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RESUMO 

 

RAIZEL, R. Efeito da suplementação com L-glutamina e L-alanina, livres ou como 

dipeptídeo, sobre a lesão, inflamação e citoproteção em modelos de estresse in vivo e in 

vitro. 2017. 105f. Tese (Doutorado) – Faculdade de Ciências Farmacêuticas, Universidade de 

São Paulo, São Paulo, 2017. 

 

Subprojeto 1: Determinação do efeito anti-inflamatório e citoprotetor da suplementação com 

L-glutamina e L-alanina, ou com L-alanil-L-glutamina (DIP) em ratos submetidos a 

treinamento resistido. 

Exercícios intensos reduzem a disponibilidade de glutamina, comprometendo a função imune 

e a recuperação de atletas. O objetivo do estudo foi avaliar os efeitos da suplementação oral 

crônica com L-glutamina e L-alanina, nas formas livres ou como dipeptídeo (DIP), sobre 

parâmetros de lesão, inflamação e citoproteção em ratos Wistar adultos submetidos a 

treinamento resistido (TR). Neste estudo, o TR reduziu a concentração de glutamina no 

plasma e no músculo EDL. No entanto, este efeito foi atenuado pelos suplementos contendo 

L-glutamina, os quais aumentaram os conteúdos da proteína de resposta ao estresse (HSP70) 

em células do sistema imune (PBMC) e no EDL, concomitantemente à redução da ativação do 

NF-kB e a da concentração de citocinas no EDL. O efeito protetor das suplementações 

também foi evidenciado pela atenuação de marcadores de lesão (CK e LDH) e inflamação 

(TNF-α e IL-1β), bem como pelo aumento nas concentrações de marcadores anti-

inflamatórios (IL-6, IL-10 e MCP-1) no plasma. Nossos resultados sugerem que a 

suplementação oral crônica com L-glutamina (administrada com L-alanina livre ou como 

DIP) promoveu efeitos citoprotetores mediados pela HSP70 em resposta à lesão e inflamação 

induzidas pelo TR. 

 

Subprojeto 2: Efeitos da L-alanil-L-glutamina sobre as vias de sinalização da insulina e da 

mTOR/S6K, e citoproteção em células musculoesqueléticas C2C12. 

O dipeptídeo L-alanil-L-glutamina é conhecido por modular o metabolismo e a viabilidade 

celular. Contudo, os efeitos sobre os componentes clássicos das vias de sinalização da 

insulina e da mTOR/S6K, bem como o efeito citoprotetor em células musculares, são pouco 

esclarecidos. O objetivo deste estudo foi investigar o efeito do DIP sobre as vias de 

sinalização da insulina e da mTOR/S6K em miotubos C2C12, em condições normais ou 

resistentes à insulina. A exposição crônica à insulina (24h) promoveu resistência à insulina, 

reduzindo os conteúdos totais do receptor beta (IR-β) e do substrato do receptor de insulina 

(IRS-1), e diminuindo a fosforilação de IRS-1, AKT e P44/42 MAPK. Adicionalmente, houve 

redução na expressão do transportador de glicose (GLUT4) e HSP70, redução da viabilidade 

celular e menor fosforilação de p70S6k e S6, proteínas relacionadas à síntese proteica. Em 

contraste, a suplementação com DIP aumentou os conteúdos totais de IR-β e IRS-1 e a 

fosforilação de IRS-1 e AKT. A glicólise anaeróbia e a capacidade glicolítica, além da 

fosforilação de p70S6k e S6, foram aumentadas pelo DIP em condições normais e na 

resistência à insulina. Nestas condições experimentais, nossos resultados sugerem que a 

suplementação com DIP melhorou as vias de sinalizações da insulina e da mTOR/S6K, 

aumentou a captação e metabolização da glicose, independente da estimulação com insulina e, 

finalmente, promoveu citoproteção resgatando parcialmente as células de um estado resistente 

à insulina, por meio do aumento de HSP70 e ativação das etapas finais da via mTOR/S6K. 

 

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

Universidade de São Paulo, São 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-α and IL-1β), as well as by the 

increase in anti-inflammatory plasma markers (IL-6, IL-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-β) 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-β 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 

 

Determinação do efeito anti-inflamatório e citoprotetor da suplementação com L-

glutamina e L-alanina, ou com L-alanil-L-glutamina (DIP) em ratos submetidos a treinamento 

resistido. 

 

 

2 INTRODUÇÃO 

 

No esporte, a elevada carga de treinamento necessária para alcançar o máximo 

desempenho, muitas vezes expõe os atletas aos limites da capacidade física (Koch, 2010; 

Brooks & Carter, 2013). O aumento do volume ou intensidade do treinamento, aliado à 

períodos de recuperação insuficientes torna a rotina do atleta exaustiva, o que gera elevado 

estresse metabólico (Kruk, 2011; Finsterer, 2012). Após uma sessão de exercício intenso, a 

ruptura miofibrilar e o extravasamento de proteínas intracelulares para o meio extracelular 

acionam a resposta inflamatória aguda e local para recuperação tissular (Brooks & Carter, 

2013; Baltusnikas et al., 2015). Lesões musculares contínuas desencadeiam uma resposta 

inflamatória crônica, que pode agravar as lesões subjacentes, implicando em redução do 

desempenho e comprometimento da saúde desses indivíduos (Koch, 2010; Finsterer, 2012). 

Nestas condições, sistemas protetores são ativados na tentativa de restaurar a 

homeostase. Uma destas respostas é mediada pelas proteínas de choque térmico (HSP), as 

quais têm papel importante na resistência a processos de morte celular, por meio do 

remodelamento de proteínas desnaturadas (Milne & Noble, 2008). As HSPs estão envolvidas 

na resposta primária a uma lesão muscular e na modulação da resposta inflamatória (Shi et al., 

2006; Senf et al., 2013) relacionada à inibição da via de sinalização IκB quinase (IKK)/fator 

nuclear kappa B (NF-κB), integrador central de respostas ao estresse mecânico, oxidativo e 

inflamatório (Milne & Noble, 2008; Cruzat et al., 2009; Koch, 2010). No exercício, as HSP 

(sobretudo HSP70) facilitam a biogênese mitocondrial e regulam vias apoptóticas (Milne & 

Noble, 2008), entretanto, a expressão destas proteínas parece ser dependente de concentrações 

adequadas de glutamina (Singleton & Wischmeyer, 2008). 

A glutamina, o aminoácido livre mais abundante do organismo, é considerada 

condicionalmente essencial em situações de estresse e desempenha um papel central no 

transporte de nitrogênio entre órgãos (Curi et al., 1997), no metabolismo intermediário 
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(Newsholme et al., 2003), nas vias redox celular (Brosnan, 2001), e na síntese de glicose 

(Stumvoll et al., 1999) e glutationa (Cruzat & Tirapegui, 2009), bem como em outros 

processos metabólicos essenciais (Newsholme, 2001; Singleton et al., 2005). No esporte, a 

glutamina é popular entre atletas, sendo considerada importante para a função imune e 

recuperação de lesões musculares e catabolismo (Cruzat et al., 2010). Este aminoácido é, de 

fato, um substrato crítico para o funcionamento e proliferação de células do sistema imune 

(Curi et al., 1997; Newsholme, 2001), e é sintetizado, principalmente, no músculo 

esquelético, o que indica uma relação estreita entre a atividade musculoesquelética e a função 

imune. No entanto, a eficiência da suplementação 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 suplementação com glutamina apresente benefícios no exercício, a 

efetividade da administração por via oral tem sido questionada, devido ao fato de, 

aproximadamente 50% da glutamina, ser metabolizada por células da mucosa intestinal e pelo 

fígado antes que a circulação periférica e o músculo esquelético sejam alcançados.Tendo em 

vista a alta taxa de metabolização da glutamina livre por enterócitos (Stoll B & Burrin, 2006; 

Zhou et al., 2012), o dipeptídeo L-alanil-L-glutamina (DIP) tem sido utilizado em estudos 

clínicos (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 administração oral de glutamina.  

Estudos realizados em nosso laboratório, com modelos animais submetidos ao 

exercício aeróbio intenso e exaustivo, ou ainda, em situações de elevado catabolismo, tais 

como sepse, evidenciaram que as suplementações com ambas as formas de glutamina, 

ofertadas como DIP ou L- glutamina e L-alanina nas formas livres, apresentaram resultados 

semelhantes na restauração das concentrações de glutamina e atenuação dos processos lesivo 

e inflamatório no músculo esquelético dos animais submetidos a modelos de estresse 

(exercício 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 situações catabólicas, bem como os efeitos de ambos os aminoácidos sobre a 

lesão, inflamação e citoproteção celular em modelo animal submetido a treinamento resistido 

(TR) não são conhecidos. 
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3 HIPÓTESE 

 

O treinamento resistido intenso pode reduzir a disponibilidade do aminoácido mais 

abundante do organismo, a glutamina, fato que pode alterar a função de células do sistema 

imune e aumentar a lesão e a inflamação muscular, prejudicando a recuperação de atletas. 

Nesse contexto, a hipótese do presente projeto é de que a suplementação com L-glutamina e 

L-alanina, nas formas livres ou como dipeptídeo, poderia restaurar os estoques de glutamina e 

aumentar a citoproteção por meio da resposta de HSPs, atenuando a lesão e inflamação 

muscular, bem como a imunossupressão em ratos submetidos a TR.  

 

 

4 OBJETIVOS 

 

4.1 Objetivo Geral 

 

Avaliar os efeitos da suplementação crônica com L-glutamina e L-alanina livres ou 

como dipeptídeo sobre os parâmetros de lesão muscular, de inflamação e citoproteção em 

ratos submetidos a TR. 

 

4.2 Objetivos Específicos 

 

Avaliar o efeito das intervenções nutricionais sobre: 

4.2.1 Concentrações de glutamina no plasma e músculo; 

4.2.2 Concentrações de marcadores bioquímicos de lesão tecidual; 

4.2.3 Concentrações plasmáticas e musculares de indicadores de inflamação; 

4.2.4 Capacidade citoprotetora celular e tecidual; 

4.2.5 Expressão de proteínas integrantes de vias envolvidas na inflamação.  

 

 

5 REVISÃO DA LITERATURA 

 

5.1 Exercício Físico e Inflamação 
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As contrações mecânicas realizadas durante o treinamento resistido induzem 

microtraumas nas fibras musculares, ocasionando ruptura da matriz extracelular, lâmina basal 

e sarcômeros, além de alteração da homeostase do cálcio, fato que promove alteração na 

estrutura e permeabilidade da membrana celular (Cooper et al., 2007; Silva & Macedo, 2011). 

Após uma sessão de exercício intenso, a ruptura miofibrilar e o extravasamento de proteínas 

intracelulares, como a creatina quinase (CK) e lactato desidrogenase (LDH), para o meio 

extracelular, acionam a resposta inflamatória local para recuperação tissular (Pedersen & 

Hoffman-Goetz, 2000; Paulsen et al., 2007; Finsterer, 2012; Brooks & Carter, 2013). 

A resposta inflamatória local envolve a síntese e liberação de moléculas, como a 

proteína quimiotática de monócitos-1 (MCP-1) e o fator de necrose tumoral alfa (TNF-α), que 

agem como fatores quimiotáticos no sítio da inflamação, promovendo o recrutamento inicial 

de neutrófilos e monócitos e, posteriormente, de linfócitos para a reparação do tecido (Silva & 

Macedo, 2011; Finsterer, 2012; Gata et al., 2014). A inflamação local é acompanhada por 

uma resposta sistêmica de fase aguda (Paulsen et al., 2007), que varia de acordo com o tipo, 

intensidade e duração do exercício (Peake et al., 2015). Este processo é vital para a 

recuperação do tecido muscular lesionado, contudo, pode induzir uma lesão secundária por 

meio da degradação de outras proteínas que estão intactas. Neste sentido, o treinamento 

intenso com contínua privação de descanso suficiente gera aumento na liberação de 

indicadores de inflamação e, consequentemente, pode promover um quadro patológico em 

atletas (Pedersen & Hoffman-Goetz, 2000; Silva & Macedo, 2011; Peak et al., 2015). 

