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EFEITO DA L-GLUTAMINA E DA L-ALANIL-GLUTAMINA NA EXPRESSAO DE RNA
MENSAGEIRO DAS ENZIMAS CHAVES DA LANCADEIRA MALATO ASPARTATO
EM RATOS SUBMETIDOS A ISQUEMIA/REPERFUSAO INTESTINAL

A lancadeira malato aspartato, que tem como componente pricipal o glutamato,
proveniente da glutamina, permite que elétrons oriundos do cofator NADH produzido no
citosol, principalmente da primeira etapa da glicolise, alcancem a cadeia transportadora
de elétrons gerando assim energia na forma de ATP. O objetivo deste estudo foi
determinar o efeito oral de L-glutamina e L-alanil-glutamina na expressdo de RNA
mensageiro das enzimas chaves da langadeira malato aspartado em intestino
submetidos a 30 minutos de isquemia e 30 minutos de reperfusdo. Para analises dos
RNA mensageiros de MDH 1 e 2 e GOT 1 e 2, enzimas chaves da langadeira, foi
utilizada a técnica de PCR em tempo real. Os resultados mostraram estatisticamente
nao haver alteracdo no padrdo de expressdo das enzimas comparada com 0O grupo
controle suplementado com caseinato de célcio.



ABSTRACT

The effect of glutamine on the mRNA level of key enzymes of malate-aspartate shuttle in

the rat intestine subjected to ischemia reperfusion.

The malate-aspartate shuttle allows the hydrogen ions of the cofactor NADH produced
in the cytosolto reach the electron transport chainin the mitochondria and
generate energy. The objective of this study was to determine the effects of oral L-
glutamine and the stable dipeptide, l-alanyl-glutamine, on the expression of the
mitochondrial key enzymes of the malate-aspartate shuttle in rat distal small intestine on
30 minutes of ischemia followed by 30 minutes of reperfusion. In order to demonstrate
the possible changes in (malate desidrogenase) MDH 1, 2 and (aspartate
desidrogenase) GOT 1, 2 in the rat intestine tissues, the mRNA levels for those
enzymes were analyzed by real-time PCR. Results showed that although there were
fluctuations in tissue MDH and GOT values of the samples assessed with glutamine
versus L-alany-glutamine supplementation versus a calcium caseinate supplementation,

no significant differences were observed.



1 INTRODUCAO

1.1 Consideracoes gerais

A oclusao mesentérica foi descrita, pela primeira vez por Beniviene no século
XV. Entretanto, somente quatro séculos depois surgiram os primeiros relatos que
consideravam essa doenga clinicamente relevante. Os primeiros estudos
experimentais, consistindo na ligadura dos vasos mesentéricos foram realizados por
Litten em 1875. Coube a Concilman, em 1894, o primeiro relato de isquemia
intestinal crénica (PATERNO; LONGO, 2008).

A isquemia intestinal, em humanos, é uma doenca que ocorre na auséncia ou
diminuicao do fluxo sanglineo arterial e/ou venoso intestinal, por obstrucao aguda
ou crbnica das artérias e/ou veias viscerais, notadamente do tronco celiaco, da
artéria mesentérica superior, da artéria mesentérica inferior, ou obstrucdes

combinadas afetando as varias artérias (SIMI, 2002).

1.2 Isquemia e Reperfusao

A isquemia € um fenbmeno caracterizado pela restricdo parcial ou total do
aporte sangulineo arterial a uma determinada area do organismo. As consequiéncias
desta restricdo dependem das caracteristicas metabdlicas do tecido atingido, da
existéncia de circulacado colateral e do tempo de restricao(Campos e Timo-laria,

1975).

Quatro componentes estruturais e funcionais sdo particularmente sensiveis a

hipdxia decorrente da isquemia:

1. A membrana celular, responsavel principal pelo equilibrio ibnico e

osmatico.

2. A respiragdo aerdbica, que compreende, entre outros eventos, a

fosforilacdo oxidativa e a producédo de ATP (adenosina-trifosfatada).



3. A sintese de proteinas estruturais e enzimaticas.

4. O componente genético (cromatina) responsavel pela reproducao

celular (COTRAN et al., 1996).

Na luta pela sobrevivéncia, o organismo langca mao da respiracdo anaerébica
com a finalidade de manter as fontes de energia celular. Assim, ha diminuicdo de
ATP celular e aumento de AMP, estimulando as atividades enzimaticas da
fosfofrutoquinase e da fosforilase, 0 que resulta no aumento da taxa de glicélise
anaerobica com geracao de ATP a partir do glicogénio, cujas fontes sdo rapidamente
exauridas. A opcao da via anaerobica e a consequente glicélise propiciam o acumulo
de acido latico e fosfatos inorganicos pela hidrélise de ésteres de fosfato. Esse
processo reduz o pH intracelular, ocorrendo, neste periodo inicial, uma
aglomeragcdo da cromatina nuclear, aparentemente causada pelo pH reduzido

(COTRAN et al., 1996).

Classicamente as repercussdes da isquemia estdo associadas a alteracoes
morfolégicas e funcionais resultantes da necrose tecidual. Nas ultimas décadas tém-
se, também, estudado os aspectos de morte celular programada. As alteracdes
provocadas pela falta de aporte sanglineo desencadeiam processos metabdlicos
celulares e moleculares que induzem a célula a sua autodestruicdo sem a
caracteristica reacao inflamatéria, conhecido como fenémeno de apoptose (TOLDY
et al., 2008). Parks e Granger (1986) demonstraram que lesbes relativamente
pequenas ocorrem na isquemia e que a maioria se desenvolvem durante a
reperfusdo. Estes autores promoviam isquemia mantendo o fluxo em 20% do normal
durante 3 horas e reperfundiam por 1 hora. Descreveram que as lesdes encontradas
ao final eram mais graves do que aquelas vistas apdés 4 horas de isquemia.
Justificaram que as lesbes iniciadas pela reperfusdo envolvem a formacgdo de

oxidantes citotoxicos derivados do oxigénio molecular.

No intestino delgado, a concentracdo de oxigénio resulta do arranjo anatémico

dos vasos sangliineos nas vilosidades intestinais, isto €, o vaso central supre os



vasos que se estendem como capilares subepiteliais (LUNDGREN; HAGLUND,
1978). Disto resulta diminuicdo da tensdo de oxigénio do apice da vilosidade
comparada com a base (BOHLEN, 1980). Assim, durante o periodo de isquemia
observam-se hipbxias severas que levam, primeiramente, a morte as células dos
apices das vilosidades dando origem as lesbes tipicas da isquemia (AHREN;
HAGLUND, 1973).

