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Resumo

A Caquéxia Cardiaca é uma condicdo decorrente de um estado avancado da
insuficiéncia cardiaca, caracterizada por uma mudanca em toda a actividade
metabdlica do corpo, que conduz a um saldo nutricional negativo e a perda de massa
proteica corporal. Como a caquéxia cardiaca avancada esta associada a uma alta taxa
de mortalidade, existe um grande interesse no desenvolvimento de marcadores, que
permitam elaborar um diagnostico, ainda numa fase inicial, onde as intervengdes séo
mais eficazes. A perda de proteina corporal envolve, supostamente, um aumento da
exportagdo de aminodcidos proteoliticos, do musculo para o figado, o que leva a que a
determinacdo da contribuicdo deste fluxo para a seleccdo de aminoacidos hepaticos,
seja uma boa proposta para um novo método de deteccdo desta condigéo.

O glutamato e a glutamina (glu/gln) estdo entre os aminodcidos mais
abundantes nas proteinas musculares. O que se estabelece como hipétese, é que na
caquéxia cardiaca haja um aumento do fluxo de glu/gin, resultante da quebra
acelerada das proteinas corporais, no figado. Para testar esta hipdtese, as
contribuicdes das diferentes fontes proteicas para o glu/gin hepaticos, num modelo
animal de caquéxia cardiaca, sdo comparadas com as obtidas para animais saudaveis.
A metodologia utilizada para determinar estas contribuicfes envolve a quantificagcdo
do enriquecimento em deutério (*H) do glu/gin hepéticos, ap6s a administracdo de
4gua deuterada (*H,0) ao animal. A sintese de glu/gin a partir de fontes metabélicas
resulta no seu enriquecimento em ?H, obtido através da *H,0, enquanto a sintese de
glu/gin a partir de fontes proteoliticas ndo. Assim, o nivel de enriquecimento em 2H
do glu/gin hepéticos, comparativamente com o da agua corporal (body water - BW),
da informagdes acerca das diferentes contribuigdes, metabdlica ou proteolitica.

Em animais saudaveis, os enriquecimentos do glu/gin hepaticos, na posi¢do
3, séo semelhantes aos obtidos para as BW (2.86 + 0.07% vs 3.08 + 0.08%; n=6),
indicando que a contribuicéo de glu/gln ndo marcados, que provém da protedlise, para
o0 volume total de glutamina hepética foi relativamente baixa (7 + 2%, n=6). Por outro
lado, os animais com caquéxia cardiaca apresentam uma forte tendéncia para uma
maior contribuicdo de glu/gln ndo marcados (27 + 3%, n=6, p=0.0003), o que é
consistente com o facto de haver um maior influxo de glu/gin proteoliticos, que

provém da quebra de proteinas.

Vi



Abstract

Cardiac cachexia is a condition resulting from advanced heart failure
that is characterized by a shift in whole-body metabolic activity and food
intake towards a negative nutritional balance and loss of body protein mass.
Since advanced cardiac cachexia is associated with a high rate of mortality,
there is high interest in developing diagnostic markers of the early stages,
where interventions are most effective. The net loss of body protein likely
involves an increased export of proteolytic amino acids from muscle to the
liver, so determining the contribution of this flux to selected hepatic amino
acid pools is proposed to be a novel method for detecting this condition.

Glutamate and glutamine (glu/gin) are among the most abundant
amino acid constituents of muscle protein. It is hypothesized that in cachexia,
there is an increased flux of glu/gin, resulting from accelerated whole-body
protein breakdown, into the liver. To test this hypothesis, the contribution of
protein sources to hepatic glu/gin in a rat model of cardiac cachexia was
compared to that of healthy rats. The methodology for determining the
sources of hepatic glu/gin involves quantifying the H-enrichment of hepatic
glutamine/glutamate following administration of deuterated water (*H,0) to
the animal. Synthesis of glu/gin from metabolic sources results in enrichment
from 2H,0 while generation of glu/gin from proteolysis does not. Thus, the
H-enrichment level of glu/gin relative to that of body water (BW) informs the
relative metabolic and proteolytic source contributions.

