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RESUMO

RAIZEL, R. Efeito da suplementagdo com L-glutamina e L-alanina, livres ou como
dipeptideo, sobre a lesdo, inflamacéo e citoprotecdo em modelos de estresse in vivo e in
vitro. 2017. 105f. Tese (Doutorado) — Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas, Universidade de
Séo Paulo, S&o Paulo, 2017.

Subprojeto 1: Determinacdo do efeito anti-inflamatorio e citoprotetor da suplementa¢do com
L-glutamina e L-alanina, ou com L-alanil-L-glutamina (DIP) em ratos submetidos a
treinamento resistido.

Exercicios intensos reduzem a disponibilidade de glutamina, comprometendo a funcéo imune
e a recuperacdo de atletas. O objetivo do estudo foi avaliar os efeitos da suplementacéo oral
crénica com L-glutamina e L-alanina, nas formas livres ou como dipeptideo (DIP), sobre
parametros de lesdo, inflamacdo e citoprotecdo em ratos Wistar adultos submetidos a
treinamento resistido (TR). Neste estudo, o TR reduziu a concentragdo de glutamina no
plasma e no musculo EDL. No entanto, este efeito foi atenuado pelos suplementos contendo
L-glutamina, os quais aumentaram os contetdos da proteina de resposta ao estresse (HSP70)
em células do sistema imune (PBMC) e no EDL, concomitantemente a reducédo da ativacdo do
NF-kB e a da concentragdo de citocinas no EDL. O efeito protetor das suplementacdes
também foi evidenciado pela atenuacdo de marcadores de lesdo (CK e LDH) e inflamagéo
(TNF-o. e IL-1B), bem como pelo aumento nas concentragdes de marcadores anti-
inflamatérios (IL-6, IL-10 e MCP-1) no plasma. Nossos resultados sugerem que a
suplementacdo oral cronica com L-glutamina (administrada com L-alanina livre ou como
DIP) promoveu efeitos citoprotetores mediados pela HSP70 em resposta a lesdo e inflamacéo
induzidas pelo TR.

Subprojeto 2: Efeitos da L-alanil-L-glutamina sobre as vias de sinaliza¢do da insulina e da
mTOR/S6K, e citoprotecdo em células musculoesqueléticas C2C12.

O dipeptideo L-alanil-L-glutamina é conhecido por modular o metabolismo e a viabilidade
celular. Contudo, os efeitos sobre os componentes classicos das vias de sinalizacdo da
insulina e da mTOR/S6K, bem como o efeito citoprotetor em células musculares, sdo pouco
esclarecidos. O objetivo deste estudo foi investigar o efeito do DIP sobre as vias de
sinalizacdo da insulina e da mTOR/S6K em miotubos C2C12, em condi¢cBes normais ou
resistentes a insulina. A exposic¢do cronica a insulina (24h) promoveu resisténcia a insulina,
reduzindo os conteudos totais do receptor beta (IR-B) e do substrato do receptor de insulina
(IRS-1), e diminuindo a fosforilagéo de IRS-1, AKT e P44/42 MAPK. Adicionalmente, houve
reducdo na expressao do transportador de glicose (GLUT4) e HSP70, reducdo da viabilidade
celular e menor fosforilacdo de p70S6k e S6, proteinas relacionadas a sintese proteica. Em
contraste, a suplementacdo com DIP aumentou os conteudos totais de IR-p e IRS-1 e a
fosforilacdo de IRS-1 e AKT. A glicOlise anaerdbia e a capacidade glicolitica, além da
fosforilagdo de p70S6k e S6, foram aumentadas pelo DIP em condi¢cbes normais e na
resisténcia a insulina. Nestas condi¢Ges experimentais, nossos resultados sugerem que a
suplementacdo com DIP melhorou as vias de sinalizagbes da insulina e da mTOR/S6K,
aumentou a captacdo e metabolizacdo da glicose, independente da estimulacdo com insulina e,
finalmente, promoveu citoprotecdo resgatando parcialmente as células de um estado resistente
a insulina, por meio do aumento de HSP70 e ativacao das etapas finais da via mTOR/S6K.

Palavras chave: Glutamina, Alanina, L-alanil-L-glutamina, Treinamento resistido, Insulina



ABSTRACT

RAIZEL, R. Effects of supplementation with L-glutamine and L-alanine, in their free
form or as dipeptide, on muscle damage, inflammation and cytoprotection of in vivo and
in vitro stress models. 2017. 105f. Tese (Doutorado) — Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas,
Universidade de S&o Paulo, Séo Paulo, 2017.

Subproject 1: Determination of the anti-inflammatory and cytoprotective effects of
supplementation with L-glutamine and L-alanine, or with L-alanyl-L-glutamine in rats
submitted to resistance training.

Intense exercise reduces glutamine availability, compromising immune function and recovery
of athletes. The objective of the study was to evaluate the effects of chronic oral
supplementation with L-glutamine and L-alanine, in their free form or as dipeptide (DIP), on
muscle damage, inflammation and cytoprotection in adult Wistar rats submitted to resistance
training (RT). In this study, RT reduced glutamine concentration in plasma and EDL muscle.
However, this effect was attenuated by supplements containing L-glutamine, which increased
the contents of the stress response protein (HSP70) in immune system cells (PBMC) and
EDL, concomitantly with the reduction of NF-kB activation and the concentration of
cytokines in EDL. The protective effect of supplementation was also evidenced by attenuation
of lesion markers (CK and LDH) and inflammation (TNF-a and IL-1pB), as well as by the
increase in anti-inflammatory plasma markers (IL-6, 1L-10 and MCP-1). Our results suggest
that chronic oral supplementation with L-glutamine (administered along with free L-alanine
or as DIP) promoted HSP70-mediated cytoprotective effects in response to RT-induced injury
and inflammation.

Subproject 2: Effects of L-alanyl-L-glutamine on the components of insulin and mTOR/ S6K
signaling pathways and cytoprotection in C2C12 musculoskeletal cells.

The dipeptide L-alanyl-L-glutamine is known to modulate metabolism and cell viability.
However, the effects on the classical components of insulin and mTOR/ S6K signaling
pathways, as well as the cytoprotective effect on muscle cells, are poorly understood. The aim
of this study was to investigate the effect of DIP on insulin and mTOR/ S6K signaling
pathways in C2C12 myotubes, under normal or insulin resistant conditions. Chronic insulin
exposure (24h) promoted insulin resistance, reducing the total contents of the insulin receptor
(IR-B) and the insulin receptor substrate (IRS-1), and decreasing the phosphorylation of IRS-
1, AKT and P44/ 42 MAPK. In addition, there was a reduction in the expression of glucose
transporter (GLUT4) and HSP70, reduction of cell viability and defective phosphorylation of
p70S6k and S6, which are related to protein synthesis. On the other hand, DIP
supplementation increased the total contents of IR-f and IRS-1 and the phosphorylation of
IRS-1 and AKT. Anaerobic glycolysis and glycolytic capacity, in addition to phosphorylation
of p70S6k and S6, were increased by DIP under normal conditions and in insulin resistance.
In our experimental conditions, our results suggest that DIP supplementation improved the
signaling pathways of insulin and mTOR/ S6K, increased glucose uptake and metabolism,
independent of insulin stimulation, and finally promoted cytoprotection by partially rescuing
the cells of an insulin resistant state, by increasing HSP70 and activating the final stages of
the mTOR/ S6K pathway.

Keywords: Glutamine, Alanine, L-alanyl-L-glutamine, Resistance training, Insulin
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1 SUBPROJETO 1

Determinacdo do efeito anti-inflamatério e citoprotetor da suplementacdo com L-
glutamina e L-alanina, ou com L-alanil-L-glutamina (DIP) em ratos submetidos a treinamento

resistido.

2 INTRODUCAO

No esporte, a elevada carga de treinamento necessaria para alcancar 0 maximo
desempenho, muitas vezes expde os atletas aos limites da capacidade fisica (Koch, 2010;
Brooks & Carter, 2013). O aumento do volume ou intensidade do treinamento, aliado a
periodos de recuperacdo insuficientes torna a rotina do atleta exaustiva, o que gera elevado
estresse metabdlico (Kruk, 2011; Finsterer, 2012). Apds uma sessao de exercicio intenso, a
ruptura miofibrilar e o extravasamento de proteinas intracelulares para o meio extracelular
acionam a resposta inflamatéria aguda e local para recuperagdo tissular (Brooks & Carter,
2013; Baltusnikas et al., 2015). Lesdes musculares continuas desencadeiam uma resposta
inflamatdria crbnica, que pode agravar as lesdes subjacentes, implicando em reducdo do
desempenho e comprometimento da saude desses individuos (Koch, 2010; Finsterer, 2012).

Nestas condicOes, sistemas protetores sdo ativados na tentativa de restaurar a
homeostase. Uma destas respostas ¢ mediada pelas proteinas de choque térmico (HSP), as
quais tém papel importante na resisténcia a processos de morte celular, por meio do
remodelamento de proteinas desnaturadas (Milne & Noble, 2008). As HSPs estdo envolvidas
na resposta priméaria a uma lesdo muscular e na modulacéo da resposta inflamatdria (Shi et al.,
2006; Senf et al., 2013) relacionada a inibicéo da via de sinaliza¢do kB quinase (IKK)/fator
nuclear kappa B (NF-xB), integrador central de respostas ao estresse mecanico, oxidativo e
inflamatdrio (Milne & Noble, 2008; Cruzat et al., 2009; Koch, 2010). No exercicio, as HSP
(sobretudo HSP70) facilitam a biogénese mitocondrial e regulam vias apoptéticas (Milne &
Noble, 2008), entretanto, a expressdo destas proteinas parece ser dependente de concentragdes
adequadas de glutamina (Singleton & Wischmeyer, 2008).

A glutamina, o aminoacido livre mais abundante do organismo, é considerada
condicionalmente essencial em situacfes de estresse e desempenha um papel central no

transporte de nitrogénio entre érgdos (Curi et al., 1997), no metabolismo intermediario
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(Newsholme et al., 2003), nas vias redox celular (Brosnan, 2001), e na sintese de glicose
(Stumvoll et al., 1999) e glutationa (Cruzat & Tirapegui, 2009), bem como em outros
processos metabdlicos essenciais (Newsholme, 2001; Singleton et al., 2005). No esporte, a
glutamina é popular entre atletas, sendo considerada importante para a funcdo imune e
recuperacdo de lesGes musculares e catabolismo (Cruzat et al., 2010). Este aminoacido &, de
fato, um substrato critico para o funcionamento e proliferacdo de células do sistema imune
(Curi et al., 1997; Newsholme, 2001), e é sintetizado, principalmente, no musculo
esquelético, o que indica uma relacao estreita entre a atividade musculoesquelética e a fungéo
imune. No entanto, a eficiéncia da suplementagdo com L-glutamina por via oral tem sido
questionada (Curi et al., 1997; Shewchuk et al., 1997, Rogero et al., 2006; Lagranha et al.,
2007; Gleeson, 2008; Cruzat & Tirapegui, 2009).

Embora a suplementacdo com glutamina apresente beneficios no exercicio, a
efetividade da administracdo por via oral tem sido questionada, devido ao fato de,
aproximadamente 50% da glutamina, ser metabolizada por células da mucosa intestinal e pelo
figado antes que a circulacdo periférica e 0 masculo esquelético sejam alcancados.Tendo em
vista a alta taxa de metabolizacdo da glutamina livre por enterécitos (Stoll B & Burrin, 2006;
Zhou et al., 2012), o dipeptideo L-alanil-L-glutamina (DIP) tem sido utilizado em estudos
clinicos (Rooyackers et al., 1995; Klassen et al., 2000; Lima et al., 2002) e relacionados ao
esporte (Furst, 2001; Rogero et al., 2006; Petry et al., 2014; Cruzat et al., 2014) como um
meio alternativo de administracdo oral de glutamina.

Estudos realizados em nosso laboratério, com modelos animais submetidos ao
exercicio aerdbio intenso e exaustivo, ou ainda, em situacbes de elevado catabolismo, tais
como sepse, evidenciaram que as suplementacdes com ambas as formas de glutamina,
ofertadas como DIP ou L- glutamina e L-alanina nas formas livres, apresentaram resultados
semelhantes na restauracdo das concentracfes de glutamina e atenuagdo dos processos lesivo
e inflamatério no musculo esquelético dos animais submetidos a modelos de estresse
(exercicio ou sepse) (Rogero et al., 2004; 2006; Cruzat et al., 2009; 2010; 2014; Petry et al.,
2014). Desta forma, estima-se que a L-alanina desempenhe um papel importante no
metabolismo da glutamina. Contudo, os efeitos da alanina sobre a disponibilidade de
glutamina em situagfes catabolicas, bem como os efeitos de ambos os aminoacidos sobre a
leséo, inflamacgéo e citoprotecéo celular em modelo animal submetido a treinamento resistido

(TR) nédo séo conhecidos.
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3 HIPOTESE

O treinamento resistido intenso pode reduzir a disponibilidade do aminoacido mais
abundante do organismo, a glutamina, fato que pode alterar a funcdo de células do sistema
imune e aumentar a lesdo e a inflamagcdo muscular, prejudicando a recuperagdo de atletas.
Nesse contexto, a hipotese do presente projeto é de que a suplementacdo com L-glutamina e
L-alanina, nas formas livres ou como dipeptideo, poderia restaurar os estoques de glutamina e
aumentar a citoprotecdo por meio da resposta de HSPs, atenuando a lesdo e inflamacéo

muscular, bem como a imunossupressdo em ratos submetidos a TR.
4 OBJETIVOS
4.1 Objetivo Geral
Avaliar os efeitos da suplementacdo crénica com L-glutamina e L-alanina livres ou
como dipeptideo sobre os parametros de lesdo muscular, de inflamacéo e citoprotecdo em
ratos submetidos a TR.
4.2 Objetivos Especificos
Avaliar o efeito das intervengdes nutricionais sobre:
4.2.1 Concentragdes de glutamina no plasma e musculo;
4.2.2 ConcentracOes de marcadores bioquimicos de lesdo tecidual;
4.2.3 Concentrac6es plasmaticas e musculares de indicadores de inflamacéo;
4.2.4 Capacidade citoprotetora celular e tecidual;
4.2.5 Expressdo de proteinas integrantes de vias envolvidas na inflamagé&o.

5 REVISAO DA LITERATURA

5.1 Exercicio Fisico e Inflamacao
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As contracbes mecénicas realizadas durante o treinamento resistido induzem
microtraumas nas fibras musculares, ocasionando ruptura da matriz extracelular, lamina basal
e sarcomeros, aléem de alteracdo da homeostase do célcio, fato que promove alteracdo na
estrutura e permeabilidade da membrana celular (Cooper et al., 2007; Silva & Macedo, 2011).
ApO6s uma sessdo de exercicio intenso, a ruptura miofibrilar e o0 extravasamento de proteinas
intracelulares, como a creatina quinase (CK) e lactato desidrogenase (LDH), para 0 meio
extracelular, acionam a resposta inflamatéria local para recuperacdo tissular (Pedersen &
Hoffman-Goetz, 2000; Paulsen et al., 2007; Finsterer, 2012; Brooks & Carter, 2013).