Koike et al. (1992) descreveram que a isquemia seguida de reperfusao ativa a
fosfolipase A2 independentemente da xantino-oxidase e que a mesma libera o fator
ativador de plaquetas (PAF) e outros derivados eicosandides que agem como
quimiotaxicos. Adicionalmente, a aderéncia de polimorfonucleares no endotélio libera
granulos contendo NADPH-oxidase dependente dos metabdlitos reativos do oxigénio
ou uma variedade de proteases e elastases que interagem sinergicamente para
produzir lesdo endotelial como relataram Weiss et al. (1989). Este padrdao de lesédo
pode ser local ou atingir 6rgaos distantes a partir da isquemia intestinal a qual é
reportada como base na vasocontricdo esplancnica desproporcional que ocorre no
choque hipovolémico.

Pogetti et al. (1992) desenvolveram, em ratos, um modelo de isquemia e
reperfusdo intestinal no qual a artéria mesentérica superior foi ocluida por um
periodo de 30 minutos e logo em seguida reperfundida pelo mesmo periodo. Neste
modelo, observou-se aumento de polimorfonucleares circulantes, aumento da

permeabilidade vascular e aumento da atividade da fosfolipase intestinal.

A lesdo de reperfusdo € um termo usado para descrever as alteracdes
funcionais e estruturais, que se tornam aparentes durante o restabelecimento do
fluxo ap6s um periodo de isquemia. O afluxo de sangue oxigenado aos tecidos
previamente desprovidos de oxigénio é fundamental para o reinicio do metabolismo
aerdbico. Paradoxalmente, associado ao efeito benéfico da reperfusdo, ocorrem
fenbmenos deletérios: necrose de células irreversivelmente lesadas, acentuado
edema celular e restauracdo nao-uniforme do fluxo para todas as porcoes dos
tecidos. Essa restauracao caoética do fluxo tissular € conhecida como fendmeno do

“ndo refluxo”, no qual interagem mudltiplos fatores, tais como um circulo vicioso de



disfuncao endotelial vascular, a reducédo da perfusao local e acentuacédo do edema
(EVORA et al., 1996).

Durante a reperfusédo, ocorre formagéo excessiva de radicais livres de
oxigénio. Sao moléculas compostas de oxigénio parcialmente reduzido, com elétron
nao pareado na capa externa, altamente instaveis e reativas, podendo causar
intensa agdo téxica aos componentes celulares. Os radicais livres de oxigénio que
sao liberados no momento da reperfusdo sao responsaveis pela lise celular, além de
ativar o processo peroxidativo das biomembranas lipidicas, levando, assim, ao dano
tecidual. Em condi¢gbes de homeostase, estes radicais sdo produzidos em pequena
quantidade e prontamente inativados antes de provocar danos significativos
(COTRAN et al., 1996).

A lesao de reperfusao, diferentemente da lesdo isquémica, é capaz de
produzir alteracao sistémica, e ndo apenas nos locais acometidos pelo fenémeno.
Portanto, o restabelecimento do fluxo sanglineo para uma area isquémica pode

ocasionar lesdo em todo o organismo.
1.3 Modelos experimentais de isquemia intestinal

Os estudos experimentais sobre isquemia e reperfusdo sao
caracterizados por duas fases distintas: uma fase de isquemia, com oclusdo de um
vaso, ou dos vasos nutridores de um determinado érgéo ou tecido; e uma segunda
fase, a de reperfusdo, com a desobstrucao do vaso previamente ocluido, de forma a
reperfundir adequadamente o tecido até entao isquémico.

Diversos animais tem sido uso em estudos experimentais, mas a
preferéncia recai sobre o rato; o pequeno tamanho do animal e sua maior
disponibilidade, propiciam uma maior utilizacao do roedor como animal experimental.
Por outro lado, animais de maior porte, como gatos porcos e 0 cado, S4&0 menos
frequentemente utilizados pelos pesquisadores (PARKS; GRANGER, 1986;
MONTGOMERY; BORGSTROM; HAGLUND, 1992; BOROS et al., 1992;
HARWARD et al., 1994).

Varios métodos podem ser utilizados para obter-se a isquemia: obstrugcao
arterial por meio de pincamento vascular, fitas cirurgicas para liberagdo programada
de fluxo sanguineo, choque hipovolémico e hipotermia. Um estudo de revisdo da

literatura mostrou que a preferéncia dos pesquisadores pelo pingamento vascular,



seguindo-se de estenose ou compressao vascular extrinseca (RIBEIRO; YOSHIDA,
2005).

Teke et al. (2008) estudaram os efeitos da isquemia intestinal sobre o pulméo,
em ratos. A isquemia, com 60 minutos de duracao, foi induzida por pincamento de
ramos da artéria coélica direita e artéria jejunal. Os animais foram sacrificados apo6s 3
horas de reperfuséo.

Kuzu et al. (2000) estudaram os efeitos da isquemia-reperfusdo sobre a
cicatrizagdo de anastomose col6nica em ratos e concluiram que a obstrucao arterial
de importantes artérias, com restauracao do fluxo sanguineo produz alteracoes

significativas na cicatrizacao intestinal.

1.4 A glutamina

Nos idos de 1833, os pesquisadores Schultze e Bosshard descreveram uma
substancia extraida da beterraba, degradavel quando aquecida em meio acido em
acido glutdmico e amdnia, denominado-a glutamina. Anos mais tarde Ritthausen
(1866) anunciou a descoberta de “uma nova substancia” encontrada em proteinas
do tremoco e da améndoa, obtida da ebulicdo do gluten na presenca do acido
sulfdrico e que seria “um acido monobasico contendo nitrogénio” (MARINHO, 1995).
A substancia descoberta, consagrada como uma amina é, na realidade uma amida,
sendo o seu nome correto glutamida (FELTRE, 1998). Todavia, tempo e uso

consagraram a denominacao equivocada.

A glutamina € um acido carboxilico biaminado, caracteristica que compartilha
com asparagina e a lisina (ROSKOSKI, 1997), alinhando-se na categoria dos
aminoacidos com grupos polares sem carga, (LEHNINGER, 2000).

Krebs, em 1935, demonstrou a capacidade de sintese da glutamina e sua
degradacao, por hidrélise, nos tecidos animais. A glutamina é um aminoacido com
caracteristicas Unicas dentre os demais aminoacidos que compdem 0 COrpo
humano. Considerada um aminoacido nao essencial, mercé de sua sintese no
organismo vivo, a glutamina pode, em condicdes especiais, tornar-se aminoacido
essencial, quando as disponibilidades se tornam inferiores as necessidades do

organismo, exigindo um aporte externo.



