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RESUMO

O exercicio prolongado e exaustivo induz uma disfuncao da barreira intestinal. Varios estudos
mostram que a suplementacdo com alanil-glutamina (A/G) melhora a proliferacdo das células
intestinais e absorcdo de eletrdlitos. O objetivo deste trabalho foi investigar o efeito da
suplementacdo com A/G na permeabilidade intestinal em ratos treinados apds um exercicio
prolongado e exaustivo de natacdo. Utilizamos ratos Wistar, divididos em sete grupos: 1)
Sedentario (S); 2) Sedentario A/G (S-A/G); 3) Treinado (T); 4) Treinado A/G (T-A/G); 5)
Exaustdo (E); 6) Exaustdo A/G (E-A/G) e 7) Recuperado (R). Os animais dos grupos
suplementados receberam o dipeptideo A/G. Os animais foram treinados durante 12 semanas
de natacdo. Na metodologia realizamos analises bioguimicas de pH, pCO,, pO,, SO,, excesso
de bases (BE), pelo método de gasometria e lactato e glicose. Analisamos a transcricdo das
juncgdes firmes: ZO-1, Ocludina, Claudina-2 e PEPT-1 através de RT-PCR. A andlise da
permeabilidade intestinal foi realizada pelo método da ingestdo de Lactulose/Manitol (L/M).
Fizemos também analise histologica do duodeno, jejuno e ileo. O presente estudo foi
aprovado pela CEPA-UFC, em protocolo de N° 13/13. Nossos resultados mostraram que
pCO; e SO, foram aumentados nos grupos E e E-A/G, mas houve queda nos parametros de
pH e BE para estes mesmos grupos. Encontramos queda dos indices de glicose e aumento das
concentracdes de lactato. Houve aumento significativo no percentual de excrecdo de lactulose
nos grupos E e E-A/G em rela¢do ao grupo S. Houve, no entanto, queda da excrecdo de
lactulose com diferenca estatistica entre os grupos E e E-A/G, mostrando protecdo da A/G
frente a0 aumento da permeabilidade intestinal promovida pelo exercicio exaustivo. O
percentual de excrecdo do manitol foi aumentado nos grupos E e E-A/G em relag¢do ao grupo
S. Entretanto, na analise da relacdo da permeabilidade dos dois carboidratos L/M observamos
um aumento significativo no grupo E em relacdo ao grupo S. Contudo, houve diferenca
significativa entre os grupos E e E-A/G mostrando que a A/G conseguiu reverter os efeitos da
atividade exaustiva na permeabilidade intestinal. Observamos aumento da ZO-1 e ocludina
nos grupos S-A/G e T em relacdo a S. Houve também aumento de ZO-1 no grupo E em
relacdo ao S. Porém, a A/G reverteu a transcricdo destas juncdes firmes nos grupos T-A/G e
E-A/G. A transcricdo de claudina-2 foi reduzida no grupo S-A/G, mas obtivemos um aumento
no grupo E em relagdo ao S e uma diminui¢do de E-A/G em relagdo ao E. Em relagdo ao
PEPT-1, observamos aumento da transcricdo nos grupos T e E em relacdo ao S. Contudo, a
AJ/G reverteu a transcricao deste peptideo no grupo E-A/G em relacdo ao E. Numa andlise de

72 horas apls o teste de exaustdo encontramos valores para a permeabilidade intestinal



similares aos grupos sedentarios. Concluimos que o exercicio prolongado e exaustivo alterou
a permeabilidade intestinal e a suplementacdo cronica com alanil-glutamina teve efeito
protetor contra este aumento. O possivel mecanismo da A/G no processo estudado refere-se a
processos mecanicos de interacdo célula-célula (ZO-1 e ocludina) e/ou eletroliticos (claudina-
2).

Palavras chave: Exercicio. Permeabilidade. Ocludina.



ABSTRACT

The prolonged and exhaustive exercise induces intestinal barrier dysfunction. Several studies
show that supplementation with alanyl-glutamine (A/G) improves the cell proliferation
intestinal and electrolyte absorption. The aim of our study was to investigate the effect of
supplementation with A/G in the intestinal permeability in rats trained after prolonged
exercise and exhaustive swimming. We used Wistar rats that were divided into seven groups:
1) Sedentary (S); 2) Sedentary A/G (S-A/G); 3) Trained (T); 4) Trained A/G (T-A/G); 5)
Exhaustion (E); 6) Exhaustion A/G (E-A/G); 7) Recovered (R). The animal supplemented
groups received the dipeptide A/G. The animals were trained for twelve weeks. In the
methodology we performed biochemical analysis of pH, pCO,, pO,, SO,, and bases excess
(BE), by the method of gas analysis and lactate and glucose. We analyzed the transcription of
tight junctions: ZO-1, Occludin, Claudin-2 and PEPT-1 by RT-PCR. The analysis of intestinal
permeability was performed by the method of the ingestion of lactulose/mannitol (L/M). We
also performed histological analysis of the duodenum, jejunum and ileum. This study was
approved by the CEPA-UFC on Protocol N° 13/2013. Our results showed that SO, and pCO,
were higher in groups E and E-A/G, but decreased the parameters pH and BE for these same
groups. We found falling glucose levels and increased concentrations of lactate. A significant
increase in the percentage of excretion of lactulose in groups E and E-A/G than in group S.
There was, however, fall of excretion of lactulose with statistical difference between groups E
and E-A/G, showing protection against the alanyl-glutamine increased intestinal permeability
promoted by exhaustive exercise. The percentage of excretion of mannitol was increased in
groups E and E-A/G than in group S. However, in the analysis of the excretion of both
carbohydrates lactulose/mannitol we observed a significant increase in group E than in group
S. However, there was significant difference between groups E and E-A/G showing that
Ala/GIn was able to reverse the effects of exhaustive activity in intestinal permeability. We
observed an increase in ZO-1 and occludin in groups S-A/G and T with respect to S. There
was also an increase of ZO-1 in the E group compared to S. However, Ala/GlIn reversed the
transcription of these tight junctions in groups T-A/G and E-A/G. Transcription of claudin-2
was reduced in the S-A/G, but we obtained and increase in the E group compared to a
decrease of S and E-A/G against E. Regarding the PET-1 we showed increased transcription
in groups T and E in relation to S. However, the Ala/Gln reversed the transcript of this
dipeptide in group E-A/G with respect to E. An analysis 72 hours after the exhaustion test

values found for intestinal permeability similar to sedentary group. The prolonged and



exhaustive exercise altered intestinal permeability and chronic supplementation with Ala/GIn
was protective against the increase. The possible mechanism of Ala/GlIn refers to mechanical

processes of cell-to-cell interaction (occludin and ZO-1) and/or electrolytic (claudin-2).

Keywords: Exercise. Permeability. Occludin.
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1 INTRODUCAO
1.1 O Exercicio Fisico

A relacdo entre o exercicio fisico e a salde vem-se consolidando nos Gltimos anos. Em
estudos clinicos, de ampla abordagem epidemioldgica, foi demonstrado que a préatica regular
de exercicio fisico estd associada a promocao da salde e a prevencdo de doencas cronico-
degenerativas (LEANDRO et al., 2007). Por outro lado, a atencdo dada pelos servicos de
salde ao controle do sedentarismo através da pratica regular de exercicios e a mudancga dos
padrbes estéticos tém levado individuos a buscarem com o exercicio fisico, a reducdo da
massa corporal, o aumento da massa muscular, além do tradicional condicionamento aerébio
(ROHLFS et al., 2005).

Exercicio pode ser definido como qualquer atividade planejada e estruturada que leve
a um aumento do gasto energético e da frequéncia cardiaca (GOMES et al. 2012). Brum e
colaboradores (2004) definem exercicio fisico como atividade que retira o organismo de sua
homeostase, pois implica no aumento instantdneo da demanda energética da musculatura
exercitada e, consequentemente, do organismo como um todo. O exercicio fisico envolve
grande consumo de trifosfato de adenosina (ATP), cuja magnitude depende da intensidade do
trabalho a ser realizado (ROBERGS et al,. 2004; HOPPELER; BILLETER, 1991).

Ja esta bem estabelecido na literatura que os musculos esqueléticos possuem trés
sistemas de energia bastante eficientes e que possibilitam a sintese de moléculas de ATP que
serdo gastas durante contracdo muscular (BURKE et al., 2006). Entre estes sistemas estdo o
anaerobio alatico (fosfogénios), anaerdbio latico (glicolise) e aerdbio (ciclo de Krebs e cadeia
transportadora de elétrons) (Figura 1). Além disso, quanto maior a intensidade do exercicio,

maior a oxidag&o de glicose como substrato energético (MCARDLE et al., 2011).

O desenvolvimento dos processos aerébios ocorre gradualmente, podendo atingir o
valor maximo nunca antes da faixa de 2 a 5 minutos apés o inicio do trabalho. A capacidade
de resistir a fadiga durante um tempo prolongado, no trabalho aerébio, é determinada pela
quantidade maxima de consumo do oxigénio (VO, wax) que, durante o trabalho muscular,
pode ser absorvido do ar inspirado, transportado para os muasculos em atividade e utilizados
nos processos de oxidagdo. A correlacdo entre os substratos energéticos oxidados depende da
intensidade do trabalho em percentagem do VO, wax. Na realizagéo do trabalho menor que 50
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a 60% do VO, wax e de duracdo até algumas horas, a parte substancial de energia é formada
gracas a oxidacdo de gorduras, no processo conhecido como B-oxidacdo (SILVEIRA et al.,
2011; MCARDLE et al., 2011). Durante o trabalho com a intensidade superior a 70% do VO,

MAx, 0S carboidratos constituem a fonte predominante de energia.

Figura 1. Sistemas de energia e sua contribuicdo percentual para o rendimento (producéo)

total de energia durante o exercicio.

Anaerobiose Aerobiose

ATP + creatina-fosfato

Glicolise AGL plasmaticos

Anaerobia Triacilglicerois do tecido adiposo
do glicogénio

muscular

Glicogénio muscular
Glicose plasmatica
Glicogénio hepatico

Substratos energéticos

01 2 3 4 5 6 1 2 3 4

Minutos Horas

Tempo

Fonte: CURI e PROCOPIO, 2011.

O treinamento aerébio produz adaptagdes bioquimicas que melhoram
significativamente as capacidades funcionais relacionadas com a liberacdo, captacdo e
utilizacdo do oxigénio. Dentre as quais estdo: o aumento da densidade mitocondrial, aumento
da quantidade de capilares sanguineos por fibra muscular, aumento do conteudo de
mioglobina, aumento da capacidade de oxidac&o dos lipideos e dos carboidratos (HAWLEY;
SPARGO, 2007; COFFEY; HAWLAY, 2007; MAUGHAN et al., 2000).

O exercicio anaerobio é caracterizado por curtos periodos de esforgo maximo, onde
sua fonte de energia € fornecida a partir dos carboidratos, porém sem a utilizacdo do oxigénio

e com grande acumulo de acido lactico na circulacdo sanguinea (GOMES et al. 2012). Os
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processos anaerdbios sdo as principais fontes de energia durante a realizacdo do trabalho de
grande intensidade e curta duracdo (MCARDLE et al., 2011; MAUGHAN et al., 2000). A
glicolise anaerobia atinge a poténcia maxima depois de aproximadamente 30 a 45 segundos
apos o inicio do trabalho. A poténcia do mecanismo anaerébio glicolitico € menor do que a do
fosfogénio. No entanto, gracas a sua capacidade energética mais substancial, esse mecanismo
constitui a principal fonte para manter o trabalho com duracdo maxima de 30 segundos até 2 a
5 minutos (MCARDLE et al., 2011; MAUGHAN et al., 2000).

Outro mecanismo importante é o sistema fosfogénico ou sistema anaerébio alatico,
que esta ligado a utilizacdo dos fosfogénios, presentes nos musculos em atividade,
principalmente do fosfocreatina. Este mecanismo possui maior poténcia e permite assegurar a
energia aos musculos em atividade ja nos primeiros segundos do trabalho. A capacidade do
sistema fosfogénico é limitada pelas reservas de ATP e fosfo-creatina nos musculos e, devido
a esse fato, é capaz de sustentar o trabalho com a poténcia méxima apenas durante 6 a 10
segundos. Porém, aos 30 segundos as reservas de fosfo-creatina praticamente se esgotam e
ndo contribuem para a ressintese de ATP (TORRES-LEAL; MARREIRO, 2008). Além disso,
segundo Gomes e colaboradores (2012) outra diferenca importante se refere ao exercicio
agudo e crbnico. O exercicio agudo caracteriza-se por apresentar temporariamente respostas
metabolicas e cardiovasculares, com duracdo de alguns minutos ou varias horas. Ja o
exercicio crbnico caracteriza-se por uma adaptacdo metabdlica e fisiol6gica em resposta a um

treinamento.
1.1.1 O exercicio fisico prolongado e exaustivo e o trato gastrintestinal

O exercicio prolongado, em geral, é usado para definir intensidades de exercicio que
podem ser sustentadas por periodos de 30 a 180 minutos e que, na pratica, sdo exercicios com
intensidades entre 60% e 85% do VO, yax (MAUGHAN et al., 2000; ROMANO; BORGES,
2007). Este tipo de exercicio pode produzir um conjunto de manifestacdes fisioldgicas que
acarreta, como consequéncia, na diminui¢do da capacidade funcional de manter ou continuar
o rendimento esperado. A este conjunto de manifestacdes os fisiologistas do exercicio
chamam de fadiga (ROHLFS et al., 2005). O termo fadiga é definido como a incapacidade
para manter o rendimento de poténcia, tanto em exercicios de resisténcia, como em estados de
treinamento prolongado e excessivo (ROHLFS et al., 2005). Durante o exercicio exaustivo a
concentragéo de H'é aumentada em virtude da producio de dioxido de carbono e da formagio
de lactato (MCARDLE et al., 2011; JUEL et al., 2003). Este lactato acumulado pode ser
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removido pela oxidagdo muscular, principalmente originadas das fibras tipo Il, e usado no
figado e rins para sintese da glicose, num processo denominado gliconeogénese, ou

transportado para a corrente sanguinea e removido por outras células (JUEL et al., 2003).

O exercicio exaustivo pode também induzir lesdes nas fibras musculares. Dentre 0s
fatores propostos como responsaveis pelas lesbes estdo o estresse mecénico, disturbio na
homeostase do calcio intracelular, alteracdo do pH e da temperatura corporal e resposta
inflamatdéria (DA SILVA et al., 2011). Além de afetar o sistema muscular, o0 exercicio
exaustivo pode provocar sintomas gastrintestinais (LIRA et al., 2008). Estes sintomas incluem
vOmitos, nduseas, azia, cdlica abdominal, sangramento nas fezes, constipacdo e diarreia. A
etiologia dos sintomas € multifatorial e inclui a reducdo do fluxo sanguineo intestinal, a
liberacdo de horménios gastrintestinais, 0 estresse mecanico sobre o trato gastrintestinal
(TGI), a desidratacdo, os fatores psicoldgicos, a idade, o sexo, a dieta e o nivel de treinamento
do individuo (VAN NIEUWENHOVEN et al., 2004; SIMREN, 2002; TER STEEGE;
KOLKMAN, 2012).