A cascata inflamatória é dependente de moléculas que ativam vias de sinalização, tais 

como a via do fator nuclear kappa B (NF-κB) (Cooper et al., 2007; Finsterer, 2012). Em uma 

única sessão aguda de exercício a atividade do NF-κB no músculo esquelético de ratos é 

aumentada. Adicionalmente, ocorre um aumento da expressão gênica de interleucinas, como a 

IL-1β, IL-6 e IL-10, de TNF-α e MCP-1 no músculo esquelético (Peake et al., 2015). 

Observa-se, também, o aumento da concentração de agentes anti-inflamatórios, como a IL-10 

e MCP-1, 24 horas após o exercício excêntrico, como mecanismo de controle da inflamação 

(Vella et al., 2012). 

A síntese e a liberação de citocinas pelo músculo esquelético envolve vários fatores 

intracelulares, como o MCP-1, fator de choque térmico 1 (HSF-1) e NFκB (Peake et al., 

2015). A via de sinalização NF-κB atua como integrador central de respostas ao estresse 

mecânico, oxidativo e inflamatório (Pahl, 1999; Finsterer, 2012). Contudo, a contínua 

ativação desta via de sinalização, bem como a síntese em excesso de componentes 

inflamatórios, pode estimular o recrutamento excessivo de células, promovendo lesão 
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adicional ao tecido (Urso, 2013). Sendo assim, mecanismos de proteção contra lesões 

inflamatórias crônicas induzidas pelo exercício são ativados para garantir a sobrevivência 

celular (Powers et al., 2000). 

 

5.2 Exercício Físico e Proteínas de Choque Térmico 

 

Para neutralizar eventos e agentes nocivos, o organismo dispõe de respostas 

adaptativas para a máxima sobrevivência celular (Nadal et al., 2011). As HSPs são 

sintetizadas em resposta a diversos tipos de estresse fisiológico e ambiental (Mikani et al., 

2004), e especializadas na proteção contra lesão e morte celular, além de regulação da 

homeostase proteica por meio do remodelamento de proteínas desnaturadas (Milne & Noble, 

2008; Senf et al., 2013; Schoenfeld, 2013). As HSPs da família de 70 kDa (HSP72 + HSP73), 

são proteínas conhecidas como "proteínas de resposta ao estresse", pois sua expressão é 

altamente induzida por diferentes tipos de agentes e estímulos catabólicos, tais como hipóxia, 

acidose, aumento da temperatura muscular e isquemia-reperfusão, subprodutos do 

treinamento resistido associado a níveis elevados de estresse metabólico (Paulsen et al., 2007; 

Senf et al., 2013). 

Condições de estresse que promovam a instabilidade e a desnaturação de proteínas 

liberam o HSF1 (Paulsen et al., 2007; Nadal et al., 2011), cuja atividade está associada à 

expressão de HSP70 no miocárdio, músculo esquelético, e em leucócitos humanos (Benjamin 

& Christians, 2002). Desta forma, o aumento da expressão de HSPs na superfície de 

leucócitos após treinamento intenso agudo sinaliza estresse excessivo (Whitham et al., 2004), 

porém, não se conhece, até então, os efeitos do treinamento resistido sobre a expressão de 

HSP70 em células imunocompetentes. No exercício de endurance, as HSPs facilitam a 

biogênese mitocondrial, além de regular as vias de sinalização associadas a apoptose (Mikami 

et al., 2004; Morton et al., 2009). A HSP70, também está envolvida na regulação da resposta 

primária a uma lesão muscular, devido ao seu papel na regeneração e recuperação de 

miofibras (Senf et al., 2013)
 
e à inibição da via do NFκB, modulando a resposta inflamatória 

(Shi et al., 2006; Milne & Noble, 2008). 

A indução da expressão da família HSP de 70 kDa tem sido investigada devido ao seu 

papel modulador da reposta imune inflamatória e citoproteção sob condições de estresse 

(Urso, 2013). Neste sentido, observa-se o efeito citoprotetor da glutamina como potencial 

elemento terapêutico (Figura 1). A glutamina estimula a expressão de HSP70, proteína 

relacionada ao estresse que age como um regulador chave da inflamação (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-glicosilação, translocação nuclear e ativação transcricional do HSF-

1 (Wischmeyer, 2002; Singleton KD & Wischmeyer, 2008). 

 

 

 

 
Figura 1 Efeito citoprotetor da glutamina no músculo esquelético. 

O aumento dos estoques de glutamina no músculo esquelético contribui para a manutenção da 

homeostase proteica e regeneração tecidual, por meio da expressão de proteínas de choque 

térmico de 70 kDa (HSP70) e bloqueio da ativação da via de sinalização do NFkB. 

Consequentemente, a resposta inflamatória é atenuada aumentando a citoproteção celular. 

 

5.3 Glutamina e Exercício Físico 

 

A glutamina é o aminoácido livre mais abundante no plasma e músculo esquelético, 

sintetizada a partir do glutamato e da amônia durante reação catalisada pela enzima glutamina 

sintetase (Pedersen & Hoffman-Goetz, 2000; Newsholme et al., 2003). Este aminoácido é 

utilizado em altas taxas por leucócitos, e fornece energia para a biosíntese celular de 

nucleotídeos. É essencial para função e proliferação de células de rápida divisão como 

enterócitos, bem como para a atividade fagocítica de macrófagos e síntese de glutationa, o 

antioxidante mais potente do organismo (Newsholme et al., 2003). Quantitativamente, o 
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principal tecido de síntese, estoque e liberação de glutamina é o tecido muscular esquelético, e 

este possui um papel essencial na regulação da glutaminemia em situações de elevada 

demanda por outros órgãos e tecidos (Pedersen & Hoffman-Goetz, 2000; Iwashita et al., 

2005). Sendo assim, a atividade do músculo esquelético pode influenciar diretamente o 

sistema imune (Pedersen & Hoffman-Goetz, 2000).  

Tendo em vista a alta taxa de metabolização da glutamina livre por enterócitos (Stoll B 

& Burrin, 2006; Zhou et al., 2012), a oferta deste aminoácido às células do sistema imune 

também é comprometida (Rogero et al., 2006). Entretanto, uma alternativa para transpor a 

barreira intestinal tem sido a utilização de dipeptídeos de glutamina, tais como o L-alanil-L-

glutamina (DIP), utilizado em estudos clínicos (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 administração oral de glutamina. Em 

2004, Rogero e colaboradores investigaram os efeitos da suplementação oral aguda e crônica 

com o DIP sobre as concentrações plasmáticas e teciduais de glutamina e verificaram que a 

suplementação aguda aumentou a concentração plasmática de glutamina e, a suplementação 

crônica aumentou as concentrações muscular e hepática em ratos saudáveis (Rogero et al., 

2004). 

Em 2006, investigou-se o efeito da suplementação com glutamina livre e DIP sobre as 

concentrações plasmáticas e teciduais de glutamina em ratos treinados, imediatamente e três 

horas após uma única sessão de exercício até a exaustão. Os autores demonstraram que a 

suplementação crônica com DIP promoveu maior concentração de glutamina nos músculos 

gastrocnêmio e sóleo imediatamente após o teste de exaustão, comparada à suplementação 

crônica com glutamina livre (Rogero et al., 2006). No exercício de longa duração, a 

suplementação oral com DIP ou com L-glutamina associada a L-alanina, ambas na forma 

livre, promoveram resultados semelhantes no aumento da concentração de glutamina, bem 

como nos estoques muscular e hepático de glutationa, o que influenciou o estado redox celular 

(Cruzat et al., 2010).  

A eficácia do DIP tem sido relacionada ao transportador intestinal 1 (PepT1), que 

facilita uma ampla absorção de dipeptídeos e tripeptídeos (Buyse, 2001). O DIP também 

permite um fornecimento de mais moléculas de glutamina na osmolalidade fisiológica 

necessária para soluções orais (Petry et al., 2014; McCormack et al., 2015). Em estudo que 

avaliou a reidratação com o DIP em bebida esportiva, durante uma hora de corrida com 

intensidade submáxima, os autores observaram uma diminuição no tempo de reação dos 

atletas aos estímulos visuais (Pruna et al., 2016). Em outro estudo, a ingestão de DIP durante 
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uma corrida de intensidade moderada resultou em uma significativa melhora do desempenho 

durante um teste subsequente de exaustão. Os resultados foram atribuídos a uma melhora na 

absorção intestinal de fluidos e eletrólitos e, possivelmente, no músculo esquelético 

ocasionando maior desempenho neuromuscular, além do possível efeito gliconeogênico da 

alanina poupando glicogênio muscular e retardando a fadiga (McCormack et al., 2015; Pruna 

et al., 2016). 

Estudos realizados em nosso laboratório com modelos animais submetidos ao 

exercício aeróbio intenso e exaustivo, ou ainda, em situações de elevado catabolismo, tais 

como sepse, evidenciam que a suplementação crônica com DIP ou com os aminoácidos L- 

glutamina e L-alanina na forma livre são intervenções nutricionais eficientes para o 

fornecimento de glutamina ao organismo, fato que pode atenuar o processo lesivo e 

inflamatório (Rogero et al., 2004; 2006; Cruzat et al., 2009; 2010; 2014; Petry et al., 2014). 

Embora a captação de glutamina pelo enterócito seja prioritária, os resultados permitem 

sugerir que a presença de outros aminoácidos, 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 situações catabólicas, bem como os efeitos de ambos os 

aminoácidos sobre a lesão, a inflamação e a citoproteção celular em modelo animal submetido 

a TR não são conhecidos. 

 

 

6 MATERIAL E MÉTODOS 

 

6.1 Animais 

 

O projeto foi aprovado pela Comissão de Ética no Uso de Animais da Faculdade de 

Ciências Farmacêuticas – 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 Ciências Farmacêuticas e do 

Instituto de Química da Universidade de São Paulo e mantidos sob um ciclo de luz invertido 

de 12 h (luzes acesas às 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 à água e ração padrão (NUVILAB CR1; Nuvital Nutrients), composta 

por 22% de proteína. A ingestão de ração e o peso corporal foram registrados três vezes por 
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semana, a ingestão de líquidos foi avaliada diariamente e o peso final foi determinado antes 

da eutanásia. 

 

6.2 Grupos experimentais 

 

Todos os animais foram adaptados ao ambiente laboratorial durante uma semana antes 

do início do protocolo experimental. Após o período de adaptação, os animais foram pesados 

e distribuídos aleatoriamente em cinco grupos (n=8/ grupo): não treinados (SED) e treinados 

(CTRL), com água ad libitum; treinados, suplementados com L-alanina (ALA); treinados, 

suplementados com L-alanina e L-glutamina livres (GLN+ALA); treinados, suplementados 

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

 

6.3 Suplementação 

 

A suplementação foi administrada ad libitum na água de beber dos animais, a uma 

concentração de 4% (4 g dissolvidos em um volume final de 100 ml), nos últimos 21 dias do 

experimento, caracterizando um período crônico de suplementação na fase mais intensa do 

treinamento (Rogero et al., 2004; Cruzat et al., 2010). A ingestão de suplemento foi medida 

diariamente. A administração na água potável foi selecionada após dificuldades técnicas na 

administração diária de gavagem e na tentativa de reduzir o estresse da manipulação, além de 

aumentar a frequência de ingestão de aminoácidos ao longo do dia (Prada et al., 2007). A 

proporção de aminoácidos diluídos na água de beber dos animais foi calculada com base na 

concentração da solução comercial do dipeptídeo L-alanil-L-glutamina (Dipeptiven®, 20 g de 

L-alanil-L-glutamina dissolvida em 100 ml de água). 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 máxima (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 à 80º) com aparato de carga acoplado à base da cauda 

(Figura 2). O protocolo iniciou-se pela adaptação, 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 três a seis 

séries de oito repetições (Figura 3), com intervalo de dois minutos entre as séries. Cada sessão 

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

 

Figura 2 Escada usada no treinamento resistido. 

 

Foram realizados três testes de carga máxima (TCM) para determinar o desempenho 

durante o protocolo de treinamento: após o período de adaptação (teste 1), antes da 

suplementação (teste 2) e após a suplementação (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 exaustão, sendo a maior carga carregada 

considerada como resultado final do TCM. 