A glutamina é abundantemente distribuida no organismo, sendo o aminoacido
de maior concentracdo no sangue e tecidos sob a forma livre (L-glutamato), onde
participa de inUmeros processos metabdlicos. A importancia especifica da glutamina
para a economia organica foi documentada por Krebs que encontrou diferentes
concentracbes das enzimas fundamentais para o seu metabolismo: glutaminase,
presente principalmente no figado e glutamina-sintetase no tecido muscular
esquelético (KREBS, 1935).

A glutamina, ou mais especificamente, a L-glutamina, €é importante como
precursora da sintese de peptidios e proteinas, agucares aminados, purina e
piramidina, &cido nucléico e nucleotideos além de fornecer o elemento carbono para
processos oxidativos nas células. Sob a agao da enzima glutaminase, encontrada
em altas concentracées na mitocondria das células que utilizam o metabdlito com
maior avidez, notadamente o figado (NEWSHOLME et al., 2003). A FIGURA 1

resume as principais intera¢cdes da glutamina no organismo.

Transporte de N Sintese da Amoniagénese

eC glutationa (Rins)

Aminoéacidos Sintese de
proteinas

L N

Energia Sintese de uréia
(Fiaado)
Sintese de .
Glicose/Glico- nucleotideos ::‘téﬁ:a de
aénio (Fiaado)

FIGURA 1- Principais interagdes da glutamina no organismo

A L-glutamina ndo pode atravessar a barreira imposta pela membrana celular,
devido a carga elétrica total de (-1) em pH 7,4. Por outro lado, os aminoacidos



capazes de realizar o transporte do L-glutamato para o interior da célula apresentam
reduzida concentracdo na membrana celular exceto nas células especializadas na
utilizagcdo desse substrato, localizadas no sistema nervoso central (PITHON-CURI,
2002).

A glutamina insere-se no ciclo do &cido citrico através do acido o-
cetoglutarico em que pode converter-se pela acdo da glutaminase. E parcela
constitutiva da glutationa juntamente com a cisteina e a glicina, contribuindo para o
importante processo de detoxificacdo dos radicais livres oxidantes (COTRAN, 1996)
e para o transporte de aminoacidos no nefro e no jejuno (ROSKOSKI, 1997). E ainda
parte do complexo sistema carreador (lancadeira) malato-aspartato que promove a
producdo de NAD intra-mitocondrial (LEHNINGER, 2000).

Muitos trabalhos cientificos confirmam que o trato gastrintestinal € o principal
consumidor da glutamina (GLN). A oferta desse aminoacido durante as situagdes de
estresse (ex: quimioterapia, radioterapia e isquemia) ajuda a manter a integridade da
mucosa e melhora as fungbes imunolégicas (SOUBA et al., 1990). Estudos
estabeleceram que a glutamina, um aminodacido de cinco carbonos, € o principal
responsavel pela manutencao energética dos enterdcitos. Foi demonstrado que os
carbonos derivados da glutamina contribuem com quarenta e seis por cento do
diéxido de carbono eliminado por segmentos isolados perfundidos do jejuno do rato.
Além do papel energético importantissimo, a glutamina é um dos principais
substratos para a sintese de acidos nucléicos destes tecidos (WINDMUELLER,;
SPAETH, 1980).

A forma livre de glutamina (L-glutamina), tem sido normalmente utilizada em
suporte nutricional enteral ou oral. Esta forma livre, no entanto, possui pobre
solubilidade em solugdo aquosa e baixa estabilidade em pH baixo e temperaturas
elevadas. Além disso, do ponto de vista metabdlico, a L-glutamina sofre conversao
espontdnea formando piroglutamato e amoénia, produtos téxicos ao organismo
humano (STEHLE et al., 1989). Essas importantes limitagées no uso e na eficicia da
glutamina livre tém motivado estudos cujos resultados recomendam a administracéo
deste aminodacido na forma de dipeptideo. Os dipeptideos glicil-glutamina ou alanil-

glutamina apresentam alta solubilidade em &agua e estabilidade durante os



procedimentos de preparo, armazenamento e administracdo das solucdes

nutricionais.

A glutamina pode se tornar um aminoacido “condicionalmente essencial”
durante condicbes inflamatérias como infeccdo e agressdo, bem como durante o
fenbmeno de isquemia/reperfusdo. Apresenta, nestas, funcées metabdlicas
especificas e importantes, especialmente em lesées como infec¢cées ou ferimentos,

ou nos casos de doencas com processos catabdlicos (NEWSHOLME, 2001).

Trabalhos experimentais tém demonstrado efeito pré-glicolitico da I-glutamina
ou do dipeptideo l-alanil-glutamina quando ofertadas em doses nutracéuticas
(BARBOSA et al., 2006). A l-alanil-glutamina promoveu aumento da utilizagdo de
glicose em doentes graves. (DECHELOTTE et al, 2006) e reduziu resisténcia
insulinica em doentes traumatizados (BAKALAR et al., 2006). Trabalhos
demonstraram que, em pacientes portadores de isquemia critica de membros
inferiores, a infusdo pré-operatéria (durante 3 horas imediatamente antes do ato
operatério) de l-alanil-glutamina, em dose nutracéutica de 50g do dipeptideo,
promoveu reducao de lactato desidrogenase (LDH) e lactato indicando aumento da
oxidacao de glicose no membro que sofrera isquemia/reperfusdo (FORTE, 2003).

E necessario buscar explicacdes via regulagcdo génica como a glutamina
agiria promovendo a queima da glicose. Uma das maneiras de fazé-lo seria pela
quantificacdo de RNA mensageiro das enzimas chaves da langadeira malato-
aspartato. O papel fundamental desta lancadeira bioquimica é regenerar o NAD" no
citosol, promovendo a transformacdo de uma molécula de glicose em duas

moléculas de piruvato (primeira fase da glicdlise).