Uma das possiveis hip6teses para as causas destes sintomas gastrintestinais é a
reducdo do fluxo sanguineo intestinal que ocorre devido a acdo das catecolaminas sobre 0s
receptores a-adrenérgicos, causando vasoconstricdo dos leitos vasculares, e uma ativacdo do
sistema renina-angiotensina, induzida pela hipovolemia, provocada pela desidratacdo
decorrente do exercicio (LIRA et al., 2008). Outros efeitos também sdo causados pela
diminuicdo do fluxo sanguineo durante o exercicio prolongado e exaustivo e 0 estresse
térmico. Entre esses efeitos estdo: alteracGes na homeostase hidroeletrolitica, hipdxia, acidose,
deplecdo de ATP e estresse oxidativo (LAMBERT, 2004). Estes efeitos podem romper tight
junctions (juncdes firmes) e causar danos ao enterocito, produzindo disfuncdo da barreira
intestinal, aumentar a permeabilidade de moléculas indesejaveis e, provavelmente, incitar uma
resposta inflamatéria (FIGURA 02) (LAMBERT, 2009).
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Figura 2 — Cascata dos efeitos fisioldgicos causados pela redugdo do fluxo sanguineo e o

estresse térmico nas células epiteliais intestinais.
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Fonte: (adaptado de LAMBERT, 2004).

1.2 Permeabilidade intestinal

O epitelio intestinal apresenta diferentes propriedades, promovendo tanto a funcgdo de
barreira quanto de transporte de substancias existentes na luz intestinal (LIMA, 1998). O
termo permeabilidade intestinal relaciona-se a fungédo de barreira exercida pelo epitélio e se
traduz pela propriedade que este epitélio apresenta em permitir a passagem de moléculas
através do mecanismo de difusdo ndo mediada, independente do gradiente de concentracao ou
de presséo e sem a assisténcia de um sistema carreador bioquimico passivo ou ativo (TRAVIS

E MENZIES, 1992; TEXEIRA et al., 2012). Somente substancias com peso molecular maior
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que 150 Daltons (Da) utilizam essa via de acesso a mucosa intestinal. Por consequéncia, tal
conceito ndo se aplica as moléculas menores, como o sddio ou o cloreto, que utilizam
sistemas carreadores para seu transporte. A este segundo processo denomina-se absor¢édo

(TRAVIS; MENZIES, 1992).

Sob determinados aspectos pode-se afirmar que a funcdo de barreira exercida pelo
epitélio intestinal é dinamica, pois se altera temporariamente apos um estresse hiperosmolar e
também é afetada por drogas (LAMBERT et al., 2007), doencas de Crohn e Celiaca (VILELA
et al., 2008), doencas diarreicas (LIMA; GUERRANT, 1992), citocinas (WANG et al., 2006),
obesidade (TEXEIRA et al., 2012) e exercicio fisico exaustivo (ZUHL et al., 2012). O
resultado dessa alteracdo ¢ uma maior permeacao de toxinas para o limen intestinal, tal como
o lipopolissacarideo (LPS) — parte estrutural da parede celular de bactérias gram-negativas —
aumentando os niveis de endotoxinas no sangue, que podem desencadear uma inflamacéo
local ou obter acesso para circulacdo e induzir inflamacéao sistémica atraves da liberacdo de
citocinas (FIGURA 3) (TEXEIRA et al., 2012).
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Figura 3 — Funcéo das juncdes firmes na barreira intestinal.
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As células intestinais possuem dois tipos de permeacdo: a via transcelular entdo
envolvida na absorc¢do e transportes de nutrientes, incluindo actcares, aminoacidos, peptideos,
acidos graxos, minerais e vitaminas (SUZUKI, 2012). Como a membrana celular é
impermedvel, este processo é predominantemente mediado por transportadores especificos ou
canais localizados na membrana apical e basolateral do enterdcito (KIELA; GHISHA, 2009).
A via paracelular estd associada com o transporte no espaco intercelular entre as células
epiteliais adjacentes sendo regulada por um complexo juncional apical, que é composto pelas
juncoes firmes (TJs) e juncdes de aderéncia (AJs) (BAUM; GEORGIOU, 2011).
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1.2.1 As juncdes firmes (tight junctions - TJs)

As TJs sdo compostas de diferentes complexos localizados na parte apical final das
membranas laterais de células epiteliais intestinais. Elas regulam a passagem paracelular de
ions, solutos e agua, e também sdo conhecidas por atuar como uma barreira para manter a
polaridade celular, bloqueando a livre difusdo de proteinas e lipideos entre o dominio apical e
basolateral da membrana plasmaética (SUZUKI, 2012). As TJs consistem em trés proteinas
integrais de membrana denominadas claudina, ocludina e moléculas de adesdo juncional
(JAMs) e um nimero de proteinas citoplasmaticas acessorias, incluindo as zénulas occludens
(ZO) z0O-1, z0O-2 e Z0-3, cingulina e outras proteinas guanilato quinase associadas a
membrana (FIGURA 04) (SUZUKI, 2012; ASSIMAKOPOULOS et al., 2011; GONZALEZ-
MARISCAL et al., 2003). Estas proteinas acessorias conectam as proteinas de membrana ao
citoesqueleto de actina para a manutencdo da integridade estrutural e funcional do epitélio
intestinal. A regulacdo da montagem, desmontagem e manutencdo das TJs sdo influenciadas
por varios estimulos fisiologicos e fisiopatoldgicos. Esta regulacdo envolve varias vias de
sinalizacdo, incluindo a proteina quinase C (PKC), proteinas quinases ativadas por mitdgenos
(MAPK), miosina quinase de cadeia leve (MLCK) e familia Rho de pequenas GTPases
(ULLUWISHEWA et al., 2011).

1.2.2 As ocludinas

As ocludinas foram as primeiras proteinas integrais a serem identificadas nas TJs das
células epiteliais. Seu nome vem do latim “occludere” que significa passagem restrita
(ASSIMAKOPOULOS et al., 2011; GONZALEZ-MARISCAL et al., 2003). A ocludina é
uma fosfoproteina de 65 kDa com quatro dominios transmembranais, ligados a dois loops
extracelulares ricos em tirosina no dominio intracelular C-terminal e N-terminal (SUZUKI,
2012). Sua funcdo deve ser vista mais em um contexto regulador do que como uma proteina
estrutural importante no estabelecimento das propriedades da barreira. Seu dominio
citoplasmatico C-terminal fornece a conexdo da ocludina com o citoesqueleto, assegurando
uma alta resisténcia elétrica das monocamadas das células epiteliais e diminuicdo da
permeabilidade paracelular (PERSIDSKY et al., 2006).
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Figura 04. Localizacdo funcional das jungdes firmes no espaco paracelular.
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1.2.3 As claudinas

O nome claudina vem do latim “claudere” que significa fechar. S&o proteinas
integrais, de 20-27 kDa com quatro dominios transmembranais, dois loops extracelulares e
dominios citoplasmaticos C-terminal e N-terminal com um loop intracelular curto
(ANGELOW et al., 2008; OVERGAARD et al., 2011). Os loops extracelulares se interligam
com claudinas adjacentes das células epiteliais intestinais, formando a vedacdo primaria das
TJs (LAL-NAG; MORIN, 2009). O principal papel das claudinas é a regulacdo da
seletividade paracelular aos ions pequenos (FINDLEY; KOVAL, 2009).

As claudinas sdo uma familia multigénica com pelo menos 24 membros em humanos e

camundongos, e cada isoforma mostra uma Unica expressdo padrdo em tecidos e linhagens de
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celulas. Em intestinos de ratos, claudinas 1, 2, 3, 4, 5, 7, 8, 10, 12, 13, 14, 15, 17 e 18 séo
detectadas ao nivel da expressdo dos genes, mas a expressdo relativa de cada isoforma varia
ao longo dos segmentos do intestino (SUZUKI, 2012). Em contraste com suas semelhancas
estruturais, as claudinas executam diferentes funcdes e podem ser divididas em dois tipos:
aqueles envolvidos na formacéo da barreira (diminuindo a permeabilidade paracelular) e os
que desempenham um papel nos canais porosos (aumentando a permeabilidade paracelular)
(SUZUKI, 2012). Para nosso conhecimento, nos intestinos, as claudinas 1, 3, 4,5, 8,9, 11 e
14 podem ser categorizadas como claudinas que formam a barreira, enquanto, as claudinas 2,
7, 12 e 15 sdo de formacao de poros (SUZUKI, 2012).

1.2.4 As moléculas de adesdo juncional (JAMS)

JAMs sdo proteinas que pertencem ao terceiro grupo de proteinas membranares que
estdo envolvidas na construcdo das TJs. S&o membros da superfamilia das imunoglobulinas
(Ig) e apresentam peso molecular de aproximadamente 43 kDa (ASSIMAKOPOULOQOS et al.,
2011; GONZALEZ-MARISCAL et al., 2003). Trés membros desta familia (JAM-1, JAM-2 E
JAM-3) j& foram identificados e estruturalmente sdo constituidas por apenas um dominio
transmembranal, um dominio extracelular N-terminal e pelo pequeno terminal carboxilico
citoplasmatico (SUZUKI, 2012). A regido extracelular das JAMs consiste em dois dominios
Ig-G. Estudos mostram que as JAMs podem contribuir para difusdo livre de proteinas da
dupla camada de lipideo, sendo mais importante ainda com a restricdo de passagem celular
(leucécitos, mondcitos, linfocitos, etc.) por meios das TJs entre as células endoteliais
(ASSIMAKOPQULOS et al., 2011).

1.2.5 As zbénulas de oclusdo

As z6nulas de oclusdo foram as primeiras proteinas especificas identificadas das TJs e
estas foram identificadas como, ZO-1 (~220 kDa), ZO-2 (~160 kDa) e ZO-3 (~130 kDa)
(SUZUKI,2012; ASSIMAKOPOULOS et al., 2011; GONZALEZ-MARISCAL et al., 2003).
Sédo proteinas compostas por trés dominios PDZ (PDZ-1, PDZ-2 e PDZ-3), um dominio SH3,
e um dominio membranal associado a guanilato kinase (SUZUKI, 2012). Estes dominios sdo
importantes por causa do seu papel no arranjo das proteinas, e consequentemente na
integridade da membrana (ASSIMAKOPOQULOS et al., 2011) .
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1.2.6 Avaliacdo da permeabilidade intestinal pela lactulose e manitol

Existem duas vias de permeacdo no epitélio intestinal saudavel (LIMA, 1998). Na
primeira, denominada de transcelular, as moléculas menores do que 0,4 nanémetros (nm),
como € o caso do manitol e peso molecular de 182 Da, atravessam as membranas celulares
através de pequenos poros aquosos (0,4 a 0,7nm), de alta incidéncia, presentes na membrana
dos enterocitos (VOJDANI, 2013; TRAVIS; MENZIES, 1992). Na segunda, denominada
paracelular, a passagem das moléculas ocorre entre as células. Isso acontece com as moléculas
maiores do que 0,5nm, como a lactulose com peso molecular de 342 Da, que permeiam a
mucosa intestinal através de canais maiores (6,5nm de raio), de baixa incidéncia, susceptiveis
ao estresse hiperosmolar, presentes nas juncbes firmes (Figura 5) (VOJDANI, 2013;
TRAVIS; MENZIES, 1992).

Figura 5. Epitélio intestinal mostrando a via paracelular e transcelular.
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Fonte: Adaptado de VOJDANI, 2013.

1.3 A glutamina
1.3.1 Histdria, estrutura quimica, sintese e metabolismo

Em 1873, Hlasiwetz e Harbemann foram os primeiros a considerar a glutamina como
uma molécula com propriedades biologicamente importantes. Posteriormente, novas
observacOes levaram os pesquisadores a pensar que a amoénia encontrada em hidrolisados
proteicos poderia ser o resultado da liberacdo de glutamina, bem como de asparagina
(CRUZAT et al., 2009). Em 1883, estudos realizados por Schulze e Bosshard mostraram uma
grande concentragdo de glutamina livre em alguns tipos de plantas (HISCOCK; PEDERSEN,
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2002). Em 1935, Krebs demonstrou pela primeira vez que células eram capazes de sintetizar
ou metabolizar glutamina (KREBS, 1935). Nos anos 50, estudos realizados por Eagle e
colaboradores mostraram que a glutamina era importante para o crescimento e manutengédo
celular e que a quantidade de glutamina encontrada em uma célula mantida em meio de
cultura era muito maior de que qualquer outro aminoécido (HISCOCK; PEDERSEN, 2002).
Com o desenvolvimento de novas técnicas cientificas possibilitou a observacdo de diversos
efeitos e mecanismos moleculares em que a glutamina estava envolvida. Atualmente, a
literatura cientifica apresenta inimeros trabalhos que demonstram os efeitos agudos e
cronicos da suplementacdo com glutamina em situacGes catabdlicas, tais como o cancer, HIV,

dengues, sepses, cirurgias, exercicios fisicos intensos, entre outros (CRUZAT et al., 2009).

A glutamina (CsHioN,O3) € um L-a-aminoacido, com peso molecular de
aproximadamente 146,15 kDa e pode ser sintetizada por todos os tecidos do organismo
(CRUZAT et al., 2009; LIMA, 1998). E classificada de acordo com o seu grupamento R
como nao carregada, mas € polar, o que lhe confere uma caracteristica hidrofilica, alem de

apresentar hidrolizacdo por acidos ou bases (CRUZAT et al., 2009).

A glutamina é classificada como um aminoécido nao essencial pelo fato do organismo
poder sintetizar de novo. Entretanto, essa classificacdo tem sido questionada, ja que em certas
situacOes criticas e catabolicas, tais como cirurgias, traumas e exercicios fisicos exaustivos, a
sintese de glutamina ndo supre a demanda exigida pelo organismo (BERTRAND et al., 2012;
WRAY et al., 2002). A glutamina é o aminoacido mais abundante no plasma e no tecido
muscular. Dos 80% dos aminoacidos livres contidos no meio intracelular, cerca de 60% desse
pool corresponde a glutamina e no plasma humano a glutamina representa cerca de 20% do
total de aminoacidos livres, com concentra¢des que variam entre 0,5 a 0,9 mM (LANCHA JR.
et al, 2009; LIMA, 1998).

A glutamina é sintetizada pela glutamina sintetase (GS) citos6lica a partir do
glutamato em muitos tecidos. Mas é degradada pela glutaminase (GA) mitocondrial onde é
utilizada em quantidades elevadas por outros tecidos que ndo a sintetizam (Figura 6 e 7)
(OLIVEIRA et al., 2009). Estas duas enzimas ATP-dependentes regulam o metabolismo da
glutamina: a glutaminase, que converte a glutamina em glutamato e amonia, e a glutamina
sintetase, que catalisa a reacdo em sentido contrario. O glutamato tem trés possiveis rotas para
converter-se em a-cetoglutarato; diretamente pela glutamato desidrogenase reagindo com

piruvato; catalisado pela glutamina-piruvado aminotrasferase gerando assim alanina, ou com
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oxaloacetato; e catalisado pela enzima glutamato-aspartato transferase produzindo assim o
aspartato (LABOW et al., 2000). Dentre os 6rgdos envolvidos na sintese da glutamina,
incluem-se o musculo esquelético, pulmdes, figado, cérebro e, possivelmente, o tecido
adiposo, os quais contém atividade da enzima glutamina sintetase, que catalisa a conversao de
glutamina a partir de aménia e glutamato, na presenga de ATP (Figura 8) (FONTANA et al.,
2003; OLIVEIRA et al., 2009). Por outro lado, tecidos que sdo consumidores primariamente
de glutamina, como as células da mucosa intestinal, leucocitos e células do tubulo renal
contém elevada atividade da enzima glutaminase, responsavel pela hidrolise da glutamina e
sua conversao em glutamato e amonia. Sob certas condigdes, tal como reduzido aporte de
carboidratos, o figado pode torna-se um sitio consumidor de glutamina (WALSH et al.,
1998).