 

 

Figura 3 Desenho experimental e protocolo de treinamento. 

 

6.5 Eutanásia dos animais e coleta de amostras 
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A eutanásia foi realizada por decaptação, uma hora após a última sessão de 

treinamento. Após a coleta de sangue em tubos heparinizados, amostras de soro, plasma e 

leucócitos foram armazenadas em freezer (-80°C). O músculo esquelético Extensor Digitorum 

Longus (EDL) foi cirurgicamente excisado, pesado, e imediatamente congelados em 

nitrogênio líquido para armazenamento em freezer (- 80°C) e posteriores análises. 

 

6.6 Parâmetros analisados durante o experimento 

 

 Peso corporal 

 Consumo de ração 

 Ingestão hídrica 

 Consumo de suplemento 

 Concentração sanguínea de lactato  

 TCM 

 

6.7 Parâmetros analisados após eutanásia 

 

6.7.1 Plasma  

 

 Concentração de glutamina e glutamato 

 Concentração de creatina quinase 

 Concentração de lactato desidrogenase 

 Concentração de TNF-α, IL-1β, IL-6, IL-10, MCP-1 

 

6.7.2 Células mononucleares do sangue periférico (PBMC) 

 

 Expressão de HSP70 (HSP 72 e 73) 

 

6.7.3 Músculo esquelético 

 

 Concentração de glutamina e glutamato 

 Atividade de ligação nuclear do NF-κB 

 Expressão proteica: HSP70 (HSP 72 e 73) 

 Concentração de TNF-α, IL-6, IL-10 
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6.8 Determinações plasmáticas e teciduais 

 

6.8.1 Lactato sanguíneo 

 

O lactato sanguíneo foi determinado durante o treinamento, na terceira sessão de cada 

carga de treinamento (25, 50, 75 e 100% do peso corporal). As amostras foram coletadas em 

repouso e imediatamente após o exercício, da veia da cauda dos animais em tubos 

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

 

6.8.2 Separação de PBMC 

 

A separação de PBMC foi realizada pela técnica de Ficoll-Hypaque 1,084, utilizando 

como anticoagulante heparina sódica a 5% (Boyum et al., 2002). Após a coleta, o sangue é 

diluído 1:3 com PBS e centrifugado por 10 minutos a 400 x g em tubos cônicos de 15 mL, 

contendo 3 mL de solução de Ficoll-Hypaque 1,084. Neste procedimento ocorre a separação 

em gradiente descontínuo de polissacarose, Ficoll 400, o qual se agrega aos eritrócitos e 

granulócitos precipitando-os durante a centrifugação na presença de diatrizoato de sódio 

(Hypaque) que garante a densidade do gradiente. 

Nesta concentração (10,24%), o diatrizoato fornece uma solução ligeiramente 

hipertônica (311 mOsm/kg H2O) o que torna possível a posterior coleta e separação de 

PBMC, enquanto que eritrócitos e granulócitos tendem a precipitar com o Ficoll. Por método 

de aspiração com o auxílio de uma pipeta Pasteur de plástico é feita a coleta de PBMC. Uma 

vez coletadas, as amostras são transferidas para outro tubo de 15 mL e diluídas com PBS para 

um volume de cerca de 10 vezes o volume de mononucleares obtido, sendo centrifugadas a 

1000 x g por 10 minutos, à temperatura ambiente para precipitar as células. Ao término da 

centrifugação o PBS é aspirado retirando as plaquetas ainda restantes na nuvem.  

 

6.8.3 Creatina Quinase 

 

A concentração de creatina quinase (CK) foi determinada através 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 através 

das seguintes reações: A CK catalisa a desfosforilação da creatina fosfato para produzir 
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adenosina trifosfato (ATP), a qual reage com a glicose na presença da hexoquinase (HK) 

formando glicose-6-fosfato. A glicose -6-fosfato, na presença 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 absorbância em 340 nm é proporcional à atividade da CK na 

amostra. 

 

6.8.4 Lactato Desidrogenase 

 

A concentração de lactato desidrogenase (LDH) foi determinada, conforme instruções 

do fabricante através do Kit LDH liquiform (Labtest, Brasil) utilizado no aparelho Labmax 

240 (Labtest), de acordo com a reação em que a LDH catalisa a conversão do piruvato a 

lactato na presença de NADH. O decréscimo da absorbância em 340nm devido a oxidação do 

NADH é proporcional à atividade da LDH na amostra. 

 

6.8.5 Concentrações de glutamina e glutamato 

 

A determinação 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 determinação dos conteúdos de 

glutamina e/ou glutamato, as amostras foram homogeneizadas com ácido tricloroacético 

(TCA) a 5% na proporção de 1:1 em homogeneizador (Ultra Turrax). Após a homogeneização 

em TCA as amostras foram neutralizadas utilizando 6 µL de Na2CO3 para cada 100 µL de 

sobrenadante coletado posteriormente a centrifugação 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 Na2CO3 utilizado é 

suficiente para trazer o pH das amostras para cerca de 6,5. Para o ensaio foram utilizados 20 

µL dos sobrenadantes em triplicata. 

A primeira reação do ensaio de glutamina/glutamato consiste na desaminação 

enzimática da L-glutamina, por meio da enzima glutaminase (GA), gerando quantidades 

estequiométricas de amônio (NH4+) e L-glutamato. Em seguida, o L-glutamato é 

desidrogenado e convertido a α-cetoglutarato (2-oxoglutarato) via glutamato desidrogenase 

(GDH), na presença de NAD+. As quantidades de L-glutamina e/ou glutamato das amostras 

são proporcionais à quantidade de NADH formado, medido a 340 nm em leitoras de 

microplaca de ELISA (Biorad Benchmark Microplate Reader340-750nm UV/VIS, Califórnia, 

EUA) conforme método descrito por Lund (1985). 
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6.8.6 Concentrações plasmáticas de TNF-α, IL-6, IL-10, IL-1β e MCP-1 

Para determinação das concentrações plasmáticas de TNF-α, IL-6, IL-1β, 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 proporção destes dois fluorocromos são criados conjuntos de esferas. Cada 

esfera é conjugada a um anticorpo analítico específico. As micro esferas são combinadas em 

um único poço de reação.  

Os ensaios se fundamentam na metodologia “sanduíche” convencional de dois sítios, 

onde a mistura de micro esferas é incubada com padrões e amostras em formato de placa de 

96 poços 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, à medida que estas fluem através do 

fluxocelular. Um feixe de laser detecta a micro esfera (o código de cor específico para o 

ensaio) e o outro laser quantifica o sinal de repórter 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 Análises de western blotting 

 

As membranas foram incubadas com o anticorpo primário HSP70 (1:1000 Cell 

Signaling Technology). A análise do conteúdo celular de β-Actina foi utilizada como 

normalizador, utilizando os mesmos métodos e instrumentos para a incubação com anticorpo 

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

 

6.8.7.1 Extração de proteína 

 

Amostras congeladas (300 a 400 mg) do músculo esquelético EDL foram mantidas em 

microtubos até a extração. Os tecidos foram homogeneizados em 1,2 mL de tampão para lise 

e extração das proteínas contendo 20 mM Tris HCl (pH 7,4), 150 mM NaCl, 2% Nonidet P-

40, 1 mM EDTA (pH 8,00), 10% glicerol, 20 mM fluoreto de sódio, 30 mMpirofosfato de 

sódio, 0,2% SDS, 0,5% deoxicolato de sódio e água ultrapura.  
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O tampão é sempre mantido no gelo e no momento do uso acrescenta-se 1mM de 

PMSF, 1 mM ortovanadato de Na, 50 μM leupeptina e 5 μM aprotinina (Sigma-Aldrich). Para 

a homogeneização é utilizado homogeneizador elétrico tipo polytron (Ika T10 basic) na 

velocidade máxima, em 3 ciclos de cerca de 30 segundos cada. A velocidade elevada é 

utilizada para dissociar e romper o tecido. Entre a homogeneização de diferentes amostras, o 

homogeneizador é lavado em álcool 70% e água ultrapura. Durante todo o processo de 

homogeneização, os tubos contendo as amostras são mantidos no gelo, no intuito de reduzir a 

atividade de fosfatases e enzimas proteolíticas.  

Posteriormente, as amostras são centrifugadas por 15 minutos a 14.000 rpm e 

temperatura de -4oC.  Após a centrifugação, ocorre separação em três camadas: fatcake 

(camada superior), proteínas extraídas (camada intermediária) e infranadante (camada 

inferior). A camada intermediária é coletada delicadamente, com o auxílio de seringa e 

agulha, e transferida para outro tubo (1,5 mL). Serão feitas alíquotas de 50 μL 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) constituída de acrilamida a 5%, 125 mM Tris (pH 6,8), 0,1% SDS, 0,1% 

persulfato de amônia e 0,1% TEMED. Os géis inferiores (resolutivos) foram preparados com 

poliacrilamida nas concentrações de 7,5 e 10%, 380 mM Tris (pH 8,8), 0,1% persulfato de 

amônia e 0,077% TEMED.  

 

6.8.7.3 Preparo de lisado de proteínas para SDS-PAGE 

 

As amostras foram combinadas com tampão 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 µg de proteína foram previamente aquecidas em banho-maria por 

cinco minutos com o intuito de desnaturar as proteínas. Logo em seguida, as amostras foram 

aplicadas no gel de poliacrilamida, com ponteiras para gel (diâmetro da ponta 0,57 mm), 

balizado por marcador padrão de peso molecular Full-Range Rainbow de 12.000 a 225.000 

Da (Amersham GE Healthcare- RPN800E). A eletroforese é realizada em cubas para gel 

(Amersham GE Healthcare), inicialmente a 60 V. Quando as proteínas 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 Transferência de proteínas do gel para a membrana de nitrocelulose 

 

Para a transferência de proteínas do gel para a membrana de nitrocelulose (Amersham 

Hybond ECL Nitrocellulose), as membranas foram hidratadas e, então, um "sanduíche" 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 transferência de proteínas do gel 

para a membrana é realizada em cuba de eletroforese (Biorad), na presença de tampão de 

transferência (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 proteínas no gel. A eficiência da transferência é verificada 

corando-se a membrana, por 5 min, com corante Ponceau (1% ponceau, 1% ácido acético), 

seguida de lavagem com PBST [8% NaCl, 0,2% KCl, 0,2% KH2(PO)4, 1,15% Na2H(PO)4, 

0,5% Tween]. 

 

6.8.7.5 Incubação com anticorpos 

 

Para a sondagem das proteínas de interesse foi utilizado o aparelho Snap ID 

(Milipore). As membranas de nitrocelulose foram bloqueadas com proteínas de albumina 

bovina a uma concentração de 5%, em tampão PBST, por 20 minutos. Posteriormente foram 

lavadas por 3 x e incubadas overnight com anticorpo específico para cada proteína de 

interesse, mantendo as membranas sob leve agitação, à 4°C . A análise do conteúdo celular de 

β-Actina foi utilizada como normalizador, utilizando os mesmos métodos e instrumentos para 

a incubação com anticorpo primário. As membranas foram lavadas 3 vezes, com PBST e 

incubadas com anticorpo anti-IgG de coelho, conjugado com peroxidase de raiz forte, diluído 

1:10.000 em PBST, por 20 minutos. Ao final da incubação as membranas foram novamente 

lavadas por 3 vezes. 

 

6.8.7.6 Revelação com sistema Quimioluminescente 

 

A solução de revelação é preparada pela mistura de volumes iguais dos reagentes 1 e 2 

do kit ECL Advance (GE Healthcare), composto por luminol, fenol e peróxido de hidrogênio, 

e a mistura é utilizada para umedecer as membranas. Os blots são 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 ligação nuclear do NF-kB 

 

A atividade total de ligação ao DNA do fator de transcrição NF-kB p65 foi 

determinada no extrato nuclear do músculo EDL por ensaio de desvio de mobilidade 

eletroforética. Frações nucleares foram isoladas utilizando o método recomendado no kit 

Nuclear Extraction Kit (Abcam), que consiste em homegeneizar amostras de tecido em 

tampão de pré-extração (5mL/ g tecido) e posteriormente em uma solução de extrato nuclear 

(10µl/ 2 mg de tecido), mantendo as amostras em gelo para evitar a degração proteica.  