A resposta inflamatoria local envolve a sintese e liberagdo de moléculas, como a
proteina quimiotatica de mondcitos-1 (MCP-1) e o fator de necrose tumoral alfa (TNF-a), que
agem como fatores quimiotaticos no sitio da inflamacdo, promovendo o recrutamento inicial
de neutrdfilos e monacitos e, posteriormente, de linfécitos para a reparacao do tecido (Silva &
Macedo, 2011; Finsterer, 2012; Gata et al., 2014). A inflamacéo local é acompanhada por
uma resposta sistémica de fase aguda (Paulsen et al., 2007), que varia de acordo com o tipo,
intensidade e duracdo do exercicio (Peake et al., 2015). Este processo é vital para a
recuperacdo do tecido muscular lesionado, contudo, pode induzir uma lesdo secundaria por
meio da degradacdo de outras proteinas que estdo intactas. Neste sentido, o treinamento
intenso com continua privacdo de descanso suficiente gera aumento na liberacdo de
indicadores de inflamagdo e, consequentemente, pode promover um quadro patolégico em
atletas (Pedersen & Hoffman-Goetz, 2000; Silva & Macedo, 2011; Peak et al., 2015).

A cascata inflamatdria é dependente de moléculas que ativam vias de sinalizagdo, tais
como a via do fator nuclear kappa B (NF-xB) (Cooper et al., 2007; Finsterer, 2012). Em uma
Unica sessdao aguda de exercicio a atividade do NF-xB no musculo esquelético de ratos é
aumentada. Adicionalmente, ocorre um aumento da expressao génica de interleucinas, como a
IL-1B, IL-6 e IL-10, de TNF-a e MCP-1 no musculo esquelético (Peake et al., 2015).
Observa-se, também, o aumento da concentracao de agentes anti-inflamatérios, como a I1L-10
e MCP-1, 24 horas ap6s 0 exercicio excéntrico, como mecanismo de controle da inflamagéo
(Vellaet al., 2012).

A sintese e a liberacdo de citocinas pelo musculo esquelético envolve varios fatores
intracelulares, como o MCP-1, fator de choque térmico 1 (HSF-1) ¢ NFxB (Peake et al.,
2015). A via de sinalizagdo NF-kB atua como integrador central de respostas ao estresse
mecanico, oxidativo e inflamatério (Pahl, 1999; Finsterer, 2012). Contudo, a continua
ativacdo desta via de sinalizacdo, bem como a sintese em excesso de componentes

inflamatorios, pode estimular o recrutamento excessivo de células, promovendo leséo



22

adicional ao tecido (Urso, 2013). Sendo assim, mecanismos de protecdo contra lesdes
inflamatorias cronicas induzidas pelo exercicio sdo ativados para garantir a sobrevivéncia

celular (Powers et al., 2000).

5.2 Exercicio Fisico e Proteinas de Choque Térmico

Para neutralizar eventos e agentes nocivos, o organismo dispde de respostas
adaptativas para a maxima sobrevivéncia celular (Nadal et al.,, 2011). As HSPs s&o
sintetizadas em resposta a diversos tipos de estresse fisioldgico e ambiental (Mikani et al.,
2004), e especializadas na prote¢do contra lesdo e morte celular, além de regulacdo da
homeostase proteica por meio do remodelamento de proteinas desnaturadas (Milne & Noble,
2008; Senf et al., 2013; Schoenfeld, 2013). As HSPs da familia de 70 kDa (HSP72 + HSP73),
sdo proteinas conhecidas como "proteinas de resposta ao estresse”, pois sua expressdo €
altamente induzida por diferentes tipos de agentes e estimulos catabdlicos, tais como hipdxia,
acidose, aumento da temperatura muscular e isquemia-reperfusdo, subprodutos do
treinamento resistido associado a niveis elevados de estresse metabdlico (Paulsen et al., 2007,
Senf et al., 2013).

Condicdes de estresse que promovam a instabilidade e a desnaturacdo de proteinas
liberam o HSF1 (Paulsen et al., 2007; Nadal et al., 2011), cuja atividade estd associada a
expressao de HSP70 no miocéardio, masculo esquelético, e em leucécitos humanos (Benjamin
& Christians, 2002). Desta forma, o aumento da expressao de HSPs na superficie de
leucdcitos apds treinamento intenso agudo sinaliza estresse excessivo (Whitham et al., 2004),
porém, ndo se conhece, até entdo, os efeitos do treinamento resistido sobre a expressdo de
HSP70 em células imunocompetentes. No exercicio de endurance, as HSPs facilitam a
biogénese mitocondrial, além de regular as vias de sinalizacdo associadas a apoptose (Mikami
et al., 2004; Morton et al., 2009). A HSP70, também est& envolvida na regulacdo da resposta
primaria a uma lesdo muscular, devido ao seu papel na regeneracdo e recuperacdo de
miofibras (Senf et al., 2013) e a inibi¢do da via do NFkB, modulando a resposta inflamatoria
(Shi et al., 2006; Milne & Noble, 2008).

A inducéo da expressdo da familia HSP de 70 kDa tem sido investigada devido ao seu
papel modulador da reposta imune inflamatoria e citoprotecdo sob condicdes de estresse
(Urso, 2013). Neste sentido, observa-se o efeito citoprotetor da glutamina como potencial
elemento terapéutico (Figura 1). A glutamina estimula a expressdo de HSP70, proteina

relacionada ao estresse que age como um regulador chave da inflamacao (Kim et al., 2013;
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Petry et al., 2014), atuando como um importante modulador da resposta ao estresse mediada
por HSPs, por meio da O-glicosilagéo, translocacdo nuclear e ativagéo transcricional do HSF-
1 (Wischmeyer, 2002; Singleton KD & Wischmeyer, 2008).

Estresse mecanico,
oxidativo e inflamatorio

GLUTAMINA

Manutengdo da
homeostase proteica
HSP70 Transporte de proteinas
Citoprotegdo através de membranas
GLUTAMINA 1 Modulagdo da
resposta inflamatéria
NFKB

/ Citocinas

InflamagGo €= . qumatérias

Figura 1 Efeito citoprotetor da glutamina no musculo esquelético.

O aumento dos estoques de glutamina no masculo esquelético contribui para a manutencao da
homeostase proteica e regeneracdo tecidual, por meio da expressao de proteinas de choque
térmico de 70 kDa (HSP70) e bloqueio da ativacdo da via de sinalizacdo do NFKB.

Consequentemente, a resposta inflamatdria é atenuada aumentando a citoprotecao celular.

5.3 Glutamina e Exercicio Fisico

A glutamina € o aminodacido livre mais abundante no plasma e musculo esquelético,
sintetizada a partir do glutamato e da aménia durante reacdo catalisada pela enzima glutamina
sintetase (Pedersen & Hoffman-Goetz, 2000; Newsholme et al., 2003). Este aminoacido é
utilizado em altas taxas por leucécitos, e fornece energia para a biosintese celular de
nucleotideos. E essencial para funcdo e proliferacdo de células de rapida divisio como
enterdcitos, bem como para a atividade fagocitica de macréfagos e sintese de glutationa, o

antioxidante mais potente do organismo (Newsholme et al., 2003). Quantitativamente, 0
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principal tecido de sintese, estoque e liberacdo de glutamina é o tecido muscular esquelético, e
este possui um papel essencial na regulagdo da glutaminemia em situages de elevada
demanda por outros 6rgdos e tecidos (Pedersen & Hoffman-Goetz, 2000; Iwashita et al.,
2005). Sendo assim, a atividade do musculo esquelético pode influenciar diretamente o
sistema imune (Pedersen & Hoffman-Goetz, 2000).

Tendo em vista a alta taxa de metabolizac¢éo da glutamina livre por enterdcitos (Stoll B
& Burrin, 2006; Zhou et al., 2012), a oferta deste aminoacido as celulas do sistema imune
também € comprometida (Rogero et al., 2006). Entretanto, uma alternativa para transpor a
barreira intestinal tem sido a utilizacdo de dipeptideos de glutamina, tais como o L-alanil-L-
glutamina (DIP), utilizado em estudos clinicos (Rooyackers et al., 1995; Klassen et al., 2000;
Lima et al., 2002) e relacionados ao esporte (Furst, 2001; Rogero et al., 2006; Petry et al.,
2014; Cruzat et al., 2014) como um meio alternativo de administracdo oral de glutamina. Em
2004, Rogero e colaboradores investigaram os efeitos da suplementacdo oral aguda e cronica
com o DIP sobre as concentrages plasmaticas e teciduais de glutamina e verificaram que a
suplementacdo aguda aumentou a concentracdo plasmatica de glutamina e, a suplementagédo
crbnica aumentou as concentracdes muscular e hepatica em ratos saudaveis (Rogero et al.,
2004).

Em 2006, investigou-se o efeito da suplementacdo com glutamina livre e DIP sobre as
concentracOes plasmaéticas e teciduais de glutamina em ratos treinados, imediatamente e trés
horas apds uma unica sessdo de exercicio até a exaustdo. Os autores demonstraram que a
suplementacdo crénica com DIP promoveu maior concentracdo de glutamina nos musculos
gastrocnémio e s6leo imediatamente ap6s o teste de exaustdo, comparada a suplementacao
cronica com glutamina livre (Rogero et al., 2006). No exercicio de longa duracdo, a
suplementacdo oral com DIP ou com L-glutamina associada a L-alanina, ambas na forma
livre, promoveram resultados semelhantes no aumento da concentracdo de glutamina, bem
como nos estoques muscular e hepético de glutationa, o que influenciou o estado redox celular
(Cruzat et al., 2010).

A eficacia do DIP tem sido relacionada ao transportador intestinal 1 (PepT1), que
facilita uma ampla absorcdo de dipeptideos e tripeptideos (Buyse, 2001). O DIP também
permite um fornecimento de mais moléculas de glutamina na osmolalidade fisiologica
necessaria para solucdes orais (Petry et al., 2014; McCormack et al., 2015). Em estudo que
avaliou a reidratacdo com o DIP em bebida esportiva, durante uma hora de corrida com
intensidade submaxima, os autores observaram uma diminui¢do no tempo de reagdo dos

atletas aos estimulos visuais (Pruna et al., 2016). Em outro estudo, a ingestdo de DIP durante
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uma corrida de intensidade moderada resultou em uma significativa melhora do desempenho
durante um teste subsequente de exaustdo. Os resultados foram atribuidos a uma melhora na
absorcdo intestinal de fluidos e eletrolitos e, possivelmente, no musculo esquelético
ocasionando maior desempenho neuromuscular, além do possivel efeito gliconeogénico da
alanina poupando glicogénio muscular e retardando a fadiga (McCormack et al., 2015; Pruna
etal., 2016).

Estudos realizados em nosso laboratorio com modelos animais submetidos ao
exercicio aerdbio intenso e exaustivo, ou ainda, em situacdes de elevado catabolismo, tais
como sepse, evidenciam que a suplementacdo crénica com DIP ou com os aminoacidos L-
glutamina e L-alanina na forma livre sdo intervencOes nutricionais eficientes para o
fornecimento de glutamina ao organismo, fato que pode atenuar o processo lesivo e
inflamatdrio (Rogero et al., 2004; 2006; Cruzat et al., 2009; 2010; 2014; Petry et al., 2014).
Embora a captacdo de glutamina pelo enterdcito seja prioritaria, os resultados permitem
sugerir que a presenca de outros aminoacidos, tais como a alanina, possa alterar o
metabolismo da glutamina (Petry et al., 2014). Contudo, o efeito da L-alanina sobre a
disponibilidade de glutamina em situacGes catabodlicas, bem como os efeitos de ambos 0s
aminoacidos sobre a lesdo, a inflamacéo e a citoprotecdo celular em modelo animal submetido

a TR néo séo conhecidos.

6 MATERIAL E METODOS

6.1 Animais

O projeto foi aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de Animais da Faculdade de
Ciéncias Farmacéuticas — USP (Protocolo CEUA/FCF/428). O estudo foi realizado com 40
ratos adultos (60 dias), da linhagem Wistar albinos, pesando aproximadamente 228+2,03
gramas. Os animais foram obtidos no biotério da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas e do
Instituto de Quimica da Universidade de Sado Paulo e mantidos sob um ciclo de luz invertido
de 12 h (luzes acesas as 16:00 horas, luzes apagadas 04:00 horas), a uma temperatura
ambiente de 22 + 2° C e umidade relativa de 55 + 10% durante oito semanas. Os animais
tiveram acesso livre a agua e racdo padrdo (NUVILAB CR1; Nuvital Nutrients), composta

por 22% de proteina. A ingestdo de racdo e o peso corporal foram registrados trés vezes por
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semana, a ingestdo de liquidos foi avaliada diariamente e o peso final foi determinado antes

da eutanasia.

6.2 Grupos experimentais

Todos os animais foram adaptados ao ambiente laboratorial durante uma semana antes
do inicio do protocolo experimental. Apds o periodo de adaptacdo, os animais foram pesados
e distribuidos aleatoriamente em cinco grupos (n=8/ grupo): nao treinados (SED) e treinados
(CTRL), com &gua ad libitum; treinados, suplementados com L-alanina (ALA); treinados,
suplementados com L-alanina e L-glutamina livres (GLN+ALA); treinados, suplementados

com o dipeptideo L-alanil-L-glutamina (DIP).

6.3 Suplementacéo

A suplementacdo foi administrada ad libitum na &gua de beber dos animais, a uma
concentracdo de 4% (4 g dissolvidos em um volume final de 100 ml), nos dltimos 21 dias do
experimento, caracterizando um periodo crénico de suplementacdo na fase mais intensa do
treinamento (Rogero et al., 2004; Cruzat et al., 2010). A ingestédo de suplemento foi medida
diariamente. A administracdo na agua potavel foi selecionada ap6s dificuldades técnicas na
administracdo diaria de gavagem e na tentativa de reduzir o estresse da manipulacdo, além de
aumentar a frequéncia de ingestdo de aminoacidos ao longo do dia (Prada et al., 2007). A
proporcdo de aminodcidos diluidos na dgua de beber dos animais foi calculada com base na
concentracdo da solucdo comercial do dipeptideo L-alanil-L-glutamina (Dipeptiven®, 20 g de
L-alanil-L-glutamina dissolvida em 100 ml de agua). A L-glutamina livre e a L-alanina livre
foram fabricadas pela empresa Labsynth (Synth), enquanto o Dipeptiven® foi fabricado pela

empresa Fresenius Kabi S.A.

6.4 Protocolo de treinamento resistido e teste de carga maxima (TCM)

O protocolo de treinamento foi adaptado de Scheffer et al., (2012), originalmente
publicado por Hornberger & Farrar (2004), e consistiu em escalar uma escada vertical (1,1m X
0,18m, degrau de 2-cm, inclinada a 80°) com aparato de carga acoplado a base da cauda
(Figura 2). O protocolo iniciou-se pela adaptagdo, com oito escaladas consecutivas (uma

série) e carga correspondente a 5% do peso corporal. Em seguida, a carga do treinamento foi
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aumentada progressivamente para 25, 50, 75 e 100% do peso corporal, envolvendo trés a seis
séries de oito repeticbes (Figura 3), com intervalo de dois minutos entre as séries. Cada sessao

de treinamento foi realizada com intervalo de 48 horas, por seis semanas.

Figura 2 Escada usada no treinamento resistido.