Figura 6. Sintese da glutamina catalisada pela enzima glutamina sintetase.

L-glutamato + NH; + ATP — » L-glutamina + ADP + Pi
Glutamina sintetase

Fonte: Adaptado de LANCHA JR. et al, 2009.

Figura 7. Degradacdo da glutamina catalisada pela enzima glutaminase.

L-glutamina + H,O + ATP » L-glutamato + NH;
Glutaminase

ou

a-cetoacido + L-glutamina 5;,tamina transaminase P aminoacido + L-glutamato

Fonte: Adaptado de LANCHA JR. et al, 2009.
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Figura 8. Producéo e utilizag&o de glutamina pelos tecidos.
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1.3.2 Transporte de glutamina e peptideos no intestino

O intestino delgado ocupa um papel central na absorcdo de nutrientes e, no limen, 0s
aminoacidos sdo absorvidos pela borda em escova das células epiteliais do intestino por uma
variedade de sistemas de transporte (SOUBA; COPERLAND, 1991). Além disso, o intestino
delgado éo principal 6rgédo de consumo de glutamina, devido em grande parte da acdo da
glutaminase encontrada em altas concentrag¢6es no jejuno e ileo (DUDRICK et al., 1992; FAN
et al., 1998). O transporte de glutamina do espaco extracelular para o espaco intracelular ¢é
mediado por um transportador, o qual se liga ao substrato atraves do sitio ativo presente na
proteina transportadora (LIMA, 1998). Nd&o existe um transportador especifico para a
glutamina, mas ha sistemas de transportadores que se ligam com a glutamina e aminoacidos
estruturalmente relacionados (LIMA, 1998). Os aminoacidos livres sdo transportados nas
membranas, apical e basolateral por mecanismos de transporte facilitado, ndo dependente de
sddio, ou por mecanismos de transporte secundario ativo (dependente de sodio) (BROER,
2008). Os sistemas de transporte sdo classificados por letras e sinais que mostram a

preferéncia destes sistemas para determinados aminoacidos. Desta forma, as letras maiusculas
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representariam sistemas Na’-dependente, enquanto as letras minGsculas referem-se a sistemas
Na*-independentes (MAILLIARD et al., 1995). O trabalho de Chrsitesen estabeleceu trés
sistemas de transportes para aminoacidos neutros. Ele designou como o sistema L (preferéncia
pela leucina e os aminoacidos mais hidrofébicos), o sistema A (preferéncia pela alanina e
outros aminoé&cidos hidrofilicos pequenos) e o sistema ASC (preferéncia pela alanina, serina e
cisteina). Uma nomenclatura separada, que ele definiu de X para anionica, Y para catidnica e
Z para neutra), foi aplicado a sistemas de transporte mediados a aminoacidos catiénicos

(sistema y*) e aminoacidos anidnicos (sistema X ac) (BROER, 2008).

Em relagdo a capacidade absortiva de dipeptideos, eles sdo mais absorvidos no
intestino delgado proximal do que no intestino delgado distal. As peptidases citosélicas que
também atuam sobre os dipeptideos apresentam mais atividade na porcdo proximal do
intestino delgado, local onde a capacidade absortiva é bastante elevada. Porém, a capacidade
absortiva de aminoéacidos € maior na porcdo distal do intestino delgado em relacdo ao
intestino delgado proximal (ADIBI, 2003)

1.3.3 A glutamina e a alanil-glutamina

Como ja citado anteriormente, sdo varios os efeitos benéficos da glutamina para o
eficiente equilibrio da manutencéo da permeabilidade intestinal (aumento da imunoglobulina
intestinal e reducdo da translocacdo bacteriana) e de algumas vias de regulacdo celular
(quinases, estado redox, proliferacdo celular, apoptose e expressao das proteinas de choque
térmico [HSP]). Mas algumas propriedades fisicas da glutamina, tais como a sua instabilidade
em solucdes particularmente acidas ou durante esterilizacdo por calor, seu armazenamento
prolongado que pode potencialmente hidrolisar-se a um neurotransmissor toxico como o
glutamato (glutamato monossddico) e, sua solubilidade limitada (35 g/L a 207C),

comprometem seu uso rotineiro em situagoes clinicas (CARNEIRO-FILHO et al., 2003).

Essas limitagbes ao uso clinico da glutamina favoreceram o desenvolvimento de
dipeptideos com residuos de glutamina, nas posi¢cdes N-terminal ou C-terminal (L-alanil-
glutamina, glicil-L-glutamina), por serem altamente solGveis em agua, estaveis durante o
processo de esterilizacdo e armazenamento por mais de dois anos permitindo 0 seu uso em
solugdes de nutricdo parental ou enteral (FURST, 2001). O dipeptideo alanil-glutamina é mais

estavel, mais soltvel, mais bem tolerado e tem pelo menos o mesmo efeito que a glutamina na
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reparacao da mucosa intestinal in vitro (CARNEIRO-FILHO et al., 2003), em animais (LIMA
et al., 2002) e humanos (BUSHEN et al., 2004).

1.3.4 A glutamina e o exercicio fisico

Durante o exercicio, a oxidacdo dos aminoacidos ndo é a principal fonte de ATP.
Entretanto, sua utilizacdo pelos madsculos € muito relevante para manter o fluxo de substratos
no ciclo do &cido citrico, em atividades de longa duracdo (ROSSI et al., 2000). Exercicios
prolongados demandam elevacdo do metabolismo dos aminoécidos, os quais contribuem
significativamente para sintese de aménia, que pode ser liberada no plasma, na forma livre, ou
ser utilizada na sintese dos aminoacidos alanina e glutamina, que sao seus carreadores para 0s
rins e para o figado (CURI, 2000). No entanto, a realizacdo de exercicios fisicos pode
promover alteracGes na concentracdo plasmatica e tecidual de alguns aminoécidos, entre o0s
quais estdo a alanina, glutamina e glutamato (AGOSTINI; BIOLO, 2010). Tais alterac6es séo,
na sua maioria, dependentes da duracdo e intensidade da realizacdo do exercicio (HISCOCK;
PEDERSEN, 2002). Em relacdo a glutamina, durante o exercicio prolongado e exaustivo a
concentracdo plasmatica deste aminoécido encontra-se diminuida quando comparado ao
exercicio realizado em menor duragdo (AGOSTINI; BIOLO, 2010).

Em estudo realizado por Bergstrom et al. (1974) utilizando um exercicio de
intensidade a 70% do VOawax, foi observado um aumento do conteddo muscular de
glutamina nos primeiros dez minutos (de 18,9 para 33,6 mmol/L), seguido de diminui¢cdo com
o decorrer do exercicio. Em outro estudo, Rennie et al. (2006) observaram uma reducdo de
34% da concentracdo de glutamina muscular em humanos logo apds uma sessdo de exercicio
com duracdo de 225 minutos a 50% do VOyuwax (de 21,6 para 14,3 mmol/L). Estes dois
estudos sugerem que ocorre aumento na sintese de glutamina e, no decorrer do exercicio, a
concentracdo intracelular tende a diminuir. O aumento da sintese e da liberacdo de glutamina
pelos musculos ocorre como um recurso para prevenir o acimulo de aménia e intoxicacao dos

miocitos, durante o exercicio (CURI, 2000).

A musculatura esquelética €, quantitativamente, o principal produtor de glutamina.
Apesar de ter uma baixa atividade da enzima glutamina sintetase comparado a tecidos como
cérebro, figado e rins, a musculatura esquelética é responsavel pela maior producdo deste
aminoacido, por representar 40% da massa corporal, contribuindo com aproximadamente

30% de toda a glutamina circulante, ou seja, 50 mmol/h, uma quantidade maior em relacdo a
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qualquer outro aminoédcido (WALSH et al., 1998; LANCHA JR. et al, 2009). No caso de
traumas, queimaduras, estresse, atividade fisica intensa (estados catabolicos) e na acidose, 0
tecido muscular é capaz de aumentar a taxa de sintese e liberacdo de glutamina para corrente
sanguinea, em resposta ao aumento da demanda por outros érgdos e tecidos (ROMANO;
BORGES, 2007).

Em repouso, os diferentes tipos de fibras musculares apresentam diferentes
concentracdes de glutamina dependendo do estado nutricional e do grau de condicionamento
fisico. Os musculos apresentam quantidades mais elevadas de glutamina nas fibras do tipo |
(oxidativas), do que nas fibras do tipo Il (glicoliticas) (FONTANA et al., 2003). A atividade
mais elevada de GS e a maior disponibilidade de ATP para sintese de glutamina nessas fibras

talvez expliquem a maior concentracao desse aminoacido nas fibras oxidativas.
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2 JUSTIFICATIVA

Tradicionalmente, as pesquisas envolvendo a fisiologia do exercicio se concentram
nas respostas e adaptacdes dos sistemas respiratorio, cardiovascular e muscular, ja que muitos
dos beneficios relacionados a satde e qualidade de vida com a pratica regular de exercicio sdo
decorrentes de respostas e adaptacOes nestes trés sistemas orgénicos. Por outro lado, o
exercicio também exerce influéncia sobre outros sistemas que ndo estdo diretamente
relacionados com sua execucdo, tais como, o sistema imunologico (SANTOS et al., 2009) e o
trato gastrintestinal (TGI) (CASEY et al., 2005). Durante a realizacdo da pratica de exercicios
fisicos, ocorrem nos 6rgdos e sistemas uma redistribuicdo do volume sanguineo em diregdo as
areas de maiores necessidades metabdlicas, deixando outras com suprimento sanguineo
insuficiente. Isto afeta, dentre outros sistemas, o trato gastrintestinal, que frente as atividades
mais intensas é submetido a uma situacdo isquémica, fazendo com que cerca de 20-50% dos
atletas reportem sintomas gastrintestinais como nauseas, vomitos, sangramento nas fezes,
azia, cdibras, diarreia (BROUNS; BECKERS, 1993). Neste contexto, o impacto do exercicio
sobre o TGI, apesar de pouco explorado, é uma area de grande interesse. Recentemente,
entretanto, tal interesse tem sido focado sobre os potenciais beneficios do exercicio fisico
sobre o TGI, tais como a diminuicdo da prevaléncia de cancer de cdlon e constipacdo
(PETERS et al., 2001). Outro aspecto interessante e, pouco explorado, € o efeito do exercicio

sobre a reatividade intestinal.

A maioria dos trabalhos envolvidos com a suplementacdo com glutamina em atletas
esta relacionada com o efeito da mesma no sistema imunolégico (HOLFFMAN et al., 2010;
SANTOS et al., 2009; GLEESON, 2008; ROGERO et al., 2002; GARCIA JUNIOR et al.,
2000). Durante o exercicio prolongado e intenso, o sistema imune é influenciado pela
diminuicdo da concentracdo plasmatica de glutamina. 1sso porque as células desse sistema
(linfocitos, leucdcitos e neutrofilos) utilizam esse aminoacido como substrato energético e
como precursor para sintese de proteinas e de bases nitrogenadas (GLEESON, 2005). A
glutamina € necessaria para proliferacdo de células intestinais, absorcdo de fluidos e
eletrolitos, bem como € essencial na regulacdo do balanco nitrogenado em estados normais e
patologicos (FONTANA et al., 2003). O TGI € o principal 6rgéo de utilizacdo de glutamina e,
em especial, o intestino delgado (células de rapida renovacdo no organismo — os enterdcitos).

Diante dos fatos aqui expostos, o presente estudo buscou avaliar o efeito da

suplementacdo da alanil-glutamina sobre alguns aspectos relacionados a fisiologia do esfor¢o
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na permeabilidade intestinal em ratos treinados e submetidos a um exercicio de natacdo de

predominancia aerébio prolongado e exaustivo.
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3 OBJETIVOS
3.1 Objetivo geral

O presente estudo teve como objetivo geral avaliar os efeitos fisiologicos e
moleculares do exercicio prolongado e exaustivo de predominancia aerébia na presenca e
auséncia da suplementacdo da alanil-glutamina sob a permeabilidade intestinal em ratos

treinados e submetidos a exercicio intenso de natacéo.
3.2 Objetivos especificos

e Avaliar alteragdes do equilibrio acido-base sanguineos em ratos treinados submetidos
ou ndo ao exercicio exaustivo de natacdo na presenca ou auséncia de suplementacédo
com alanil-glutamina.

e Avaliar a permeabilidade intestinal de ratos treinados submetidos ou nao ao exercicio
exaustivo de natacdo na presenca ou auséncia de suplementacdo com alanil-glutamina,
através do metodo ndo invasivo do lactulose - manitol.

e Identificar possiveis alteracbes histopatoldgicas no intestino delgado em ratos
treinados submetidos ou ndo ao exercicio exaustivo de natacdo na presenca ou
auséncia de suplementacdo com alanil-glutamina.

e Avaliar as alteracBGes na transcricdo génica de juncbes firmes e do transportador de
dipeptideo (PEPT-1) intestinal em ratos treinados submetidos ou ndo ao exercicio

exaustivo de natacdo na presenca ou auséncia de suplementacdo com alanil-glutamina.
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4 MATERIAIS E METODOS
4.1 Animais

O presente estudo foi realizado com ratos Wistar, adultos, machos, pesando em média
200 + 20 gramas, cedidos pelo Biotério do Departamento de Fisiologia e Farmacologia da
Faculdade de Medicina da Universidade Federal do Ceara. O estudo foi aprovado pela
Comisséo de Etica em Pesquisa Animal (CEPA), sob Protocolo N° 13/2013 da Universidade
Federal do Ceara. Os animais foram mantidos no Laboratério Escola Prof. Luiz Capelo da
Universidade Federal do Ceard e alojados em gaiolas coletivas (quatro animais por gaiola)
durante treze semanas, sob temperatura de 25 + 2 °C e obedecendo a um ciclo de doze horas

claro/escuro, recebendo racéo e agua ad libitum.

Os animais foram aleatoriamente divididos em grupos de oito ratos (N= 8) conforme a

descricdo abaixo:

. Grupo controle sedentario sem suplementacéo (S);

. Grupo controle sedentario suplementado com L-alanil-L-glutamina (S-A/G);

. Grupo treinado (cinquenta minutos) sem suplementacao (T);

. Grupo treinado (cinquenta minutos) suplementado com L-alanil-L-glutamina (T-A/G);
. Grupo treinado com teste exaustdo sem suplementacéo (E);

. Grupo treinado com teste exaustdo suplementado com L-alanil-L-glutamina (E-A/G);

~N O o1 oW DN P

. Grupo treinado recuperado apos teste de exaustdo (R).