Após testar a diluição, os extratos nucleares das amostras são subsequentemente 

analisados quanto à atividade de NF-ΚB, conforme as instruções do fabricante utilizando o kit 

NF-κB p50/p65 transcription factor assay kit (Abcam). NF-kB p65 foi detectado por adição 

de um anticorpo primário específico anti NF-ΚB p65. Um anticorpo secundário foi 

adicionado para proporcionar uma leitura colorimétrica sensível a 450 nm. As quantidades de 

NF-ΚB p65 foram normalizadas por divisão de cada leitura das amostras pela concentração de 

proteína nuclear, o que permite fazer comparações semi-quantitativas das quantidades 

relativas de NF-ΚB p65 nuclear entre os grupos correspondentes. 

 

6.9 Análise estatística 

 

O tamanho amostral foi calculado para detectar a menor diferença esperada entre os 

grupos para a principal variável dependente do estudo (concentração de glutamina). Foi 

utilizado um poder estatístico de 80% para um nível de significância de 0,05%. Foram 

utilizados os testes Kolmogorov-Smirnov e teste de normalidade de Levene. As comparações 

entre os grupos foram realizadas por ANOVA de uma via, com pós-teste de Tukey HSD. As 

análises em tempos diferentes foram realizadas com medidas repetidas. O coeficiente de 

correlação de Pearson (r) foi utilizado como medida de associação para comparações entre a 

ingestão de aminoácidos e as concentrações de glutamina no plasma e músculo de animais 

treinados. O nível de significância estatística foi fixado em p<0,05. Os dados foram 

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

 

O ganho de peso corporal e o consumo de ração foram reduzidos (em 30 e 11%, 

respectivamente) no grupo CTRL em comparação com o grupo SED (p<0,05). No entanto, 

não foram observadas diferenças entre os grupos treinados antes do período de 

suplementação. Conforme ilustrado na Tabela 1, o treinamento atenuou o aumento de peso 

corporal e a ingestão de alimentos no grupo CTRL (p<0,05 vs SED) ao longo do período de 

suplementação, e não houve diferença na ingestão de água entre os grupos SED e CTRL. 

Embora a ingestão 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 os grupos suplementados em comparação com o CTRL 

(p <0; 05), as administrações de L-glutamina ou L-alanina não afetaram o aumento de peso e 

a ingestão 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 não houve diferença entre o teste 2 e o teste 3, o que sugere uma menor capacidade de 

carregamento de carga, consistente com a fase de maior intensidade do protocolo de 

treinamento resistido. Não houve diferença significativa entre animais controles e animais 

suplementados (Figura 4).  

Adicionalmente ao TCM, a intensidade do exercício e a demanda metabólica foram 

avaliadas pela determinação do lactato sanguíneo de repouso e imediatamente após o treino de 

cada carga (25, 50, 75 e 100% do peso corporal). Os animais do grupo CTRL exibiram a 

concentração de lactato sanguíneo duas vezes maior no treinamento com carga de 100% do 

peso corporal, em relação a todas as cargas anteriores (p<0,05), sugerindo aumento da 

demanda energética promovido pelo ER. Nos grupos suplementados, a concentração 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 concentração 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 diário de ração e ingestão hídrica de ratos submetidos a treinamento resistido e avaliados 

durante o período de suplementação. 

 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 ração (g/dia) 27,08±0,65 23,00±1,92* 22,15±2,04* 21,69±0,53* 21,66±0,32* 

Ingestão hídrica (mL/dia) 39,06±2,12 37,88±2,16 65,14±7,16*
#&

 60,15±4,64*
#
 52,75±4,66*

#
 

SED (grupo sedentário hidratado com água); CTRL (controle treinado e hidratado com água); 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 diluídos a 4% em água filtrada e ofertada ad libitum nos últimos 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 máxima e lactato sanguíneo. 

O teste de carga máxima (TCM) foi realizado antes da suplementação (teste 1 e teste 2) e após o período de suplementação (teste 3) ao longo do 

protocolo de treinamento resistido (n 8). Os valores são apresentados como média ± desvio padrão. *p<0,05 vs teste 1; **p<0,01 vs testes 1 e 2. 

O lactato sanguíneo foi avaliado na terceira sessão 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.  

CTRL 

GLN+ALA 

ALA 

DIP 
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Devido ao aumento da demanda fisiológica desencadeada pelo exercício intenso, a 

concentração de glutamina no plasma e nos tecidos é reduzida de forma acentuada, 

especialmente nos principais tecidos de estoque e liberação do aminoácido para todo o corpo, 

como o músculo esquelético. Os resultados apresentados na Tabela 2 demonstram que o 

treinamento reduziu as concentrações de glutamina tanto no plasma quanto no músculo, bem 

como a razão glutamina/ glutamato no músculo EDL do grupo CTRL, quando comparado aos 

animais SED (p<0,05). Em contraste, as intervenções nutricionais com ALA, GLN+ALA e 

DIP atenuaram os efeitos do ER, aumentando a concentração plasmática de glutamina (45, 40 

e 57%, respectivamente), quando comparado com o grupo CTRL (p<0,05). Além disso, as 

concentrações musculares de glutamina foram significativamente restauradas nos grupos 

GLN+ALA e DIP. Embora a ingestão de aminoácidos tenha sido aumentada em grupos 

suplementados (33%) em comparação com o CTRL, não foi observada correlação 

significativa entre a ingestão de aminoácidos e as concentrações 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 músculo (r = 0,04, p = 0,93; r = 0,33, p = 0,52; r = 0,10, p = 0,85, 

respectivamente). 

A análise das concentrações plasmáticas de CK e LDH foi realizada para avaliação de 

lesão muscular. Neste estudo, houve um aumento de CK e LDH (56 e 39%, respectivamente) 

no grupo CTRL treinado em comparação com o grupo SED (p<0,05). No entanto, este efeito 

foi atenuado pela administração de GLN+ALA e DIP, quando comparado com o grupo CTRL 

(p <0,05). Além do aumento na concentração de marcadores de lesão, o TR promoveu 

aumento nas concentrações plasmáticas dos marcadores inflamatórios IL-1β (75%), TNF-α 

(14%), IL-6 (45%), IL-10 (46%) e MCP-1 (33%) no grupo CTRL comparado ao SED 

(p<0,05). No entanto, as intervenções nutricionais com ALA, GLN+ALA e DIP reduziram as 

concentrações plasmáticas de IL-1β e TNF-α (57 e 21%, respectivamente), quando 

comparadas com os controles (p<0,05). De forma interessante, os animais suplementados com 

GLN+ALA e DIP exibiram um aumento na concentração de IL-6 (38%), IL-10 (91%) e 

MCP-1 (28%), em comparação com o grupo CTRL (Tabela 2; p<0,05). 

Conforme observado na Tabela 2, o TR e a suplementação nutricional tiveram impacto 

nos marcadores de inflamação muscular. No grupo CTRL, o TR induziu um aumento na 

concentração dos mediadores inflamatórios TNF-α, IL-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 concentração de TNF-α, IL-6 e IL-10 próxima das 

concentrações basais observados no músculo EDL do grupo SED.   
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Tabela 2 Efeito da suplementação com L-glutamina e L-alanina, nas formas livres ou como dipeptídeo sobre marcadores de lesão muscular e 

inflamação no plasma, e concentrações de glutamina e glutamato no plasma e músculo 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-1β (pg/mL) 0,08±0,03 0,14±0,03* 0,07±0,04
#
 0,06±0,04

#
 0,05±0,03

#
 

TNF-α (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*
#
 533,90±88,81*

#
 

Glutamina (μmol/l) 1,15±0,03 0,99±0,10* 1,44±0,11
#
 1,39±0,20

#
 1,56±0,37*

#
 

Glutamato (μmol/l) 0,83±0,25 0,79±0,31 0,76±0,27 0,79±0,30 0,73±0,36 

      

Músculo EDL      

Glutamina (μmol/ g tecido fresco) 8,59±0,21 6,73±0,75* 8,00±1,43 8,77±0,52
#
 9,05±1,05

#
 

Glutamato (μmol/ g tecido fresco) 6,18±0,45 6,26±0,10 6,28±0,10 6,44±0,25 6,32±0,08 

Razão 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 

Razão Glutamina/ Glutamato 1,41±0,04 0,99±0,05* 1,27±0,34 1,31±0,17
#
 1,33±0,23

#
 



40 

 

TNF-α (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 sedentário hidratado com água); CTRL (controle treinado e hidratado com água); 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 diluídos a 4% em água filtrada e ofertados ad libitum nos últimos 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 família HSP70, fornecem proteção contra várias formas de 

lesão. Embora o exercício seja um potente estímulo para a resposta mediada por HSPs, lesões 

inflamatórias locais e sistêmicas levam a um déficit nos conteúdos da proteína HSP70, o que 

pode prejudicar a homeostase celular e a recuperação tecidual. Neste estudo, o conteúdo 

muscular de HSP70 foi significativamente reduzido (51%) pelo TR no grupo CTRL, 

comparado ao SED (p<0,05). Além disso, o TR induziu uma diminuição severa (88%) no 

conteúdo de HSP70 nas PBMC circulantes (p<0,05), possivelmente porque estas células são 

incapazes de sintetizar a glutamina e dependem, em grande parte, da disponibilidade 

plasmática e muscular deste aminoácido, o que foi comprometida pelo TR (Tabela 2). De fato, 

a disponibilidade de glutamina é crítica para a regulação da resposta mediada por HSPs, e os 

suplementos GLN+ALA e DIP foram capazes de restaurar a concentração de HSP70 tanto no 

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

CTRL (p<0,05). 

 

    

Figura 5 Conteúdos de HSP70 em músculo EDL e nas células mononucleares do sangue 

periférico (PBMC) de ratos submetidos a treinamento resistido. 

SED (grupo sedentário hidratado com água); CTRL (controle treinado e hidratado com água); 

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 diluídos a 4% em água filtrada e ofertados ad libitum nos últimos 21 dias 

do experimento. O protocolo de treinamento resistido de 8 semanas consistiu em escalar uma 

escada com aumento de carga progressivo. O músculo EDL foi extraído e congelado em 

nitrogênio líquido para análise posterior. Amostras frescas de sangue foram coletadas e as 

PBMC foram separadas por centrifugação em gradiente de densidade por Ficoll. Os 
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imunoblots foram obtidos com anticorpo monoclonal HSP70 e as bandas normalizadas com 

os respectivos controles de β-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 transcrição de DNA e 

tem sido identificado como um fator de transcrição chave na mediação da resposta 

inflamatória após o exercício. Neste sentido, a HSP70 intracelular possui importantes 

propriedades anti-inflamatórias, proporcionando tolerância ao estresse por meio do bloqueio 

da ativação da via de sinalização NF-kB (Singleton & Wischmeyer, 2007; Cruzat et al., 

2014). A atividade de ligação ao DNA do fator de transcrição NF-κB p65 foi detectada em 

extratos nucleares do músculo EDL e os resultados encontrados neste estudo (Figura 6) estão 

de acordo com estudos in vitro e in vivo com exercícios aeróbios, uma vez que a diminuição 

do conteúdo de HSP70 promoveu efeitos inflamatórios aumentando a ativação de NF-κB p65 

no músculo esquelético do grupo CTRL (34%), em comparação com o grupo SED (p<0,05). 

Além disso, a glutamina é um substrato chave que tem um impacto na expressão HSP70. 

Consequentemente, a redução de aproximadamente 30% na ativação do NF-kB p65 no 

músculo EDL dos grupos que receberam suplementação pode ser decorrente do aumento no 

conteúdo HSP70, induzido pelo aumento da oferta de glutamina. 
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Figura 6 Atividade de ligação ao DNA do NF-kB p65 detectada em extrato nuclear do 

músculo EDL de ratos submetidos a treinamento resistido. 

SED (grupo sedentário hidratado com água); CTRL (controle treinado e hidratado com água); 

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 diluídos a 4% em água filtrada e ofertados ad libitum nos últimos 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 músculo EDL foi excisado e 

imediatamente congelado em nitrogênio líquido para posterior preparação de extrato nuclear. 