Foram realizados trés testes de carga maxima (TCM) para determinar o desempenho
durante o protocolo de treinamento: apds o periodo de adaptagdo (teste 1), antes da
suplementacdo (teste 2) e apds a suplementacdo (teste 3). Resumidamente, o protocolo de
teste consistiu em uma escalada com uma carga inicial de 75% do peso corporal, e uma carga
adicional de 30 g em cada escalada, com dois minutos de descanso entre cada subida. Este
procedimento foi repetido sucessivamente até a exaustdo, sendo a maior carga carregada

considerada como resultado final do TCM.

Inicio do Inicio da
treimnamento suplementacéo
12 Semana 22 32 42 52 62 72 8  Sacrificio
Carga 5% 25% 50% 75% 100%
Adaptaciio 3 séries 4 séries 5 séries 6 séries

Figura 3 Desenho experimental e protocolo de treinamento.

6.5 Eutanasia dos animais e coleta de amostras
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A eutanasia foi realizada por decaptacdo, uma hora ap6s a ultima sessdo de
treinamento. Apos a coleta de sangue em tubos heparinizados, amostras de soro, plasma e
leucdcitos foram armazenadas em freezer (-80°C). O musculo esquelético Extensor Digitorum
Longus (EDL) foi cirurgicamente excisado, pesado, e imediatamente congelados em

nitrogénio liquido para armazenamento em freezer (- 80°C) e posteriores analises.

6.6 Parametros analisados durante o experimento

Peso corporal

Consumo de racéo

Ingestao hidrica

Consumo de suplemento
Concentracdo sanguinea de lactato
TCM

YV V. V V V V

6.7 Parametros analisados ap0s eutanasia

6.7.1 Plasma
> Concentracdo de glutamina e glutamato
> Concentracdo de creatina quinase
> Concentracéo de lactato desidrogenase
> Concentracdo de TNF-a, IL-1p, IL-6, IL-10, MCP-1

6.7.2 Células mononucleares do sangue periférico (PBMC)
> Expressédo de HSP70 (HSP 72 e 73)

6.7.3 Musculo esquelético

Concentracédo de glutamina e glutamato

Atividade de ligagéo nuclear do NF-«xB

Expressao proteica: HSP70 (HSP 72 e 73)
Concentracdo de TNF-a, IL-6, IL-10

YV V VYV V
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6.8 Determinac0es plasmaticas e teciduais

6.8.1 Lactato sanguineo

O lactato sanguineo foi determinado durante o treinamento, na terceira sessdo de cada
carga de treinamento (25, 50, 75 e 100% do peso corporal). As amostras foram coletadas em
repouso e imediatamente ap0s o exercicio, da veia da cauda dos animais em tubos

heparinizados e analisadas em um lactimetro (Yellow Spring Instruments, Life Science).

6.8.2 Separacédo de PBMC

A separacdo de PBMC foi realizada pela técnica de Ficoll-Hypaque 1,084, utilizando
como anticoagulante heparina sodica a 5% (Boyum et al., 2002). Apos a coleta, 0 sangue é
diluido 1:3 com PBS e centrifugado por 10 minutos a 400 x g em tubos conicos de 15 mL,
contendo 3 mL de solucdo de Ficoll-Hypaque 1,084. Neste procedimento ocorre a separacdo
em gradiente descontinuo de polissacarose, Ficoll 400, o qual se agrega aos eritrocitos e
granuldcitos precipitando-os durante a centrifugacdo na presenca de diatrizoato de sodio
(Hypaque) que garante a densidade do gradiente.

Nesta concentracdo (10,24%), o diatrizoato fornece uma solucdo ligeiramente
hipertdnica (311 mOsm/kg H,O) o que torna possivel a posterior coleta e separacdo de
PBMC, enquanto que eritrécitos e granulécitos tendem a precipitar com o Ficoll. Por método
de aspiracdo com o auxilio de uma pipeta Pasteur de plastico € feita a coleta de PBMC. Uma
vez coletadas, as amostras sdo 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 precipitar as células. Ao término da
centrifugacdo o PBS € aspirado retirando as plaquetas ainda restantes na nuvem.

6.8.3 Creatina Quinase

A concentracdo de creatina quinase (CK) foi determinada atraves do Kit CK- NAC
liquiform (Labtest, Brasil) utilizado no aparelho Labmax 240 (Labtest) conforme a
metodologia descrita por Schumann et al (2002). A atividade de CK é determinada atraves

das seguintes reacdes: A CK catalisa a desfosforilacdo da creatina fosfato para produzir
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adenosina trifosfato (ATP), a qual reage com a glicose na presenca da hexoquinase (HK)
formando glicose-6-fosfato. A glicose -6-fosfato, na presenca de glicose-6-fosfato
desidrogenase (G-6-PDH), é oxidada a 6-fosfogluconato (6-PG) e reduz NADP a NADPH. A
velocidade de incremento na absorbancia em 340 nm é proporcional a atividade da CK na

amostra.

6.8.4 Lactato Desidrogenase

A concentracdo de lactato desidrogenase (LDH) foi determinada, conforme instrugdes
do fabricante através do Kit LDH liquiform (Labtest, Brasil) utilizado no aparelho Labmax
240 (Labtest), de acordo com a reacdo em que a LDH catalisa a conversdo do piruvato a
lactato na presenca de NADH. O decréscimo da absorbancia em 340nm devido a oxidagdo do

NADH é proporcional & atividade da LDH na amostra.

6.8.5 Concentrac6es de glutamina e glutamato

A determinacdo de glutamina e glutamato foi realizada através de kit comercial
(Sigma-Aldrich Diagnostics Inc., Saint Louis, Missouri, EUA). Amostras de plasma foram
congeladas a -80°C, para garantir a estabilidade. Para a determinacdo dos conteldos de
glutamina e/ou glutamato, as amostras foram homogeneizadas com &cido tricloroacético
(TCA) a 5% na proporc¢édo de 1:1 em homogeneizador (Ultra Turrax). Apds a homogeneizacao
em TCA as amostras foram neutralizadas utilizando 6 pL de Na,COj3 para cada 100 pL de
sobrenadante coletado posteriormente a centrifugacéo 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,COjs utilizado €
suficiente para trazer o pH das amostras para cerca de 6,5. Para o ensaio foram utilizados 20
ML dos sobrenadantes em triplicata.

A primeira reacdo do ensaio de glutamina/glutamato consiste na desaminacao
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
sdo proporcionais a quantidade de NADH formado, medido a 340 nm em leitoras de
microplaca de ELISA (Biorad Benchmark Microplate Reader340-750nm UV/VIS, Califérnia,
EUA) conforme método descrito por Lund (1985).
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6.8.6 Concentragdes plasmaticas de TNF-a, IL-6, IL-10, IL-18 ¢ MCP-1

Para determinacdo das concentragcdes plasmaticas de TNF-a, IL-6, IL-1B, IL-10 e
MCP-1 foram utilizados Kits com micro placa para citocinas de animais (Tecnologia
Millipore Lincoplex - Billerica, MA, USA). Este ensaio envolve um processo que cora
internamente micro esferas de poliestireno com dois fluorocromos espectrais distintos.
Utilizando uma proporcao destes dois fluorocromos séo criados conjuntos de esferas. Cada
esfera € conjugada a um anticorpo analitico especifico. As micro esferas sdo combinadas em
um Unico pogo de reacao.

Os ensaios se fundamentam na metodologia “sanduiche” convencional de dois sitios,
onde a mistura de micro esferas € incubada com padrfes e amostras em formato de placa de
96 pocos utilizando anticorpo biotinilado, e incubada com o conjugado estreptavidina-
ficoeritrina. A leitura é realizada no equipamento Luminex 200 (Millipore, EUA) através de
sistema duplo de lasers que incide sob as micro esferas, a medida que estas fluem através do
fluxocelular. Um feixe de laser detecta a micro esfera (o cddigo de cor especifico para o
ensaio) e o outro laser quantifica o sinal de reporter em cada micro esfera. As micro esferas
passam através do fluxo celular Luminex, cada micro esfera é identificada e o sinal

estreptavidina-ficoeritrina associado a elas é quantificado.

6.8.7 Andlises de western blotting

As membranas foram incubadas com o anticorpo primario HSP70 (1:1000 Cell
Signaling Technology). A analise do conteudo celular de B-Actina foi utilizada como
normalizador, utilizando os mesmos métodos e instrumentos para a incubacdo com anticorpo

anti 3-actina contendo peroxidase (1:1000 Sigma-Aldrich).

6.8.7.1 Extracdo de proteina

Amostras congeladas (300 a 400 mg) do musculo esquelético EDL foram mantidas em
microtubos até a extracdo. Os tecidos foram homogeneizados em 1,2 mL de tampé&o para lise
e extracdo das proteinas contendo 20 mM Tris HCI (pH 7,4), 150 mM NacCl, 2% Nonidet P-
40, 1 mM EDTA (pH 8,00), 10% glicerol, 20 mM fluoreto de sddio, 30 mMpirofosfato de

sodio, 0,2% SDS, 0,5% deoxicolato de sddio e 4gua ultrapura.
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O tampéo é sempre mantido no gelo e no momento do uso acrescenta-se 1mM de
PMSF, 1 mM ortovanadato de Na, 50 uM leupeptina e 5 uM aprotinina (Sigma-Aldrich). Para
a homogeneizacdo é utilizado homogeneizador elétrico tipo polytron (Ika T10 basic) na
velocidade méxima, em 3 ciclos de cerca de 30 segundos cada. A velocidade elevada é
utilizada para dissociar e romper o tecido. Entre a homogeneizagéo de diferentes amostras, o
homogeneizador é lavado em &lcool 70% e agua ultrapura. Durante todo o processo de
homogeneizacdo, os tubos contendo as amostras sdo mantidos no gelo, no intuito de reduzir a
atividade de fosfatases e enzimas proteoliticas.

Posteriormente, as amostras sdo centrifugadas por 15 minutos a 14.000 rpm e
temperatura de -40C. Ap0Os a centrifugacdo, ocorre separacdo em trés camadas: fatcake
(camada superior), proteinas extraidas (camada intermediaria) e infranadante (camada
inferior). A camada intermediaria é coletada delicadamente, com o auxilio de seringa e
agulha, e transferida para outro tubo (1,5 mL). Serfo feitas aliquotas de 50 puL e armazenadas
em freezer (-80°C).

6.8.7.2 Preparo do gel de poliacrilamida

Os géis foram preparados em bicamada, sendo a camada superior (gel de
empacotamento) constituida de acrilamida a 5%, 125 mM Tris (pH 6,8), 0,1% SDS, 0,1%
persulfato de amonia e 0,1% TEMED. Os géis inferiores (resolutivos) foram preparados com
poliacrilamida nas concentracdes de 7,5 e 10%, 380 mM Tris (pH 8,8), 0,1% persulfato de
amonia e 0,077% TEMED.

6.8.7.3 Preparo de lisado de proteinas para SDS-PAGE

As amostras foram combinadas com tampao de amostra contendo 240 mM Tris, (pH
6,8), 40% glicerol, 0,8% SDS, 200 mM beta-mercaptoetanol e 0,02% azul de bromofenol.
Amostras contendo 30 pg de proteina foram previamente aquecidas em banho-maria por
cinco minutos com o intuito de desnaturar as proteinas. Logo em seguida, as amostras foram
aplicadas no gel de poliacrilamida, com ponteiras para gel (diametro da ponta 0,57 mm),
balizado por marcador padrdo de peso molecular Full-Range Rainbow de 12.000 a 225.000
Da (Amersham GE Healthcare- RPN80OE). A eletroforese é realizada em cubas para gel
(Amersham GE Healthcare), inicialmente a 60 V. Quando as proteinas atravessam o gel de

empilhamento, a voltagem é aumentada para 120 V, sendo mantida até o final da corrida.
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6.8.7.4 Transferéncia de proteinas do gel para a membrana de nitrocelulose

Para a transferéncia de proteinas do gel para a membrana de nitrocelulose (Amersham
Hybond ECL Nitrocellulose), as membranas foram hidratadas e, entdo, um "sanduiche" foi
montado na seguinte ordem: esponja, 2 folhas de papel filtro de 3 mm (Whatman), gel,
membrana, 2 folhas de papel de filtro de 3 mm e esponja. A transferéncia de proteinas do gel
para a membrana é realizada em cuba de eletroforese (Biorad), na presenca de tampdo de
transferéncia (3 mM glicina, 48 mM Tris base, 0,037% SDS , 20% metanol, pH 8,3), sob
corrente de 25 V, por 90 min. A cuba de eletroforese é mantida em recipiente com gelo, para
preservar a integridade das proteinas no gel. A eficiéncia da transferéncia € verificada
corando-se a membrana, por 5 min, com corante Ponceau (1% ponceau, 1% acido acético),
seguida de lavagem com PBST [8% NaCl, 0,2% KCI, 0,2% KH2(PO)4, 1,15% Na2H(PO)4,
0,5% Tween].

6.8.7.5 Incubacéo com anticorpos

Para a sondagem das proteinas de interesse foi utilizado o aparelho Snap ID
(Milipore). As membranas de nitrocelulose foram blogueadas com proteinas de albumina
bovina a uma concentracdo de 5%, em tampdo PBST, por 20 minutos. Posteriormente foram
lavadas por 3 x e incubadas overnight com anticorpo especifico para cada proteina de
interesse, mantendo as membranas sob leve agitacdo, a 4°C . A anélise do conteudo celular de
B-Actina foi utilizada como normalizador, utilizando os mesmos métodos e instrumentos para
a incubacdo com anticorpo primario. As membranas foram lavadas 3 vezes, com PBST e
incubadas com anticorpo anti-1gG de coelho, conjugado com peroxidase de raiz forte, diluido
1:10.000 em PBST, por 20 minutos. Ao final da incubag&o as membranas foram novamente

lavadas por 3 vezes.
6.8.7.6 Revelacdo com sistema Quimioluminescente
A solucdo de revelacéo e preparada pela mistura de volumes iguais dos reagentes 1 e 2

do kit ECL Advance (GE Healthcare), composto por luminol, fenol e perdxido de hidrogénio,

e a mistura é utilizada para umedecer as membranas. Os blots sdo visualizados pelo sistema
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de bioimagem ImageQuant™ 400 (GE Healthcare) e analisados pelo software QuantityOne
(Bio-Rad).

6.8.8 Atividade de ligacao nuclear do NF-kB

A atividade total de ligagdo ao DNA do fator de transcricio NF-kB p65 foi
determinada no extrato nuclear do muasculo EDL por ensaio de desvio de mobilidade
eletroforética. Fracbes nucleares foram isoladas utilizando o método recomendado no Kit
Nuclear Extraction Kit (Abcam), que consiste em homegeneizar amostras de tecido em
tampé&o de pré-extragdo (5mL/ g tecido) e posteriormente em uma solugdo de extrato nuclear
(10ul/ 2 mg de tecido), mantendo as amostras em gelo para evitar a degragéo proteica.

Apbs testar a diluicdo, os extratos nucleares das amostras sdo subsequentemente
analisados quanto a atividade de NF-KB, conforme as instru¢des do fabricante utilizando o kit
NF-kB p50/p65 transcription factor assay kit (Abcam). NF-kB p65 foi detectado por adicéo
de um anticorpo primario especifico anti NF-KB p65. Um anticorpo secundario foi
adicionado para proporcionar uma leitura colorimétrica sensivel a 450 nm. As quantidades de
NF-KB p65 foram normalizadas por diviséo de cada leitura das amostras pela concentracéo de
proteina nuclear, o que permite fazer comparacdes semi-quantitativas das quantidades
relativas de NF-KB p65 nuclear entre os grupos correspondentes.