4.2 Suplementagédo com alanil-glutamina

Os animais dos grupos suplementados receberam o dipeptideo L-alanil-L-glutamina
(1,5 g/Kg de peso corporal/dia em um volume de 0,5 mL para cada 100g de peso corporal do
rato), fabricado pela Ajinomoto Interamericana Industria e Comércio Ltda. No periodo de
quarenta e dois dias seguidos, ou seja, nas Ultimas seis semanas do protocolo, 0s animais dos
grupos dois, quatro e seis receberam as suplementagdes por meio de sonda gastrica
(gavagem). Os animais dos grupos um, trés e cinco receberam o mesmo volume de agua
esterilizada por gavagem (ROGERO et al., 2002).
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4.3 Treinamento aerdbio de natacéo

O treinamento dos animais foi realizado em um sistema de natagdo em tanques de
polietileno medindo 60 cm de didmetro, 60 cm de altura com uma capacidade de 100L a uma
temperatura de 30+ 3°C. Todo este treinamento foi realizado no Laboratério Escola Prof. Luiz
Capelo da Universidade Federal do Ceara sob coordenacao do Prof. Dr. Arménio Aguiar dos
Santos que, conjuntamente com o Prof. Dr. Moisés Tolentino Bento da Silva, vém realizando
estudos envolvendo o TGI e o exercicio fisico através do modelo de natacdo em ratos. Este foi
o principal motivo da escolha deste modelo em nosso presente estudo, além também de ser
um modelo mais econémico e facil de ser utilizado comparado com a esteira. O treinamento
foi dividido em duas fases: a primeira fase, ou adaptativa, foi realizada em cinco dias
(segunda a sexta-feira), com sessdes de dez, vinte, trinta, quarenta e cinquenta minutos,
respectivamente. Esta fase consistia em adaptar os animais para se habituar ao meio liquido.
Todos os grupos participaram desta fase. A segunda fase constituiu de doze semanas de
treinamento diarios (segunda a sexta-feira) de natacdo e somente os grupos treinado (T),
treinado suplementado com alanil-glutamina (T-A/G), exaustdo (E), exaustdo suplementado
com alanil-glutamina (E-A/G) e recuperado (R) participaram desta fase, sendo de cinguenta
minutos cada sessdo de treinamento (SANT’ANNA, et al., 2011; TEZINI, et al., 2009). Ao
longo das doze semanas o grupo sedentario (S) e grupo sedentério suplementado com alanil-
glutamina (S-A/G) ficaram dentro dos tanques contendo &gua (~5 cm de agua ou até
submersdo das patas) por 10 minutos. Ao final das doze semanas de treinamento e apés 24
horas da Ultima sessdo os animais dos grupos cinco, seis e sete (vide item 4.1) realizaram um
teste de exaustdo. A exaustdo foi caracterizada no momento em que o animal apresentou
durante o teste movimento corporal descoordenado, contorcido e ndo conseguia manter as
narinas fora da dgua durante dez segundos (ROGERO et al.,, 2002) (FIGURAS 9 e 10).
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Figura 9. Protocolo experimental
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4.4 Medida do tempo de exaustao

Para determinar o tempo de exaustdo foi utilizado crondmetro (SW2018, modelo
cronobio) para os grupos exaustdo e exaustdo suplementado com alanil-glutamina. O
cronémetro foi acionado no momento em que o animal foi colocado na agua e parado no
momento em que o animal ndo conseguiu manter as narinas fora da agua durante dez
segundos (ROGERO et al.,, 2002).

4.5 Determinacdo da concentracdo de lactato e glicose antes, durante e depois do teste de

exaustao.

Para determinacdo da concentracdo de lactato e da glicose sanguinea antes, durante e
apos o teste de exaustdo foi coletado uma gota de sangue (~ 25 pL) e transferido
imediatamente para as fitas de lactato e glicose para leitura no aparelho Accutrend Plus,
modelo Roche. Somente os grupos exaustdo e exaustdo suplementado com alanil-glutamina
foram avaliados. A técnica utilizada para esse procedimento consistiu na realizacdo de um
pequeno corte na extremidade da cauda do rato e uma gota de sangue foi retirada e transferida

as fitas para imediata leitura no equipamento mencionado acima.



35

4.6 Analise dos parametros do equilibrio acido-base no sangue venoso

A bioquimica plasmética e avaliacdo dos gases sanguineos sdo utilizadas para
determinar o efeito do exercicio sobre varios processos fisioldgicos (SILVA et al., 2009). O
exercicio exaustivo induz alteragdes metabolicas do tipo hemoconcentracdo e acidose,
quantificadas por indicadores como hematdcrito, osmolaridade, natremia, hemoglobina,
albumina, pH, HCO;, lactato, amonio, aléem de horménios e neurotransmissores (PORTO et
al., 2006). No presente estudo avaliamos o0s seguintes parametros: o logaritimo negativo da
atividade de ions hidrogénio (pH,), a pressdo parcial de didxido de carbono (PvCO2), ion
bicarbonato (HCO73), 0 excesso de bases (BE), a pressédo parcial de oxigénio (P,Oy), a
saturacdo de oxigénio (SaO2). Todos estes parametros foram analisados em um equipamento
de analise automatica (cobas b 121/OMNIC, modelo Roche). Para analise destes parametros
0s animais de todos os grupos foram anestesiados com éter etilico para coleta de sangue pelo
plexo orbital. Foram coletados 2 mL de sangue venoso em microtubos heparinizados para
posterior analise no aparelho de analise automatica. No grupo sedentario (S) e no grupo
sedentério suplementado com alanil-glutamina (S-A/G) a coleta de sangue foi realizada logo
ap6s as doze semanas do protocolo experimental. Nos grupos, treinado (T) e treinado
suplementado com alanil-glutamina (T-A/G) a coleta foi realizada ap6s a ultima sessdo de
treinamento depois das doze semanas. Nos grupos treinados e submetidos ao teste de exaustdo
(E e E-A/G), a coleta sanguinea foi realizada imediatamente apds o teste de exaustdo e

também depois de doze semanas de treinamento

4.7 Protocolo do teste da permeabilidade intestinal

Todos os animais foram submetidos a andlise da permeabilidade intestinal pelo
método ndo invasivo do lactulose/manitol. Imediatamente ap0s a ultima sessdo de
treinamento, ou seja, ao final das doze semanas, 0s animais dos grupos um, dois, trés e quatro
receberam, por gavagem, o volume de 2 mL de uma solucdo contendo lactulose (200 mg/ml)
e manitol (50 mg/ml) (CARNEIRO-FILHO et al., 2004). Os animais dos grupos cinco e seis,
24 horas ap0s a ultima sesséo de treinamento realizaram um teste de exaustéo e receberam a
mesma dose desta solucdo logo apos o teste de exaustdo. A seguir, todos 0s grupos animais
foram acondicionados em gaiolas metabolicas para a coleta da urina por vinte quatro horas.
Em seguida, o volume da diurese foi devidamente registrado e 25uL de clorexidina
(40mg/ml) foram adicionados a cada amostra de urina coletada e armazenadas a -20 °C. As

urinas coletadas foram descongeladas e centrifugadas para posterior anélise da quantificacao
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dos acucares previamente administrados através do HPLC (High Pressure Liquid
Cromatography) Cromatografia Liquida de Alta Pressdo (CARNEIRO-FILHO et al., 2004).
Para avaliar permeabilidade intestinal durante o treinamento e ap0s o tempo de 72 horas do
teste de exaustdo, realizamos quatro avaliacbes do método ndo invasivo do lactulose/manitol
para o grupo denominado recuperado (Gurpo7). Duas primeiras avaliagdes foram realizadas
depois da ultima sessdo de exercicio da décima (T1) e décima primeira semana de treinamento
(T,), a terceira avaliacdo realizada logo apds o teste de exaustdo (E), e a quarta avaliacdo
realizada com 72 horas depois do teste de exaustdo (R), pois, segundo Curi e Procopio (2011),
este seria 0 tempo necessario para que o epitélio intestinal se encontre totalmente renovado.
Antes da coleta definitiva da diurese, todos os grupos experimentais passaram por uma fase de
adaptacdo na gaiola metabolica que consistiu de trés dias com agua e uma racdo pobre em
carboidratos (Rhoster-SP). Tal racdo foi utilizada para evitar interferéncias na coluna aniénica

do equipamento HPLC.

Figura 10. Protocolo experimental do grupo recuperado
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4.8 Avaliacdo da transcricdo génica
4.8.1 Extragdo do RNA total

As amostras do tecido ileo (300mg) foram congeladas a -80 °C até o momento da
extracdo. Foi feito um homogenato com trizol e, em seguida, a extracdo de RNA foi realizada
com o Kit RNeasy Lipid Tissue Mini (QIAGEN, Hilden, Germany) de acordo com o
protocolo do fabricante. Apos a finalizagdo do processo de extracdo, 1uL de RNA total de
cada amostra foi dosado com o Nanodrop® (Thermo Fisher Scientific, USA) com a finalidade
de verificar a qualidade das amostras e quantificar suas concentracdes para fornecer RNA

para transcricdo em DNA complementar (cDNA).
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4.8.2 Sintese de cDNA

A sintese de cDNA foi realizada com o iScript™ cDNA Synthesis Kit (Bio-Rad
Laboratories, USA) de acordo com o instrucGes do fabricante. O protocolo da reacdo continha
1 pL da enzima trasncriptase reversa, 4 UL do tampédo 5x iScript Reaction Mix (solucao
constituida de oligonucleotideos e iniciadores aleatérios), um volume da amostra de RNA
uniformizado para 1mg/pL e completado a reacdo com agua livre de nuclease em volume
suficiente para completar 20uL. O protocolo padrdo do termociclador iCycler (Bio-Rad
Laboratories, USA) foi 25° C por 5 min., 42° C por 30 min., e 85° C por 5 min. O cDNA foi
armazenado em freezer a -20° C até sua posterior utilizacdo no PCR quantitativo em tempo
real (QPCR).

4.8.3 PCR quantitativo em tempo real (qQPCR)

Conforme a Tabela 1, foram avaliados na transcricdo do mRNA 0s genes relacionados
com as jungdes firmes (zbnulas de oclusdo-1, claudina-2, ocludina) e o gene do
cotransportador H*/oligopeptideo (PEPT-1) com o aparelho do iQ5 Real-Time PCR
Detection System (Bio-Rad Laboratories, USA). O gene de referéncia utilizado foi o
YWHAZ da fosfolipase A2 (Proteina de ativacdo tirosina 3-monooxigenase 5-triptofano,
polipeptidio zeta) (SUN et al., 2007).

Para a reacdo foi utilizado 10 pL da Syber Green PCR Master Mix (Applied
Biosystems, Inglaterra), 2 pL de cada iniciador (0,2 uM) e 1 pL de cDNA das amostras
completando com &gua livre de nucleases para um volume final de 20uL. Todos 0s
iniciadores utilizados e as condi¢fes da qPCR estdo na Tabela 1. Todas as amplificacdes
foram finalizadas com a curva de melting, realizada para assegurar especificidade da
amplificacdo e detectar a formacgdo de dimeros de iniciadores ou qualquer outro produto
inespecifico.

Os valores do ciclo quantitativo (Cq ou Ct) para os genes testados foram exportados
para o Microsoft Excel (Microsoft, USA) e os niveis relativos de RNAm foram calculados de
acordo com a metodologia 2-AACT , qual AACT= (CT gene alvo — CT gene referéncia do
grupo tratado) / (CT gene alvo — CT gene referéncia do controle) como descrito por Livak e
Schmittgen (2001).
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Tabela 1- Sequencias de iniciadores e condi¢des de PCR para 0s genes avaliados (S: senso e
A: antisenso)

Processo Genes Sequencias dos iniciadores Produto n° NCBI Condicbes
Relacionado (5"-3) (pb) do PCR
Zénulasde S - CTCGCACGTATCACAAGCTGA 17 NM_0011
ocluséo -1 AS - CCTCAGGATATGGCTCCTTCC 06266.1
) . S - AACAGCCCCCTAATGTGGAAG NM_0313
uneoes Ocludina AS - GAGTAGGCCATTGGACTGTCG 12 29.2
95°C - 20°
. S - AGGACTTCCTGCTGACATCCA NM_0011 oo -,
Claudina-2 AS - TCCACCCACTACAGCCACTCT % 068462 sgg ; i(s)”
Transporte PEPT1 S - CCTGAAGAAGATGACCGTTGG 103 NM_0571
celulaR AS - GCTGGGGAAGACTGGAAGAGT 21.1
. S— GCTACTTGGCTGAGGTTGCT NM_0130
Referéncia YWHAZ AS - TGCTGTGACTGGTCCACAAT o1 113

4.9 Estudo histopatoldgico

Porcdes do duodeno, jejuno e ileo foram seccionadas transversalmente e armazenadas
em cassetes histoldgicos e imersos em formol 10% tamponado por 48 horas. Logo ap0s esse
periodo os cassetes foram armazenados em alcool 70% até o processo de fixacdo. Depois da
devida fixacdo dos tecidos o material foi processado rotineiramente para exame histolégico
em processador automatico de tecidos Lupe® modelo PT09 (histotécnico), para ser entdo
desidratado em concentracdes crescentes de 70 a 100% de etanol. ApGs 0 processamento,
realizou-se a inclusdo dos materiais em parafina, utilizando o equipamento para Banho
Histoldgico Modelo BHO05. Os blocos de parafina foram cortados em 5um de espessura e
colocados em laminas histoldgicas para posterior processo de coloragdo. Os cortes
histoldgicos foram obtidos utilizando-se micrétomo de impacto (Poycut S, Leica, Alemanha)
equipado com navalha de tungsténio de 16 cm, tipo D (Leica, Alemanha). As laminas foram
coradas pela técnica de hematoxilina e eosina. A analise histopatologica foi realizada pelo
patologista Msc. Daniel de Aradjo Viana e posteriormente registradas através de
fotomicrografias.

Foram analisadas em microscopio Optico em diferentes aumentos de lente e, para a
captura das imagens utilizou-se uma camera de video digital (Samsung®) acoplada ao

microscopio, por onde ocorreu a digitalizacdo das imagens.
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4.10 Estatistica

Todos os resultados foram apresentados como a média + erro padrdo da média
(EPM). Os dados foram analisados pelo teste de Analise de Variancia (ANOVA) seguido do
teste de Bonferroni como post test. Os resultados foram considerados significativos para p
<0,05. Quando a andlise foi realizada entre dois grupos utilizamos teste T de Student com

nivel de significancia para p< 0,05.
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5 RESULTADOS

5.1 Medida do tempo de exaustdo

No presente estudo mensuramos o tempo de exaustdo (fadiga) nos grupos exaustao (E)
e exaustdo suplementado com alanil-glutamina (E-A/G) (E= 259,0 + 22,84; E-A/G= 252,7
22,31) (Figura 11). Observamos que ndo houve diferenca significativa entre os grupos.

Figura 11 — Tempo (minutos) de exaustdo dos grupos, exaustdo (E) e exaustdo suplementado
com alanil-glutamina (E-A/G).

— 400 -

&3
=
| —
[ ]

Tempo de exaustao (min
- 2
| —] | —]
| —] | —]

| —

Exaustao Exaustao Ala/gin

Dados expressos por média e erro padrdo da média. Para determinacdo da diferenca estatistica entre 0s grupos
foi utilizado o teste “t” de Student.