In healthy animals, hepatic glu/gln enrichment, in position 3,
approached that of BW (2.86 + 0.07% vs 3.08 + 0.08%; n=6) indicating that
the contribution of unlabeled glu/gin derived from proteolysis to the hepatic
glutamine pool was relatively low (7 = 2%, n=6). In comparison, the cardiac
cachexia animal models had a strong tendency for a higher contribution of
unlabeled glu/gln (27 + 3%, n=6, p=0.0003) consistent with a higher influx of

proteolytic glu/gin derived from net protein loss.

vii
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1. Introducéao

Ao longo de uma vida, muitos individuos experienciam
reducdes no peso e/ou alteracdes na composicao corporal. O conceito
de peso saudavel esta frequentemente associado com a longevidade em
adultos de meia-idade e, em pessoas saudaveis, é essencialmente
deliberado e motivado por impulsos estéticos. Contudo esta equacéo €
alterada quando aplicada a idosos e a pessoas com doencas cronicast.
Este tipo de doencas, especialmente em estados avancados, resulta
frequentemente em reducgdes e alteracbes da composicdo corporal, 0
que em muitos casos conduz a varias sindromes, muitas delas fatais!.
De facto, sdo varios os estudos que tém demonstrado a existéncia de
uma relagdo muito linear entre a massa corporal e a sobrevivéncia, e
muitas vezes, em individuos com doencas metabolicamente exigentes,
0 aumento de peso é indicador de um melhor prognéstico?!. Contudo,
este aumento poderd ndo estar directamente relacionado com a
melhoria da situacdo clinica destes individuos, tornando-se, desta
forma, crucial o estudo das alteracBes metabdlicas associadas a este
tipo de doencas. Para esse efeito, € fundamental conhecer os principios
basicos inerentes ao gigantesco conjunto de reac¢des quimicas, que
ocorrem simultaneamente em qualquer célula viva, reacgdes estas que
seguem um padrdo que as organiza num processo coerente,

denominado Metabolismo.

1.1. Metabolismo

O Metabolismo € o processo global pelo qual os sistemas vivos
adquirem e utilizam a energia livre de que necessitam, para realizarem

as suas variadas funcdes®. E uma actividade continua, complexa e
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altamente organizada. Todo ele esté interligado, tendo como funcdes
basicas a obtencdo e utilizacdo de energia, a sintese de moléculas
estruturais e funcionais, o crescimento e desenvolvimento celular e, por
fim, a remocdo de produtos de excrecio!. O metabolismo é
tradicionalmente dividido em duas grandes categorias: anabolismo e
catabolismo.

O anabolismo (ou biossintese) € o conjunto das reaccdes
metabdlicas de sintese, em que a energia e 0s equivalentes redutores
libertados pelo catabolismo (basicamente na forma de adenosina-
trifosfato — ATP e nicotinamida adenina dinucleétido fosfato -
NAD(P)H) sdo utilizados para a construcdo de moléculas mais
complexas. Estas reaccfes designam-se reacgGes anabdlicas ou de
sintese, e sdo responsaveis pela producao de nova matéria organica nos
seres vivos. Em geral, as moléculas mais complexas, que constituem
estruturas celulares, sdo construidas passo a passo a partir de
precursores mais simples®. O anabolismo divide-se em trés etapas
fundamentais: primeiro, a sintese de precursores (e.g. aminoacidos e
monossacarideos), depois a activacdo destes precursores para formas
reactivas usando energia provinda da hidrolise do ATP, e por fim a
construcdo de moléculas complexas, tais como proteinas, a partir destes
precursores activados. Tipicamente, as vias anabolicas consomem
equivalentes redutores, geralmente na forma de NAD(P)H, o que leva a
que o estado de oxidacdo médio do carbono, pertencente ao produto
anabdlico, seja menor do que 0 dos seus precursores.

Por outro lado, o catabolismo (ou degradacéo) € o conjunto das
reaccOes metabolicas que libertam energia. Estas reacgfes denominam-
se reacgdes catabdlicas ou de decomposicdo/degradacdo, e sao

responsaveis pela producdo de grandes quantidades de energia livre
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(aquando da sintese de ATP), a partir da decomposicdo ou degradagéo
de moléculas mais complexas (matéria organica). As reaccgoes
catabolicas sdo oxidativas e providenciam energia e componentes
necessarios as reacgdes anabolicas. Uma caracteristica marcante do
catabolismo é que ele converte um grande nimero das mais diversas
substancias (lipidos, proteinas e hidratos de carbono) em intermediarios
comuns, que serdo posteriormente metabolizados numa via oxidativa
central. Quando o catabolismo supera, em actividade, o anabolismo, o
organismo perde peso, 0 que acontece em periodos de jejum ou doenca,
mas quando o anabolismo supera o catabolismo, o organismo cresce ou
ganha peso. No caso de ambos os processos estarem em equilibrio, diz-
se gue 0 organismo se encontra em equilibrio dinamico®™. Ou seja, a
estratégica basica do metabolismo é formar ATP, poder redutor sob a
forma de NAD(P)H (que transporta dois electrbes com um alto
potencial, fornecendo desta forma poder redutor nas biossinteses de
componentes celulares a partir de precursores mais oxidados) e
unidades fundamentais para as biossinteses.