A lancadeira malato-aspartato € um sistema enziméatico que o NADH
citosoélico reduz o oxalacetato a malato pela malato-desidrogenase extramitocondrial
(MDH 1). O malato transpde a membrana mitocondrial interna onde é reoxidado a
oxalacetato pela malato desidrogenase mitocondrial (MDH 2) que utiliza o NAD+
como coenzima. Pela reoxidacdo do malato na matriz, ocorre a transferéncia dos
equivalente reduzidos provenientes do citosol. O oxalacetato, por meio da aspartato
transaminase (GOT 2) é transformado em aspartato que pode atravessar a

membrana. Este sai da mitocdndria e, no citosol, regenera o oxalacetato por meio de



outra enzima chave, o aspartato transaminase citosdlico (GOT 1). O NADH
regenerado transfere os elétrons para a cadeia mitocondrial transportadora de
elétrons, onde forma ATP. A operacdo necessita o retorno do oxalacetato para o
citosol (Monty Krieger; Matthew P Scott; Matsudaira, 2004)(Figura 2).

NADHH'
N.*‘!LD+ | Aspartato

Tans anunsse

T, "
soli
Malam% Oxaloacetato «———— Aspartato
Malato &

desidrogenasze
citozalica

I
(—n-{x—temglutamm—l .

himmesto
Dicarbexilaze Glutamato " ESpaErane
‘I:I."HJS'.GCB.SE'\ ranslocass
Y

Glutamato -—

- vl -Ceroglum.raru~—‘ |

Mlalato
dasidrogenase

F

b . .
mritocondrial |
Malam7—Tp Oxaloacetato yo— Aspartato

NAD— | Tansanunase
mitocondrial
NADHH™ o _
[ Cadeia mitocondrial
“‘EE_ » transportadora de elétrons

{na membrana mierna)

Figura 2 - Lancgadeira Malato-Aspartato.

A glutamina, ofertada seria transformada em glutamato, e este promoveria a
ativacao das enzimas chaves desta langadeira, vez que o glutamato é fator crucial
nesta lancadeira. Com a presenca de oxigénio, o piruvato advindo da glicose seria
convertido em acetil-CoA, que seria utilizado no ciclo de Krebs para producédo de
ATP, CO, e agua (glicélise aerbbica). Em situagdes de isquemia relativa ou absoluta
o piruvato oriundo da glicose seria reduzido a lactato pela enzima lactato

desidrogenase (glicolise anaerdbica) (Filho Guimaraes, 2004).
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Ha necessidade de estudos, dosando a expressdo das enzimas-chave da
lancadeira malato-aspartato (MDH 1 e 2 e GOT 1 e 2) em tecidos de hospedeiros
pré-tratados com doses nutracéuticas de I-glutamina e I-alanil-glutamina para
elucidar este possivel mecanismo de acao pré-glicolitica deste aminoacido.
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2. OBJETIVO

Estudar o eventual efeito da L-alanil-glutamina e da glutamina sobre a
isquemia/reperfusdo intestinal, em modelo experimental no rato, pela
expressao tecidual do RNA mensageiro das enzimas chaves da lancadeira
malato-aspartato: GOT 1, GOT 2, MDH 1e MDH 2 no intestino.
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3. METODO

3.1 Animais e ambientes de experimentacao

Foram utilizados 72 ratos (Ratus norvegicus albinus, Rodentia mammalia), da
variedade Wistar, machos, provenientes do Biotério Central da Universidade Federal
do Ceara. Para alcimatacao, os ratos foram colocados em comunidades de 2 ratos
por gaiola e mantidos no Laboratério de Cirurgia Experimental em ciclos de 12 horas
de claro/escuro em temperatura constante. Os animais receberam agua e ragcao para
ratos com a seguinte composicdo basica do produto: farelo de milho, farelo de
soja,farelo de trigo, carbonato de calcio, fosfato bicalcico, cloreto de sédio, premix,
vitaminico-mineral e de aminodacidos, nos quais continham em relagdo ao quilo do
produto: umidade(max) 12,50%; proteina bruta(min) 22,00%; extrato etéreo(min)
4,00%; material mineral(max) 10,00%;matéria fibrosa(max) 8,00%; calcio (max)
1,40%;fésforo(min) 0,80%; vitaminas: vitamina A 12.000Ul; vitamina D3
1.880Ul;vitamina E 30,00mg; vitamina K3 3,00mg; vitamina B 5,00mg; vitamina B2
6,00mg;vitamina B6 7,00mg; vitamina B12 20,00mg; niacina 60 mg;acido
pantoténico 20,00mg; acido félico 1,00 mg; biotina 0,05mg; colina 600.00 mg;
microelementos minerais: ferro 50,00mg;zinco 60mg; cobre 10,00mg; iodo 2,00mg;
manganés 60,00mg;selénio 0,05 mg; cobalto 1,50mg; aminoacidos: DL-metionina
300,00mg;lisina 100,00mg; aditivos: antioxidante: 100,00mg. Essa alimentagédo era
ofertada ad libitum até uma semana antes do inicio do experimento cirtrgico. O peso
dos animais variou entre 300 e 350 gramas.

As dosagens laboratoriais foram realizadas no Laboratério de Bioquimica e
Imunologia da Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto -
Universidade de Sao Paulo-USP.

Os animais foram distribuidos aleatoriamente em dois grupos: grupo sham e

grupo experimento.
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Grupo experimento: Constituidos de 36 animais distribuidos aleatoriamente em 6
sub-grupos de 6 ratos que foram estudados nos tempos 0’ e 30’ apds a isquemia e

reperfusao.

Sub-grupos:

Isquemia - L —glutamina
Isquemia — L-alanil-glutamina
Isquemia — Caseinato de Calcio
Reperfusdo — L-glutamina
Reperfusao — L-alanil-glutamina

Reperfusdo — Caseinato de Calcio

Trinta minutos antes do estabelecimento da isquemia foi realizada a gavagem de L-
alanil-glutamina na dose de 0,75g/kg de peso corporal, gavagem de L-glutamina na
dose de 0,5g/kg de peso corporal e gavagem de 0,5g/kg de Caseinato de Calcio em
um total de 2 ml de veiculo aquoso.

Grupo sham: Constou de igual nimero de animais que foram divididos nos mesmos
numero de sub-grupo e submetidos ao mesmo procedimento de garvagem, porém,
nao foram submetidos a isquemia e nem reperfusdo, apenas uma laparotomia
exploradora em mesmo tempo cirdrgico. Os sub-grupos foram nominados de modo

semelhante ao grupo experimento.

3.2 O desenho do estudo:

gavagem laparotomia Reperfusio

30 I 30 30
l bquemla i

Relrada de Teolde Retirada de Teoldo
Fefiodo lquimioce Pefiodo de Reperdusio
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3.3 Procedimentos

Antes da realizacdo do experimento, o projeto de pesquisa foi avaliado e aprovado
pelo Comité de Etica em Pesquisa da UFC — FM /, sob o protocolo 06/2007.