Os dados foram apresentados como média ± DP (n = 8). *p <0,05 vs SED; 
#
p <0,05 vs CTRL 

 

 

8 DISCUSSÃO  

 

Os resultados do presente estudo demonstraram que a suplementação oral crônica com 

L-glutamina (na forma livre em solução com L-alanina ou como dipeptídeo) promoveu efeitos 

ciprotetores mediados pela HSP70, atenuando marcadores de lesão muscular e de inflamação. 

A glutamina é conhecida como um aminoácido importante para o metabolismo e função 

celular, servindo como um substrato metabólico chave no fornecimento de energia e na 

manutenção do balanço nitrogenado (Stoll et al., 2006; Zhou et al., 2012). O metabolismo da 

glutamina e a concentração sanguínea deste aminoácido são drasticamente comprometidos em 

situações catabólicas, que incluem exercício de alta intensidade e de longa duração, conforme 

descrito previamente. No entanto, pouco é investigado sobre o metabolismo da glutamina 

administrada de forma oral em atividades predominantemente anaeróbias, como o treinamento 

resistido intenso. 

O protocolo de treinamento realizado neste estudo promoveu redução das 

concentrações de glutamina no plasma e no músculo EDL. O tecido muscular é 

quantitativamente a maior fonte e é essencial para a síntese e liberação de glutamina, 

influenciando a concentração plasmática deste aminoácido, bem como a sua utilização 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 

aminoácidos livres no músculo esquelético, em situações catabólicas, a liberação muscular de 

glutamina excede a síntese, o que pode comprometer a recuperação tecidual devido à alta taxa 

de degradação proteica induzida por desequilíbrio no balanço nitrogenado após o exercício 

(Newsholme, 2001; Newsholme et al., 2003; Cruzat et al., 2014). No presente estudo, a 

administração oral crônica com L-glutamina e L-alanina, nas formas livres ou como o 

dipeptídeo, não alterou a ingestão de ração e o ganho de peso corporal entre os animais 

suplementados, permitindo avaliar o efeito exclusivo das suplementações 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 

et al., 2014). 

Curiosamente, a suplementação com L-alanina aumentou significativamente a 

concentração e os efeitos da glutamina. O exercício é caracterizado por uma mudança no 

fluxo sanguíneo do trato gastrointestinal para o músculo ativo, o que pode levar a mudanças 

na absorção intestinal de glutamina, como demonstrado em condições catabólicas (Zhou et 

al., 2012). A presença 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 geração de ATP e 

síntese de glutamato a partir do 2-oxoglutarato (Battezzati et al., 1999; Cunningham et al., 

2005; Petry et al., 2014). Semelhante à glutamina, a alanina tem um papel central na 

manutenção do metabolismo intermediário (Curi et al., 1997; Newsholme, 2001; 2003). O 

aumento na liberação de alanina pelo músculo esquelético durante e após o exercício tem sido 

considerada necessária como uma forma não tóxica de transporte de nitrogênio no músculo e 

um substrato para a gluconeogênese hepática, uma vez que o fluxo glicolítico é aumentado 

proporcionalmente à intensidade de trabalho durante as contrações musculares (Hood & 

Terjung, 1994). Neste sentido, apesar da elevada demanda energética evidenciada pelo 

aumento do lactato sanguíneo, a alta concentração de glutamina no plasma de ratos tratados 

com L-alanina corrobora a hipótese de que a suplementação com alanina pode fornecer 

substrato adicional para a gliconeogênese hepática e renal, preservando a utilização de 

glutamina. Os efeitos benéficos da suplementação oral com glutamina, administrada em 

combinação com outros aminoácidos, sobre a redução das concentrações de citocinas 

inflamatórias foram previamente demonstrados (Zhou et al., 2012). Neste estudo, a 

suplementação com L-alanina reduziu a concentração plasmática de citocinas pró-

inflamatórias. No entanto, a administração de L-alanina livre não recuperou os estoques de 

glutamina no músculo esquelético de ratos treinados. 

A glutamina também tem sido utilizada como potencializador da expressão de HSP70 

kDa (HSP70) (Wischmeyer et al., 2001; Petry et al., 2014) via O-glicosilação e fosforilação 

de HSF-1 (Wischmeyer, 2002; Singleton & Wischmeyer, 2008) em animais sob estresse ou 

em condições normais (Wischmeyer et al., 2001). A proteína de choque térmico de 70 kDa 

(HSP70) é uma das isoformas mais indutíveis de HSPs, interage com outras proteínas de 

maneira dependente de ATP e é induzida por vários estímulos, como exercício, lesão e 

regeneração muscular (Milne & Noble, 2008; Senf, 2013). A HSP70 desempenha um papel 

importante na regulação da plasticidade do músculo esquelético (Peake et al., 2005; Milne & 
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Noble, 2008; Petry et al., 2014), apoptose, morte celular, vias de degradação de ubiquitina e 

translocação de proteína (Takayama et al., 2003). Recentemente foi proposta a hipótese do 

equilíbrio de chaperonas, em que a ativação de NF-κB pode reduzir o conteúdo intracelular de 

HSP70, liberando a HSP70 no meio extracelular para agir na redução do estresse oxidativo 

em células alvo. No entanto, quando elevada por período crônico no meio extracelular, a 

HSP70 estimula a inflamação, o estresse oxidativo, a redução da expressão de HSF-1 e, 

eventualmente, a redução de HSP70 intracelular (Krause et al., 2015). 

Para investigar a resposta de proteínas de choque térmico induzida pelo TR 

progressivo, uma forma comum de exercício, o conteúdo de HSP70 foi avaliado no músculo 

EDL, o qual possui fibras de contração rápida e pode gerar alta potência de trabalho durante o 

exercício (Barclay et al., 1993). Embora o exercício seja um estímulo para a resposta de 

HSPs, neste estudo, o conteúdo total de HSP70 no músculo EDL diminuiu acentuadamente no 

grupo CTRL, o que pode ter sido consequência do comprometimento da oferta de glutamina e 

ativação do NF-κB. A supressão da resposta de HSPs também foi encontrada nas PBMC, 

componentes críticos do sistema imunológico envolvidos no processo de reparo do tecido 

muscular após o exercício, uma vez que essas células são uma fonte primária de liberação de 

citocinas pró-inflamatórias (Risøy et al., 2003; Wischmeyer et al., 2003; Ihalainen et al., 

2014). As PBMC são, em grande parte, dependentes da síntese e liberação de glutamina pelo 

músculo esquelético no sangue, uma vez que estas células possuem baixa atividade da enzima 

glutamina sintetase, catalisadora da síntese de glutamina a partir de amônia e glutamato 

(Gleeson, 2008). A glutamina pode modular diretamente a liberação de citocinas pró-

inflamatórias em PBMC, o que pode estar relacionado à 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 reposição das 

concentrações de glutamina, além do aumento do conteúdo de HSP70 no músculo esquelético 

e PBMC. 

A HSP70 tem sido considerada um regulador precoce da resposta inflamatória à lesão 

muscular devido ao seu papel na regeneração e recuperação de miofibras (Senf et al., 2013). 

O aumento de HSP70 resulta na inibição da síntese de citocinas inflamatórias em PBMCs 

humanas (Wischmeyer et al., 2003), bem como na inativação da via de sinalização NF-kB 

(Pahl, 1999; Shi et al., 2006; Milne & Noble, 2008). Os resultados evidenciados neste estudo 

sugerem que as concentrações elevadas de HSP70 atenuaram a síntese de citocinas 

inflamatórias por inativação do NF-κB. As respostas inflamatórias são mediadas pela ativação 

de vias de sinalização críticas, como a do NF-κB (Shi et al., 2006; Cooper et al., 2007; Chen 
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et al., 2008; Finsterer, 2012). Em uma única sessão aguda de exercício, a atividade de NF-κB 

é aumentada no músculo esquelético de ratos (Ji et al., 2004; Vella et al., 2012). A via NF-κB 

atua como um integrador central das respostas ao estresse mecânico, oxidativo e inflamatório 

(Pahl, 1999). No entanto, a ativação contínua e a síntese de componentes inflamatórios podem 

estimular o recrutamento excessivo de células do sistema imune, promovendo uma lesão 

tecidual adicional (Urso, 2013). Este estudo demonstrou um aumento na atividade nuclear 

NF-κB p65 no músculo EDL do grupo CTRL. Por outro lado, todos os tratamentos 

nutricionais atenuaram o efeito do ER. A glutamina pode atenuar a ativação de múltiplas vias 

de inflamação, como NF-κB, por meio da via ubiquitina-proteassoma, conferindo proteção 

contra condições inflamatórias exacerbadas (Chen et al., 2008; Lesueur et al., 2012). 

A redução da concentração de glutamina está bem estabelecida em situações 

catabólicas como no exercício de alta intensidade e exercício prolongado, bem como em 

processos inflamatórios, aumentando a taxa de degradação 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 concentração plasmática das 

enzimas CK e LDH que, apesar de serem conhecidas como marcadores tardios de lesão, 

foram significativamente alterados uma hora após a última sessão de ER. Um estudo recente 

(Baltusnikas et al., 2015) demonstrou que contrações excêntricas induzem um aumento 

significativo no efluxo de CK muscular imediatamente após o exercício. As contrações 

mecânicas induzidas pelo TR podem induzir microtraumas nas fibras musculares promovendo 

a degradação da matriz extracelular, lâmina basal e sarcolema, o que leva a mudanças na 

estrutura e permeabilidade da membrana (Cooper et al., 2007). A CK está localizada quase 

que exclusivamente no cérebro, músculos esquelético e cardíaco e é liberada na corrente 

sanguínea após lesão na estrutura de elementos musculares não-contráteis, induzida pelo 

exercício intenso (Finsterer, 2012). Sessões moderadas de exercício excêntrico podem induzir 

adaptação muscular fisiológica. No entanto, a realização de exercício intenso por períodos 

contínuos pode induzir maior liberação de marcadores de lesão muscular e a perda de 

proteínas 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 lesão muscular adicional após cada sessão de exercícios. 

Apesar dos efeitos nocivos do TR intenso, houve redução nas concentrações de CK e 

LDH em grupos suplementados com glutamina (GLN+ALA, DIP), sugerindo resistência 

muscular em relação às lesões subsequentes causadas por uma nova sessão de exercício. Um 

estudo recente mostrou a inibição da sinalização de proteínas que ativam a degradação 
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proteica após 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 concentrações adequadas de glutamina, 

o que reduz a liberação de substâncias indicativas de lesão muscular e estresse oxidativo em 

ratos treinados (Cruzat & Tirapegui, 2009; Cruzat et al., 2010; Petry et al., 2014). O aumento 

da concentração de lactato promove a mobilização de células do sistema imune para a 

circulação (Risøy et al., 2003). A micro lesão muscular também induz influxo de macrófagos 

da circulação para promover o reparo e remodelação tecidual através da síntese de citocinas 

pró e anti-inflamatórias (Petersen & Pedersen, 2005; Brancaccio et al., 2006; Ihalainen et al., 

2014). No entanto, lesões contínuas sem períodos de repouso adequados desencadeiam 

respostas inflamatórias crônicas que podem exacerbar as lesões subjacentes e resultar em 

redução do desempenho e comprometimento da saúde do atleta (Peake et al., 2005; Chen et 

al., 2008; Peake et al., 2015). Os resultados deste estudo demonstram que o TR desencadeou 

uma resposta inflamatória estimulando a síntese de mediadores pró e anti-inflamatórios. 