6.9 Andlise estatistica

O tamanho amostral foi calculado para detectar a menor diferenca esperada entre os
grupos para a principal variavel dependente do estudo (concentracdo de glutamina). Foi
utilizado um poder estatistico de 80% para um nivel de significancia de 0,05%. Foram
utilizados os testes Kolmogorov-Smirnov e teste de normalidade de Levene. As comparacoes
entre os grupos foram realizadas por ANOVA de uma via, com pés-teste de Tukey HSD. As
analises em tempos diferentes foram realizadas com medidas repetidas. O coeficiente de
correlagéo de Pearson (r) foi utilizado como medida de associagdo para comparagdes entre a
ingestdo de aminoéacidos e as concentracGes de glutamina no plasma e masculo de animais
treinados. O nivel de significancia estatistica foi fixado em p<0,05. Os dados foram

analisados usando Prism 5.0 para Windows e expressos como média e desvio padrao.
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7 RESULTADOS

O ganho de peso corporal e o consumo de racdo foram reduzidos (em 30 e 11%,
respectivamente) no grupo CTRL em comparacdo com o grupo SED (p<0,05). No entanto,
ndo foram observadas diferencas entre os grupos treinados antes do periodo de
suplementacdo. Conforme ilustrado na Tabela 1, o treinamento atenuou o aumento de peso
corporal e a ingestdo de alimentos no grupo CTRL (p<0,05 vs SED) ao longo do periodo de
suplementacdo, e ndao houve diferenca na ingestdo de agua entre os grupos SED e CTRL.
Embora a ingestéo de suplementos tenha sido maior no grupo ALA (65,14 + 2,92 ml/ dia)
comparado aos grupos GLN+ALA e DIP (60,15 + 1,90 e 52,75 + 1,90 ml/ dia,
respectivamente), bem como em todos 0s grupos suplementados em comparacdo com o CTRL
(p <0; 05), as administracdes de L-glutamina ou L-alanina ndo afetaram o aumento de peso e
a ingestdo de alimentos.

O TCM foi realizado para determinar o desempenho durante o protocolo de
treinamento. Conforme ilustrado na figura 4, todos os animais treinados demonstraram um
aumento no desempenho (p<0,05) nos testes 2 e 3 (aproximadamente 32 e 50%,
respectivamente) quando comparados com o primeiro teste. No entanto, é importante ressaltar
que ndo houve diferenca entre o teste 2 e o teste 3, 0 que sugere uma menor capacidade de
carregamento de carga, consistente com a fase de maior intensidade do protocolo de
treinamento resistido. Ndo houve diferenca significativa entre animais controles e animais
suplementados (Figura 4).

Adicionalmente ao TCM, a intensidade do exercicio e a demanda metabdlica foram
avaliadas pela determinacdo do lactato sanguineo de repouso e imediatamente ap6s o treino de
cada carga (25, 50, 75 e 100% do peso corporal). Os animais do grupo CTRL exibiram a
concentracdo de lactato sanguineo duas vezes maior no treinamento com carga de 100% do
peso corporal, em relacdo a todas as cargas anteriores (p<0,05), sugerindo aumento da
demanda energética promovido pelo ER. Nos grupos suplementados, a concentracdo de
lactato aumentou aproximadamente 80% na carga de 100%, o que foi estatisticamente
significativo quando comparado com a carga de 25% do peso corporal (p<0,05). Além disso,
ambos os grupos suplementados com L-glutamina apresentaram menor concentragdo de

lactato na carga de 100%, quando comparados aos controles (p<0,05) (Figura 4).
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Tabela 1 Peso corporal inicial, ganho de peso, consumo diario de racéo e ingestao hidrica de ratos submetidos a treinamento resistido e avaliados

durante o periodo de suplementacéo.

SED CTRL ALA GLN+ALA DIP

Peso corporal inicial (g) 224,80+5,46 232,80+9,52 224,90+7,34 230,60+5,61 230,80+4,76
Ganho de peso (%) 13,11+1,77 7,17+2,17* 6,28+3,22* 7,35+2,80* 8,11+1,72*
Consumo de racéo (g/dia) 27,08+0,65 23,00+1,92* 22,15+2,04* 21,69+0,53* 21,66+0,32*

Ingestdo hidrica (mL/dia) 39,06+2,12 37,88+2,16 65,14+7,16*" 60,15+4,64*" 52,75+4,66*"

SED (grupo sedentario hidratado com agua); CTRL (controle treinado e hidratado com agua); ALA (treinado e suplementado com L-alanina);
GLN+ALA (treinado e suplementado com L-alanina e L-glutamina); DIP (treinado e suplementado com L-alanil-L-glutamina). Os suplementos
foram diluidos a 4% em &gua filtrada e ofertada ad libitum nos Gltimos 21 dias do experimento. O protocolo de treinamento resistido de 8
semanas consistiu em escalar uma escada com aumento de carga progressivo. Os dados foram apresentados como média £ DP (n = 8). *p <0,05
vs. SED; *p <0,05 vs. CTRL; %p <0,05 vs. DIP (ANOVA, Tukey HSD).
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Figura 4 Teste de carga maxima e lactato sanguineo.

O teste de carga maxima (TCM) foi realizado antes da suplementacdo (teste 1 e teste 2) e apds o periodo de suplementacado (teste 3) ao longo do
protocolo de treinamento resistido (n 8). Os valores sdo apresentados como média + desvio padrdo. *p<0,05 vs teste 1; **p<0,01 vs testes 1 e 2.
O lactato sanguineo foi avaliado na terceira sessdo de cada carga de treinamento (25, 50, 75 e 100% do peso corporal). *p<0,05 vs as cargas de
25, 50 e 75%; "p<0,05 vs carga de 25%; “p<0,05 GLN+ALA e DIP vs CTRL.
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Devido ao aumento da demanda fisioldgica desencadeada pelo exercicio intenso, a
concentracdo de glutamina no plasma e nos tecidos é reduzida de forma acentuada,
especialmente nos principais tecidos de estoque e liberacdo do aminoacido para todo o corpo,
como o musculo esquelético. Os resultados apresentados na Tabela 2 demonstram que o
treinamento reduziu as concentra¢es de glutamina tanto no plasma quanto no masculo, bem
como a razdo glutamina/ glutamato no musculo EDL do grupo CTRL, quando comparado aos
animais SED (p<0,05). Em contraste, as intervencdes nutricionais com ALA, GLN+ALA e
DIP atenuaram os efeitos do ER, aumentando a concentracdo plasmatica de glutamina (45, 40
e 57%, respectivamente), quando comparado com o grupo CTRL (p<0,05). Além disso, as
concentragdes musculares de glutamina foram significativamente restauradas nos grupos
GLN+ALA e DIP. Embora a ingestdo de aminodcidos tenha sido aumentada em grupos
suplementados (33%) em comparacdo com o CTRL, ndo foi observada correlacédo
significativa entre a ingestdo de aminoacidos e as concentracfes de glutamina no plasma dos
grupos ALA (r = 0,28, p = 0,59), GLN+ALA (r = 0,42, p = 0,40) e DIP (r = 0,40, p=0,42),
bem como no musculo (r = 0,04, p = 0,93; r = 0,33, p = 0,52; r = 0,10, p = 0,85,
respectivamente).

A andlise das concentracGes plasmaticas de CK e LDH foi realizada para avaliagdo de
lesdo muscular. Neste estudo, houve um aumento de CK e LDH (56 e 39%, respectivamente)
no grupo CTRL treinado em comparacdo com o grupo SED (p<0,05). No entanto, este efeito
foi atenuado pela administracdo de GLN+ALA e DIP, quando comparado com o grupo CTRL
(p <0,05). Além do aumento na concentracdo de marcadores de lesdo, o TR promoveu
aumento nas concentracdes plasmaticas dos marcadores inflamatérios IL-1p (75%), TNF-a
(14%), 1L-6 (45%), IL-10 (46%) e MCP-1 (33%) no grupo CTRL comparado ao SED
(p<0,05). No entanto, as interven¢des nutricionais com ALA, GLN+ALA e DIP reduziram as
concentragfes plasmaticas de IL-1B e TNF-a (57 e 21%, respectivamente), quando
comparadas com os controles (p<0,05). De forma interessante, 0s animais suplementados com
GLN+ALA e DIP exibiram um aumento na concentracdo de IL-6 (38%), IL-10 (91%) e
MCP-1 (28%), em compara¢do com o grupo CTRL (Tabela 2; p<0,05).

Conforme observado na Tabela 2, 0 TR e a suplementacéo nutricional tiveram impacto
nos marcadores de inflamacdo muscular. No grupo CTRL, o TR induziu um aumento na
concentracdo dos mediadores inflamatorios TNF-o, I1L-6 e IL-10, quando comparados aos
animais SED (p<0,05). No entanto, os suplementos ALA, GLN+ALA e DIP atenuaram estes
resultados (p<0,05 vs CTRL), mantendo a concentragdo de TNF-a, IL-6 e IL-10 proxima das
concentragOes basais observados no masculo EDL do grupo SED.
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Tabela 2 Efeito da suplementacdo com L-glutamina e L-alanina, nas formas livres ou como dipeptideo sobre marcadores de lesdo muscular e

inflamacéo no plasma, e concentracdes de glutamina e glutamato no plasma e musculo EDL de ratos submetidos a treinamento resistido.

SED CTRL ALA GLN+ALA DIP
Plasma
CK (U/mL) 12,10+2,23 18,83+2,62* 16,32+5,20% 10,27+4,60" 9,82+3,03"
LDH (U/mL) 5,13+0,77 7,12+1,33* 5,30+1,65 4,55+1,35" 4,77+1,08"
IL-1B (pg/mL) 0,08+0,03 0,14+0,03* 0,07+0,04" 0,06+0,04" 0,05+0,03"
TNF-a (pg/mL) 1,77+0,02 2,05+0,07* 1,68+0,09" 1,69+0,08" 1,52+0,08"
IL-6 (pg/mL) 7,38+2,10 10,72+2,30* 11,18+1,51*% 14,92+2 65*" 14,70+2,08*"
IL-10 (pg/mL) 0,95+0,23 1,39+0,14* 1,53+0,52*% 2,67+0,48*" 2,64+0,35*"
MCP-1 (pg/mL) 309,72+85,86 412,90+64,87* 432,80+37,52* 518,10+69,65*"  533,00+88,81*"
Glutamina (umol/l) 1,15+0,03 0,99+0,10* 1,44+0,11" 1,39+0,20" 1,56+0,37*"
Glutamato (umol/l) 0,83+0,25 0,79+0,31 0,7620,27 0,79+0,30 0,73+0,36
Musculo EDL
Glutamina (umol/ g tecido fresco) 8,59+0,21 6,73+0,75* 8,00+1,43 8,77+0,52" 9,05+1,05"
Glutamato (umol/ g tecido fresco) 6,18+0,45 6,26+0,10 6,28+0,10 6,44+0,25 6,32+0,08
Raz&o Glutamina/ Glutamato 1,40+0,06 0,99+0,21* 1,27+0,26 1,31+0,15" 1,37+0,24"
Glutamina (nmol/ mg proteina) 20,46+3,27 11,94+4,23* 22,44+11,12 23,06+2,55" 24,51+10,63"
Glutamato (nmol/ mg proteina) 13,98+4,92 18,23+8,08 18,80+7,41 17,94+2,48 14,45+3,66
Raz&o Glutamina/ Glutamato 1,41%0,04 0,99+0,05* 1,27+0,34 1,31+0,17" 1,33+0,23"
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TNF-o (pg/ mg proteina) 0,12+0,01 0,14+0,01* 0,10+0,02" 0,09+0,02" 0,09+0,02"
IL-6 (pg/ mg proteina) 6,61+0,75 8,35+0,98* 6,11+1,17% 6,11+1,07" 5,93+1,10"
IL-10 (pg/ mg proteina) 0,60+0,18 1,13+0,20* 0,62+0,24" 0,61+0,19" 0,58+0,07"

~ SED (grupo sedentario hidratado com agua); CTRL (controle treinado e hidratado com agua); ALA (treinado e suplementado com L-alanina);
GLN+ALA (treinado e suplementado com L-alanina e L-glutamina); DIP (treinado e suplementado com L-alanil-L-glutamina). Os suplementos
foram diluidos a 4% em agua filtrada e ofertados ad libitum nos dltimos 21 dias do experimento. O protocolo de treinamento resistido de 8
semanas consistiu em escalar uma escada com aumento de carga progressivo. Os dados foram apresentados como média £ DP (n = 8). *p <0,05
vs SED; *p <0,05 vs CTRL; ¥p <0,05 vs GLN+ALA e DIP (ANOVA, Tukey HSD).
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As HSPs, especialmente a familia HSP70, fornecem protecdo contra varias formas de
lesdo. Embora o exercicio seja um potente estimulo para a resposta mediada por HSPs, lesdes
inflamatdrias locais e sistémicas levam a um déficit nos conteddos da proteina HSP70, o que
pode prejudicar a homeostase celular e a recuperacao tecidual. Neste estudo, o conteddo
muscular de HSP70 foi significativamente reduzido (51%) pelo TR no grupo CTRL,
comparado ao SED (p<0,05). Além disso, o TR induziu uma diminui¢do severa (88%) no
contetdo de HSP70 nas PBMC circulantes (p<0,05), possivelmente porque estas células sao
incapazes de sintetizar a glutamina e dependem, em grande parte, da disponibilidade
plasmética e muscular deste aminoécido, o que foi comprometida pelo TR (Tabela 2). De fato,
a disponibilidade de glutamina é critica para a regulacéo da resposta mediada por HSPs, e 0s
suplementos GLN+ALA e DIP foram capazes de restaurar a concentracdo de HSP70 tanto no

musculo esquelético EDL quanto nas PBMC (Figura 5), quando comparado aos animais

CTRL (p<0,05).
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Figura 5 Contetdos de HSP70 em musculo EDL e nas células mononucleares do sangue
periférico (PBMC) de ratos submetidos a treinamento resistido.

SED (grupo sedentéario hidratado com agua); CTRL (controle treinado e hidratado com agua);
ALA (treinado e suplementado com L-alanina); GLN+ALA (treinado e suplementado com L-
alanina e L-glutamina); DIP (treinado e suplementado com L-alanil-L-glutamina). Os
suplementos foram diluidos a 4% em agua filtrada e ofertados ad libitum nos ultimos 21 dias
do experimento. O protocolo de treinamento resistido de 8 semanas consistiu em escalar uma
escada com aumento de carga progressivo. O musculo EDL foi extraido e congelado em
nitrogénio liquido para analise posterior. Amostras frescas de sangue foram coletadas e as

PBMC foram separadas por centrifugacdo em gradiente de densidade por Ficoll. Os
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imunoblots foram obtidos com anticorpo monoclonal HSP70 e as bandas normalizadas com
0s respectivos controles de B-actina. Os dados foram apresentados como média + DP (n = 8).
*p <0,05 vs SED; "p <0,05 vs CTRL.