Apds terem sido pesados, os animais foram anestesiados com uma associagéo de
xilazina (10 mg/Kg) e cetamina (60 mg/Kg) por via intraperitoneal. O animal foi
considerado anestesiado quando ocorreu perda dos reflexos corneo-palpebrais e de
retirada da pata traseira contralateral, ao estimulo doloroso por preensao.

Em seguida, cada animal foi acomodado em bancada cirdrgica, durante todo o
procedimento. Para a realizagcdo das dissecgbes, foi utilizado instrumental
microcirdrgico adequado. Foi realizada laparotomia mediana, a partir do apéndice
xiféide em direcao caudal, com 5 cm de extenséao (figura 3).

Figura 3 — Laparotomia de aproximadamente 5 centimetros

Exatamente apdés 30 minutos da garvagem de L-alanil-glutamina na dose de
0,75¢/Kg ou de I-glutamina na dose de 0,5g/kg ou de 0,5g/kg de caseinato de calcio
no grupos experimentos, um segmento de 5cm de intestino delgado, distalmente 5

cm do ceco era isolado e uma isquemia estabelecida através de clampeamento com
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pinga neurovascular atraumatica durante trinta minutos (periodo de isquemia)
(Figuras 4 e 5)

Figura 4 — Exposigéo do intestino e contagem de 5 cm distalmente do ceco.

Figura 5 — Intestino clampeado com neuroclamps.

A eficiéncia da isquemia era confirmada pela palidez e hipotermia do segmento de
intestino isquémico, pela percepcao visual do desaparecimento das pulsacdes dos

vasos do mesentério que sao facilmente visiveis.
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Figura 6 — Foto demonstrando segmento intestinal isquémico

3.4 Extracao de RNA total

Para o segmento de aproximadamente 1 centimetro cubico de intestino obtido da
porcdo medial dos 5 centimetros anteriormente submetida ao processo de
isquemia/reperfusao ou isquemia ou sham foi utilizado a extragdo de RNA total pelo
kit RNAqueous-4PCR® (Ambion), seguindo as recomendagdes do fabricante (Figura
7).
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Figura 7 — Retirada de 1cm cubico de intestino na area de estudo

A concentragdo de RNA total nas amostras foi determinada por diluigdo do RNA
(fator de diluigao conhecido) e leitura em cubetas de quartzo em espectrofotdmetro
DU 640 (Beckman Coulter, Estados Unidos) no comprimento de onda de 260 nm

(A2s0), com fator de diluigédo igual a 50, sendo o resultado expresso em ug/mL.

A qualidade do RNA total nas amostras foi determinada por eletroforese em gel de
agarose 1% corado com brometo de etidio, com observacdo da integridade da
subunidade RNA ribossémico.

Para preparar o gel de agarose 1%, foram dissolvidos 0,3 g de agarose a 30 mL de
tampao TAE 1X (Tris-acetato 40 mM, EDTA 1 mM pH 8.0) preparado com agua
tratada com DEPC (0,1%). A agarose foi aquecida em forno de microondas até
completa dissolucao e logo apds foram adicionados 4 uL da solucdo de brometo de
etidio (10 mg/mL). Foi preparado um gel no sistema de eletroforese horizontal,
aguardando-se a polimerizagdo por uma hora. Foram adicionados 2 pL do tampéo
de corrida a 1 uL de amostra de RNA (concentrado 10X: glicerol 50%, EDTA 1 mM e
azul de bromofenol 0,4%), procedendo-se o carregamento do gel com todas as
amostras. A eletroforese foi realizada em tampao TAE 1X, e a seguir as amostras
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foram visualizadas em transluminador e fotodocumentadas (Sistema EDAS 290
KODAK, Estados Unidos) (Figura 8)

Figura 8 — Cuba de eletroforese

3.5 Tratamento das amostras com DNAase

Todas a amostras de RNA total foram tratadas com DNAase | Amplification Grade
para que os resultados nao apresentassem um falso positivo por causa da
amplificagdo do DNA restante e ndo do cDNA gerado.

Em um tubo de centrifuga foram adicionados 1 ug de RNA total, 1 uL de tampéao
DNAase | (10X), 1 uL de enzima DNAase | Amp. Grade (0,1U/uL) e agua com DEPC
(0,1%) para o volume final de 10 uL. A reacao foi incubada por 15 min a temperatura
ambiente. Apds incubacao, foi adicionado 1 uL de EDTA (25 mM) e a reagéao foi
incubada por 10 min a 65 °C. Apéds o periodo de incubacgao a reacao foi colocada no
gelo para a utilizagdo em seguida ou armazenada em -70 °C para utilizagdo
posterior.

3.6 Transcricao reversa (RT).

O RNA total foi utilizado para a sintese de cDNA num processo denominado
transcricao reversa, a qual foi realizada num volume de reagédo de 20 uL utilizando-

se 1 ug de RNA total previamente tratado com DNAase. As transcriptases reversas
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catalisam a reacdo de formacao de fitas de DNA (cDNA) a partir de um molde de
RNA.

Foi utilizado o protocolo para a enzima Improm |l (Promega). Dentro do tubo para
centrifuga onde o RNA total foi tratado com DNAase foi misturado 1 pL de Oligo-dT
(0,5 pg/pL). A reagéao foi incubada por 5 min a 70 °C e logo apés, transferida para o
gelo por 5 min. Foram acrescentados: 4 uL de tampao (5x), 2,4 uL de MgCl, (25
mM), 1 uL de dNTPmix com DEPC (10 mM) e 1 uL de enzima (1U/uL). A reagao foi
incubada por 5 min a temperatura ambiente e em seguida incubada a 42 °C por 60
minutos. Apés o tempo de 60 minutos a reagao foi incubada a 70 °C por 15 e
minutos e em seguida transferida para o gelo. O cDNA foi estocado a -20 °C até a

utilizacao.
3.7 Desenho de oligonucleotideos

Os oligonucleotidios utilizados para amplificacado dos genes que codificam GOT 1 e
2, MDH 1 e 2, RPL13A foram desenhados pelo programa Primer Express (Applied
Biosystems, EUA) baseados nas seqUéncias depositadas no GenBank
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov). As sequéncias dos oligonucleotideos e o tamanho dos

fragmentos amplificados estao listados a seguir (Figura 9).