5.2 Medida da concentracao de lactato e glicose

Avaliamos a concentracdo de lactato sanguineo antes, durante e depois do teste de
exaustdo nos grupos exaustdo (E) e exaustdo suplementado com alanil-glutamina. No grupo
exaustdo observamos aumento significativo na concentracdo de lactato sanguineo depois do
teste de exaustdo em relacdo a concentracdo de lactato antes da exaustdo (Depois = 4,51 +
0,15 mmol/L; Antes = 2,13 + 0,07 mmol/L; *p<0,05; n=6). Observamos também nesse
mesmo grupo que houve aumento significativo na concentracdo de lactato sanguineo depois
do teste de exaustdo em relacdo a concentragdo de lactato durante o teste (Depois = 4,51
mmol/L = 0,15; Durante = 3,51 £ 0,09 mmol/L; #p<0,05; n=6) (Figura 12). O mesmo

aumento da concentracdo de lactato sanguineo ocorreu no grupo suplementado com alanil-
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glutamina, ou seja, houve aumento significativo de lactato depois do teste de exaustdo em
relagdo a sua concentragao antes do teste (Depois = 5,33 + 0,13 mmol/L; Antes = 2,48 + 0,06
mmol/L; *p<0,05; n=6) e aumento significativo também de lactato depois do teste de
exaustdo em relacdo a sua concentracdo durante o teste (Depois = 5,33 £ 0,13 mmol/L;
Durante = 3,65 £ 0,09 mmol/L; #p<0,05; n=6) (Figura 12).

Nos grupos exaustdo e exaustdo suplementado com alanil-glutamina avaliamos a
concentracdo de glicose antes, durante e depois do teste de exaustdo. No grupo exaustdo
houve reducéo significativa da concentracdo de glicose depois do teste de exaustdo em relacéo
a sua concentracdo antes do teste de exaustdo (Depois = 43,1 + 3,77 mg/dL; Antes = 108,7 *
2,23 mg/dL; *p<0,05; n=6). Observamos também diferenca significativa na diminuicdo da
concentracdo glicose depois do teste de exaustdo em relacdo a sua concentracdo durante o
teste (Depois = 43,17 + 3,77 mg/dL; Durante = 107,8 + 2,48 mg/dL; #p<0,05; n=6) (Figura
13). No grupo exaustdo suplementado com alanil-glutamina observamos reducao significativa
da glicose depois do teste de exaustdo em relacdo a sua concentracdo antes do teste de
exaustdo (Depois = 38,0 £ 2,17 mg/dL; Antes = 111,0 £ 3,46 mg/dL; *p<0,05; n=6). Houve
também neste mesmo grupo diferenca significativa na reducéo da glicose depois do teste de
exaustdo em relacdo a glicose aferida durante o teste (Depois = 38,0 £ 2,17 mg/dL; Durante =
113,2 + 3,10 mg/dL; #p<0,05; n=6) (Figura 13).

Figura 12 - Concentracdo de lactato antes, durante e depois do teste de exaustdo nos grupos:
exaustdo (A) e exaustdo suplementado com alanil-glutamina (B).
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Dados expressos por média e erro padrao da média. Para determinacdo das diferencas estatisticas antes, durante e
depois o teste de exaustdo foi utilizado ANOVA, com pés-teste de Bonferroni com “p<0,05 representando
diferenca estatistica do lactato em relacio ao periodo anterior ao teste (antes), e “p<0,05 representando diferenca
estatistica em relagdo a concentragdo de lactato durante o teste de exaustao.
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Figura 13 - Concentracdo da glicose antes, durante e depois do teste de exaustdo nos grupos:
exaustdo (A) e exaustéo suplementado com alanil-glutamina (B).
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Dados expressos por média e erro padrdo da média. Para determinacdo das diferencas estatisticas antes, durante e
depois do teste de exaustdo foi utilizado ANOVA, com pés-teste de Bonferroni com 'p<0,05 representando
diferenca estatistica em relagdo a concentracdo de glicose antes do teste de exaustdo e “p<0,05 representando
diferenca estatistica em relagéo & concentracéo da glicose durante o teste de exaustéo.

5.3 Andlise dos parametros do equilibrio &cido-base no sangue venoso

Todos os grupos foram submetidos & anélise dos parametros (pHy, PvCO, HCO3, BE,
P,O2 e S;02) no gasémetro. Observamos reducéo significativa de pH (Figura 14) no grupo
exaustdo (E) e aumento significativo do grupo sedentario suplementado com alanil-glutamina
(S-A/G) ambos em relacdo ao sedentério (S) :(S=7,35+0,01; S-A/G=7,46 +0,01; E=7,29
+0,01; n = 5; *p<0,05). Também houve diferenca significativa na diminuicdo de pH no grupo
exaustdo suplementado com alanil-glutamina (E-A/G) e treinado alanil-glutamina (T-A/G)
em relacdo ao grupo sedentario suplementado com alanil-glutamina (S-A/G):(S-A/G = 7,46 +
0,006; T-A/G =7,31 £ 0,01 e E-A/G = 7,26 £ 0,004; n = 5; #p<0,05). Houve também reducao
significativa do grupo exaustdo suplementado com alanil-glutamina em relagdo ao grupo
treinado com alanil glutamina (T-A/G): (T-A/G=7,31+ 0,01 e E-A/G =7,26 £ 0,004; n = 5;
¥p<0,05)

Analisando a PvCO, (Figura 15) observamos que houve um aumento significativo no
grupo exaustdo (E) em relacdo ao grupo sedentario (S):(S=40,4+ 1,44, E=509+1,17;n=
5; *p<0,05). Também houve diferenca significativa no aumento da PvCO, no grupo exaustao
suplementado com alanil-glutamina (E-A/G) e treinado alanil-glutamina (T-A/G) em relagéo
ao grupo sedentario suplementado com alanil-glutamina (S-A/G):(S-A/G = 35,9 + 0,67; T-
A/G = 45,12 + 1,37; E-A/G = 50,4 £ 0,98; n = 5; #p<0,05). Observamos também diferenca
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significativa da PvCO; no grupo exaustdo (E) em relacdo ao grupo treinado (T): (T = 45,58 +
1,03; E=50,94 + 1,17; n = 5; ¥p<0,05).

Em relagdo ao HCO7; (Figura 16), todos os grupos, sedentdrio suplementado com
alanil-glutamina (S-A/G), treinado (T), treinado suplementado com A/G (T-A/G), exaustdo
(E) e exaustdo suplementado com alanil-glutamina (E-A/G) ndo obtiveram diferenca
estatistica em relacdo ao grupo sedentério (S = 23,7 £ 0,59; S-A/G =24,3+0,38; T=239 %
0,59; T-A/G = 23,6 + 0,42; E = 24,6 + 0,67 e E-A/G = 24,98 + 0,77; n=5). Também ndo
houve diferenca significativa de P,O, (Figura 17) em todos os grupos analisados (S = 58,3 £
1,96; S-A/G =54,18 + 1,56; T = 53,32 + 0,86; T-A/G = 57,08 + 2,13; E = 55,03 + 1,62 ¢ E-
A/G = 56,78 + 2,37; n=5).

Observamos reducdo significativa de SO, (Figura 18) no grupo exaustdo (E) em
relacdo ao grupo sedentario (S):(S=77,3+1,68; E=67,1 + 2,11; n = 5; *p<0,05). Também
houve diferenca significativa na diminui¢do da SO, no grupo exaustdo suplementado com
alanil-glutamina (E-A/G) em relacdo ao grupo sedentario suplementado com alanil-glutamina
(S-A/G):(S-A/IG = 77,8 + 1,50; E-A/G = 60,08 £ 2,37; n = 5; #p<0,05). Observamos também
reducdo significativa de S,,O, do grupo exaustdo suplementado com alanil-glutamina E-A/G
em relacdo ao treinado suplementado com alanil-glutamina (T-A/G): (T-A/G = 73,78 £ 1,05;
E-A/G = 60,08 + 2,37; n = 5; $p<0,05).

Em relacdo ao excesso de bases (Figura 19) observamos aumento significativo no
grupo sedentario suplementado com alanil-glutamina (S-A/G) em relacdo ao grupo sedentario
(S):(S-A/IG = 1,12 £ 0,32; S = -1,28 £ 0,49; n = 5; *p<0,05). Também houve diferenca
significativa na diminuicdo do excesso de bases no grupo exaustdo suplementado com alanil-
glutamina (E-A/G) e grupo treinado suplementado com alanil-glutamina (T-A/G) em relagéo
ao grupo sedentario suplementado com alanil-glutamina (S-A/G):(S-A/G = 1,12 + 0,32; T-
A/G =-3,04 £ 0,52; E-A/G =-4,6 £ 0,62; n = 5; #p<0,05).
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Figura 14— pH sanguineo nos grupos experimentais.
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S = Sedentério; S-A/G = sedentério suplementado com alanil-glutamina; T = treinado; T-A/G= treinado
suplementado com alanil-glutamina; E = exaustdo e E-A/G = exaustdo suplementado com alanil-glutamina.
Dados expressos por média e erro padrdo da média. Para determinac&o das diferencas estatisticas entre 0s grupos
foi utilizado ANOVA, com pos-teste de Bonferroni onde *p<0,05 representa a diferenca estatistica em relacéo ao

grupo S; e #p<0,05 representa a diferenca estatistica em relacéo ao grupo S-A/G e ®p<0,05 representa diferenca
estatistica em relagdo ao grupo T-A/G.
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Figura 15 — PCO, no sangue venoso Nos grupos experimentais.
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S = Sedentério; S-A/G = sedentario suplementado com alanil-glutamina; T = treinado; T-A/G = treinado
suplementado com alanil-glutamina; E = exaustdo e E-A/G = exaustdo suplementado com alanil-glutamina.
Dados expressos por média e erro padrdo da média. Para determinacdo das diferencas estatisticas entre 0s grupos
foi utilizado ANOVA, com pds-teste de Bonferroni onde *p<0,05 representa a diferenca estatistica em relacéo ao
grupo S; #p<0,05 representa a diferenca estatistica em relacdo ao grupo S-A/G; *p<0,05 representa diferenca
estatistica em relacéo ao grupo T-A/G e p<0,05 representa diferenca estatistica em relagdo ao grupo T.
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Figura 16 — Concentracdo de HCO’3 no sangue venoso nos grupos.
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S = Sedentario; S-A/G = sedentario suplementado com alanil-glutamina; T = treinado; T-A/G = treinado
suplementado com alanil-glutamina; E = exaustdo e E-A/G = exaustdo suplementado com alanil-glutamina.
Dados expressos por média e erro padrdo da média. Para determinacéo das diferengas estatisticas entre os grupos
foi utilizado ANOVA, com pds-teste de Bonferroni.

Figura 17 — PO, no sangue venoso nos grupos experimentais.
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S = Sedentério; S-A/G = sedentario suplementado com alanil-glutamina; T = treinado; T-A/G = treinado
suplementado com alanil-glutamina; E = exaustdo e E-A/G = exaustdo suplementado com alanil-glutamina.

Dados expressos por média e erro padrdo da média.Para determinagdo das diferencas estatisticas entre os grupos
foi utilizado ANOVA, com pos-teste de Bonferroni.
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Figura 18 — Percentual de saturacdo de oxigénio (SO;) no sangue Venoso NOS Qgrupos
experimentais.
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S = Sedentario; S-A/G = sedentario suplementado com alanil-glutamina; T = treinado; T-A/G = treinado
suplementado com alanil-glutamina; E = exaustdo e E-A/G = exaustdo suplementado com alanil-glutamina.
Dados expressos por média e erro padrdo da média. Para determinacdo das diferencas estatisticas entre 0s grupos
foi utilizado ANOVA, com pds-teste de Bonferroni onde *p<0,05 representa a diferenca estatistica em relacéo ao
grupo S; e #p<0,05 representa a diferenca estatistica em relacéo ao grupo S-A/G e ®p<0,05 representa diferenca
estatistica em relacdo ao grupo T-A/G.

Figura 19 — Excesso de bases no sangue venoso nos grupos experimentais.
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S = Sedentério; S-A/G = sedentario suplementado com alanil-glutamina; T = treinado; T-A/G = treinado
suplementado com alanil-glutamina; E = exaustdo e E-A/G = exaustdo suplementado com alanil-glutamina.
Dados expressos por média e erro padrdo da média. Para determinacéao das diferengas estatisticas entre os grupos
foi utilizado ANOVA, com pos-teste de Bonferroni onde *p<0,05 representa a diferenga estatistica em relagéo ao
grupo S e #p<0,05 representa a diferenca estatistica em relagdo ao grupo S-A/G.
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5.4 Permeabilidade intestinal pelo método néo invasivo do lactulose e manitol

Todos os grupos foram submetidos a analise da permeabilidade intestinal pelo método
ndo invasivo do lactulose/manitol. Observamos aumento significativo no percentual de
excrecdo de lactulose no grupo exaustdo (E) em relacdo ao grupo sedentario (S): (S = 10,12 +
1,43; E = 32,83 + 1,84; n = 5; *p<0,05). Também houve diferenca significativa no aumento
do percentual de lactulose do grupo exaustdo (E) em relacdo ao grupo treinado (T): (E = 32,83
+ 1,84; T = 10,59 + 1,67; n = 5,%p<0,05). Observamos também diferenca significativa no
aumento do percentual de lactulose no grupo exaustéo suplementado com alanil-glutamina (E-
AJ/G) em relacdo ao grupo sedentario suplementado com alanil-glutamina (S-A/G): (E-A/G =
19,73 £ 2,29; S-A/G = 10,50 * 1,57; n = 5, #p<0,05). Houve aumento também no percentual
de excrecéo de lactulose no grupo exaustéo suplementado com alanil-glutamina em relacdo ao
grupo treinado suplementado com alanil-glutamina (T-A/G): (E-A/G = 19,73 + 2,29; T-A/G =
11,03 + 1,68; n = 5, $p<0,05). Houve, no entanto, queda da excrecdo de lactulose com
diferenca estatistica entre os grupos E e E-A/G, mostrando protecdo da alanil-glutamina sob a
permeabilidade do lactulose (E = 32,83 + 1,84 %; E-A/G = 19,73 * 2,29 %; n=5, p<0,05 )
(Figura 20).

Pela andlise de manitol, observamos aumento significativo no percentual deste
carboidrato no grupo E em relagdo ao grupo S (S = 18,85 £ 1,89; E = 45,49 + 2,29; n = 5,
*p<0.05) Em adicdo, houve diferenga significativa em relagdo entre os grupos T e E (T =
27,47 + 2,25: E = 4549 + 229: n=5, ¥p<0,05). Houve também diferenca significante no
aumento de percentual de excrecdo de manitol no grupo E-A/G em relacdo ao grupo S-A/G:
(S-A/G = 18,9 + 1,72; E-A/G = 45,07 + 3,46; n = 5, "p<0,05). Também houve aumento da
excrecdo de percentual de manitol no grupo E-A/G em relacdo ao grupo T-A/G: (E-A/G =
45,07 + 3,46; T-A/G = 27,36 + 1,90; n = 5, ¥p<0,05) (Figura 21).

Entretanto, na analise da relacdo da permeabilidade dos dois carboidratos
lactulose/manitol (L/M) observamos um aumento significativo no grupo de exaustdo (E) em
relacdo ao grupo sedentério (S) (S = 0,48 £ 0,05; E = 0,75 %; n=5, *p<0.05). Nenhum outro
grupo experimental apresentou diferenca significativa em relacdo ao grupo sedentario (S =
0,48 £ 0,05; S-A/G = 0,47 £ 0,02; T = 0,56 + 0,05; T-A/G = 0,58 £ 0,04). Contudo, houve
diferenca significativa entre os grupos E e E-A/G (E = 0,75 £ 0,05; E-A/G = 0,52 + 0,02; n=5;
%0<0,05) mostrando, mais uma vez, que a alanil-glutamina conseguiu reverter os efeitos da

atividade exaustiva na permeabilidade intestinal. (Figura 22).
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Figura 20 — Percentual de excrecdo de lactulose nos grupos experimentais.
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S = Sedentario; S-A/G = sedentario suplementado com alanil-glutamina; T = treinado; T-A/G = treinado
suplementado com alanil-glutamina; E = exaustdo e E-A/G = exaustdo suplementado com alanil-glutamina.
Dados expressos por média e erro padrdo da média. Para determinagdo das diferencas estatisticas entre 0s grupos
foi utilizado ANOVA, com pos-teste de Bonferroni onde *p<0,05 representa a diferenga estatistica em relacéo ao
grupo S; #p<0,05 representa a diferenca estatistica em relagdo ao grupo E-A/G;®p<0,05 representa diferenca
estatistica em relacdo ao grupo T-A/G e %p<0,05 representa diferenca estatistica em relacéo ao grupo T e *
p<0,05 representa diferenca estatistica em relagéo ao grupo E.