O fator nuclear-kappa B é um complexo proteico que controla a transcricdo de DNA e
tem sido identificado como um fator de transcricdo chave na mediacdo da resposta
inflamatdria apds o exercicio. Neste sentido, a HSP70 intracelular possui importantes
propriedades anti-inflamatorias, proporcionando tolerancia ao estresse por meio do bloqueio
da ativacdo da via de sinalizacdo NF-kB (Singleton & Wischmeyer, 2007; Cruzat et al.,
2014). A atividade de ligacdo ao DNA do fator de transcricdo NF-kB p65 foi detectada em
extratos nucleares do musculo EDL e os resultados encontrados neste estudo (Figura 6) estdo
de acordo com estudos in vitro e in vivo com exercicios aerobios, uma vez que a diminuigédo
do contetido de HSP70 promoveu efeitos inflamat6rios aumentando a ativacdao de NF-xB p65
no musculo esquelético do grupo CTRL (34%), em comparacdo com o grupo SED (p<0,05).
Além disso, a glutamina é um substrato chave que tem um impacto na expressao HSP70.
Consequentemente, a reducdo de aproximadamente 30% na ativacdo do NF-kB p65 no
musculo EDL dos grupos que receberam suplementacdo pode ser decorrente do aumento no
conteldo HSP70, induzido pelo aumento da oferta de glutamina.
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Figura 6 Atividade de ligagdo ao DNA do NF-kB p65 detectada em extrato nuclear do
musculo EDL de ratos submetidos a treinamento resistido.

SED (grupo sedentéario hidratado com agua); CTRL (controle treinado e hidratado com agua);
ALA (treinado e suplementado com L-alanina); GLN+ALA (treinado e suplementado com L-
alanina e L-glutamina); DIP (treinado e suplementado com L-alanil-L-glutamina). Os

suplementos foram diluidos a 4% em agua filtrada e ofertados ad libitum nos ultimos 21 dias
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do experimento. O protocolo de treinamento resistido de oito semanas consistiu em escalar
uma escada com aumento de carga progressivo. O musculo EDL foi excisado e
imediatamente congelado em nitrogénio liquido para posterior preparacao de extrato nuclear.
Os dados foram apresentados como média + DP (n = 8). *p <0,05 vs SED; “p <0,05 vs CTRL

8 DISCUSSAO

Os resultados do presente estudo demonstraram que a suplementacdo oral crénica com
L-glutamina (na forma livre em solu¢do com L-alanina ou como dipeptideo) promoveu efeitos
ciprotetores mediados pela HSP70, atenuando marcadores de lesdo muscular e de inflamacéo.
A glutamina é conhecida como um aminoacido importante para o metabolismo e funcgéo
celular, servindo como um substrato metabdlico chave no fornecimento de energia e na
manutencgédo do balango nitrogenado (Stoll et al., 2006; Zhou et al., 2012). O metabolismo da
glutamina e a concentracdo sanguinea deste aminoacido sao drasticamente comprometidos em
situacOes catabolicas, que incluem exercicio de alta intensidade e de longa duracéo, conforme
descrito previamente. No entanto, pouco é investigado sobre o metabolismo da glutamina
administrada de forma oral em atividades predominantemente anaerébias, como o treinamento
resistido intenso.

O protocolo de treinamento realizado neste estudo promoveu reducdo das
concentragdes de glutamina no plasma e no musculo EDL. O tecido muscular é
quantitativamente a maior fonte e € essencial para a sintese e liberacdo de glutamina,
influenciando a concentracdo plasmatica deste aminoacido, bem como a sua utilizacdo por
outros tecidos e células, tais como PBMC (Curi et al., 1997; Newsholme, 2001; Santos et al.,
2007; Cruzat et al., 2014). Embora a glutamina corresponda a, pelo menos, 50% do pool de
aminoacidos livres no muasculo esquelético, em situacdes catabdlicas, a liberacdo muscular de
glutamina excede a sintese, 0 que pode comprometer a recuperacao tecidual devido a alta taxa
de degradacdo proteica induzida por desequilibrio no balanco nitrogenado apds o exercicio
(Newsholme, 2001; Newsholme et al., 2003; Cruzat et al., 2014). No presente estudo, a
administracdo oral crénica com L-glutamina e L-alanina, nas formas livres ou como o
dipeptideo, nédo alterou a ingestdo de racdo e o ganho de peso corporal entre os animais
suplementados, permitindo avaliar o efeito exclusivo das suplementagdes em ratos treinados.

Os efeitos benéficos descritos aqui corroboram os resultados publicados em estudos anteriores
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(Rogero et al., 2006; Cruzat & Tirapegui, 2009; Cruzat et al., 2010; Petry et al., 2014; Cruzat
etal., 2014).

Curiosamente, a suplementagdo com L-alanina aumentou significativamente a
concentracdo e os efeitos da glutamina. O exercicio € caracterizado por uma mudanca no
fluxo sanguineo do trato gastrointestinal para o musculo ativo, o que pode levar a mudangas
na absorcao intestinal de glutamina, como demonstrado em condicGes catabdlicas (Zhou et
al., 2012). A presenca de alanina em suplementos contendo glutamina demonstrou alterar o
metabolismo da glutamina, uma vez que esta é metabolizada a piruvato, via alanina
aminotransferase, e rapidamente consumida no Ciclo de Krebs para a geragdo de ATP e
sintese de glutamato a partir do 2-oxoglutarato (Battezzati et al., 1999; Cunningham et al.,
2005; Petry et al., 2014). Semelhante a glutamina, a alanina tem um papel central na
manutencdo do metabolismo intermediario (Curi et al., 1997; Newsholme, 2001; 2003). O
aumento na liberacao de alanina pelo musculo esquelético durante e apds o exercicio tem sido
considerada necessaria como uma forma ndo toxica de transporte de nitrogénio no musculo e
um substrato para a gluconeogénese hepatica, uma vez que o fluxo glicolitico € aumentado
proporcionalmente a intensidade de trabalho durante as contra¢fes musculares (Hood &
Terjung, 1994). Neste sentido, apesar da elevada demanda energética evidenciada pelo
aumento do lactato sanguineo, a alta concentracdo de glutamina no plasma de ratos tratados
com L-alanina corrobora a hipdtese de que a suplementacdo com alanina pode fornecer
substrato adicional para a gliconeogénese hepatica e renal, preservando a utilizacdo de
glutamina. Os efeitos benéficos da suplementacdo oral com glutamina, administrada em
combinagdo com outros aminoacidos, sobre a reducdo das concentracdes de citocinas
inflamatorias foram previamente demonstrados (Zhou et al., 2012). Neste estudo, a
suplementacdo com L-alanina reduziu a concentracdo plasmatica de citocinas pro-
inflamatdrias. No entanto, a administracdo de L-alanina livre ndo recuperou os estoques de
glutamina no masculo esquelético de ratos treinados.

A glutamina também tem sido utilizada como potencializador da expressao de HSP70
kDa (HSP70) (Wischmeyer et al., 2001; Petry et al., 2014) via O-glicosilacdo e fosforilacéo
de HSF-1 (Wischmeyer, 2002; Singleton & Wischmeyer, 2008) em animais sob estresse ou
em condi¢des normais (Wischmeyer et al., 2001). A proteina de choque térmico de 70 kDa
(HSP70) é uma das isoformas mais indutiveis de HSPs, interage com outras proteinas de
maneira dependente de ATP e é induzida por varios estimulos, como exercicio, lesdo e
regeneracdo muscular (Milne & Noble, 2008; Senf, 2013). A HSP70 desempenha um papel

importante na regulacéo da plasticidade do musculo esquelético (Peake et al., 2005; Milne &
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Noble, 2008; Petry et al., 2014), apoptose, morte celular, vias de degradacdo de ubiquitina e
translocacdo de proteina (Takayama et al., 2003). Recentemente foi proposta a hipdtese do
equilibrio de chaperonas, em que a ativacdo de NF-xB pode reduzir o conteudo intracelular de
HSP70, liberando a HSP70 no meio extracelular para agir na reducdo do estresse oxidativo
em células alvo. No entanto, quando elevada por periodo crénico no meio extracelular, a
HSP70 estimula a inflamagdo, o estresse oxidativo, a reducdo da expressédo de HSF-1 e,
eventualmente, a reducdo de HSP70 intracelular (Krause et al., 2015).

Para investigar a resposta de proteinas de choque térmico induzida pelo TR
progressivo, uma forma comum de exercicio, o conteudo de HSP70 foi avaliado no muasculo
EDL, o qual possui fibras de contragdo rapida e pode gerar alta poténcia de trabalho durante o
exercicio (Barclay et al., 1993). Embora o exercicio seja um estimulo para a resposta de
HSPs, neste estudo, o contetido total de HSP70 no musculo EDL diminuiu acentuadamente no
grupo CTRL, o que pode ter sido consequéncia do comprometimento da oferta de glutamina e
ativacdo do NF-kB. A supressdo da resposta de HSPs também foi encontrada nas PBMC,
componentes criticos do sistema imunoldgico envolvidos no processo de reparo do tecido
muscular ap06s o exercicio, uma vez que essas células sdo uma fonte primaria de liberacdo de
citocinas pré-inflamatorias (Risgy et al., 2003; Wischmeyer et al., 2003; lhalainen et al.,
2014). As PBMC sdo, em grande parte, dependentes da sintese e liberacdo de glutamina pelo
musculo esquelético no sangue, uma vez que estas células possuem baixa atividade da enzima
glutamina sintetase, catalisadora da sintese de glutamina a partir de aménia e glutamato
(Gleeson, 2008). A glutamina pode modular diretamente a liberagdo de citocinas proé-
inflamatorias em PBMC, o que pode estar relacionado a resposta de HSPs (Wischmeyer et al.,
2003). Os resultados deste estudo sugerem que os tratamentos com DIP e GLN+ALA
promoveram uma resposta citoprotetora, e esta resposta foi mediada pela reposicdo das
concentracdes de glutamina, além do aumento do contetdo de HSP70 no musculo esquelético
e PBMC.

A HSP70 tem sido considerada um regulador precoce da resposta inflamatéria a leséo
muscular devido ao seu papel na regeneracao e recuperacdo de miofibras (Senf et al., 2013).
O aumento de HSP70 resulta na inibicdo da sintese de citocinas inflamatérias em PBMCs
humanas (Wischmeyer et al., 2003), bem como na inativacdo da via de sinalizacdo NF-kB
(Pahl, 1999; Shi et al., 2006; Milne & Noble, 2008). Os resultados evidenciados neste estudo
sugerem que as concentracbes elevadas de HSP70 atenuaram a sintese de citocinas
inflamatorias por inativacdo do NF-xB. As respostas inflamatorias s3o mediadas pela ativagdo

de vias de sinalizacdo criticas, como a do NF-kB (Shi et al., 2006; Cooper et al., 2007; Chen
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et al., 2008; Finsterer, 2012). Em uma Unica sessdo aguda de exercicio, a atividade de NF-xB
é aumentada no musculo esquelético de ratos (Ji et al., 2004; Vella et al., 2012). A via NF-xB
atua como um integrador central das respostas ao estresse mecanico, oxidativo e inflamatério
(Pahl, 1999). No entanto, a ativacéo continua e a sintese de componentes inflamatdrios podem
estimular o recrutamento excessivo de células do sistema imune, promovendo uma lesdo
tecidual adicional (Urso, 2013). Este estudo demonstrou um aumento na atividade nuclear
NF-kB p65 no musculo EDL do grupo CTRL. Por outro lado, todos os tratamentos
nutricionais atenuaram o efeito do ER. A glutamina pode atenuar a ativacdo de mdaltiplas vias
de inflamacdo, como NF-xB, por meio da via ubiquitina-proteassoma, conferindo protegéo
contra condicdes inflamatdrias exacerbadas (Chen et al., 2008; Lesueur et al., 2012).

A reducdo da concentracdo de glutamina esta bem estabelecida em situacdes
catabolicas como no exercicio de alta intensidade e exercicio prolongado, bem como em
processos inflamatérios, aumentando a taxa de degradacdo proteica (Curi et al., 1997;
Stumvoll et al., 1999; Rogero et al., 2006; Cruzat & Tirapegui, 2009; Cruzat et al., 2010;
Petry et al., 2014). Neste estudo, o TR induziu um aumento na concentracdo plasmatica das
enzimas CK e LDH que, apesar de serem conhecidas como marcadores tardios de lesdo,
foram significativamente alterados uma hora ap6s a Gltima sessdo de ER. Um estudo recente
(Baltusnikas et al., 2015) demonstrou que contragcdes excéntricas induzem um aumento
significativo no efluxo de CK muscular imediatamente ap6s o exercicio. As contracdes
mecanicas induzidas pelo TR podem induzir microtraumas nas fibras musculares promovendo
a degradacdo da matriz extracelular, lamina basal e sarcolema, o que leva a mudancas na
estrutura e permeabilidade da membrana (Cooper et al., 2007). A CK esta localizada quase
que exclusivamente no cérebro, musculos esquelético e cardiaco e é liberada na corrente
sanguinea ap0s lesdo na estrutura de elementos musculares ndo-contrateis, induzida pelo
exercicio intenso (Finsterer, 2012). Sess6es moderadas de exercicio excéntrico podem induzir
adaptacdo muscular fisioldgica. No entanto, a realizacdo de exercicio intenso por periodos
continuos pode induzir maior liberacdo de marcadores de lesdo muscular e a perda de
proteinas musculares (Hirose et al., 2004; Brancaccio et al., 2006; Brancaccio et al., 2008;
Brentano & Martins Kruel, 2011). Estes efeitos foram observados no grupo CTRL, o que
indica lesdo muscular adicional apds cada sesséo de exercicios.

Apesar dos efeitos nocivos do TR intenso, houve redugdo nas concentragdes de CK e
LDH em grupos suplementados com glutamina (GLN+ALA, DIP), sugerindo resisténcia
muscular em relacdo as lesdes subsequentes causadas por uma nova sessdo de exercicio. Um

estudo recente mostrou a inibicdo da sinalizacdo de proteinas que ativam a degradacdo
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proteica ap6s TR em ratos suplementados com L-alanilglutamina (Wang et al., 2015), e os
estudos anteriores publicados pelo nosso grupo indicaram que os suplementos contendo L-
glutamina representam uma maneira efetiva de manter concentracfes adequadas de glutamina,
0 que reduz a liberacdo de substancias indicativas de lesdo muscular e estresse oxidativo em
ratos treinados (Cruzat & Tirapegui, 2009; Cruzat et al., 2010; Petry et al., 2014). O aumento
da concentracdo de lactato promove a mobilizacdo de células do sistema imune para a
circulacdo (Risgy et al., 2003). A micro lesdo muscular também induz influxo de macréfagos
da circulacdo para promover o reparo e remodelacdo tecidual através da sintese de citocinas
pro e anti-inflamatorias (Petersen & Pedersen, 2005; Brancaccio et al., 2006; Ihalainen et al.,
2014). No entanto, lesbes continuas sem periodos de repouso adequados desencadeiam
respostas inflamatdrias crénicas que podem exacerbar as lesdes subjacentes e resultar em
reducdo do desempenho e comprometimento da saude do atleta (Peake et al., 2005; Chen et
al., 2008; Peake et al., 2015). Os resultados deste estudo demonstram que 0 TR desencadeou
uma resposta inflamatdria estimulando a sintese de mediadores pré e anti-inflamatorios.