As reacgbes quimicas que integram o metabolismo estdo
organizadas em vias metabolicas. Estas vias sdo séries de reaccdes
enzimaticas consecutivas, onde sdo obtidos produtos especificos®.
Existe uma grande variedade de vias metabolicas, sendo as mais

importantes as seguintes:

= A Glicdlise: onde se verifica a oxidacdo da glucose e

consequente geracgdo de ATP;

= A Gluconeogénese: onde ocorre a sintese de glucose a partir

de moléculas mais pequenas, para posterior utilizacdo pelos

varios 0rgéos;
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O Ciclo de Krebs ou do &cido citrico: onde ocorre a

oxidacdo da acetil-coenzima A (acetil-CoA) com vista a

obtencdo de energia;

= A Fosforilacdo oxidativa: onde se verifica a eliminagéo dos

electrdes libertados na oxidagdo da glucose e da acetil-CoA.
Grande parte da energia libertada neste processo pode ser

armazenada na célula sob a forma de ATP;

= A Via das pentoses-fosfato: onde ocorre a sintese de

pentoses e a obtencdo de poder redutor (sob a forma de
NAD(P)H) para algumas reaccdes anabdlicas;

= (O Ciclo da ureia: onde é eliminada a amoénia sob formas

menos téxicas;

= A R-oxidacdo dos &cidos gordos: onde os acidos gordos sdo

transformados em acetil-CoA, para posterior utilizagdo pelo

ciclo de Krebs.

Todas estas vias metabolicas se relacionam entre si de forma
complexa, de modo a permitir uma regulacdo adequada (Figura 1.1).
Este relacionamento envolve a regulacdo enzimética de cada uma das
vias (a enzima que catalisa uma etapa reguladora numa via metabodlica
é, em geral, o0 mais importante local de controlo), o perfil metabdlico
caracteristico de cada 6rgdo e controlo hormonal!™.

A rede complexa das principais vias envolvidas no metabolismo
estad bem distribuida entre os diferentes compartimentos celulares, e em
diferentes 6rgdos do corpo, que possuem fungBes metabdlicas e

habilidades diferentest].
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Figura 1.1 — Visdo geral das principais vias metabdlicas, adaptado da
Ref.1¥l.

Mas como sdo entdo supridas as necessidades especiais de
alguns 6rgdos essenciais, e como sdo coordenadas as suas habilidades
metabolicas para alcancar esse fim?

O cérebro normalmente consome grandes quantidades de
glucose, e em condic¢Bes normais esta sera o seu Unico combustivel. No
caso do musculo, quando se encontra com grande necessidade de ATP
(e.g. corrida de pouca distancia), este degrada glucose e glicogénio
anaerobicamente, produzindo lactato que sera exportado pelo sangue
até ao figado, onde sera reconvertido em glucose (gluconeogenese). Por
outro lado, quando o masculo néo sente tanta necessidade de ATP (e.g.
durante actividade moderada) ele gera este composto pela oxidacéo
completa a dioxido de carbono e agua, pela intervengdo do ciclo de
Krebs, da fosforilagdo oxidativa, da glucose vinda do glicogénio, dos

4cidos gordos e dos corpos ceténicos®™®”). O tecido adiposo, em resposta
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as necessidades metabdlicas do organismo, armazena triglicerideos e
liberta &cidos gordos na circulacdo. Estas necessidades sdo fornecidas
ao tecido adiposo pela insulina, que indica o estado nutricional no qual
0 armazenamento é apropriado, pelo glucagon, pela adrenalina e pela
noradrenalina, que sinalizam a necessidade de libertacdo de acidos
gordos para fornecer combustivel para outros tecidos®®. Finalmente, no
caso do figado, também conhecido como a “camara de compensagao”
metabdlica central do organismo, este mantém as concentracdes
sanguineas de glucose, armazenando-a na forma de glicogénio quando
ndo necessita dela e libertando-a quando necessita, respectivamente,
pela degradacdo do glicogénio e pela gluconeogénese®®. Este 6rgdo
também converte os &cidos gordos em corpos cetonicos para serem
posteriormente usados pelos tecidos periféricos.