Uma sessão de TR intenso desencadeia uma resposta inflamatória transitória 

estimulando a síntese de citocinas pró e anti-inflamatórias (Ihalainen et al., 2014). As 

citocinas desempenham um papel integrativo e regulador mediando a comunicação 

intercelular local ou sistêmica (Peake et al., 2005). De acordo com os resultados, o protocolo 

de treinamento resistido induziu inflamação pelo aumento da concentração das moléculas pró-

inflamatórias: IL-1β e TNF-α. As contrações mecânicas no músculo esquelético realizadas 

durante o exercício induz o aumento robusto da IL-6, que estimula a síntese de mediadores 

anti-inflamatórios, como a IL-10, além de inibir a síntese de TNF-α (Steensberg et al., 2003; 

Petersen & Pedersen, 2005; Cruzat et al., 2014; Ihalainen et al., 2014). Fatores além da lesão 

muscular, como a secreção de cortisol, também aumentam as concentrações plasmáticas de 

citocinas pró-inflamatórias (Steensberg et al., 2003; Pedersen et al., 2003), o que pode 

explicar o aumento plasmático da IL-6 neste estudo. Além disso, a magnitude e o perfil da 

resposta das citocinas ao exercício podem diferir em relação às mudanças nos fatores locais e 

sistêmicos durante o exercício (Hirose et al., 2004). 

A IL-6 desempenha um papel central na resposta das citocinas. Aumentada pela 

contração muscular, a liberação de IL-6 está relacionada a mudanças na homeostase do cálcio, 

e depleção de glicogênio (Steensberg et al., 2003; Pedersen & Febbraio, 2008). No entanto, a 

relação entre a depleção de glicogênio e a síntese de citocinas não é completamente elucidada 

(Brentano & Martins Kruel, 2011). O glicogênio muscular não foi analisado neste estudo, fato 

que representa uma limitação, pois poderia auxiliar na compreensão da relação entre depleção 
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de glicogênio e a síntese de citocinas. O protocolo de TR utilizado no presente trabalho 

promoveu alta atividade metabólica indicada pelo aumento do lactato e, portanto, maior 

concentração de IL-6 no músculo. Concentrações 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 contração muscular durante o exercício, induz a lipólise e age de forma 

semelhante a um hormônio para mobilizar substrato energético extracelular e/ ou aumentar a 

distribuição do substrato durante o exercício. Embora os grupos suplementados tenham 

recebido mais substrato energético, houve menor ganho de peso, sugerindo efeitos lipolíticos 

da IL-6. No entanto, as menores concentrações de IL-6 foram observadas no músculo EDL de 

grupos suplementados, permitindo assim o uso de substratos não lipídicos. 

Após o exercício excêntrico, a IL-10 e MCP-1 são aumentados, de forma dependente 

da intensidade (Peake et al., 2005), na tentativa de conter a inflamação (Vella et al.,2012). 

Sintetizada por uma variedade de tipos celulares, a MCP-1 recruta monócitos nos focos de 

inflamação ativa, processo que é necessário para o sucesso da regeneração muscular. A 

regeneração muscular comprometida em camundongos MCP-1
-
/
-
 sugere um papel importante 

para macrófagos e MCP-1 nos processos de reparação tecidual (Shireman et al., 2007). 

Conforme observado neste estudo, devido à elevada demanda metabólica e ao estresse 

induzido pelo treinamento resistido, as concentrações de MCP-1 aumentaram no grupo 

CTRL. A administração de glutamina em ambas as formas foi eficiente em aumentar as 

concentrações plasmáticas de MCP-1, gerando maior capacidade de proteção celular. Neste 

sentido, o aumento da concentração de mediadores anti-inflamatórios pode limitar a síntese de 

citocinas pró-inflamatórias associadas a lesões contínuas (Cruzat et al., 2014).  

 

 

9 CONCLUSÕES 

 

Avaliados em conjunto, os resultados deste estudo demonstraram que as 

suplementações orais crônicas com L-glutamina e L-alanina nas suas formas livres ou como 

um dipeptídeo induzem efeitos citoprotetores, mediados pela resposta de HSP70, atenuando 

os efeitos nocivos e inflamatórios do treinamento resistido progressivo e intenso. Os 

suplementos contendo L-glutamina aumentaram a oferta de glutamina no plasma e no 

músculo esquelético, o que pode ter estimulado o aumento das concentrações de HSP70 no 

músculo EDL e nas células do sistema imune, além da redução da atividade de ligação ao 

DNA do NF-kB, suprimindo a inflamação e a lesão muscular induzida pelo TR intenso.  
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11 SUBPROJETO 2 

 

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

mTOR/S6K, e citoproteção em células musculoesqueléticas C2C12. 

 

 

12 INTRODUÇÃO 

 

O músculo esquelético é o local de maior captação de glicose estimulada pela insulina, 

representando cerca de 80% da captação de glicose corporal em seres humanos (Ferrannini et 

al., 1988; Jue et al., 1989; Newsholme et al., 2016) sob condições hiperinsulinêmicas 

euglicêmicas (Thiebaud et ai, 1982). Quando o transporte de glicose estimulado pela insulina 

para o músculo esquelético é impossibilitado há uma incapacidade de manter as 

concentrações de glicose sanguínea em intervalos normais (Jue et al., 1989). A desregulação 

na remoção de glicose circulante mediada pelo músculo esquelético tem emergido como o 

principal fator na patogênese do diabetes mellitus tipo 2 (DM2) (DeFronzo & Tripathy, 

2009). Neste sentido, o músculo esquelético desempenha um papel vital na manutenção da 

homeostase da glicose. Além disso, a resistência à insulina do músculo esquelético é uma 

característica importante do DM2, e representa um dos focos primários para a pesquisa do 

diabetes (Eriksson et al., 1989; DeFronzo & Tripathy, 2009). 

A insulina estimula uma cascata de sinalização com a ativação da via 

fosfatidilinositol-3 quinase (PI3K) / proteína quinase B (AKT) para culminar no transporte de 

glicose (Huang & Czech, 2007) e síntese de glicogênio (Long et al., 2011; Copps & White, 

2012). Na presença de um balanço adequado de aminoácidos, a insulina promove a 

glicogênese muscular e a lipogênese, de forma sinérgica à via de sinalização da proteína alvo 

de rapamicina em mamíferos (mTOR)/ proteína ribossomal S6 quinase (S6K), enquanto inibe 

a lipólise e a degradação de proteína (Cline et al., 1999 Drummond et al., 2008). No DM2, 

obesidade e envelhecimento, a captação de glicose estimulada por insulina é prejudicada no 

músculo esquelético, devido a defeitos na sinalização de insulina, translocação e oxidação 

reduzidas de glicose, bem como redução na síntese de glicogênio (DeFronzo et al., 1985; 

Kahn & Flier, 2000). Considerando que a resistência à insulina em tecidos periféricos afeta 

globalmente o metabolismo da glicose, esforços consideráveis estão sendo direcionados para 

identificar abordagens nutricionais e farmacológicas que atinjam a sensibilidade à insulina e o 

metabolismo da glicose no músculo esquelético. 
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O DM2 também está associado à redução da síntese proteica e ao aumento da 

degradação das proteínas musculares, além de redução da concentração de glutamina (Henry, 

1994; Charlton & Nair, 1998; Menge et al., 2010). A glutamina é o aminoácido mais 

abundante no organismo (Newsholme et al., 2003; Newsholme et al., 2011) e está relacionada 

a estimulação da síntese e inibição da degradação proteica no músculo esquelético de ratos 

diabéticos tratados com glicocorticoides (Boza et al., 2001; Lambertucci et al., 2012). Além 

disso, estudos evidenciaram um aumento da captação muscular de glicose estimulada por 

insulina, melhora da sinalização de insulina e aumento nas concentrações plasmáticas de 

insulina em indivíduos obesos e com DM2 tratados com glutamina (Prada et al., 2007; 

Greenfield et al., 2009).  

O dipeptídeo L-alanil-L-glutamina (Ala-Gln) tem sido amplamente utilizado como 

uma fonte estável de administração de glutamina (Hübl et al., 1989; Imamoto et al., 2013). 

Estudos com Ala-Gln demonstram a prevenção da perda de músculo esquelético em ratos 

tratados com glicocorticoide (Hickson et al., 1996) e melhora da tolerância à glicose e 

sensibilidade à insulina em pacientes críticos (Bakalar et al., 2006; Déchelotte et al., 2006). 

Apesar destes efeitos benéficos, os efeitos do Ala-Gln sobre a modulação do (s) componente 

(s) das vias de sinalização da insulina e da mTOR/ S6K ou outras vias, além de citoproteção 

de células musculoesqueléticas não são bem elucidados. 

 

 

13 OBJETIVOS 

 

13.1 Objetivo Geral 

 

Avaliar os efeitos da L-alanil-L-glutamina sobre as vias de sinalização da insulina e da 

mTOR/S6K, e citoproteção em células musculoesqueléticas C2C12, sob condições normais 

ou resistência à insulina. 

 

13.2 Objetivos específicos 

 

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

13.2.1 Componentes da via de sinalização da insulina; 

13.2.2 Componentes da via de sinalização da mTOR/ S6K; 

13.2.3 Fluxo glicolítico na ausência de estímulo com insulina; 
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13.2.4 Viabilidade celular; 

13.2.5 Resposta de sensores de insulina e aminoácidos.  

 

 

14 MATERIAL E MÉTODOS 

 

14.1 Anticorpos e reagentes 

 

O meio de cultura (DMEM-alta glicose), a solução de insulina de pâncreas bovino, 

anticorpo contra o transportador de glicose do tipo 4 (GLUT4) e os produtos químicos para o 

teste de estresse glicolítico 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-β), o substrato 1 do receptor de insulina (IRS-1), AKT, fosfo 

AKT (p-AKT), β-actina, mTOR, fosfo mTOR (p-mTOR), S6, fosfo S6 (p-S6), proteína 

quinase ribossomal de 70 kDa (p70S6k), fosfo p70S6k (p-p70S6k), glicogênio sintase 

quinase-3 beta (GSK3β), fosfo GSK3β (p-GSK3β), p44 / p42 proteína quinase ativada por 

mitógeno (44/42 MAPk ), fosfo 44/42 MAPk (p-44/42 MAPk), Sirtuin 1 (SIRT1) e proteína 

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 químicos e os anticorpos foram utilizados 

de acordo com as recomendações do fabricante, salvo indicação em contrário. 

 

14.2 Cultura de células 

 

Os mioblastos C2C12 foram generosamente fornecidos pela Prof. Deirdre R. Coombe, 

da Faculdade de Ciências Biomédicas da Universidade Curtin, Perth, WA, Austrália. As 

células foram utilizadas até a passagem 14 e mantidas em cultura até atingirem 80% de 

confluência, 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 diferenciação de mioblastos para miotubos 

(Figura 7) foi iniciada pela mudança do meio de cultura com adição de apenas 2% de SFB.  
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Figura 7 Células musculoesqueléticas da linhagem C2C12 nas formas de mioblastos e 

diferenciadas em miotubos. 

 

Para induzir resistência à 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 suplementação com 0, 0,3 ou 1 mM de Ala-Gln (Figura 

8). Após 24 horas, as células foram lavadas brevemente com solução salina tamponada com 

fosfato (PBS) e estimuladas com 100 nM de insulina, durante 30 minutos. A depleção de soro 

foi essencial neste estudo, dado os vários fatores de crescimento contidos no SFB que podem 

afetar a sinalização de insulina. 

 

Figura 8 Esquema de tratamento crônico com insulina e diferentes concentrações do 

dipeptídeo (Ala-Gln) de células musculoesqueléticas da linhagem C2C12. 
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14.3 Análise de western blotting 

 

As células foram lavadas em PBS frio e lisadas em tampão de teste de 

radioimunoprecipitação (RIPA) contendo inibidores de protease e fosfatase (Cell Signaling 

Technology). A concentração de proteína nos extratos celulares foi quantificada por meio do 

Espectrómetro Infra-vermelho de Detecção Direta (Merck Millipore, Billerica, MA, EUA). 

Uma quantidade de 15 μg de proteína foi carregada em SDS PAGE, seguida de transferência 

para membrana de nitrocelulose por iBlot (Life Technologies). As membranas foram 

bloqueadas e incubadas overnight, a 4° C, com anticorpos primários específicos, seguindo as 

instruções do fabricante. O sistema de vácuo SNAP i.d (Merck Millipore) foi utilizado para 

bloqueio de membrana e incubação de anticorpos secundários. IgG anti-coelho (Dako) foi 

utilizado como anticorpo secundário e anti-β-actina para a normalização da concentração de 

proteínas. As bandas alvo foram visualizadas com ECL Clarity Western no aparelho 

Molecular Imager Gel Doc XR System (Bio-Rad, Hercules, CA, EUA). 