Gene Forward Primer Reverse Primer

GOT 1 TGCCTGGGCTATTCGCTATTT | AATCCGGTCAGCCATTGTCTT

GOT2 | ATCGAGCAGGGCATCAATGT | AGGCCCATGTTCTTGGCATA

MDH 1 GGGAAATCATTCATCAACCCA | TTCCTTGCAATTTCACCTTGG

MDH2 | TTGCATCATTTCCAACCCAG | TGAAAACTTCGGCTGTGATGG

Figura 9: Sequéncia de oligonucleotideos utilizados no Real-time PCR para os
diferentes genes. O programa utilizado foi o Primer Express da (Applied
Biosystems, EUA).
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3.8 Real-Time PCR

Para o Real-time PCR foi utilizado cDNA sintetizado por transcricdo reversa. Todas
as reacoes de PCR em tempo real foram feitas usando AB/ Prism 5700 Sistema de
deteccdo de sequéncia (Applied Biosystems, Estados Unidos). O processo de
ciclagem térmica consiste de 2 min a 50 °C, em seguida 2 min a 95 °C para a
transcricao reversa e 40 ciclos a 95 °C por 15 s seguido de 57 °C por 30 s e 60 °C
por 30 s. Em todos os experimentos foram feitos controles negativos para excluir
possibilidades de contaminagao por RNA ou DNA gendmico. As condi¢cdes do Real-
Time PCR foram otimizadas para cada alvo com concentracbes ideais de
oligonucleotideos, auséncia de formacado de dimeros dos oligonucleotideos e
eficiente amplificacdo dos genes alvos e dos genes controles 3-actina. Para a reacao
do Real-time PCR foi utilizado o mix Platinum SYBR Green qPCR SuperMix-UDG
with ROX, 1 yL (10 pM) de cada oligonucleotideo especificos para cada gene
amplificado e 1 pg de cDNA das diferentes amostras. Os niveis relativos da
expressdo dos genes foram calculados de acordo com as instrucdes da Applied
Biosystems, utilizando RPL13A como gene normalizador (Figura 10).

Figura 10 — Equipamento ABI Prim 5700

Os dados foram expressos usando o método de Ciclo limite (Ct ou Cycle treshold),
ou seja, o numero de ciclos no qual a curva logaritmica de PCR cruza uma linha de
corte arbitrariamente calculada. O célculo da média do ACt da duplicata das
amostras (Ct do gene alvo menos o Ct do gene normalizador) foi submetido a

regressao linear.

O primeiro parametro utilizado € o valor de limiar da curva de amplificacdo obtida

pela amplificagdo do cDNA alvo (Ct). Houve a normalizacao dos valores subtraindo-
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se o Ct obtido da amplificacao especifica do gene alvo pelo Ct do gene normalizador
(ACt). Devido a caracteristica logaritmica desse valor, houve utilzacao do parametro

22Ct para a expressdo dos dados (Kubista, Andrade et al., 2006)(figura).

3.9 Andlise Estatistica

Todos os dados foram expressos em médias + DP (desvio padrdo). Para a

analise dos resultados foram aplicados os testes segundo a natureza das variaveis.

Para a analise dos resultados foi aplicado o seguintes teste: 1 way ANOVA com o
teste de Bonferroni. Fixou-se o nivel de rejeicdo da hipétese de nulidade em 0,05 ou
5% (P< 0,05).
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4 RESULTADOS

L-alanil-glutamina, L-glutamina e Caseinato de Calcio ndo induziram um aumento
significativo nos niveis de RNA mensageiro da amostra de RNA total no valores de
MDH 1, MDH 2, GOT 1 e GOT 2 conforme mostrado nos graficos abaixo (Graficos 1,
2,3,4,5,6,7,8,9).

MDH 1

150+

mRNA MDH 1/ RPL13a
(% do controle)

Gréfico 1 — Porcentagem de RNAm em relacdo ao RPL13a, MDH 1, nos Grupos de

estudo que utilizaram caseinato de calcio.
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MDH 1

150-

mRNA MDH 1/ RPL13a
(% do controle)

Grafico 2 — Porcentagem de RNAm em relacdo ao RPL13a, MDH 1, nos Grupos de
estudo que utilizaram L-glutamina..
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MDH 1

200-

(% do controle)

mRNA MDH 1/ RPL13a

Gréfico 2 — Porcentagem de RNAm em relacdo ao RPL13a, MDH 1, nos Grupos de
estudo que utilizaram L-alanil-glutamina
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MDH 1

150+

mRNA MDH 1/ RPL13a
(% do controle)

Grafico 3 — Porcentagem de RNAm em relagédo ao RPL13a, MDH 1, nos diferentes

grupos de estudo - Sham isquemia.
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MDH 1

200+

mRNA MDH 1/ RPL13a
(% do controle)

Gréfico 4 - Porcentagem de RNAm em relagdo ao RPL13a, MDH 1, nos diferentes

grupos de estudo - Sham reperfusao.
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MDH 1

150+

mRNA MDH 1/ RPL13a
(% do controle)

Grafico 5 —Porcentagem de RNAm em relagcdo ao RPL13a, MDH 1, nos diferentes

grupos de estudo - Isquemia.
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Grafico 6 — Porcentagem de RNAm em relagédo ao RPL13a, MDH 1, nos diferentes
grupos de estudo - Reperfuséo.
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Grafico 7 —Porcentagem de RNAm em relagdo ao RPL13a, MDH 1, nos diferentes

grupos de estudo.
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MDH 2
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150+

mRNA MDH 2/ RPL13a
(% do controle)

Grafico 8 — Porcentagem de RNAm em relacdo ao RPL13a, MDH 2, nos Grupos de
estudo que utilizaram caseinato de cacio.
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MDH 2

mRNA MDH 2/ RPL13a
(% do controle)

Gréfico 9 — Porcentagem de RNAm em relacdo ao RPL13a, MDH 2, nos Grupos de

estudo que utilizaram L-glutamina.
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MDH 2

200-

mRNA MDH 2/ RPL13a
(% do controle)