O figado é indubitavelmente um dos érgdos mais importantes do
organismo, sendo a principal unidade de processamento metabélico!™.
Possui uma organizagdo estrutural adaptada a todas as suas funcdes e
encontra-se estrategicamente localizado para receber os nutrientes do
sangue apds terem sido absorvidos no trato intestinal”. E um 6rgdo que
lida com grandes quantidades de aminoéacidos, hidratos de carbono,
lipidos e outras moléculas (e.g. xenobidticos), constituindo-se, desta
forma, uma grande méaquina para produzir moléculas energéticas e
recursos de armazenamento, funcionando como um “maestro” da
homeostase (tendéncia para manter constantes as condigdes
fisioldgicas) do organismo. As principais funcdes do figado envolvem a
biossintese de ureia, glutamina, corpos cetonicos, triglicerideos,
colesterol e proteinas do plasma, bem como processos importantes da
homeostase  da  glucose, gluconeogénese,  glicogénese, e

[10]

glicogendlise'™. Além de todas estas principais funcdes, o figado
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desempenha também um papel importante na mediacdo de outros
metabolismos, nomeadamente no metabolismo das proteinas e,

consequentemente, no metabolismo dos aminoacidos.

1.1.1. Metabolismo das Proteinas

As proteinas sdo macromoléculas que exercem papéis cruciais
em quase todos os processos bioldgicos (e.g. catalise, transporte,
movimento coordenado, controle do crescimento e da diferenciacao,
etc.)®. Estas formam a classe de macromoléculas bioldgicas cujas
propriedades fisico-quimicas estdo melhor definidas, sendo a principal
fonte de azoto nos mamiferos. As proteinas, especialmente no papel de
enzimas, catalisam um conjunto complexo de reaccGes quimicas,
nomeadamente os diferentes passos das vias metabdlicas, actuando
como agentes reguladores dessas reaccgdes, de forma concertada e em
resposta a mudancgas que ocorram no ambiente celular ou a sinais
provenientes de outras células®!. Sio vitais para todo o metabolismo,
sendo altamente especificas e com grande poder catalitico, sendo por
isso consideradas as “ferramentas” do metabolismol™.

As proteinas constituem cerca de trés quartos dos sélidos
corporais™. As que fazem parte da nossa dieta ndo s&o as mesmas
proteinas requeridas pelo organismo, dado que o intestino ndo consegue
absorver moléculas com tais dimens@es, dai que estas proteinas sejam
digeridas e fragmentadas nas suas unidades monomeéricas constituintes,
0s aminodcidos, sendo estes posteriormente absorvidos na corrente
sanguinea. A ingestdo de proteinas de alto valor bioldgico assegura a
disponibilidade de aminoacidos no interior das ceélulas, que sdo

fundamentais para que ocorra 0 processo de ‘“turnover” (Processo
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dindmico durante o qual se verifica continuamente sintese e degradacdo
de proteinas, mantendo-se a concentracdo constante), a sintese de
compostos azotados e a manutencgdo do equilibrio do azoto!!.

Todas as proteinas, em todas as espécies, desde bactérias a seres
humanos, sdo constituidas e sintetizadas a partir do mesmo conjunto de
vinte tipos de aminoéacidos. O grupo carboxilo de um aminoacido liga-
se ao grupo amina de outro, estabelecendo-se desta forma ligacdes
entre 0s varios aminoécidos (ligacdo peptidica), até a formacdo de
cadeias peptidicas e, consequentemente de proteinas. As proteinas
apresentam sequéncias de aminoacidos caracteristicas, geneticamente
estabelecidas, levando a que cada espécie animal tenha as suas proprias
protefnas caracteristicas, garantido assim a sua singularidade™".

A quantidade de proteina sintetizada por dia depende dos
requisitos necessarios para o crescimento, para a formacao de enzimas
e para reposicdo de proteinas indispensaveis nas células dos varios
tecidos. As propriedades caracteristicas das proteinas levam a que estas
apresentem uma vasta gama de funces essenciais, que se tornam
evidentes sempre que 0 organismo esteja em crescimento ou em
reparacio/substituicio de tecidos™. A natureza dinamica do
metabolismo das proteinas encontra-se ilustrada na Figura 1.2.

O determinante critico para as funcbes biolégicas de uma
proteina é a sua estrutura. De uma forma geral, a funcdo de uma
proteina é determinada pela sua conformagdo (arranjo tridimensional
dos atomos), estando as suas propriedades associadas ao elevado
numero de possiveis combinagdes entre os diferentes aminoacidos, ou

seja, & sequéncia dos aminoacidos®.
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Figura 1.2 — Dinamismo do metabolismo das proteinas, adaptado da
Ref.M,

1.1.2. Metabolismo dos Aminoacidos

Os aminoéacidos sdo o alfabeto da estrutura proteica. Tal como
vimos anteriormente, eles sdo a unidade estrutural basica das proteinas,
sendo estas constituidas a partir de vinte aminoacidos “padrio”®.
Estas substancias sdo habitualmente conhecidas como a-aminoécidos,
porque, com excepcdo da prolina, todos eles apresentam um grupo
amina primario e um grupo carboxilo ligados ao mesmo atomo de
carbono, designado carbono o (Figura 1.3). A esfera de coordenagéo
deste carbono é completada com a presenca de uma cadeia lateral (R),
diferente para os diferentes aminoacidost®!.