Uma sessdo de TR intenso desencadeia uma resposta inflamatdria transitdria
estimulando a sintese de citocinas pro e anti-inflamatérias (lhalainen et al., 2014). As
citocinas desempenham um papel integrativo e regulador mediando a comunicagédo
intercelular local ou sistémica (Peake et al., 2005). De acordo com os resultados, o protocolo
de treinamento resistido induziu inflamacg&o pelo aumento da concentracdo das moléculas pro-
inflamatorias: IL-18 e TNF-a. As contra¢cbes mecanicas no musculo esquelético realizadas
durante o exercicio induz o aumento robusto da IL-6, que estimula a sintese de mediadores
anti-inflamatorios, como a IL-10, além de inibir a sintese de TNF-a (Steensberg et al., 2003;
Petersen & Pedersen, 2005; Cruzat et al., 2014; lhalainen et al., 2014). Fatores além da leséo
muscular, como a secrecao de cortisol, também aumentam as concentracdes plasmaticas de
citocinas pro-inflamatérias (Steensberg et al., 2003; Pedersen et al., 2003), o que pode
explicar o aumento plasmatico da IL-6 neste estudo. Além disso, a magnitude e o perfil da
resposta das citocinas ao exercicio podem diferir em relacdo as mudancas nos fatores locais e
sistémicos durante o exercicio (Hirose et al., 2004).

A IL-6 desempenha um papel central na resposta das citocinas. Aumentada pela
contragcdo muscular, a liberacdo de IL-6 esta relacionada a mudangas na homeostase do célcio,
e deplecéo de glicogénio (Steensberg et al., 2003; Pedersen & Febbraio, 2008). No entanto, a
relacdo entre a deplecédo de glicogénio e a sintese de citocinas ndo é completamente elucidada
(Brentano & Martins Kruel, 2011). O glicogénio muscular ndo foi analisado neste estudo, fato

que representa uma limitacéo, pois poderia auxiliar na compreensao da relacéo entre deplegéo
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de glicogénio e a sintese de citocinas. O protocolo de TR utilizado no presente trabalho
promoveu alta atividade metabdlica indicada pelo aumento do lactato e, portanto, maior
concentracdo de IL-6 no muasculo. ConcentracGes elevadas de IL-6 também foram observadas
no plasma de ratos treinados e suplementados. Pedersen et al. (2003) demonstraram que a IL-
6, liberada pela contracdo muscular durante o exercicio, induz a lipolise e age de forma
semelhante a um horménio para mobilizar substrato energético extracelular e/ ou aumentar a
distribuicdo do substrato durante o exercicio. Embora os grupos suplementados tenham
recebido mais substrato energético, houve menor ganho de peso, sugerindo efeitos lipoliticos
da IL-6. No entanto, as menores concentracdes de IL-6 foram observadas no musculo EDL de
grupos suplementados, permitindo assim o uso de substratos néo lipidicos.

Apds o exercicio excéntrico, a IL-10 e MCP-1 sdo aumentados, de forma dependente
da intensidade (Peake et al., 2005), na tentativa de conter a inflamacdo (Vella et al.,2012).
Sintetizada por uma variedade de tipos celulares, a MCP-1 recruta monocitos nos focos de
inflamacdo ativa, processo que é necessario para 0 sucesso da regeneracdo muscular. A
regeneracdo muscular comprometida em camundongos MCP-1"/" sugere um papel importante
para macréfagos e MCP-1 nos processos de reparacdo tecidual (Shireman et al., 2007).
Conforme observado neste estudo, devido a elevada demanda metabdlica e ao estresse
induzido pelo treinamento resistido, as concentracbes de MCP-1 aumentaram no grupo
CTRL. A administracdo de glutamina em ambas as formas foi eficiente em aumentar as
concentracdes plasmaticas de MCP-1, gerando maior capacidade de protecdo celular. Neste
sentido, o aumento da concentracdo de mediadores anti-inflamatoérios pode limitar a sintese de

citocinas pré-inflamatorias associadas a lesdes continuas (Cruzat et al., 2014).

9 CONCLUSOES

Avaliados em conjunto, o0s resultados deste estudo demonstraram que as
suplementacGes orais cronicas com L-glutamina e L-alanina nas suas formas livres ou como
um dipeptideo induzem efeitos citoprotetores, mediados pela resposta de HSP70, atenuando
os efeitos nocivos e inflamatorios do treinamento resistido progressivo e intenso. Os
suplementos contendo L-glutamina aumentaram a oferta de glutamina no plasma e no
musculo esquelético, o que pode ter estimulado o aumento das concentragbes de HSP70 no
musculo EDL e nas células do sistema imune, além da reducdo da atividade de ligagdo ao

DNA do NF-kB, suprimindo a inflamagé&o e a lesdo muscular induzida pelo TR intenso.
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11 SUBPROJETO 2

Efeitos da L-alanil-L-glutamina sobre as vias de sinalizacdo da insulina e da

mTOR/S6K, e citoprotecdo em células musculoesqueléticas C2C12.

12 INTRODUCAO

O musculo esquelético é o local de maior captacao de glicose estimulada pela insulina,
representando cerca de 80% da captacdo de glicose corporal em seres humanos (Ferrannini et
al., 1988; Jue et al., 1989; Newsholme et al., 2016) sob condi¢bes hiperinsulinémicas
euglicémicas (Thiebaud et ai, 1982). Quando o transporte de glicose estimulado pela insulina
para 0 musculo esquelético é impossibilitado ha uma incapacidade de manter as
concentracOes de glicose sanguinea em intervalos normais (Jue et al., 1989). A desregulacéo
na remoc¢do de glicose circulante mediada pelo musculo esquelético tem emergido como o
principal fator na patogénese do diabetes mellitus tipo 2 (DM2) (DeFronzo & Tripathy,
2009). Neste sentido, 0 musculo esquelético desempenha um papel vital na manutencdo da
homeostase da glicose. Além disso, a resisténcia a insulina do madsculo esquelético é uma
caracteristica importante do DM2, e representa um dos focos primarios para a pesquisa do
diabetes (Eriksson et al., 1989; DeFronzo & Tripathy, 2009).

A insulina estimula uma cascata de sinalizacgdo com a ativacdo da via
fosfatidilinositol-3 quinase (PI3K) / proteina quinase B (AKT) para culminar no transporte de
glicose (Huang & Czech, 2007) e sintese de glicogénio (Long et al., 2011; Copps & White,
2012). Na presenca de um balanco adequado de aminodcidos, a insulina promove a
glicogénese muscular e a lipogénese, de forma sinérgica a via de sinalizacdo da proteina alvo
de rapamicina em mamiferos (mTOR)/ proteina ribossomal S6 quinase (S6K), enquanto inibe
a lipdlise e a degradacdo de proteina (Cline et al., 1999 Drummond et al., 2008). No DM2,
obesidade e envelhecimento, a captacdo de glicose estimulada por insulina é prejudicada no
musculo esquelético, devido a defeitos na sinalizacdo de insulina, translocagdo e oxidacdo
reduzidas de glicose, bem como reducgdo na sintese de glicogénio (DeFronzo et al., 1985;
Kahn & Flier, 2000). Considerando que a resisténcia a insulina em tecidos perifericos afeta
globalmente o metabolismo da glicose, esforcos consideraveis estdo sendo direcionados para
identificar abordagens nutricionais e farmacoldgicas que atinjam a sensibilidade a insulina e o

metabolismo da glicose no musculo esquelético.
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O DM2 também estd associado a reducdo da sintese proteica e a0 aumento da
degradacédo das proteinas musculares, além de reducéo da concentracdo de glutamina (Henry,
1994; Charlton & Nair, 1998; Menge et al., 2010). A glutamina é o aminoacido mais
abundante no organismo (Newsholme et al., 2003; Newsholme et al., 2011) e esta relacionada
a estimulacdo da sintese e inibicdo da degradacdo proteica no musculo esquelético de ratos
diabéticos tratados com glicocorticoides (Boza et al., 2001; Lambertucci et al., 2012). Além
disso, estudos evidenciaram um aumento da captacdo muscular de glicose estimulada por
insulina, melhora da sinalizacdo de insulina e aumento nas concentracGes plasmaticas de
insulina em individuos obesos e com DM2 tratados com glutamina (Prada et al., 2007;
Greenfield et al., 2009).

O dipeptideo L-alanil-L-glutamina (Ala-Gln) tem sido amplamente utilizado como
uma fonte estavel de administracdo de glutamina (Hubl et al., 1989; Imamoto et al., 2013).
Estudos com Ala-GIn demonstram a prevencdo da perda de musculo esquelético em ratos
tratados com glicocorticoide (Hickson et al., 1996) e melhora da tolerancia a glicose e
sensibilidade a insulina em pacientes criticos (Bakalar et al., 2006; Déchelotte et al., 2006).
Apesar destes efeitos benéficos, os efeitos do Ala-GIn sobre a modulacéo do (s) componente
(s) das vias de sinalizacdo da insulina e da mTOR/ S6K ou outras vias, além de citoprotecéo

de células musculoesqueléticas ndo sd@o bem elucidados.
13 OBJETIVOS
13.1 Objetivo Geral

Avaliar os efeitos da L-alanil-L-glutamina sobre as vias de sinalizacdo da insulina e da
mTOR/S6K, e citoprotecdo em células musculoesqueléticas C2C12, sob condi¢cBes normais
ou resisténcia a insulina.
13.2 Objetivos especificos

Avaliar o efeito de diferentes concentragdes da L-alanil-L-glutamina sobre:

13.2.1  Componentes da via de sinalizac¢éo da insulina;

13.2.2  Componentes da via de sinaliza¢cdo da mTOR/ S6K;

13.2.3  Fluxo glicolitico na auséncia de estimulo com insulina;
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13.2.4  Viabilidade celular;
13.2.5  Resposta de sensores de insulina e aminoacidos.

14 MATERIAL E METODOS

14.1 Anticorpos e reagentes

O meio de cultura (DMEM-alta glicose), a solugdo de insulina de péancreas bovino,
anticorpo contra o transportador de glicose do tipo 4 (GLUT4) e os produtos quimicos para o
teste de estresse glicolitico foram adquiridos da empresa Sigma-Aldrich (St. Louis, MO,
EUA). O soro fetal bovino (SFB), penicilina/ estreptomicina e tripsina foram obtidos da
empresa Life Technologies (Gaithersburg, MD, EUA). Os anticorpos contra a subunidade
beta do receptor de insulina (IR-B), o substrato 1 do receptor de insulina (IRS-1), AKT, fosfo
AKT (p-AKT), B-actina, mTOR, fosfo mTOR (p-mTOR), S6, fosfo S6 (p-S6), proteina
quinase ribossomal de 70 kDa (p70S6k), fosfo p70S6k (p-p70S6k), glicogénio sintase
quinase-3 beta (GSK3p), fosfo GSK3p (p-GSK3p), p44 / p42 proteina quinase ativada por
mitdgeno (44/42 MAPK ), fosfo 44/42 MAPK (p-44/42 MAPK), Sirtuin 1 (SIRT1) e proteina
de choque térmico de 70 kDa (HSP70), foram adquiridos da empresa Cell Signaling
Technology (Danvers, MA, EUA). O Phospho-IRS-1 foi obtido da empresa Santa Cruz
Biotechnology (Dallas, Texas, EUA). Os produtos quimicos e os anticorpos foram utilizados

de acordo com as recomendac@es do fabricante, salvo indicagdo em contrario.

14.2 Cultura de células

Os mioblastos C2C12 foram generosamente fornecidos pela Prof. Deirdre R. Coombe,
da Faculdade de Ciéncias Biomeédicas da Universidade Curtin, Perth, WA, Austrélia. As
células foram utilizadas até a passagem 14 e mantidas em cultura até atingirem 80% de
confluéncia, em uma atmosfera humidificada (95% de ar e 5% de CO2 a 37°C), em DMEM
(Sigma-Aldrich, # D5796) contendo 2 mM de glutamina, suplementado com 10% de SFB e
1% de penicilina-estreptomicina. Neste ponto, a diferenciagdo de mioblastos para miotubos

(Figura 7) foi iniciada pela mudanga do meio de cultura com adigdo de apenas 2% de SFB.
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Miotubos

Figura 7 Células musculoesqueléticas da linhagem C2C12 nas formas de mioblastos e

diferenciadas em miotubos.

Para induzir resisténcia a insulina, miotubos totalmente diferenciados foram expostos
a 100 nM de insulina e incubados em DMEM (D5671) sem glutamina e sem SFB, durante 24
horas. Os tratamentos consistiram em suplementacdo com 0, 0,3 ou 1 mM de Ala-GlIn (Figura
8). Apds 24 horas, as células foram lavadas brevemente com solucéo salina tamponada com
fosfato (PBS) e estimuladas com 100 nM de insulina, durante 30 minutos. A deplecéo de soro
foi essencial neste estudo, dado os varios fatores de crescimento contidos no SFB que podem

afetar a sinalizacdo de insulina.

| 100 nM de insulina (24h) |

Ala-Gln -

Ins =100 nM de insulina (30min)

Figura 8 Esquema de tratamento crénico com insulina e diferentes concentragBes do
dipeptideo (Ala-GlIn) de células musculoesqueléticas da linhagem C2C12.
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14.3 Andlise de western blotting

As células foram lavadas em PBS frio e lisadas em tampdo de teste de
radioimunoprecipitacdo (RIPA) contendo inibidores de protease e fosfatase (Cell Signaling
Technology). A concentragdo de proteina nos extratos celulares foi quantificada por meio do
Espectrometro Infra-vermelho de Deteccdo Direta (Merck Millipore, Billerica, MA, EUA).
Uma quantidade de 15 pg de proteina foi carregada em SDS PAGE, seguida de transferéncia
para membrana de nitrocelulose por iBlot (Life Technologies). As membranas foram
blogueadas e incubadas overnight, a 4° C, com anticorpos primarios especificos, seguindo as
instrucbes do fabricante. O sistema de vacuo SNAP i.d (Merck Millipore) foi utilizado para
bloqueio de membrana e incubacdo de anticorpos secundarios. 1gG anti-coelho (Dako) foi
utilizado como anticorpo secundario e anti-p-actina para a normalizacdo da concentracdo de
proteinas. As bandas alvo foram visualizadas com ECL Clarity Western no aparelho
Molecular Imager Gel Doc XR System (Bio-Rad, Hercules, CA, EUA).

14.4 Determinacao da viabilidade celular

A viabilidade celular foi determinada apds a inducdo da resisténcia a insulina e
tratamento com Ala-GIn, pelo ensaio de brometo de 3- (4,5-dimetiltiazol-2-il) -2,5-
difeniltetrazélio (MTT), em que as células metabolicamente ativas convertem o MTT (um sal
de coloracdo amarela e soltvel em agua) a formazan (sal de coloracdo arroxeada e insoluvel
em agua). Foram adicionados 5 mg/ ml de MTT ao meio de cultura a uma diluicdo de 1:10
com PBS. Apo6s 4 h de incubacéo, os cristais de formazam foram solubilizados com DMSO e
a absorbancia foi medida a 540 nm, usando um espectrofotdmetro (EnSpire Multimode Plate
Reader, Perkin ElImer, MA, EUA). Os valores relativos de células vidveis foram determinados

em comparagdo com 0s controles ndo tratados e expressos em porcentagem.
14.5 Imunofluorescéncia

As células foram semeadas em placas de 96 pocos com uma densidade de 5x10°
células/ poco e diferenciadas como detalhado na secédo de cultura de células. Apos as 24 h dos
tratamentos experimentais, as células foram estimuladas com 100 nM de insulina durante 30
minutos e fixadas com 4% de paraformaldeido. Em seguida, as células foram permeabilizadas

com 0,3% de saponina, bloqueadas com PBS contendo 0,1% de saponina, 0,25% de BSA e
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2% de soro de cabra, e incubadas durante a noite com anticorpo anti-GLUT4 (1: 200, Sigma-
Aldrich), a 4°C. Apos trés lavagens com PBS frio, as células foram incubadas com 1gG anti-
coelho conjugado Alexa Fluor 488 (1: 2000, Cell Signaling Technology) durante 30 min. Os
nucleos foram contrastados com DAPI (Cell Signaling Technology). As células foram
visualizadas usando microscopio de fluorescéncia Olympus 1X51 (Olympus Life Science
Solutions, EUA).