Grafico 10 — Porcentagem de RNAm em relacdo ao RPL13a, MDH 2, nos Grupos de
estudo que utilizaram L-alanil-glutamina
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Grafico 11 — Porcentagem de RNAm em relagédo ao RPL13a, MDH 2, nos diferentes

grupos de estudo - Sham isquemia
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Grafico 12 — Porcentagem de RNAm em relacdo ao RPL13a, MDH 2, nos diferentes

grupos de estudo - Sham reperfuséao
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Gréfico 13 — Porcentagem de RNAm em relagdo ao RPL13a, MDH 2, nos diferentes

grupos de estudo - isquemia
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Gréfico 14 — Porcentagem de RNAm em relagdo ao RPL13a, MDH 2, nos diferentes
grupos de estudo - Reperfuséao
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Gréfico 15 — Porcentagem de RNAm em relagdo ao RPL13a, MDH 2, nos diferentes

grupos de estudo.
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Grafico 16 — Porcentagem de RNAm em relacdo ao RPL13a, GOT 1, nos Grupos de

estudo que utilizaram caseinato de calcio.
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Gréfico 17 — Porcentagem de RNAm em relacdo ao RPL13a, GOT 1, nos Grupos de

estudo que utilizaram L-glutamina.
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Grafico 18 — Porcentagem de RNAm em relacdo ao RPL13a, GOT 1, nos Grupos de
estudo que utilizaram L-alanil-glutamina.
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Grafico 19— Porcentagem de RNAm em relagdo ao RPL13a, GOT 1, nos diferentes

grupos de estudo - Sham isquemia.
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Grafico 20— Porcentagem de RNAm em relacdo ao RPL13a, GOT 1, nos diferentes

grupos de estudo - Sham reperfusao.
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Grafico 21— Porcentagem de RNAm em relagdo ao RPL13a, GOT 1, nos diferentes

grupos de estudo - Isquemia.
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Grafico 22— Porcentagem de RNAm em relagdo ao RPL13a, GOT 1, nos diferentes

grupos de estudo - Reperfuséo.



45

GOT 1

300-

200-

100

mRNA GOT 1/ RPL13a
(% do controle)

> 2>
owc?\o@%&'i@o'@%& 'c&op\o'bo 0\0@(\
e D

o rd
F @ O &0 F N2 0
N TS RX PN R &
Vo FeR ETE FREE
(b@ 0‘)‘\0 '\Q&o 'b& OQ \9 QQ
NS
S

Grafico 23— Porcentagem de RNAm em relagdo ao RPL13a, GOT 1, nos diferentes

grupos de estudo.
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Grafico 24 — Porcentagem de RNAm em relacdo ao RPL13a, GOT 2, nos Grupos de
estudo que utilizaram caseinato de calcio.
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Grafico 25— Porcentagem de RNAm em relacdo ao RPL13a, GOT 2, nos Grupos de

estudo que utilizaram L-glutamina.
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Grafico 26— Porcentagem de RNAm em relacdo ao RPL13a, GOT 2, nos Grupos de
estudo que utilizaram L-alanil-glutamina.
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Grafico 27— Porcentagem de RNAm em relagdo ao RPL13a, GOT 2, nos diferentes

grupos de estudo - Sham isquemia
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Grafico 28— Porcentagem de RNAm em relacao ao RPL13a, GOT 2, nos diferentes
grupos de estudo - Sham reperfusao.
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Grafico 29— Porcentagem de RNAm em relagdo ao RPL13a, GOT 2, nos diferentes

grupos de estudo - Isquemia
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Grafico 30— Porcentagem de RNAm em relagdo ao RPL13a, GOT 2, nos diferentes

grupos de estudo - Reperfusao.
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Grafico 31— Porcentagem de RNAm em relagdo ao RPL13a, GOT 2, nos diferentes
grupos de estudo.
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5 DISCUSSAO

As lesdes teciduais e celulares provocadas pela isquemia/reperfusao tém sido
amplamente estudadas principalmente em modelos experimentais. Também a
literatura médica € abundante em estudos que buscam substancias capazes de
impedir ou minimizar as lesdes da isquemia/reperfusdo. Entretanto, sao
pouquissimos os trabalhos que abordam a acdo destas substancias através de
estudos envolvendo biologia molecular, como se propds a presente dissertacao.
Neste estudo, sdo discutidas alteracdes nas concentracdes, nos tecidos do intestino
delgado submetidos a isquemia/reperfusdo, de RNA mensageiro das enzimas
malato desidrogenase e aspartato desidrogenase, apos trinta minutos de isquemia
normotérmica, em ratos, seguida de mais trinta minutos de reperfusao, apés a oferta
de L-alanil-glutamina (Ala-GIn), I-glutamina e caseinato de célcio por via de

gavagem.

O revestimento epitelial intestinal € um dos tecidos de mais rapida
proliferacdo no organismo, renovando-se a cada 3 a 8 dias. Sua homeostase é
conseguida através do equilibrio entre a proliferacdo celular nas criptas e a
eliminacao celular, via apoptose, a qual ocorre tanto ao nivel das criptas quanto de
vilosidades. Varias condicbes podem influenciar a célula a iniciar o processo de
apoptose, como a ocorréncia de danos fisicos ou de agentes quimicos, condi¢des
que levem ao estresse celular, do tipo formacao de radicais livres de oxigénio ou a
privacdo ou diminuicdo de glutamina. A glutamina pode, portanto prevenir a
apoptose no intestino, constituindo-se numa fonte essencial de energia na
manutencao do ATP celular (BARTLETT et al.,1998).

Estudos experimentais demonstraram que a oferta de L-alanil-glutamina, por via
endovenosa (0,75g/kg peso), trinta minutos antes da lesdo de isquemia/reperfusao
(meia hora de isquemia e meia hora de reperfusdo), causou elevacdo nas
concentracdes de lactato no intestino delgado e no rim de ratos, sugerindo aumento
da glicélise anaerdbica (Campos et al, 2003; Bezerra et al, 2003). Estudo clinico em
pacientes portadores de isquemia critica de membros inferiores, submetidos a
revascularizacao por bypass fémoro-popliteo, e que receberam administracao prévia
de L-alanil-glutamina (0,75g/kg peso durante 3 horas no pré-operatério imediato)

apresentaram reducao nas concentragdes arterial e venosa do sangue colhido dos
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vasos femorais de lactato e glicose, além de diminuicdo da atividade da enzima
lactato desidrogenase (LDH), também sugerindo aumento da atividade glicolitica,
desta vez de forma aerdbica (Forte, 2004). Outros pesquisadores, utilizaram a
infusdo de L-alanil-glutamina, de forma associada a nutricdo parenteral, em
pacientes de UTI (Dechelote et al,2006) e em pacientes portadores de lesao
traumatica (Bakalar et al,2006) demonstrando terem tanto o amino &acido como o
dipeptideo terem causado aumento da utilizacdo de glicose e reducédo da glicemia

nestes pacientes, como nos estudos acima citados.