Figura 21 - Percentual de excrecdo de manitol nos grupos experimentais.
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S = Sedentéario; S-A/G = sedentério suplementado com alanil-glutamina; T = treinado; T-A/G = treinado
suplementado com alanil-glutamina; E = exaustdo e E-A/G = exaustdo suplementado com alanil-glutamina.
Dados expressos por média e erro padrdo da média. Para determinacdo das diferencas estatisticas entre os grupos
foi utilizado ANOVA, com pés-teste de Bonferroni com “p<0,05 representando diferenca estatistica em relacio
ao grupo S;*p<0,05 representando diferenca estatistica em relagio ao grupo E-A/G; ®p<0,05 representa diferenca
estatistica em relacéo ao grupo T-A/G e p<0,05 representa diferenca estatistica em relagdo ao grupo T.
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Figura 22 — Relacdo da Taxa de excre¢do de lactulose/manitol nos grupos experimentais.
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S = Sedentério; S-A/G = sedentério suplementado com alanil-glutamina; T = treinado; T-A/G = treinado
suplementado com alanil-glutamina; E = exaustdo e E-A/G = exaustdo suplementado com alanil-glutamina.
Dados expressos por média e erro padrdo da média. Para determinag&o das diferencas estatisticas entre 0s grupos
foi utilizado ANOVA, com pés-teste de Bonferroni com “p<0,05 representando diferenca estatistica em relagdo
ao grupo S e ® p<0,05 representa diferenca estatistica em relagéo ao grupo E.

5.5 Analise do teste de lactolose/manitol no grupo recuperado

Para investigar a hipotese de que o aumento da permeabilidade intestinal causada pelo
exercicio prolongado e exaustivo seria apenas um efeito temporario, realizamos o teste de
permeabilidade intestinal em um mesmo grupo de ratos (Recuperado) em momentos distintos
assim designados: 1. Sesséo de treino um (T;), sessdo de treino dois (T,), teste exaustivo (E) e
recuperacdo (R) como descrito na metodologia do item 4.8. Em relacdo ao lactulose (Figura
23) observamos aumento significativo no percentual de excrecdo de lactulose no momento da
exaustdo (E) em relacdo aos momentos sesséo de treino um (T1) e sessdo de treino dois (T>):
(T1=12,91 £ 2,14 %; T, = 12,07 £ 2,16 %; E = 44,73 + 3,88 %; n=5; *p<0,05). Houve, no
entanto, queda da excrecdo do percentual de lactulose com diferenca estatistica entre os
momentos exaustdo (E) e recuperacdo (R), mostrando o efeito temporario da permeabilidade
ao lactulose (E = 44,73 + 3,88 %; R = 11,95 £ 2,18 %; n=>5, #p<0,05).

Em relagdo ao manitol (Figura 24) observamos que também houve aumento
significativo no percentual de excre¢do desse carboidrato no momento da exaustédo (E) em
relacdo aos momentos sessdao de treino um (T;) e sessdo de treino dois (Ty): (T = 12,75 *
2,71 %; T, = 15,26 + 3,54 %; E = 36,52 + 4,89 %; n=5; *p<0,05). Observamos, porém, que
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houve reducdo da excrecdo do percentual de manitol com diferenca estatistica entre os
momentos exaustdo (E) e recuperacdo (R) (E = 36,52 + 4,89 %; R = 13,43 £ 2,93 %; n=5,
#p<0,05).

Contudo, na analise da relacdo da permeabilidade dos dois carboidratos
lactulose/manitol (L/M) observamos na figura 25 um aumento significativo no momento da
exaustdo (E) em relacdo aos momentos sessé@o de treino um (T1) e sesséo de treino dois (T>):
(T, =0,64 £ 0,07; T, = 0,59 £ 0,03; E = 0,99 £ 0,67; n=5; *p<0,05). No entanto, houve
diferenca significativa entre os momentos exaustdo (E) e recuperagéo (R) (E = 0,99 £ 0,07; R
= 0,62 + 0,03; n=5, #p<0,05).

Figura 23 — Percentual de excrecdo de lactulose em relacéo a diferentes momentos de treino e
o0 periodo de recuperacao (72 horas apds teste exaustivo).
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T, = sessdo de treino um 1; T, = sessdo de treino dois; E = Exaustdo e R = recuperacdo. Dados expressos por
média e erro padrdo da média. Para determinacdo das diferencas estatisticas entre os quatros momentos foi
utilizado ANOVA, com poés-teste de Bonferroni onde *p<0,05 representa a diferenca estatistica do momento E
em relacdo aos momentos T e T,; e #p<0,05 representa a diferenca estatistica entre 0 momento R em relacdo ao
momento E.
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Figura 24 — Percentual de excrecdo de manitol em relacdo a diferentes momentos de treino e
0 periodo de recuperacdo (72 horas ap0s teste exaustivo).
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T, = sessdo de treino um 1; T, = sessdo de treino dois; E = Exaustdo e R = recuperagdo. Dados expressos por
média e erro padrdo da media. Para determinacdo das diferencas estatisticas entre 0s quatros momentos foi
utilizado ANOVA, com poés-teste de Bonferroni onde *p<0,05 representa a diferencga estatistica do momento E
em relacdo aos momentos Ty e Ty; e #p<0,05 representa a diferenca estatistica entre 0 momento R em relacéo ao
momento E.

Figura 25 — Relagdo da excregdo de lactulose/manitol em relagéo a diferentes momentos de
treino e o periodo de recuperacgdo (72 horas apds teste exaustivo).
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T, =sessdo de treino um 1; T, = sessdo de treino dois; E = Exaustdo e R = recuperac¢éo. Dados expressos por
média e erro padrdo da média. Para determinacdo das diferencas estatisticas entre os quatros momentos foi
utilizado ANOVA, com pobs-teste de Bonferroni onde *p<0,05 representa a diferenca estatistica do momento E
em relacdo aos momentos T e T,; e #p<0,05 representa a diferenca estatistica entre 0 momento R em relacao ao
momento E.



52

5.6 Trancrigdo génica

Avaliamos a transcricdo relativa das juncdes firmes zénulas de oclusdo-1, ocludina e
claudina-2. Observamos que a expressao relativa de zonulas de oclusdo-1 e ocludina
apresentaram padrdo similar de alteraces. A suplementacdo de alanil glutamina em animais
sedentérios (S-A/G) e o treinamento (T) induziram aumento significativo em relacdo aos
animais que nao executaram exercicio (S) (Sz-1 = 1,40 £ 0,56; Sociugina = 1,25 £ 0,50; S-A/G,-
1 = 10,04 + 0,93; S-A/Gociugina = 4,10 + 0,70; T,01 = 9,44 £ 1,58; Tociugina = 4,87 + 0,87). O
mesmo aumento significativo pdde ser visto entre 0s animais que executaram exercicio
exaustivo na transcri¢cdo de zonulas de oclusdo-1 (S,o1 = 1,40 £ 0,56; E,.1 = 6,77 £ 1,07).
Contudo, houve apenas uma tendéncia ao aumento quando avaliamos a expressdo do mRNA

de ocludina-2 no grupo exaustivo em relagcdo ao grupo sedentario (Figuras 26 e 27).

Outras similaridades foram observadas entre a expressdo relativa de zonulas de
oclusdo-1 e ocludina. A suplementacdo com alanil glutamina nos grupos de animais treinados
e exaustivos (T-A/G e E-A/G) reverteu significativamente os aumentos das transcri¢oes
relativas de z6nulas de ocluséo-1 e ocludina encontrados entre 0s grupos T € E (T,0.1 = 9,44 £
1,58; T-A/G0.1 = 3,63 £ 1,49; Tociudina = 4,87 £ 0,87; T-A/Gociudina = 1,05 £ 0,64; E,o.q1 = 6,77
+1,07; E-A/Ggo1 = 3,38 * 1,14; Egciugina = 2,51 + 0,23; E-A/G,1 = 0,71 + 0,23) (Figuras 26 e
27).

Analisamos também a expressao relativa da juncdo firme claudina-2. Observamos uma
diminuicdo significativa da transcricdo relativa deste mRNA no grupo sedentario que recebeu
a suplementacéo de alanil-glutamina (S-A/G) e um aumento significativo no grupo de animais
gue executaram exercicio exaustivo (E) (S = 1,27 £ 0,27; S-A/G = 0,34 + 0,08; E = 3,46 +
0,62) em relacdo ao grupo sedentario (S). Da mesma forma como descrito para as outras
juncoes firmes a suplementacdo com alanil glutamina reverteu o aumento observado no grupo
exaustivo (E = 3,46 + 0,62; E-A/G = 1,58 £ 0,48) (Figura 28).

Como a suplementacéo deste trabalho foi com um dipeptideo, analisamos a transcri¢ao
génica do cotransportador H*/oligopeptideo encontrado tanto no intestino como nos rins
denominado PEPT-1. Tanto a suplementacdo com alanil glutamina no grupo sedentério (S-
AJ/G) assim como nos animais treinados (T) e nos animais treinados que foram submetidos ao
exercicio exaustivo (E) observamos um aumento significativo da expressao relativa do mRNA

de PEPT-1 em relacdo ao grupo que nao foi submetido a qualquer tratamento (S) (S = 1,03
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+0,14; S-A/G =493 £ 0,87; T = 4,99 + 0,93; E = 3,87 £ 0,60). Contudo, quando a alanil
glutamina foi suplementada nos animais que se submeteram ao exercicio exaustivo (E-A/G) a
alanil-glutamina reverteu significativamente o aumento da transcricdo do mRNA de PEPT-1
observado para os animais treinados com teste de exaustdo (E). Uma mesma tendéncia de
queda foi observada entre os animais treinados e os animais treinados que receberam a

suplementacdo com alanil-glutamina. Porém, essa queda néo foi significativa (Figura 29).

Figura 26. Expressdo Relativa do mRNA da juncéo firme zénulas de oclusdo -1 (ZO-1).
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Os dados expressam a média = E.P.M para a transcricao relativa de zdnulas de oclusdo-1. S = sedentario; S-A/G
= sedentério suplementado com alanil-glutamina; T = treinado; T-A/G = treinado suplementado com alanil-
glutamina; E = exaustdo e E-A/G = exaustdo suplementado com alanil-glutamina. Para determinacdo das
diferengas estatisticas entre os grupos foi utilizado ANOVA, com pds-teste de Bonferroni com*p<0,05
representando diferenga estatistica em relagdo ao grupo S; #p<0,05 representa diferenga estatistica em relagdo ao
grupo S-A/G; &p<0,05 representa diferenca estatistica em relagdo ao grupo T; e ¢ p<0,05 representa diferenca
estatistica em relagdo ao grupo E.
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Figura 27. Expressao relativa do mRNA da juncéo firme ocludina.
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Os dados expressam a média + E.P.M para a transcricdo relativa de ocludina. S = sedentario; S-A/G =
sedentario suplementado com alanil-glutamina; T = treinado; T-A/G = treinado suplementado com alanil-
glutamina; E = exaustdo e E-A/G = exaustdo suplementado com alanil-glutamina. Para determinacdo das
diferencas estatisticas entre os grupos foi utilizado ANOVA, com pos-teste de Bonferroni com*p<0,05
representando diferenga estatistica em relacdo ao grupo S; #p<0,05 representa diferenca estatistica em relacéo ao
grupo S-A/G; &p<0,05 representa diferenca estatistica em relagdo ao grupo T; e ¢ p<0,05 representa diferenca
estatistica em relagdo ao grupo E.

Figura 28. Expressao relativa do mRNA da juncdo firme claudina-2.
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Os dados expressam a média = E.P.M para a transcricdo relativa de claudina-2. S = sedentéario; S-A/G =
sedentario suplementado com alanil-glutamina; T = treinado; T-A/G = treinado suplementado com alanil-
glutamina; E = exaustdo e E-A/G = exaustdo suplementado com alanil-glutamina. Para determinacdo das
diferencas estatisticas entre os grupos foi utilizado ANOVA, com pos-teste de Bonferroni com*p<0,05
representando diferenca estatistica em relacdo ao grupo S; &p<0,05 representa diferenca estatistica em relacéo
ao grupo T; e ¢ p<0,05 representa diferenca estatistica em relacdo ao grupo E.
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Figura 29. Expressdo relativa do mRNA do cotransportador de H*/oligopeptideo (PEPT-1).
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Os dados expressam a media = E.P.M para a transcri¢do relativa de PEPT-1. S = sedentério; S-A/G = sedentario
suplementado com alanil-glutamina; T = treinado; T-A/G = treinado suplementado com alanil-glutamina; E =
exaustdo e E-A/G = exaustdo suplementado com alanil-glutamina. Para determinaco das diferencas estatisticas
entre os grupos foi utilizado ANOVA, com pods-teste de Bonferroni com*p<0,05 representando diferenca
estatistica em relacdo ao grupo S; #p<0,05 representando diferenca estatistica em relacdo ao grupo S-A/G; e ¢
p<0,05 representando diferenca estatistica em rela¢do ao grupo E.

5.7 Analise histopatoldgica

A anélise histopatologica foi realizada para as trés porcGes do intestino delgado
(duodeno, jejuno e ileo) em todos os grupos avaliados, com excecao para 0 grupo denominado
recuperado. Micrografias representativas dos achados histopatoldgicos podem ser vistas nas
figuras 30, 31 e 32.

De acordo com o laudo realizado pelo patologista Prof. M.Sc. Daniel de Aradjo Viana,
ndo houve alteracbes arquiteturais nos o6rgdos examinados ou qualquer indicio de
citotoxicidade nos grupos sedentario e sedentario suplementado. Os unicos achados
histologicos marcantes nestes grupos foram discreta presenca de processo inflamatério
linfocitico e, somente nos ileos, uma aparente redugdo ou achatamento do pregueado mucoso
e hiperplasia do tecido linfoide associado ao intestino (gut-associated lymphoid tissue —
GALT).

Os animais dos grupos treinados, suplementados ou ndo com alanil-glutamina,
apresentaram em todas as porg¢les do intestino um discreto processo inflamatério crdnico
linfoplasmocitario com moderada hiperplasia de GALT, e discreto edema. Contudo todas as
porcdes do intestino delgado apresentaram achatamento das vilosidades com algumas zénulas

de necrose encontradas especialmente nos ileos.
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Os animais que foram submetidos ao teste exaustivo, na presenga ou auséncia de
alanil-glutamina também ndo apresentaram quaisquer alteragdes arquiteturais ou indicio de
citotoxicidade. Porém, apresentaram discreta dilatacdo dos vasos linfaticos, moderada
infiltracdo de células linfociticas, moderada hiperplasia do GALT. Contudo, ndo apresentaram

achatamento do pregueado mucoso.
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Figura 30 - Fotomicrografia de duodenos de rato coradas pelo método de hematoxilina eosina.