 

14.4 Determinação da viabilidade celular 

 

A viabilidade celular foi determinada após a indução da resistência à insulina e 

tratamento com Ala-Gln, pelo ensaio de brometo de 3- (4,5-dimetiltiazol-2-il) -2,5-

difeniltetrazólio (MTT), em que as células metabolicamente ativas convertem o MTT (um sal 

de coloração amarela e solúvel em água) a formazan (sal de coloração arroxeada e insolúvel 

em água). Foram adicionados 5 mg/ ml de MTT ao meio de cultura a uma diluição de 1:10 

com PBS. Após 4 h de incubação, os cristais de formazam foram solubilizados com DMSO e 

a absorbância foi medida a 540 nm, usando um espectrofotômetro (EnSpire Multimode Plate 

Reader, Perkin Elmer, MA, EUA). Os valores relativos de células viáveis foram determinados 

em comparação com os controles não tratados e expressos em porcentagem. 

 

14.5 Imunofluorescência 

 

As células foram semeadas em placas de 96 poços com uma densidade de 5×10
3
 

células/ poço e diferenciadas como detalhado na seção de cultura de células. Após as 24 h dos 

tratamentos experimentais, as células foram estimuladas com 100 nM de insulina durante 30 

minutos e fixadas com 4% de paraformaldeído. 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. Após três lavagens com PBS frio, as células foram incubadas com IgG anti-

coelho conjugado Alexa Fluor 488 (1: 2000, Cell Signaling Technology) durante 30 min. Os 

núcleos foram contrastados com DAPI (Cell Signaling Technology). As células foram 

visualizadas usando microscópio de fluorescência Olympus IX51 (Olympus Life Science 

Solutions, EUA). 

 

14.6 Teste de estresse glicolítico em tempo real 

 

As células de mioblastos C2C12 foram semeadas (5×10
3
 células/ poço) na placa de 

cultura com 96 poços do ensaio Seahorse XFe e diferenciadas por 4 dias. O analisador de 

fluxo extracelular Seahorse Bioscience XFe96 Flux foi utilizado de acordo com as instruções 

do fabricante. Após indução de resistência à insulina e a realização do protocolo de 

tratamento, as células foram equilibradas com meio de cultura DMEM, sem tampão 

bicarbonato ou qualquer suplemento, em uma incubadora a 37° C sem CO2 e as medidas 

basais foram registradas na ausência de glicose extracelular e piruvato. O teste de estresse 

glicolítico foi realizado medindo a taxa de acidificação extracelular (ECAR), registrada após 

injeções sequenciais de glicose (25 mM) e oligomicina (2 μM), conforme ilustrado na figura 

9. A glicólise foi determinada subtraindo-se a última medida antes da adição de glicose, da 

medida máxima antes da injeção de oligomicina. A capacidade glicolítica foi medida 

subtraindo-se a última medida antes da injeção de glicose, da medida máxima após a injeção 

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

 



63 

 

 

Figura 9 Esquema de injeções do teste de estresse glicolítico Seahorse XFe. Adaptado de 

Agilent. 

 

14.7 Análise estatística 

 

Os resultados são apresentados como médias ± E.P.M de pelo menos três 

experimentos independentes. As comparações entre os tratamentos foram realizadas por 

ANOVA e Tukey HSD como pós teste (GraphPad Prism, GraphPad Software). As diferenças 

foram consideradas significativas para p <0,05. 

 

 

15 RESULTADOS 

 

15.1 Via de sinalização da insulina em miotubos C2C12 

 

Neste estudo, investigamos o efeito da Ala-Gln na cascata de sinalização de insulina 

em miotubos C2C12, sob condições normais e após exposição crônica a 100 nM de insulina 

para induzir resistência à insulina (Figura 10). O estado resistente à insulina foi confirmado 

pela redução dos conteúdos totais de IR-β e IRS-1 após a exposição crônica (24h) à insulina. 

Além disso, a redução na fosforilação de IRS-1 em tirosina e as fosforilações de AKT em 
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serina/ treonina, importantes na cascata de sinalização de insulina, também foram evidentes. 

A AKT é ativada pela insulina e desencadeia a cascata de sinalização para culminar no 

transporte de glicose. Apesar da reduzida ativação de AKT, a suplementação com Ala-Gln 

aumentou a fosforilação da serina 473 e treonina 308 após o estímulo com insulina em 

condições normais, indicando um efeito benéfico do dipeptídeo. A suplementação com 0,3 e 1 

mM de Ala-Gln aumentou o conteúdo total de IRS-1 em condições normais e este efeito 

também foi observado na exposição crónica à insulina. Estes resultados pode indicar um 

retardo na degradação do IRS-1, possivelmente permitindo a contínua sinalização de insulina 

sob o estado de resistência à insulina. 

 

15.2 Via de sinalização da mTOR/ S6K 

 

Para aprofundar a investigação sobre os efeitos de Ala-Gln na síntese de proteínas e 

glicogênio, foram analisados os reguladores chave como mTOR, p70S6k, S6 e GSK3β, que 

são fosforilados para o aumento da síntese proteica e de glicogênio em condições de 

suficiência de fatores de crescimento e  nutrientes (Drummond et al., 2008 Katta et al., 2009). 

Curiosamente, Ala-Gln aumentou a fosforilação basal e estimulada por insulina das proteínas 

mTOR, p70S6k e S6 em miotubos sob condições normais. Em miotubos resistentes à insulina, 

a suplementação de Ala-Gln aumentou a fosforilação de p70S6k e S6, independente da 

estimulação de insulina, sugerindo que o dipeptídeo melhora o estado resistente à insulina. 

Este achado é promissor quando os tratamentos nutricionais são considerados como uma 

estratégia para aumentar a síntese proteica no do músculo esquelético resistente à insulina 

(Figura 11). Em relação à síntese de glicogênio, não houve aumento na GSK3β (Ser 9), 

conforme observado anteriormente em outros estudos (Katta et al., 2009; Dionyssiou et al., 

2014). 
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Figura 10 A exposição crônica à insulina afeta as primeiras etapas da cascata de sinalização de insulina, enquanto o tratamento com L-alanil-L-

glutamina (Ala-Gln) potencializa sua regulação inicial em células musculares esqueléticas C2C12. Os miotubos foram incubados na ausência de 

soro fetal bovino e glutamina, com e sem 100 nM de insulina, e suplementados com 0, 0,3 ou 1 mM de Ala-Gln, por 24h. Em seguida, as células 

foram estimuladas com 100 nM de insulina durante 30 min e lisadas para análise de western blotting, como descrito nos métodos. Os dados são 

apresentados como médias ± S.E.M de pelo menos três experimentos independentes.*p<0,05 
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Figura 11 A suplementação de L-alanil-L-glutamina (Ala-Gln) melhora a via de sinalização da mTOR e potencializa sua regulação final em 

miotubos C2C12 resistentes à insulina, independente da estimulação com insulina. Os miotubos foram incubados na ausência de soro fetal 

bovino e glutamina, com e sem 100 nM de insulina, e suplementados com 0, 0,3 ou 1 mM de Ala-Gln, por 24h. Em seguida, as células foram 

estimuladas com 100 nM de insulina durante 30 min e lisadas para análise de western blotting, como descrito nos métodos. Os dados são 

apresentados como médias ± S.E.M de pelo menos três experimentos independentes. *p<0,05; **p<0,01  
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15.3 Teste de estresse glicolítico 

 

Para analisar se o pré-condicionamento com Ala-Gln seria capaz de modular a 

resposta glicolítica, analisamos a taxa de acidificação extracelular (ECAR), uma medida de 

glicólise anaeróbia (Figura 12A-C). A glicólise e capacidade glicolítica foram marcadamente 

aumentadas em miotubos resistentes à insulina em comparação com miotubos em condições 

normais, e o aumento foi potencializado pelo tratamento com Ala-Gln em ambas as 

condições, independentemente da estimulação com insulina. Estes dados podem sugerir que 

Ala-Gln pode melhorar a captação e metabolismo da glicose no músculo esquelético, 

independente da insulina e, portanto, aumentar a tolerância corporal à 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 síntese de ATP após a injeção de oligomicina (um 

inibidor da produção de ATP através da respiração celular). 

Alguns estudos demonstraram um efeito hipoglicemiante de alguns aminoácidos 

estimulando a captação de glicose pelo músculo esquelético independente de insulina, e um 

dos mecanismos envolvidos na captação de glicose é a ativação de transportadores de glicose 

(Wiernsperger, 2005; Selvi et al., 2010). Para verificar se o Ala-Gln promoveu o aumento da 

glicólise independente da insulina através da ativação do transportador de glicose, foi 

analisada neste estudo a expressão de GLUT4 por imunofluorescência, em miotubos em 

condições normais e resistência à insulina, (Figuras 12 D e E). A intensidade da 

imunofluorescência foi reduzida em células resistentes à insulina e não suplementadas com 

Ala-Gln, indicando a depleção de GLUT4. No entanto, a suplementação com 1 mM de Ala-

Gln aumentou a expressão de GLUT4, como visto pelo aumento na intensidade de 

fluorescência, sugerindo um papel importante do dipeptídeo ao manter a funcionalidade 

celular dentro da normalidade. 
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Figura 12 L-alanil-L-glutamina (Ala-Gln) aumenta a capacidade de glicólise anaeróbia de células musculares C2C12, saudáveis e resistentes à 

insulina. Os miotubos foram incubados na ausência de soro fetal bovino e glutamina, e expostos a insulina 100 nM (I +), na ausência ou presença 
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de Ala-Gln (0, 0.3 ou 1mM), durante 24h. A taxa de acidificação extracelular (ECAR), um índice de glicólise anaeróbia, foi medida utilizando 

um analisador Seahorse XF96. ECAR (A) foi determinado após injeção sequencial de glicose 25 mM e oligomicina 2 uM. A glicólise (B) e a 

capacidade glicolítica (C) foram calculadas conforme detalhado nos métodos. Os dados são apresentados como médias ± S.E.M de cada 

tratamento, medidos em pelo menos 6 poços. Para a detecção de GLUT4, os miotubos foram incubados na ausência 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-Gln, durante 24h. Em seguida, as células foram 

estimuladas com 100 nM de insulina durante 30 min e fixadas com 4% de paraformaldeído. As células fixadas foram incubadas com anticorpo 

anti-GLUT4 (verde). Os núcleos foram contrastados com DAPI (azul). As imagens são representativas de três experimentos independentes. 

#
p<0,05 vs 0 mM; 

‡
p<0,05 vs 0, 0,3 e 1 mM; 

§
p<0,05 vs todos os tratamentos; *p<0,05 vs 0 e 0,3 mM; 

†
p<0,05 vs 0, 0,3, 1 e I + 0 m 
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15.4 Teste de viabilidade celular 

 

Para determinar se a suplementação de Ala-Gln poderia proteger as células musculares 

resistentes à insulina e se as concentrações superiores a 1mM do dipeptídeo promoveriam 

efeitos adicionais, analisamos a viabilidade celular por meio do ensaio MTT. Neste estudo, a 

privação de glutamina não suprimiu a viabilidade de células musculares saudáveis, 

provavelmente porque as células atendiam suas demandas metabólicas usando outros 

aminoácidos essenciais presentes no meio de cultura. No entanto, no estado de resistência à 

insulina, a privação de glutamina diminuiu a viabilidade celular em 30%, o que foi 

significativamente atenuado com a suplementação de Ala-Gln, reforçando seu papel protetor 

(Figura 13). Não houve diferença entre as concentrações de Ala-Gln, o que sugere que a 

menor concentração é eficiente para proteger as células da toxicidade induzida pela insulina. 

 

 

 

 

Figura 13 A viabilidade celular diminui em células musculares C2C12 resistentes à insulina 

não tratadas com L-alanil-L-glutamina (Ala-Gln). Os miotubos foram incubados na ausência 

de soro fetal bovino e glutamina, com e sem 100 nM de insulina, e suplementados com 

diferentes concentrações (0 a 3 mM) de Ala-Gln, 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 número relativo de células viáveis foi medido em comparação com o 

controle saudável não tratado e expresso em porcentagem. Os dados são apresentados como 
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médias ± S.E.M de pelo menos três experimentos independentes. 
‡
p<0,05 versus todos os 

tratamentos sem insulina 24h; 
§
p<0,05 versus todos os tratamentos com insulina 24h. 