14.6 Teste de estresse glicolitico em tempo real

As células de mioblastos C2C12 foram semeadas (5x10° células/ pogo) na placa de
cultura com 96 pocos do ensaio Seahorse XFe e diferenciadas por 4 dias. O analisador de
fluxo extracelular Seahorse Bioscience XFe96 Flux foi utilizado de acordo com as instrucdes
do fabricante. Apds inducdo de resisténcia a insulina e a realizagdo do protocolo de
tratamento, as células foram equilibradas com meio de cultura DMEM, sem tampé&o
bicarbonato ou qualquer suplemento, em uma incubadora a 37° C sem CO2 e as medidas
basais foram registradas na auséncia de glicose extracelular e piruvato. O teste de estresse
glicolitico foi realizado medindo a taxa de acidificacdo extracelular (ECAR), registrada apos
injecOes sequenciais de glicose (25 mM) e oligomicina (2 uM), conforme ilustrado na figura
9. A glicolise foi determinada subtraindo-se a Gltima medida antes da adi¢do de glicose, da
medida maxima antes da injecdo de oligomicina. A capacidade glicolitica foi medida
subtraindo-se a ultima medida antes da injecdo de glicose, da medida maxima apds a injecédo

de oligomicina. Os tratamentos foram avaliados em pelo menos seis réplicas.
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Funcao Glicolitica

Glicose Oligomicina 2-Deoxiglicose
45 i {
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0 10 20 30 40 S0 60 70 80 0 100
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Figura 9 Esquema de injecdes do teste de estresse glicolitico Seahorse XFe. Adaptado de

Agilent.
14.7 Anélise estatistica

Os resultados sdo apresentados como médias + E.P.M de pelo menos trés
experimentos independentes. As comparacdes entre os tratamentos foram realizadas por
ANOVA e Tukey HSD como pos teste (GraphPad Prism, GraphPad Software). As diferengas

foram consideradas significativas para p <0,05.

15 RESULTADOS
15.1 Via de sinalizagéo da insulina em miotubos C2C12

Neste estudo, investigamos o efeito da Ala-GlIn na cascata de sinalizacdo de insulina
em miotubos C2C12, sob condi¢fes normais e apos exposi¢do cronica a 100 nM de insulina
para induzir resisténcia a insulina (Figura 10). O estado resistente a insulina foi confirmado
pela reducdo dos contetdos totais de IR-f e IRS-1 ap0s a exposicao cronica (24h) a insulina.
Além disso, a reducdo na fosforilacdo de IRS-1 em tirosina e as fosforilacbes de AKT em
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serina/ treonina, importantes na cascata de sinalizagdo de insulina, também foram evidentes.
A AKT é ativada pela insulina e desencadeia a cascata de sinalizacdo para culminar no
transporte de glicose. Apesar da reduzida ativacdo de AKT, a suplementacdo com Ala-GIn
aumentou a fosforilagdo da serina 473 e treonina 308 apds o estimulo com insulina em
condicBes normais, indicando um efeito benéfico do dipeptideo. A suplementacdo com 0,3 e 1
mM de Ala-GIn aumentou o contetdo total de IRS-1 em condi¢Ges normais e este efeito
também foi observado na exposicdo cronica a insulina. Estes resultados pode indicar um
retardo na degradacdo do IRS-1, possivelmente permitindo a continua sinalizacdo de insulina

sob o estado de resisténcia a insulina.

15.2 Via de sinalizacdo da mTOR/ S6K

Para aprofundar a investigagdo sobre os efeitos de Ala-GlIn na sintese de proteinas e
glicogénio, foram analisados os reguladores chave como mTOR, p70S6k, S6 ¢ GSK3p, que
sdo fosforilados para o aumento da sintese proteica e de glicogénio em condi¢bes de
suficiéncia de fatores de crescimento e nutrientes (Drummond et al., 2008 Katta et al., 2009).
Curiosamente, Ala-GIn aumentou a fosforilagdo basal e estimulada por insulina das proteinas
mTOR, p70S6k e S6 em miotubos sob condi¢Bes normais. Em miotubos resistentes a insulina,
a suplementacdo de Ala-GIn aumentou a fosforilagdo de p70S6k e S6, independente da
estimulacdo de insulina, sugerindo que o dipeptideo melhora o estado resistente a insulina.
Este achado é promissor quando os tratamentos nutricionais sdo considerados como uma
estratégia para aumentar a sintese proteica no do musculo esquelético resistente a insulina
(Figura 11). Em relacdo a sintese de glicogénio, ndo houve aumento na GSK3p (Ser 9),
conforme observado anteriormente em outros estudos (Katta et al., 2009; Dionyssiou et al.,
2014).
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Figura 10 A exposicdo cronica a insulina afeta as primeiras etapas da cascata de sinalizagéo de insulina, enquanto o tratamento com L-alanil-L-
glutamina (Ala-GIn) potencializa sua regulacéo inicial em células musculares esqueléticas C2C12. Os miotubos foram incubados na auséncia de
soro fetal bovino e glutamina, com e sem 100 nM de insulina, e suplementados com 0, 0,3 ou 1 mM de Ala-GIn, por 24h. Em seguida, as células
foram estimuladas com 100 nM de insulina durante 30 min e lisadas para analise de western blotting, como descrito nos métodos. Os dados séo

apresentados como médias + S.E.M de pelo menos trés experimentos independentes.*p<0,05
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Figura 11 A suplementagdo de L-alanil-L-glutamina (Ala-GIn) melhora a via de sinalizacdo da mTOR e potencializa sua regulacdo final em
miotubos C2C12 resistentes a insulina, independente da estimulacdo com insulina. Os miotubos foram incubados na auséncia de soro fetal
bovino e glutamina, com e sem 100 nM de insulina, e suplementados com 0, 0,3 ou 1 mM de Ala-GlIn, por 24h. Em seguida, as células foram
estimuladas com 100 nM de insulina durante 30 min e lisadas para analise de western blotting, como descrito nos métodos. Os dados séo

apresentados como médias + S.E.M de pelo menos trés experimentos independentes. *p<0,05; **p<0,01
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15.3 Teste de estresse glicolitico

Para analisar se o pré-condicionamento com Ala-GIn seria capaz de modular a
resposta glicolitica, analisamos a taxa de acidificacdo extracelular (ECAR), uma medida de
glicolise anaerdbia (Figura 12A-C). A glicdlise e capacidade glicolitica foram marcadamente
aumentadas em miotubos resistentes a insulina em comparacdo com miotubos em condicBes
normais, € 0 aumento foi potencializado pelo tratamento com Ala-GIln em ambas as
condicdes, independentemente da estimulacdo com insulina. Estes dados podem sugerir que
Ala-GIn pode melhorar a captacdo e metabolismo da glicose no musculo esquelético,
independente da insulina e, portanto, aumentar a tolerancia corporal & glicose promovendo o
metabolismo muscular da glicose. Além disso, a flexibilidade no uso de substrato energético
muscular foi melhorada em células pré-condicionadas com Ala-Gln, visto pela maior
capacidade de utilizar a glicose para a sintese de ATP ap6s a inje¢do de oligomicina (um
inibidor da producdo de ATP através da respiracdo celular).

Alguns estudos demonstraram um efeito hipoglicemiante de alguns aminoacidos
estimulando a captacdo de glicose pelo musculo esquelético independente de insulina, e um
dos mecanismos envolvidos na captacdo de glicose € a ativacao de transportadores de glicose
(Wiernsperger, 2005; Selvi et al., 2010). Para verificar se 0 Ala-GIn promoveu 0 aumento da
glicolise independente da insulina através da ativacdo do transportador de glicose, foi
analisada neste estudo a expressdo de GLUT4 por imunofluorescéncia, em miotubos em
condicdes normais e resisténcia a insulina, (Figuras 12 D e E). A intensidade da
imunofluorescéncia foi reduzida em células resistentes a insulina e ndo suplementadas com
Ala-GlIn, indicando a deplecdo de GLUT4. No entanto, a suplementacdo com 1 mM de Ala-
GIn aumentou a expressdo de GLUT4, como visto pelo aumento na intensidade de
fluorescéncia, sugerindo um papel importante do dipeptideo ao manter a funcionalidade

celular dentro da normalidade.
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Figura 12 L-alanil-L-glutamina (Ala-GIn) aumenta a capacidade de glic6lise anaerdbia de células musculares C2C12, saudaveis e resistentes a

insulina. Os miotubos foram incubados na auséncia de soro fetal bovino e glutamina, e expostos a insulina 100 nM (I +), na auséncia ou presenca
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de Ala-GlIn (0, 0.3 ou 1mM), durante 24h. A taxa de acidificacdo extracelular (ECAR), um indice de glicélise anaerobia, foi medida utilizando
um analisador Seahorse XF96. ECAR (A) foi determinado apds injecdo sequencial de glicose 25 mM e oligomicina 2 uM. A glicélise (B) e a
capacidade glicolitica (C) foram calculadas conforme detalhado nos métodos. Os dados sdo apresentados como médias + S.E.M de cada
tratamento, medidos em pelo menos 6 pocos. Para a deteccdo de GLUT4, os miotubos foram incubados na auséncia de soro fetal bovino e
glutamina, com (E) e sem insulina (D) 100 nM e suplementados com 0, 0,3 ou 1 mM de Ala-GlIn, durante 24h. Em seguida, as células foram
estimuladas com 100 nM de insulina durante 30 min e fixadas com 4% de paraformaldeido. As células fixadas foram incubadas com anticorpo
anti-GLUT4 (verde). Os nucleos foram contrastados com DAPI (azul). As imagens sdo representativas de trés experimentos independentes.
#9<0,05 vs 0 mM; *p<0,05 vs 0, 0,3 e 1 mM; 3p<0,05 vs todos os tratamentos; *p<0,05 vs 0 e 0,3 mM; Tp<0,05 vs 0, 0,3, L e | + 0 m
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15.4 Teste de viabilidade celular

Para determinar se a suplementacdo de Ala-GIn poderia proteger as células musculares
resistentes a insulina e se as concentracGes superiores a 1ImM do dipeptideo promoveriam
efeitos adicionais, analisamos a viabilidade celular por meio do ensaio MTT. Neste estudo, a
privagdo de glutamina ndo suprimiu a viabilidade de células musculares saudaveis,
provavelmente porque as células atendiam suas demandas metabdlicas usando outros
aminoacidos essenciais presentes no meio de cultura. No entanto, no estado de resisténcia a
insulina, a privagdo de glutamina diminuiu a viabilidade celular em 30%, o que foi
significativamente atenuado com a suplementagéo de Ala-Gln, reforcando seu papel protetor
(Figura 13). Ndo houve diferenca entre as concentracbes de Ala-GIn, o que sugere que a

menor concentracao é eficiente para proteger as células da toxicidade induzida pela insulina.
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Figura 13 A viabilidade celular diminui em células musculares C2C12 resistentes a insulina
ndo tratadas com L-alanil-L-glutamina (Ala-GIn). Os miotubos foram incubados na auséncia
de soro fetal bovino e glutamina, com e sem 100 nM de insulina, e suplementados com
diferentes concentragdes (0 a 3 mM) de Ala-GlIn, durante 24h. Em seguida, as células foram
estimuladas com 100 nM de insulina durante 30 min e a viabilidade celular foi determinada
pelo ensaio MTT. O numero relativo de células viaveis foi medido em comparagdo com o

controle saudavel ndo tratado e expresso em porcentagem. Os dados sdo apresentados como
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médias + S.E.M de pelo menos trés experimentos independentes. *p<0,05 versus todos 0s
tratamentos sem insulina 24h; $p<0,05 versus todos 0s tratamentos com insulina 24h.

15.5 Sensores de insulina e de aminoacidos

Vaérios reguladores que estdo ligados a melhora da sensibilidade a insulina no musculo
esquelético, como SIRT1 e HSP70, foram identificados. A desregulacdo de p44 / p42 MAPK,
uma cascata de quinase essencial na sinalizacdo do IRS, foi sugerida atuar no transporte
reduzido de glicose do musculo esquelético e o desenvolvimento da resisténcia a insulina
(Ruiz-Alcaraz et al., 2013). Aqui, a via MAPK foi fortemente ativada em miotubos
estimulados com insulina em condi¢cBes normais. Apesar da menor ativacdo no estado
resistente a insulina, quando Ala-GIn foi adicionado, houve aumento da MAPK independente
da estimulacdo com insulina. Este achado sugere que Ala-GIn pode ativar a via MAPK
independentemente da via de sinalizagédo IR / IRS desencadeada pela insulina (Figura 14).

A expressao reduzida de HSP70, uma proteina relacionada ao estresse, em células
resistentes a insulina foi atenuada pela adicdo de Ala-GIn, 0 que sugere aumento da
citoprotecdo como demonstrado pelos resultados obtidos com o teste MTT. A SIRT1 é um
regulador chave do metabolismo do musculo esquelético (Cao et al., 2016), uma vez que a
sua expressdo é diminuida no masculo dos pacientes diabéticos tipo 2 (Fréjdo et al., 2011) e a
super expressao esta relacionada a atenuacao da resisténcia a insulina muscular (Zhang et al.,
2015). No entanto, neste estudo, o conteudo de SIRT1 ndo foi alterado em miotubos, em

nenhuma das condicGes (Figura 14).
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Figura 14 L-alanil-L-glutamina (Ala-GIn) recupera a funcionalidade das células aumentando as concentragGes de P44 / 42 MAPK e HSP70 em
celulas musculares C2C12 resistentes a insulina. Os miotubos foram incubados na auséncia de soro fetal bovino e glutamina, com e sem 100 nM
de insulina, e suplementados com 0, 0,3 ou 1 mM de Ala-GlIn, por 24h. Em seguida, as células foram estimuladas com 100 nM de insulina

durante 30 min e lisadas para analise de western bloting, como descrito nos métodos. Os dados sdo apresentados como medias + S.E.M de pelo

menos trés experimentos independentes.
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16 DISCUSSAO

As principais conclusdes deste estudo implicam na atenuacao do estado de resisténcia
a insulina com recuperacdo parcial da via de sinalizacdo da mTOR/ S6k em células
musculoesqueléticas, por meio da suplementacdo com Ala-GIn. O dipeptideo L-alanil-L-
glutamina potencializou a regulacéo final da via da mTOR através do aumento na fosforilagéo
de p70S6k e S6, independente da estimulagdo com insulina. O complexo mTOR tem um
papel essencial no controle do crescimento e desenvolvimento de mamiferos (Newsholme et
al., 2005; Jewell e Guan, 2013). Este complexo fosforila os reguladores translacionais p70S6k
e S6 para aumentar, de forma coordenada, a sintese proteica, o crescimento e a proliferagdo
celular em condicdes favoraveis como o aumento da disponibilidade de nutrientes e de fatores
de crescimento (Ekim et al.2011; Jewell e Guan, 2013).

