese de novas proteinas (ELEY, TISDALE,
2007). Um dos genes importantes para a sintese proteica é o gene da proteina
ligante do fator de iniciagao eucariotico 4E (Eif4Ebp), o qual inibe que seu fator,
o Eif4E, se ligue ao Eif4G e ao mRNA, que em ultima reagdo nao é traduzido
por ribossomos (PROUD, 2005).

Em nosso estudo, observamos que nao houve diferencga estatistica entre
0s grupos suplementados e o grupo LPS na expressdo de mRNAs que séo
traduzidos no Eif4Ebp (Eif4Ebp1). Os grupos suplementados endotoxémicos,
sejam eles suplementados ou ndo com L-glutamina apresentaram maior
expressdo deste gene, se comparado ao grupo controle do estudo.
Adicionalmente, o gene do proprio Eif4E e da proteina alvo da rapamicina em
mamiferos (MTOR), uma proteina de essencial controle da sintese proteica

(CROSSLAND et al., 2008) apresentou menor expressao tanto no grupo LPS,
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quanto dos suplementados GLN+ALA-LPS e DIP-LPS, o que indica inibicao da
sintese proteica muscular. Este conjunto de resultados de expressédo de
MRNAs pode contribuir para o catabolismo muscular e processo inflamatério da
sepse.

Alternativamente, no figado, o padrdo de expressdo de mMRNAs
relacionados a sintese e degradacéo proteica foi modificado pelas intervengdes
nutricionais de maneira a estimular a sintese e atenuar a degradagéo. Em
estudo recente foi verificado efeito similar da glutamina em células renais de
camundongos em estado de sepse por ligagao e perfuragado do ceco (CLP) (HU
et al., 2012). A expressao de mRNAs de outros genes, tais como o GLUD1 e a
GSR também se apresentaram diferentes no tecido hepatico, quando
comparado a mesma expressdo no musculo esquelético. E possivel que o
motivo desta diferenga esteja no fato do figado participar de forma mais
importante no metabolismo intermediario de aminoacidos (NEWSHOLME et al.,
2003a), fato que envolveria um padrdo de resposta alternativo, quando
comparado ao tecido muscular.

Os mecanismos envolvidos com diferentes respostas organicas as
suplementacbes ainda devem ser mais bem elucidados. Apesar disso, de
acordo com as evidencias experimentais apresentadas em nosso estudo, é
possivel verificar um importante efeito das suplementagdes nutricionais, feitas
de forma oral, sobre as vias de sintese e degradagéo proteica hepatica, bem
como sobre provaveis diferentes destinos da glutamina em 6rgéos importantes
para a manutengdo da homeostasia, tais como o figado. Este efeito no tecido
hepatico pode ter relagdo com a menor concentracdo de citocinas plasmaticas

e 0 metabolismo intermediario de aminoacidos, favorecendo, por exemplo, o
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sistema antioxidante, mediado pela GSH, auxiliando o organismo a tentar
recuperar a homeostasia perdida na complicada patogénese que envolve a

sepse.
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7. CONCLUSAO

O presente estudo demonstra que a suplementagao por via oral com L-
glutamina e L-alanina na forma livre ou como dipeptideo, L-alanil-L-glutamina
pode ser clinicamente utilizada em estados de sepse, tais como a indugao por
LPS, promovendo resultados favoraveis em pacientes com reducdo da
disponibilidade de glutamina, a qual é um dos fatores mais graves nesta
patologia e representa fator de risco independente para a mortalidade em UTls.
Desde que possiveis ambas as suplementagdes por via oral sdo mais
fisioloégicas que formulas parenterais, contudo, uma notavel diferenga entre as
suplementagdes é o custo das mesmas, onde misturas de L-glutamina e L-
alanina na forma livre sdo muito menos dispendiosas que a sua quantidade
equivalente como dipeptideo, L-alanil-L-glutamina, fato que tem impacto clinico

nos sistemas de saude publica em todo o mundo.
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9. ANEXOS

Gel de agarose para verificar a pureza dos mRNAs.
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