Registro em Microscopio Optico Trinocular Motic, Software Moticam. A = grupo sedentério (200x); B e C = grupos treinados (400x); D = grupo exercicio
exaustivo (200x); E = grupo sedentario suplementado com alanil-glutamina (400x); F (200x) e G (100x) = grupos treinados suplementados com alanil-
glutamina; e H = grupo treinado submetido ao exercicio exaustivo suplementado com alanil-glutamina (200x). Setas brancas em A, D, E e H indicam processo
inflamatdrio linfocitico leve. Setas brancas em B e F indicam hiperplasia do GALT. Setas brancas em C e G indicam achatamento do pregueado mucoso. Seta
preta em B indica necrose do pregueado da mucosa (vilosidade) com processo inflamatorio cronico.
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Figura 31 - Fotomicrografia de jejuno de rato coradas pelo método de hematoxilina eosina.

Registro em Microscopio Optico Trinocular Motic, Software Moticam. A = grupo sedentério (100x); B = grupo treinado (200x); C = grupo treinado submetido
ao exercicio exaustivo (200x); D = grupo sedentario suplementado com alanil-glutamina (200x); E = grupo treinado suplementado com alanil-glutamina (40x);F
= grupo treinado submetido ao exercicio exaustivo suplementado com alanil-glutamina (200x). Setas brancas em A, D, C indicam processo inflamatério
linfocitico leve. Setas brancas em B indicam edema e infiltrado linfocitico cronico. Setas brancas em E e F indicam hiperplasia de GALT. Seta preta em E
indica necrose apical das volosidades.
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Figura 32 - Fotomicrografia de ileos de rato coradas pelo método de hematoxilina eosina.

Registro em Microscopio Optico Trinocular Motic, Software Moticam. A = grupo sedentério (40x); B = grupo treinado (100x); C = grupo treinado submetido
ao exercicio exaustivo (100x); D = grupo sedentario suplementado com alanil-glutamina (400x); E = grupo treinado suplementado com alanil-glutamina (40x);
F = grupo treinado submetido ao exercicio exaustivo suplementado com alanil-glutamina (100x). Setas brancas em, D, B e C indicam processo inflamatério
linfocitico cronico. Seta preta em A, E e F indicam hiperplasia de GALT. Seta preta em B indica necrose das vilosidades
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6 DISCUSAO

Em inGmeros trabalhos da area de Fisiologia, o termo fadiga vem sendo definido como
a “incapacidade para manter o rendimento de poténcia”, tanto em exercicios de resisténcia,
como em estados de treinamento excessivo. O exercicio prolongado, neste caso, pode ser
considerado como um tipo de exercicio excessivo, porque Sdo exercicios continuos,
sustentados por periodos longos de tempo (> 90 min) e com intensidade abaixo de 85% do
VO; max (ROMANO; BORGES, 2007). No presente estudo investigamos nos grupos
exaustdo e grupo exaustdo suplementado com alanil-glutamina a concentra¢do sanguinea de
glicose, lactato e dos gases sanguineos como parametros bioquimicos que estdo envolvidos

durante o exercicio muscular prolongado.

Estudos mostram que a disponibilidade de carboidrato (CHO) como substrato para
ressintese de ATP dentro do musculo esquelético em contracdo e a fungdo do sistema nervoso
central séo criticos para o desempenho de exercicio subméaximo prolongado (> 90 minutos) e
exercicio intermitente de alta intensidade, tendo um papel permissivo no desempenho em
trabalhos de curta duracéo e alta intensidade (BURKE; HAWLEY, 2006). A importancia da
disponibilidade de carboidrato ¢ demonstrada pela observacdo de que a fadiga durante
exercicio prolongado € frequentemente associada com a deplecéo dos estoques de glicogénio
muscular, hipoglicemia ou ambos (COGGAN; COYLE, 1991). A falta de CHO resulta em
reducdo nos niveis de piruvato. O piruvato é um substrato para a formacdo de Acetil-CoA e
para reacOes que fornecem intermediarios do ciclo do acido tricarboxilico, e € necessario para
oxidacdo continua de &cidos graxos livres (AGL) e aminoacidos. Portanto, uma estratégia
para retardar o inicio da deplecdo de CHO antes e durante o exercicio (COGGAN; COYLE,
1991;BURKE; HAWLEY, 2006). Um recente estudo demonstrou em exercicios de baixa
intensidade (63 % do VO, max) com duracdo bem prolongada (180 min), que a suplementacéo
de CHO pode aumentar a taxa de oxidacdo da glicose e poupar o glicogénio muscular
(STELLINGWERFF et.al., 2007). Tal procedimento aumenta rapidamente a concentracao de
glicose no sangue e preserva a taxa de oxidacdo posterior do CHO no exercicio (COGGAN,;
COYLE, 1991), embora a ingestdo de CHO durante o exercicio diminua a liberacdo de
glicose hepatica (hipoglicemia de rebote) (MACARDLE et. al., 2011). Nossos resultados em
sdo condizentes com a literatura porque mostram que a concentracgao de glicose sanguinea nos
grupos submetidos ao teste de exaustdo (E e E-A/G) foram reduzidas depois do teste. Estes
dados significam que a reducdo de glicose durante o exercicio pode ser considerado um

parametro bioguimico para avaliar a exaustdo durante um exercicio prolongado. Em relacéo
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ao tempo, estes dados citados também confirmam que a suplementacdo com alanil-glutamina
néo interferiu no desempenho dos dois grupos submetidos ao teste de exaustdo. Em nosso
estudo postulamos a hipdtese de que o grupo exaustdo suplementado com alanil-glutamina
poderiam ter um maior desempenho durante o teste de exaustdo, isto porque durante a
exaustdo ocorria deplecdo de CHO e, para manter os niveis de glicose sanguinea, o figado e
os rins utilizariam o lactato e aminoéacidos como substrato (gliconeogénese). No entanto, no
grupo de exaustdo e grupo suplementado com alani-glutamina ndo houve diferenca em
relacdo ao tempo de atingir a exaustdo, significando que a suplementacdo ndo interferiu na
performance dos ratos submetidos ao exercicio intenso de natac&o.

De todos os possiveis aspectos relacionados com o exercicio exaustivo, 0 acimulo de
lactato e fons H* provenientes do metabolismo anaerdbio, sdo com certeza os mais difundidos,
como principais causadores da fadiga muscular (CAPUTO et al., 2009). Todo trabalho
muscular, mesmo o prolongado e de intensidade moderada (submaximo), geram lactato
sanguineo que, captado pelo figado, sera convertido em glicose no figado (ciclo de Cori) a um
custo de ATP superior e a uma velocidade inferior aquela formada a partir da glicogendlise
hepética. Além do equilibrio carbdnico, esse processo € eficiente no tamponamento dos ions
H* (4cido lactico) pelo figado a um alto custo de oxigénio. Portanto, o processo de
gliconeogénese hepatica (a partir do lactato) é também influenciado pela aerobiose (CYRINO;
BURINI, 1997). Assim, os exercicios de intensidade moderada causam ligeiro aumento nas
concentracdes de lactato. Ao contréario, os exercicios de alta intensidade e curta duracdo
causam acentuada reducdo no pH (COSTILL et al., 1984) associada & elevagdo dos ifons H* e
lactato. Desta forma, o ion H* é apontado como o principal causador da queda do desempenho
e da fadiga nestes exercicios (IBANEZ et al., 1995). No entanto, a visdo de que o acumulo de
lactato e fons H" teriam um efeito negativo sobre o rendimento estad sendo desafiada por
recentes achados através de procedimentos experimentais realizados em fibras musculares
isoladas. (PEDERSEN et al., 2004; NIELSEN et. al., 2001). Estes estudos tém demonstrado
que o acumulo destes metabdlitos pode aumentar a forga de contracdo, diminuindo a inibigéo
no processo de excitagdo-contragdo causado, provavelmente, pelo acimulo de K™ extracelular.
Isto é, quando o &cido lactico foi infundido na fibra fadigada contribuiu para que esta voltasse
a responder aos estimulos eléetricos (PEDERSEN et al., 2004; NIELSEN et. al., 2001). No
entanto, uma falha na ativacdo muscular pode ser facilmente demonstrada durante contracoes
induzidas eletricamente em laboratério, ao contrario do exercicio voluntario, no qual este
comportamento ndo tem sido comumente observado. Desta forma, muitos pesquisadores tém

questionado estes novos achados, sugerindo que eles seriam inicialmente validos somente
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para condicBes experimentais usadas, ndo sendo possivel uma transferéncia desses achados
para condi¢cdes normais de exercicio, utilizando grandes grupos musculares como, por
exemplo, a corrida (CAPUTO et al., 2009). Em nossos resultados, o lactato medido antes,
durante e depois do teste de exaustdo estdo de acordo com os dados citados na literatura. Nos
grupos dos ratos treinados e submetidos ao teste de exaustdo houve em ligeiro aumento da
concentracdo de lactato durante e depois do teste em relagdo a concentracdo de lactato
mensurada antes (basal) do teste. Estes dados significam que estes mesmos grupos estavam
em processo de fadiga.

Durante 0 exercicio exaustivo a concentracdo de H* é aumentada em virtude da
producdo de CO, e da formag&o de lactato (JUEL et al., 2003). O aumento da concentracédo de
H" pode comprometer a realizagdo do exercicio fisico por reduzir a capacidade da célula
muscular em produzir ATP, inibindo as enzimas limitadoras de velocidade envolvidas na
producdo aerdbia e anaerébia de ATP (EDWARDS, 1983). Os ions H* também competem
com os fons Ca”" pelos sitios de ligacdo da troponina e, dessa forma, impedem o processo
contratil (EDWARDS, 1983). Consequentemente, a fadiga é anunciada e a capacidade do
musculo manter contracdo fica comprometida (ROHLFS et al., 2005).

O objetivo principal deste estudo foi avaliar os efeitos causados pelo exercicio
prolongado e exaustivo na permeabilidade intestinal e, para comprovar que 0s animais que
foram submetidos ao teste de exaustdo estavam mesmo em processo de fadiga realizamos o
procedimento da gasometria (pHy, PvCO,, HCO;, BE, P,O, e S;,,O;) de todos os grupos e
depois comparamos os resultados obtidos. Em relacdo a concentracdo de pH observamos uma
reducdo significativa dos grupos que realizaram o teste de exaustdo em relacdo ao grupos
sedentario e sedentario suplementado com alanil-glutamina. Entretanto, com a PvCO,
observamos que houve um aumento com 0S mesmos grupos analisados. Segundo Curi e
Procépio (2011), o acumulo de CO, aumenta a quantidade de ions livres no sangue. Logo, 0
pH tende a cair, produzindo acidose. Como a causa dessa acidose é a acumulagdo de CO,
devido a ineficiéncia do mecanismo respiratorio, a acidose produzida é denominada acidose
respiratoria.

Ao analisarmos a concentragcdo de HCO'3 observamos que ndo houve diferenga entre
todos os grupos avaliados, mas em relacdo ao excesso de bases houve uma diferenca
significativa entre os grupos que realizaram o teste de exaustdo em relacdo aos grupos
sedentério e sedentario suplementado com alanil-glutamina. Segundo Porth (2004) o ion
HCO'; é um regulador metabolico, e, quando ha excesso de H* livres, 0 HCO’; combina-se ao

H" em excesso e forma H,CO, que por sua vez se decompde em CO; e agua. O excesso de
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CO, é eliminado pelo mecanismo respiratorio e a agua € eliminada pelos rins. O excesso ou
déficit de bases medem o nivel dos sistemas-tampdes do sangue. Um excesso de base indica
alcalose metabolica e um déficit de base, acidose metabolica. Curiosamente, observamos que
0s animais sedentarios suplementados com alanil-glutamina tiveram um aumento significativo
do pH sanguineo assim como tiveram resultado positivo para o excesso de bases, indicando
um excesso de bases na sangue. De acordo com a literatura, a glutamina é um aminoacido
importante no equilibrio acido basico, especialmente no rim, onde age como tampéo para o
excesso de H* auxiliando na excrecio da aménia. Além disso, durante a oxidacdo do
esqueleto carbdnico da glutamina ha producédo de bicarbonato (ROWBOTTOM et. al., 1996).
Desta forma, possivelmente, o excesso de glutamina suplementada nos animais que néo
executavam qualquer exercicio, ao ser oxidada, promoveria um excesso de producdo de
bicarbonato. Mesmo que essa producao pudesse ocorrer também nos animais dos grupos em
treinamento, sugerimos que esse aumento da producdo de bicarbonato nesses grupos fosse
usado para tamponar a acidez promovida pelo exercicio. Porém, esta hipdtese ndo foi
devidamente comprovada jd que os indices de bicarbonato ndo foram influenciados em
nenhum dos grupos experimentais, pois o erro padrdo entre os animais interferiu na analise
estatistica. Talvez um maior nimero de testes possa comprovar tal hipdtese.

Em relacdo a PO, ndo observamos diferenca significava entre todos os grupos
analisados, diferentemente da SO, em que houve uma reducdo significativa nos grupos
submetidos ao teste de exaustdo em relacdo aos grupos sedentario e sedentario suplementado
com alanil-glutamina. Segundo a literatura cientifica, quando a P,O, no sangue venoso esta
abaixo dos valores de 35-40 mmHg significa que a extracdo de oxigénio pelos tecidos esta
aumentada (Porth, 2004). Em resumo, pelos dados observados e, analisando todos os
resultados da gasometria, sugerimos que 0s grupos submetidos ao teste de exaustdo estavam
provavelmente no processo de acidose metab6lica ndo recompensada pelo sistema
respiratorio, ou seja, fadigado em relacdo aos grupos sedentario e sedentario suplementado
com alanil-glutamina.

O exercicio predominantemente aerdbio e de longa duracdo, como aquele executado
por maratonistas, triatletas e ciclistas, pode provocar sintomas gastrintestinais, tais como
diarreia, colicas, sangramento nas fezes e vontade de defecar (LIRA et al., 2008). A maioria
dos trabalhos afirma que de 20 a 50% da populacdo praticante de esportes de longa duracao
apresenta pelo menos um destes sintomas (GIL et al., 1998). Durante a realizacdo da pratica
de exercicios fisicos, ocorrem nos 6rgéos e sistemas uma redistribui¢do do volume sanguineo

em direcdo as areas de maior necessidade metabolica, deixando outras com suprimento
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sanguineo insuficiente, o que afeta a permeabilidade intestinal que, frente a atividades mais
intensas, ¢ submetido a uma situacdo reduzida de perfusdo (BROUNS et al., 1993). Néo
somente o fluxo sanguineo reduzido durante o exercicio, mas também o estresse térmico pode
influenciar no aumento da permeabilidade da barreira intestinal. Em um estudo realizado por
Pals et al. (1997) utilizando lactulose (L) e ramnose (R) como marcador molecular para
avaliar a permeabilidade intestinal em corredores em diferentes intensidades (40%, 60% e
80% do VO, max) € em repouso, eles demonstraram que o exercicio a 80% do VO, wax
aumentou o percentual de excrecdo do lactulose e a relacdo L/R em comparacédo ao percentual
de excrecdo de lactulose em repouso e em intensidades de 40 e 60%. Esse estudo demonstrou
que o exercicio com intensidade de 80% do VO, uwax foi capaz de aumentar a permeabilidade
intestinal. Em um estudo mais recente, Marchbank et al. investigaram os efeitos do colostro
bovino sobre a permeabilidade intestinal em corredores submetidos a exercicio com
intensidade de 80% do VO, wax, utilizando também os mesmos marcadores do estudo
anterior. Estes autores tambem demonstraram aumento da permeabilidade intestinal em
corredores se exercitando a 80% do VO3 max.