Ja que a oferta L-alanil-glutamina, prévia a lesdo de isquemia/reperfusao,
induziu aumento tanto da atividade glicolitica aerdbica quanto anaerdbica, é provavel
que o mecanismo indutor da maior utilizacdo de glicose ocorra na primeira fase da
via glicolitica, ou seja, na conversdao de uma molécula de glicose em duas moléculas
de piruvato. A consecucao da primeira fase da glicélise depende da disponibilidade
do co-fator NAD" no citosol. Uma das principais vias metabdlicas responsavel pela
oferta de NAD" no citosol e de NADH na mitocondria, para que possa ocorrer a
primeira fase da glicélise no citosol acasalada com a respiracdo celular na
mitocéndria, € a lancadeira Malato-Aspartato. A hipétese levantada, no presente
trabalho, foi de que a oferta prévia a lesdo de isquemia/reperfusdo, tanto de L-
glutamina quanto de L-alanil-glutamina, propiciaria maior disponibilidade de
glutamato para tecidos ricos em glutaminase, tais como o intestino delgado,
causando maior ativacdo desta lancadeira, tendo como conseqUéncia maior
atividade da primeira fase da via glicolitica nestes tecidos. Portanto, para esclarecer
o papel da langcadeira Malato-Aspartato na acao pré-glicolitica da glutamina, tentou-
se avaliar via PCR-RT o RNA mensageiro das enzimas chaves desta lancadeira, os
RNA de GOT 1 e 2 e MDH 1 e 2. Porém, através deste estudo, a expressdao do RNA
mensageiro destas enzimas ndo foi alterada a nivel genémico com significado
estatistico, nem com a prévia oferta de L-glutamina, nem com a adminstragéo prévia
de L-alanil-glutamina. N&o foram encontrados na literatura consultada estudos
semelhantes investigando o mecanismo pro-glicolitico, tanto deste aminoacido
glutamina quanto do dipeptideo glutamina, para que houvesse possibilidade de

cotejamento com os resultados do presente estudo.
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Apesar de ser um tema relativamente complexo para aqueles que atuam na
pratica clinica, € um verdadeiro consenso a expectativa de que os estudos baseados
em biologia molecular venham a oferecer 0s necessarios avangos na compreensao
da fisiopatologia e da proépria fisiologia. Talvez em decorréncia desta expectativa,
ocorre freqientemente a frustrante sensagao de que apesar do grande volume de
pesquisas realizadas ao longo dos Ultimos anos, permanece ainda distante da
obtencdo de resultados relevantes capazes de transformar estas esperancas em

uma realidade para uso clinico.

Por prote6émica compreende-se os estudos que buscam relacionar a atividade
tecidual ao conjunto de proteinas expressas em determinado momento. Ou seja,
olhar o produto da expressdo génica. Apesar das dificuldades para estender os
beneficios, novos e fascinantes horizontes tém sido abertos pela biologia molecular,
em particular no que diz respeito aos estudos relacionados a proteémica.

Todas as células somaticas apresentam o mesmo DNA em seu nucleo,
contendo 0s mesmos genes, 0s quais sao, no entanto, ativados (ou expressos) de
forma seletiva de acordo com o tecido e a funcdo desempenhada. Estes genes
sofrem um processo de transcricdo em RNA mensageiro, o qual, por sua vez
€ traduzido em uma nova proteina. Estas proteinas irdo entdo executar suas fungdes
especificas, definindo o comportamento biolégico da célula e do tecido no qual ela

esta inserida.

Desta forma, o presente estudo iniciou esta grande procura de entender o
mecanismo da hipétese da acado glicolitica da glutamina através da lancadeira
malato-aspartato, mas, somente com novos estudos utilizando-se de técnicas mais
sensiveis em termos de protedbmica é que poder-se-a dizer se realmente estas
enzimas estdo alteradas. Uma das maneiras de a expressdo protéica destas
enzimas chaves da langadeira Malato-Aspartato seria a utilizacdo da eletroforese
bidimensional. Nesta técnica pode-se saber se determinada enzima ou proteina esta
“‘up or down regulated” a nivel de proteinas, além do processo de traducional

(www.proteomika.com).

Outro fator importante nessa empreitada € que no presente momento

vizualiza-se apenas a ponta do “iceberg”, pois a maioria dos trabalhos estuda as
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mesmas proteinas, ou seja, as mais expressas. Um exemplo disso é o estudo do
sangue, onde a albumina é expressa na ordem dos 40mg/ml enquanto que citocinas
sdo analizadas em pg/ml.

O esclarecimento dessas alteracées genéticas e, porque nao, proteébmicas
presentes nos intestinos estudados que sofreram alteracbes devido a
isquemia/reperfusao € de fundamental importancia para o desenvolvimento de novas
alternativas terapéuticas para amenizar os efeitos desta lesdo, a fim de no futuro
utilizar-se substancias protetoras eficazes neste processo de lesdo celular, e dentre
elas aquelas precursoras de glutamato, tais como a L-glutamina, seus dipeptideos e

outros compostos precursores como a ornitina-alfa-ceto-glutarato.

Outro caminho a ser seguido, utilizando-se também técnicas de biologia
molecular e de protebmica, € o da determinacdo do papel dos transportadores
mitocondriais de glutamato, tais como o ARALAR 1, no péancreas, e a citrina, no
intestino. Rubi et al (2004) demonstraram ser o ARALAR 1 um mecanismo
importante na ativacao da via glicolitica pancreatica, via utilizacdo de glutamato,
ajudando a lancar luz sobre o papel secretagogo de insulina da glutamina na ilhotas
de Langehans. Portanto, a oferta exdégena de glutamina, em doses nutracéuticas
(0,5g/kg/dia ou 30g/dia em adultos), elevando a disponibilidade de glutamato para
tecidos ricos em glutaminase, teria dois possiveis mecanismos: um central, ao nivel
pancreatico, aumentando a liberacao de insulina; e outro periférico ao nivel de
tecidos periféricos, ricos em glutaminase, exercendo agao pro-glicolitica. Os
resultados do presente trabalho ndo oferecem suporte a hipétese da acao periférica
deste amino&cido.
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6 CONCLUSOES

6.1 A expressdo intestinal de RNA mensageiro das enzimas chaves da
lancadeira malato-aspartato (MDH 1, MDH 2, GOT 1 e GOT 2) tanto na
isquemia, quanto na isquemia/reperfusdo, nao se encontra alterada

significantemente usando a técnica de PCR em tempo real.

6.2 A gavagem prévia tanto de L-glutamina, quanto de L-alanil-glutamina, nao
modifica o comportamento da expressdo de RNA mensageiro das enzimas
chaves da lancadeira malato-aspartato nem na isquemia nem na

isquemia/reperfusao..
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