 

15.5 Sensores de insulina e de aminoácidos 

 

Vários reguladores que estão ligados à melhora da sensibilidade à insulina no músculo 

esquelético, como SIRT1 e HSP70, foram identificados. A desregulação de p44 / p42 MAPK, 

uma cascata de quinase essencial na sinalização do IRS, foi sugerida atuar no transporte 

reduzido de glicose do músculo esquelético e o desenvolvimento da resistência à insulina 

(Ruiz-Alcaraz et al., 2013). Aqui, a via MAPK foi fortemente ativada em miotubos 

estimulados com insulina em condições normais. Apesar da menor ativação no estado 

resistente à insulina, quando Ala-Gln foi adicionado, houve aumento da MAPK independente 

da estimulação com insulina. Este achado sugere que Ala-Gln pode ativar a via MAPK 

independentemente da via de sinalização IR / IRS desencadeada pela insulina (Figura 14). 

A expressão reduzida de HSP70, uma proteína relacionada ao estresse, em células 

resistentes à insulina foi atenuada pela adição de Ala-Gln, o que sugere aumento da 

citoproteção como demonstrado pelos resultados obtidos com o teste MTT. A SIRT1 é um 

regulador chave do metabolismo do músculo esquelético (Cao et al., 2016), uma vez que a 

sua expressão é diminuída no músculo dos pacientes diabéticos tipo 2 (Fröjdö et al., 2011) e a 

super expressão está relacionada a atenuação da resistência à insulina muscular (Zhang et al., 

2015). No entanto, neste estudo, o conteúdo de SIRT1 não foi alterado em miotubos, em 

nenhuma das condições (Figura 14). 
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Figura 14 L-alanil-L-glutamina (Ala-Gln) recupera a funcionalidade das células aumentando as concentrações de P44 / 42 MAPK e HSP70 em 

células musculares C2C12 resistentes à insulina. Os miotubos foram incubados na ausência de soro fetal bovino e glutamina, com e sem 100 nM 

de insulina, e suplementados com 0, 0,3 ou 1 mM de Ala-Gln, por 24h. Em seguida, as células foram estimuladas com 100 nM de insulina 

durante 30 min e lisadas para análise de western bloting, como descrito nos métodos. Os dados são apresentados como médias ± S.E.M de pelo 

menos três experimentos independentes. 
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16 DISCUSSÃO 

 

As principais conclusões deste estudo implicam na atenuação do estado de resistência 

à insulina com recuperação parcial da via de sinalização da mTOR/ S6k em células 

musculoesqueléticas, por meio da suplementação com Ala-Gln. O dipeptídeo L-alanil-L-

glutamina potencializou a regulação final da via da mTOR através do aumento na fosforilação 

de p70S6k e S6, independente da estimulação com insulina. O complexo mTOR tem um 

papel essencial no controle do crescimento e desenvolvimento de mamíferos (Newsholme et 

al., 2005; Jewell e Guan, 2013). Este complexo fosforila os reguladores translacionais p70S6k 

e S6 para aumentar, de forma coordenada, a síntese proteica, o crescimento e a proliferação 

celular em condições favoráveis como o aumento da disponibilidade de nutrientes e de fatores 

de crescimento (Ekim et al.2011; Jewell e Guan, 2013). 

A disponibilidade de aminoácidos é um regulador bem estabelecido da atividade do 

mTORC1 e a glutamina tem sido causalmente ligada à ativação de mTORC1 dependente de 

aminoácidos (Newsholme et al. 2005; Durán et al. 2012; Csibi et al. 2014; Jewell et al. 2015; 

Zhai et al. 2015). As evidências sobre a ativação da mTOR após a privação de glutamina são 

conflitantes (Durán et al. 2012; Shanware et al., 2014; Zhai et al., 2015). Aqui, a ativação 

persistente de mTOR em células privadas de glutamina em condições normais pode estar 

ligada a uma resposta autofágica, recentemente relacionada à ativação de mTOR durante a 

depleção de nutrientes (Yu et al., 2010; Chen et al., 2014; Shanware et al. , 2014). Além 

disso, a depleção de glutamina desencadeia a via geral de controle de aminoácidos (GAAC), 

aumentando assim a captação de aminoácidos e elevando as concentrações de aminoácidos 

intracelulares, o que reativa a mTOR (Chen et al., 2014). As proteínas p70S6k e S6 foram 

pouco ativadas em células resistentes à insulina e não tratadas com Ala-Gln. Uma vez que 

essas células foram privadas de glutamina, este resultado sugere que a síntese proteica foi 

ineficaz independentemente da presença de insulina e disponibilidade energética. 

Curiosamente, a adição de Ala-Gln foi suficiente para estimular a fosforilação dos substratos 

da mTOR e recuperar parcialmente a atividade desta via de sinalização. 

Recentemente, o metabolismo da glutamina foi associado à autofagia, na reativação do 

mTORC1 durante a privação de aminoácidos. Isto ocorreu por meio da conversão de 

glutamina em glutamato e posterior transaminação em aminoácidos não essenciais, o que foi 

suficiente para conferir sensibilidade à insulina ao mTORC1 (Tan et al., 2017). Especula-se 

que a hiperativação do mTORC1 dá origem a um loop de feedback negativo. Nesse cenário, 

mTORC1 e S6K1 ativos induzem a fosforilação em serina do IRS-1, induzindo a inativação 



74 

 

de AKT, levando a dessensibilização de insulina, que por sua vez se traduz em captação 

muscular de glicose reduzida. A sinalização de insulina mediada por IRS-1 também é 

atenuada pela degradação de IRS-1 (Yoon et al., 2016). Neste estudo, nós demonstramos que 

a suplementação com Ala-Gln aumentou os níveis totais de IRS-1 em condições normais, bem 

como durante a exposição crônica à insulina. Esses achados podem indicar um atraso na 

degradação do IRS-1 e uma sustentação na sinalização de insulina, apesar da hiperativação da 

mTOR e seus conhecidos mecanismos de loop de feedback negativo. 

Uma das ações mais importantes da insulina é aumentar a incorporação de nutrientes 

nas células. Neste estudo, a Ala-Gln estimulou a absorção de glicose independente de insulina 

nas células do músculo esquelético, conforme observado pelo aumento da glicólise e 

capacidade glicolítica em ambas as condições. Esses resultados sugerem que o dipeptídeo 

pode contribuir com um efeito de redução da glicemia e aumentar a tolerância e metabolismo 

da glicose no corpo inteiro. A capacidade glicolítica foi uma medida da taxa máxima de 

conversão de glicose em piruvato ou lactato, alcançada de forma aguda pelos miotubos. Uma 

vez que a síntese glicolítica de ATP é obrigatoriamente ligada ao fluxo de carbono glicolítico, 

a capacidade glicolítica também é uma medida da capacidade máxima de glicólise em gerar 

ATP (Mookerjee et al., 2016; Yuan et al., 2013). Conforme observado no teste de estresse 

glicolítico, a capacidade de utilizar a glicose para a síntese de ATP, após a inibição da mesma 

a partir da respiração celular, foi aumentada, indicando uma melhora na flexibilidade de 

utilização do combustível muscular em células pré-tratadas com Ala-Gln. 

Um dos mecanismos relacionados à absorção de glicose independente de insulina e 

induzida por aminoácidos envolve a ativação de transportadores de glicose (Wiernsperger, 

2005; Selvi et al., 2010). Neste estudo, foi analisada a expressão GLUT4 em miotubos sob 

condições normais e resistentes à insulina. A baixa intensidade de fluorescência em células 

resistentes à insulina não suplementadas indicou a depleção de GLUT4, contrariamente à 

maior intensidade de fluorescência verificada em miotubos tratados com 1mM de Ala-Gln, 

sugerindo um importante papel do dipeptídeo na recuperação e manutenção da funcionalidade 

celular. A absorção de glicose também é regulada por uma elevação na razão AMP/ ATP e 

consequente ativação da quinase ativada por AMP (AMPK) durante o aumento da demanda 

energética (Yuan et al., 2013), bem como pela ativação do mTORC1, que promove a 

absorção de glicose e um aumento no fluxo glicolítico, aumentando tanto a transcrição quanto 

a tradução do fator 1-alfa induzível pela hipóxia (HIF1a) (Düvel et al., 2010). Além disso, 

demonstrou-se que um aumento na atividade intrínseca de mediadores de glicose 

independentes de insulina, como GLUT-1 e/ ou cotransportadores de glicose de sódio, 
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compensa a entrada de glicose na célula em indivíduos com tolerância à glicose ou DM2 

(Wiernsperger, 2005; Selvi et al., 2010; Jumpertz et al., 2010). 

Uma série de mecanismos pelos quais as proteínas e os aminoácidos da dieta modulam 

as vias metabólicas da glicose e a sensibilidade à insulina foram propostas. Estudos sugerem 

que os aminoácidos individualmente têm diferentes efeitos sobre a absorção de glicose 

independente da insulina e que a via de sinalização de aminoácidos que controla a absorção de 

glicose é única (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 aminoácidos leucina e 

isoleucina estimulam a absorção de glicose de forma independente da insulina, envolvendo a 

PI3K e a proteína quinase C (PKC) (Doi et al., 2003; Düvel et al., 2010). De acordo com os 

estudos mencionados, nossos resultados sugerem que a Ala-Gln assume o papel de um sinal 

para o metabolismo da glicose, estimulando assim o transporte de glicose independente da 

insulina em células musculoesqueléticas. 

 

 

17 CONCLUSÕES 

 

Em resumo, nossos resultados demonstram que Ala-Gln estimulou a via de sinalização 

da mTOR e potencializou sua regulação independente da estimulação com insulina, 

denotando um efeito protetor da Ala-Gln em resgatar parcialmente as células de um estado 

resistente à insulina através da ativação da mTOR/ S6K, da melhoria da via de sinalização de 

insulina, do aumento da absorção de glicose independente da insulina e, finalmente, pela 

melhora na viabilidade celular de miotubos resistentes à insulina.  
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ANEXO 2 Artigo sob revisão em periódico internacional. 
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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-Gln, 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-β 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-Gln 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-Gln 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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Raizel, R.; Coqueiro, A.Y.; Bonvini, A.; Godois, A.M.; Tirapegui, J. Citoproteção e 

inflamação: efeitos da suplementação com glutamina e alanina sobre a lesão muscular 

induzida pelo exercício resistido. 

 

CITOPROTEÇÃO E INFLAMAÇÃO: EFEITOS DA SUPLEMENTAÇÃO COM 

GLUTAMINA E ALANINA SOBRE A LESÃO MUSCULAR INDUZIDA PELO 

EXERCÍCIO RESISTIDO 

RESUMO 

Exercícios de alta intensidade reduzem a concentração do aminoácido mais abundante do 

organismo, a glutamina, fato que pode influenciar na recuperação de atletas. Estudos 

demonstram que a suplementação oral crônica com L-glutamina na forma livre, em conjunto 

com L-alanina, ou como dipeptídeo (L-alanil-L-glutamina) pode atenuar a lesão, inflamação e 

imunossupressão induzida pelo exercício aeróbio intenso e/ou exaustivo. Contudo, o efeito 

destas suplementações durante o exercício resistido não é bem esclarecido. Nesse sentido, o 

objetivo do presente estudo foi revisar os efeitos da suplementação com L-glutamina e L-

alanina sobre mecanismos de lesão muscular, inflamação e citoproteção induzidos pelo 

exercício resistido. 

Palavras chave: glutamina, lesão, inflamação, sistema imune, exercício 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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ANEXO 4 Certificado de aprovação do projeto de pesquisa pela Comissão de Ética no Uso de 

Animais da Faculdade de Ciências Farmacêuticas – FCF/ USP. 
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ANEXO 5 – Ficha do aluno 
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ANEXO 6 Curriculo Lattes 
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