Para reverter ou proteger contra estes efeitos, as pesquisas cientificas tém investigado
e sugerido a utilizacdo de suplementos dietéticos que pudessem supra-regular as proteinas de
choque térmico (HSPs) e, assim, proteger as juncdes firmes de agentes estressores, tais como
a doenca inflamatdria do intestino e o exercicio (ZUHL et al., 2012). As HPSs sdo moléculas
intracelulares da familia das chaperonas que auxiliam na manutencdo celular e sintese de
proteina (ZUHL et al., 2012). Quando a célula é exposta a algum de tipo de estresse, sdo
desencadeadas respostas intracelulares, com o objetivo de proteger a célula de uma possivel
lesdo. Essas respostas tem inicio com a reducdo transitéria da sintese de proteinas
consideradas ndo vitais, seguida por aumento na transcri¢éo, tradugdo e expressao de genes
especificos que levam ao aumento na concentracdo das HSPs (WISCHMEYER, 2002). As
HSPs sdo consideradas essenciais no processo de recuperacdo celular. Evidéncias
experimentais indicam que o aumento da disponibilidade de glutamina as celulas pode
aumentar a expressao das HSPs, o que mantém a capacidade da célula em resistir lesdes
(SANDERS; KON, 1991). Em um estudo realizado por Wischmeyer et al. (1997) foi
demonstrado que a glutamina teve um efeito protetor quando adicionada em meio a cultura de
celulas intestinais de ratos submetidos a lesdes do tipo oxidativo.

A glutamina é um importante substrato celular ndo somente por ser um aminoacido,
mas por também ser fonte de energia — de nitrogénio e de carbono — para a sintese de outras

moléculas. E um percussor de sintese de nucleotideos, tais como ATP, purinas, pirimidinas e
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outros aminoacidos (FONTANA et al., 2003). A oxidagdo da glutamina pode gerar ATP para
recuperacdo celular e, em verdade, a glutamina € o principal combustivel respiratorio de
algumas células, tais como os enterdcitos e linfocitos (MILLER, 1999). A quantidade total de
energia celular derivada da glutamina depende da extensdo de sua oxidacdo e da taxa de sua
utilizagdo. Em um estudo realizado com animais exercitados e submetidos a teste de exaustao
Rogero et al. (2002) observaram que a suplementagdo cronica com alanil-glutamina
promoveu maior concentracdo de glutamina nos masculos soleo e gastrocnémico
imediatamente apos o teste de exaustdo em relagdo aos grupos controle e suplementado com
glutamina livre. Esses estudos in vivo demonstram que a utilizagdo de glutamina na forma de
alanil-glutamina pode vir a ser uma interessante alternativa nutricional para o fornecimento de
glutamina via oral ao organismo, tanto em situacdes de repouso quanto em situacbes de
estresse metabdlico, como em exercicios fisicos intensos e prolongados. Ndo podemos nos
esquecer da modulacdo hormonal principalmente do cortisol, que durante o exercicio
encontra-se elevado, aumentando a atividade da glutaminase nos enterdcitos intestinais,
estimulando o aumento da degradacdo e utilizacdo da glutamina nessas células (MILLER,
1999). O cortisol também provoca aumento de protedlise em outros tecidos e estimula a
liberacdo de glutamina pelo masculo esquelético. Embora essa resposta adaptativa forneca
assisténcia para ajudar a manter a integridade da barreira, o estresse prolongado diminui a
glutamina no musculo esquelético e, consequentemente, privaria 0s enterdcitos (que estdo
usando mais glutamina em seu estado estressado) de fornecimento vital de glutamina
(MILLER, 1999).

Nosso estudo esta de acordo com os dados apresentados pela literatura em relagdo ao
percentual de excrecdo do lactulose. Mostramos que o exercicio prolongado e exaustivo
aumentou a permeabilidade intestinal. Este aumento aconteceu provavelmente pelo fluxo
sanguineo reduzido e o estresse térmico que alteraram a homeostase da célula intestinal
causando hipoxia, acidose, deplecdo de ATP e estresse oxidativo, aumentando a
permeabilidade de moléculas indesejaveis e incitando uma resposta inflamatéria. Em relagao
ao grupo exaustdo suplementado com alanil-glutamina observamos que a suplementagéo
reduziu o efeito causado pelo exercicio prolongado e exaustivo na permeabilidade intestinal.
Sugerimos que esse efeito tenha ocorrido provavelmente devido aos efeitos benéficos
causados pela glutamina na célula intestinal, principalmente durante a suplementacéo crénica
onde, segundo a literatura, ocorre aumento na concentragdo de glutamina no sangue,

fornecendo substrato para a sintese de ATP no enterdcito. Aumentos nos niveis de expressdo
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das HSPs e diminuicdo de espécies reativas de oxigénio causado pela suplementacdo de
glutamina também poderiam estar contribuindo para esta redu¢do do aumento permeabilidade.

Em relacdo a excrecdo do manitol observamos que o exercicio prolongado e exaustivo
provocou um aumento significativo nos grupos submetidos ao teste de exaustdo. Sabemos que
a quantidade de manitol recuperada na urina nos deu uma indicacéo da area de superficie de
absorcdo do intestino delgado, por ser absorvido passivamente através da mucosa. Se neste
experimento o manitol estivesse diminuido provavelmente a area de absorcdo intestinal estaria
reduzida ou lesada. Se este percentual ndo estivesse alterado poderiamos considerar que a
integridade da barreira intestinal estava normal, ou seja, igual ao controle. Como neste
experimento houve uma maior excrecdo de manitol, podemos supor uma maior absor¢ao
transepitelial passiva sem perda da area de absor¢do. Uma possivel explicacdo para este
efeito seria a concentracdo da dose de alanil-glutamina administrada neste experimento.
Segundo Lima e colaboradores (2007) uma dose acima de 50 mM de glutamina néo seria
capaz de estimular a proliferacdo de células intestinais em cultura. Como utilizamos uma
concentracdo de 138 mM de alanil-glutamina, essa dose provavelmente teria influenciado
negativamente na modulacdo de células pluripotentes no processo de renovacao celular
(proliferacdo). Sugerimos que esse efeito aumentado do manitol seja um mecanismo
compensatorio utilizado pela célula intestinal como forma de manter um aporte adequado de
energia, j& que durante o exercicio ocorreu no TGl uma diminuicdo do aporte de nutrientes
devido ao fluxo sanguineo reduzido. Vale salientar que esta mesma concentracdo de alanil-
glutamina foi empregada no grupo sedentario suplementado. Porém, neste Gltimo grupo o
transporte paracelular de manitol pela célula intestinal ndo foi significativamente diferente dos
animais dos grupos sedentarios ndo suplementados. Isso mostra que o efeito do aumento do
transporte de manitol foi exercido pelo exercicio exaustivo.

Demonstramos também neste estudo que esse efeito causado pelo exercicio
prolongado e exaustivo na permeabilidade intestinal € temporéario, ou seja, 72 horas apos o
teste de exaustdo a permeabilidade foi restabelecida.

Analisamos ainda neste trabalho a transcricdo de algumas jungdes firmes como
zbnulas de oclusdo-1 (ZO-1), claudina2 e ocludina. Estudos tém demonstrado que a privacdo
de glutamina diminui a expresséo das juncdes firmes ocludina, ZO-1 e claudina-1 nas células
Caco-2 (LI; NEU, 2008). Em outro estudo Beutheu et al. (2013) observaram que a glutamina
e arginina aumentaram a expressao das juncdes firmes ocludina e ZO-1 em células intestinais
Caco-2 submetidas ao tratamento com o metotrexato. Estes achados demonstraram que a

glutamina e arginina foram capazes de modular a expressao das proteinas de juncdes firmes.
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No presente estudo observamos que a expressao de ZO-1 e ocludina apresentaram padroes
similares de alteragdo. Nossos resultados mostraram que a suplementagdo com alanil-

glutamina em animais sedentarios aumentou a expressao tanto da ZO-1, como da ocludina.

Em relacdo aos outros grupos estudados para estas mesmas junc@es firmes relatamos
em uma sessdo anterior que durante o exercicio fisico ocorre, no trato gastrintestinal, uma
reducdo do fluxo sanguineo. Segundo Casey et al. (2005) esta isquemia é definida como uma
adaptacdo do exercicio, que redireciona o fluxo sanguineo para os musculos ativos e para a
vasculatura pulmonar. Em relagdo ao aumento da transcri¢do destas juncdes firmes no grupo
treinado e exaustivo, sugerimos que este aumento ocorreu provavelmente devido as
adaptacdes provocadas pelo exercicio, ou seja, durante estas doze semanas de treinamento o
trato gastrintestinal destes animais se adaptaram a este ambiente isquémico, promovendo
alteracbes moleculares na fisiologia celular da célula intestinal, fazendo com que ocorresse
aumento da expressao de RNAmM desses genes. Nos grupos T-A/G e E- A/G observamos uma
reducdo destas proteinas mostrando que alanil-glutamina reverteu o aumento da transcricao do

RNAm destas proteinas.

Propriedades da juncdo firme Claudina-2 foram reveladas em experimentos usando
células MDCK de rim canino. Nestas células, 0 aumento da expressao proteica de claudina-2
resultou na reducdo da resisténcia elétrica transepitelial (TER) e um aumento na seletividade
de cations (FURUSE et al., 2001). Em um estudo realizado por ZHANG et al. (2013), usando
a bactéria Salmonela como modelo de colite em ratos e células epiteliais de cdlon em cultura,
eles observaram que a colonizacéo patogénica por Salmonela aumentou significativamente os
niveis de proteina e RNAm da claudina-2 no intestino, demonstrando que esta proteina estava
envolvida na reducdo da TER e no aumento da permeabilidade. Em nosso estudo observamos
uma queda da transcri¢do de claudina -2 nos animais sedentarios e suplementados com A/G e
um aumento significativo na expressao do RNAm da claudina-2 no grupo E em relagdo aos
grupos S e T. Estes dados reforcam nossos resultados obtidos com o teste de L/M na
permeabilidade intestinal, principalmente em relacdo ao lactulose, ja que houve um aumento
significativo da excrecdo desse agucar no grupo E. Sugerimos que o exercicio prolongado e
exaustivo esteja modulando esta juncdo firme e que ela provavelmente esteja reduzindo TER
e aumentando a permeabilidade paracelular. Porém, em relagcdo ao grupo E-A/G observamos
uma reducdo significativa do RNAm da claudina-2 em relagéo ao grupo E, demonstrando que
a alanil-glutamina reduziu provavelmente este efeito provocado pela claudina-2 mantendo a
TER.
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A reversdo observada para a expressdo de claudina-2 também foi observada para ZO-1
e ocludina. Esses dados podem sugerir que a alanil-glutamina exerca efeitos distintos nessas
proteinas. O efeito protetor para ZO-1 e ocludina esteja provavelmente relacionado com uma
acao mecanica, impedindo o afastamento entre as células e, consequentemente, mantendo a
permeabilidade intestinal. Porém, talvez o efeito da alanil-glutamina sobre a expressdo da
claudina-2 esteja relacionado com uma funcdo eletrolitica, quanto menor a expressao de
claudina-2 menor seria o transporte de cations para o meio paracelular e, consequente reducao

da permeabilidade.

A presenca do PEPT-1 representa a principal via de absorcdo dos produtos finais da
digestdo de proteinas, permitindo que dipeptideos sejam transportados para a mucosa
intestinal. Em estudos realizados por Nussl et al. (2011) eles investigaram a importancia do
PEPT-1 na absorcdo total de aminoacidos em plasma de camundongos com e sem falta do
transportador PEPT-1. Eles observaram neste estudo que os niveis de aminoacidos totais no
plasma estavam aumentados nos camundongos com a falta deste transportador comparado
com os camundongos com o transportador, sugerindo a importancia deste transportador na
absorcdo destes dipeptideos. Em outro estudo realizado por Thamotharan et al. (1999) foi
demonstrado que a expressdo de PEPT-1 foi aumentada em ratos submetidos ao breve jejum
comparado com os ratos em estado alimentado. Neste estudo observamos aumentos na
expressaio do RNAm do PEPT-1 no grupo S-A/G, demonstrando a importancia deste
transportador na absorcdo da alanil-glutamina nesse grupo. Desta forma, um maior aporte de
dipeptideos na alimentacdo estimularia a célula intestinal a aumentar o transportador destes
componentes. Entretanto, os grupos T e E também estimularam a transcricdo deste
transportador. 1sso poderia ser explicado, possivelmente, pelo processo adaptativo provocado
pelo exercicio. Se a célula necessita de energia para funcionar e 0 exercicio consome essa
energia, aumentar a expressdo deste transportador ajudaria a célula a aumentar o aporte
nutricional dos enterdcitos. Porém, esse processo adaptativo pode ser desnecessario se a
célula intestinal tem aporte suplementado de nutriente, no caso deste trabalho, a
suplementacdo com o dipeptideo A/G. Talvez por isso tenhamos observado a reducdo da

expressdo do PEPT-1 quando a A/G foi suplementada.

A analise histopatoldgica de todos os grupos demonstrou, especialmente nos grupos
treinados e treinados com teste exaustivo, a presenca de células inflamatdrias em todas as
por¢bes do intestino. Inclusive, pudemos observar também hiperplasia do tecido linfoide

associado ao intestino (gut-associated lymphoid tissue — GALT). Todo este processo
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inflamatorio pode estar relacionado com a isquemia promovida pelo exercicio no TGl
(CASEY et al., 2005). Porém, de acordo com nossos achados a alanil-glutamina ndo interferiu
nesse processo. Entretanto, os resultados histopatoldgicos, de certa forma, foram
contraditérios em relacdo com nossos achados da excrecdo do manitol. Observamos
especialmente nos grupos treinados, na presenca ou auséncia da suplementacdo com alanil-
glutamina, um achatamento do pregueado mucoso. Esta observagdo poderia nos indicar uma
diminuicdo da area de absorcéo e consequentemente uma diminuicdo da excrecdo do manitol.
Porém, observamos aumento da excrecdo do manitol exclusivamente nos grupos que
executaram o teste exaustivo. Talvez, uma analise quantitativa mais acurada de todas as

laminas histoldgicas poderia explicar essa contradicao.
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7 CONCLUSOES

» A suplementagdo com alanil-glutamina reverteu o aumento da permeabilidade
intestinal paracelular causada pelo exercicio prolongado e exaustivo provavelmente
por um mecanismo mecanico exercido nas juncdes firmes Ocludina e ZO-1, que
estariam envolvidas no processo de aproximacdo/afastamento entre os enterdcitos, e
eletrolitico, observado pela inibicdo da expressdao de claudina-2 responsavel pelo
aumento da resisténcia transepitelial e dos poros seletivos para cations;

» A alanil-glutamina ndo interferiu no equilibrio acido-base nos grupos submetidos ao
exercicio, mas promoveu alcalose nos animais sedentarios suplementados;

» O efeito do aumento de permeabilidade intestinal durante o exercicio foi temporario.
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