A disponibilidade de aminoéacidos € um regulador bem estabelecido da atividade do
mTORCL1 e a glutamina tem sido causalmente ligada a ativacdo de mTORC1 dependente de
aminoéacidos (Newsholme et al. 2005; Duran et al. 2012; Csibi et al. 2014; Jewell et al. 2015;
Zhai et al. 2015). As evidéncias sobre a ativacdo da mTOR ap06s a privacdo de glutamina sdo
conflitantes (Durén et al. 2012; Shanware et al., 2014; Zhai et al., 2015). Aqui, a ativacdo
persistente de mTOR em células privadas de glutamina em condi¢Ges normais pode estar
ligada a uma resposta autofégica, recentemente relacionada a ativagdo de mTOR durante a
deplecdo de nutrientes (Yu et al., 2010; Chen et al., 2014; Shanware et al. , 2014). Além
disso, a deplecdo de glutamina desencadeia a via geral de controle de aminoacidos (GAAC),
aumentando assim a captacdo de aminodacidos e elevando as concentracfes de aminoacidos
intracelulares, o que reativa a mTOR (Chen et al., 2014). As proteinas p70S6k e S6 foram
pouco ativadas em células resistentes a insulina e ndo tratadas com Ala-GIn. Uma vez que
essas células foram privadas de glutamina, este resultado sugere que a sintese proteica foi
ineficaz independentemente da presenca de insulina e disponibilidade energética.
Curiosamente, a adicdo de Ala-GlIn foi suficiente para estimular a fosforilacdo dos substratos
da mTOR e recuperar parcialmente a atividade desta via de sinalizacéo.

Recentemente, o metabolismo da glutamina foi associado a autofagia, na reativagédo do
mTORC1 durante a privagdo de amino&cidos. Isto ocorreu por meio da conversédo de
glutamina em glutamato e posterior transaminagdo em aminoacidos nédo essenciais, o que foi
suficiente para conferir sensibilidade a insulina a0 mTORCL1 (Tan et al., 2017). Especula-se
que a hiperativacdo do mTORC1 d& origem a um loop de feedback negativo. Nesse cenario,

MTORC1 e S6K1 ativos induzem a fosforilagdo em serina do IRS-1, induzindo a inativacéo
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de AKT, levando a dessensibilizagdo de insulina, que por sua vez se traduz em captagdo
muscular de glicose reduzida. A sinalizacdo de insulina mediada por IRS-1 também é
atenuada pela degradacédo de IRS-1 (Yoon et al., 2016). Neste estudo, nés demonstramos que
a suplementacdo com Ala-Gln aumentou os niveis totais de IRS-1 em condi¢des normais, bem
como durante a exposicdo cronica a insulina. Esses achados podem indicar um atraso na
degradacédo do IRS-1 e uma sustentacdo na sinalizacdo de insulina, apesar da hiperativacao da
MTOR e seus conhecidos mecanismos de loop de feedback negativo.

Uma das acdes mais importantes da insulina é aumentar a incorporacdo de nutrientes
nas células. Neste estudo, a Ala-GIn estimulou a absorcao de glicose independente de insulina
nas células do musculo esquelético, conforme observado pelo aumento da glicolise e
capacidade glicolitica em ambas as condi¢Oes. Esses resultados sugerem que o dipeptideo
pode contribuir com um efeito de reducdo da glicemia e aumentar a tolerancia e metabolismo
da glicose no corpo inteiro. A capacidade glicolitica foi uma medida da taxa maxima de
conversdo de glicose em piruvato ou lactato, alcangada de forma aguda pelos miotubos. Uma
vez que a sintese glicolitica de ATP ¢ obrigatoriamente ligada ao fluxo de carbono glicolitico,
a capacidade glicolitica também é uma medida da capacidade méxima de glicélise em gerar
ATP (Mookerjee et al., 2016; Yuan et al., 2013). Conforme observado no teste de estresse
glicolitico, a capacidade de utilizar a glicose para a sintese de ATP, ap6s a inibicdo da mesma
a partir da respiracdo celular, foi aumentada, indicando uma melhora na flexibilidade de
utilizacdo do combustivel muscular em células pré-tratadas com Ala-Gln.

Um dos mecanismos relacionados a absorcdo de glicose independente de insulina e
induzida por aminoacidos envolve a ativacdo de transportadores de glicose (Wiernsperger,
2005; Selvi et al., 2010). Neste estudo, foi analisada a expressdo GLUT4 em miotubos sob
condi¢cdes normais e resistentes a insulina. A baixa intensidade de fluorescéncia em células
resistentes a insulina ndo suplementadas indicou a deplecdo de GLUT4, contrariamente a
maior intensidade de fluorescéncia verificada em miotubos tratados com 1mM de Ala-Gln,
sugerindo um importante papel do dipeptideo na recuperagcdo e manutencdo da funcionalidade
celular. A absorcdo de glicose também é regulada por uma elevacdo na razdo AMP/ ATP e
consequente ativacdo da quinase ativada por AMP (AMPK) durante o aumento da demanda
energética (Yuan et al., 2013), bem como pela ativacdo do mTORC1, que promove a
absorcéo de glicose e um aumento no fluxo glicolitico, aumentando tanto a transcri¢do quanto
a traducdo do fator 1-alfa induzivel pela hipdxia (HIF1a) (Duvel et al., 2010). Além disso,
demonstrou-se que um aumento na atividade intrinseca de mediadores de glicose

independentes de insulina, como GLUT-1 e/ ou cotransportadores de glicose de sodio,
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compensa a entrada de glicose na célula em individuos com tolerancia a glicose ou DM2
(Wiernsperger, 2005; Selvi et al., 2010; Jumpertz et al., 2010).

Uma série de mecanismos pelos quais as proteinas e os aminoacidos da dieta modulam
as vias metabolicas da glicose e a sensibilidade a insulina foram propostas. Estudos sugerem
que os aminodcidos individualmente tém diferentes efeitos sobre a absorcdo de glicose
independente da insulina e que a via de sinalizagdo de aminoacidos que controla a absor¢do de
glicose € unica (Nishitani et al., 2002; Doi et al., 2003; Doi et al., 2005; Wiernsperger , 2005;
Morifuji et al., 2009; Selvi et al., 2010). Nos miotubos C2C12, os aminoacidos leucina e
isoleucina estimulam a absorcéo de glicose de forma independente da insulina, envolvendo a
PI3K e a proteina quinase C (PKC) (Doi et al., 2003; Duvel et al., 2010). De acordo com 0s
estudos mencionados, nossos resultados sugerem que a Ala-Gln assume o papel de um sinal
para 0 metabolismo da glicose, estimulando assim o transporte de glicose independente da

insulina em células musculoesqueléticas.

17 CONCLUSOES

Em resumo, nossos resultados demonstram que Ala-Gln estimulou a via de sinalizacéo
da mTOR e potencializou sua regulacdo independente da estimulacdo com insulina,
denotando um efeito protetor da Ala-GIn em resgatar parcialmente as células de um estado
resistente a insulina através da ativacdo da mTOR/ S6K, da melhoria da via de sinalizacdo de
insulina, do aumento da absorcdo de glicose independente da insulina e, finalmente, pela

melhora na viabilidade celular de miotubos resistentes & insulina.
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Abstract

We evaluated the effects of chronic oral supplementation with t-glutamine and v-alanine in their free form or as the dipeptide r-alanyl-
L-glutamine (DIP) on muscle damage, inflammation and cytoprotection, in rats submitted to progressive resistance exercise (RE). Wistar rats
(n 8/group) were submitted to 8-week RE, which consisted of climbing a ladder with progressive loads. In the final 21 d before euthanasia,
supplements were delivered in a 4% solution in drinking water. Glutamine, creatine kinase (CK), lactate dehydrogenase (LDH), TNF-a,
specific IL (IL-1f, IL-6 and 1L-10) and monocyte chemoattractant protein-1 (MCP-1) levels were evaluated in plasma. The concentrations of
glutamine, TNF-a, IL-0 and I1-10, as well as NF-xB activation, were determined in extensor digitorum longus (EDL) skeletal muscle. HSP70
level was assayed in EDL and peripheral blood mononuclear cells (PBMC). RE reduced glutamine concentration in plasma and EDL (P < 0-05
v. sedentary group). However, 1-glutamine supplements (L-alanine plus i-glutamine (GLN + ALA) and DIP groups) restored glutamine levels in
plasma (by 40 and 58%, respectively) and muscle (by 93 and 105 %, respectively). GLN +ALA and DIP groups also exhibited increased level of
HSP70 in EDLand PBMC, consistent with the reduction of NF-kB p65 activation and cytokines in EDL Muscle protection was also indicated by
attenuation in plasma levels of CK, LDH, TNF-a and IL-1/, as well as an increase in IL-6, IL-10 and MCP-1. Our study demonstrates that chronic
oral -glutamine treatment (given with t-alanine or as dipeptide) following progressive RE induces cyprotective effects mediated by HSP70-
associated responses to muscle damage and inflammation.

Key words: r-Alanyl-i-glutamine: Alanine: Resistance exercise: Inflammation: Heat-shock protein

The most abundant amino acid in the body, glutamine, is
considered conditionally essential during stress and plays a key
role in the inter-organ N tmnsport(l), intermediary meta-
bolism™, cellular redox pathwaysﬂ 4 glucose@ and glutathione
synthesis@), as well as in several other essential metabolic
pmces%es('r”m‘ Glutamine is also an important modulator of the
heatshock protein (HSP) response, via O-glycosylation and
phosphorylation of heatshock factor 1 (HSF-1)"®. HSP,
especially the 70-kDa family (HSP72+HSP73), are proteins
known as ‘stress response proteins’, as their expression is highly
induced by different types of agents and catabolic stimuli, such

as oxidative, thermal and metabolic stresses, infection and
intense exercise™. Within the cell, HSP act as molecular
chaperones maintaining cellular homoeostasis, protecting
against injury and death” and modulating  inflammatory
responses through the NF-xB signalling pathway(w)‘ Recently,
HSP70 was shown to act as a regulator of the early inflamma-
tory response to muscle injury, because of its role in myofibre
regeneration and recovery''",

In sport and exercise, glutamine supplementation is popular
among athletes, as it is considered an important nutrient for
immune function and muscle recovery from injury and

Abbreviations: ALA, trained supplemented with 1-alanine; CK, creatine kinase; CTRL, trained control group; DIF, dipeptide -alanyl-L-ghitamine; EDL, extensor
digitorum longus; GLN + ALA, 1-alanine plus - gluamine; HSP, heat-shock protein; LIDH, lactate dehydrogenase; MCP-1, monocyte chemoattractant protein-1;
PBMC, peripheral blood mononuclear cells; RE, resistance exercise; SED, sedentary group.

* Corresponding author: R. Raizel, email raqzel@usp.br; V. F. Cruzat, email vinifc@usp.br



83
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Raquel Raizel'*, Rodrigo Carlessi, Younan Chen®, Kevin N. Keane?, Vinicius F. Cruzat?,
Julio Tirapegui®, Philip Newsholme®*. L-alanyl-L-glutamine improves insulin and

mTOR/S6K signalling in insulin resistant C2C12 myotubes.

L-ALANYL-L-GLUTAMINE IMPROVES INSULIN AND MTOR/S6K SIGNALLING
IN INSULIN RESISTANT C2C12 MYOTUBES

Short Title: L-alanyl-L-glutamine improves insulin and mTOR/S6K signalling

Abstract

The dipeptide L-alanyl-L-glutamine (Ala-Gln) is known to alter cell metabolism and
improve viability. Herein we investigated the effect of the dipeptide on component(s) of the
insulin and mTOR/S6K signalling pathway in C2C12 muscle cells, under normal or insulin
resistant conditions. Myotubes were incubated in serum and glutamine free medium with and
without 100 nM insulin, and supplemented with 0, 0.3 or 1 mM of Ala-GlIn, for 24h. Cells
were then challenged with 100 nM insulin for 30 min. We determined that chronic exposure
to insulin altered the first steps of insulin cascade by reducing the levels of total IR-p and
IRS-1 and impairing phosphorylation of IRS-1 (tyr632), AKT (thr308 and ser473) and p44/42
MAPK. A reduction in GLUT4 and HSP70 expression was also observed, as well as a
decrease in cell viability. The phosphorylation of p70S6k and S6 was also decreased
suggesting that protein synthesis was ineffective regardless of the insulin stimulus and
adequate energy. In contrast, Ala-GIn increased total levels of IRS-1 and AKT
phosphorylation, which may indicate delayed degradation of IRS-1. Interestingly, anaerobic
glycolysis and glycolytic capacity was increased by Ala-Gln in both conditions, as well as the
stimulation of p70S6k and S6. Taken together, our results demonstrate that Ala-GlIn enhanced
the mTOR signalling pathway and potentiated its downstream regulation independent of
insulin stimulation, denoting a protective effect of L-alanyl-L-glutamine by partially rescuing
the cells from an insulin resistant state through activation of the mTOR/S6K signalling

pathway.

keywords: L-alanyl-L-glutamine, insulin resistance, mTOR, muscle cell
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ANEXO 3 Artigo aceito para publicagcdo em periodico nacional.
Raizel, R.; Coqueiro, A.Y.; Bonvini, A.; Godois, A.M.; Tirapegui, J. Citoprotecdo e
inflamacédo: efeitos da suplementacdo com glutamina e alanina sobre a lesdo muscular

induzida pelo exercicio resistido.

CITOPROTECAO E INFLAMACAO: EFEITOS DA SUPLEMENTACAO COM
GLUTAMINA E ALANINA SOBRE A LESAO MUSCULAR INDUZIDA PELO
EXERCICIO RESISTIDO

RESUMO

Exercicios de alta intensidade reduzem a concentragdo do aminodcido mais abundante do
organismo, a glutamina, fato que pode influenciar na recuperacdo de atletas. Estudos
demonstram que a suplementacdo oral crénica com L-glutamina na forma livre, em conjunto
com L-alanina, ou como dipeptideo (L-alanil-L-glutamina) pode atenuar a les&o, inflamacéo e
imunossupressdo induzida pelo exercicio aerdbio intenso e/ou exaustivo. Contudo, o efeito
destas suplementacdes durante o exercicio resistido ndo é bem esclarecido. Nesse sentido, o
objetivo do presente estudo foi revisar os efeitos da suplementa¢do com L-glutamina e L-
alanina sobre mecanismos de lesdo muscular, inflamagdo e citoprotecdo induzidos pelo
exercicio resistido.

Palavras chave: glutamina, lesdo, inflamac&o, sistema imune, exercicio resistido, atletas.

CYTOPROTECTION AND INFLAMMATION: EFFECTS OF GLUTAMINE AND
ALANINE SUPPLEMENTATION UPON RESISTANCE EXERCISE-INDUCED
MUSCLE DAMAGE

ABSTRACT

High intensity exercise reduces the levels of the most abundant amino acid in the body,
glutamine, which may affect the recovery of athletes. Previous studies have shown that
chronic oral supplementation with L-glutamine and L-alanine in its free form or as dipeptide
(L-alanyl-L-glutamine) can attenuate the injury, inflammation and immune suppression
induced by intense aerobic and exhaustive exercise. However, the effects of these
supplements on resistance exercise are unclear. Thus, the aim of study was summarize the
effect of L-glutamine and L-alanine upon muscle injury and inflammation in resistance
exercise.

Key words: glutamine, muscle damage, inflammation, immune system, resistance exercise,

athletes.
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