Todos estes aminoécidos variam consideravelmente nas suas
propriedades fisico-quimicas (e.g. polaridade, caracter acido-base,

aromaticidade, tamanho, flexibilidade conformacional, etc.).
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R

HoN —C-— COOH

H

Figura 1.3 — Formula estrutural genérica para os a-aminoacidos (forma

electricamente neutra).

Na faixa fisiologica de pH, os aminoécidos podem existir em
duas formas. Uma pequena fraccdo encontrar-se-& numa forma
electricamente neutra, ou seja, com o grupo amina na forma de NH, e 0
grupo carboxilico na forma COOH, e uma outra fraccdo, maioritaria,
encontrar-se-a numa forma ionizada, em que o grupo amina se encontra
protonado (-NH3") e o grupo carboxilico desprotonado a carboxilato (-
COOQO"), denominando-se esta forma de zwitterionica (do aleméo
zwitter, que significa "hibrido™)E. Um zwitterido é uma molécula
globalmente neutra em termos de carga eléctrica mas que possui cargas
locais devido a presenca de grupos ionizados. Os varios aminoacidos
sdo normalmente classificados de acordo com as polaridades das suas
cadeias laterais R.

Os aminoacidos, além do seu papel como unidades
monoméricas das proteinas, sdo também metabolitos energéticos e
precursores para a biossintese de diversos compostos biologicamente
importantes, tais como compostos azotados, aos quais podem fornecer
ndo sé o0 seu azoto mas também, em numMerosos casos, 0S seus 4&tomos
de carbono™®. Sao, ainda, necessarios em muitas funcdes vitais do
organismo, sendo normalmente classificados em dois grupos:
aminoacidos essenciais e aminoacidos nao-essenciais. Aqueles que 0s

mamiferos sintetizam a partir de precursores metabdlicos, sdo 0s
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denominados amino&cidos ndo-essenciais, € 0s que necessitam de ser
obtidos a partir da dieta sdo os aminoacidos essenciais™.

Os aminoacidos em excesso, obtidos da dieta, ndo podem ser
armazenados para utilizagfes futuras nem ser excretados, sendo
convertidos em intermediarios metabodlicos comuns para utilizagéo
como combustivel energético no metabolismo®. A degradacdo da
maior parte destes aminoacidos comeca com a remocdo das suas
aminas o por transaminagdo (conduzida pelas aminotransferases),
sendo 0s aminoacidos convertidos nos a-cetoacidos correspondentes.
As aminas o sdo encaminhadas para o a-cetoglutarato a fim de formar
glutamato, que sofre entdo, desaminacdo oxidativa, por uma enzima
especifica, a glutamato desidrogenase, produzindo amonia e
regenerando 0 o-cetoglutarato®>®!, Esta aménia, na maioria dos
vertebrados terrestres, converter-se-4 em ureia, pela intervencdo do

ciclo da ureia (Figura 1.4).
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i g o“r-o0 q
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_-transaminacio par: N
2 cetoglutarate \’ (de tecidos o N N
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000 CH~ CH- €00
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HCOy ; \ ool N NH
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3)
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- HaN < (CHgly— CT= 000
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[

HaN -~ €~ Nily

Figura 1.4 — Ciclo da ureia, adaptado da Ref.[“..
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O ciclo da ureia consiste em cinco reacgdes. Este utiliza dois
grupos amino, um da amoénia e outro do aspartato, e um carbono do
anido hidrogenocarbonato (HCOj3") para formar a ureia, produto final
que é excretado do corpol. Os atomos de carbono dos aminoécidos
degradados sdo convertidos a intermediarios das principais vias
metabolicas, nomeadamente, piruvato, acetil-CoA, acetoacetato ou a
um intermediario do ciclo de Krebs, funcionando neste caso como
reac¢des anapleroticas adicionais (reac¢es que formam intermediérios
numa via metabélica)™7.

O ciclo de Krebs, intimamente ligado com o ciclo da ureia (o
ciclo da ureia produz, numa das suas reaccOes intermediarias, o
fumarato, que serd libertado no citosol da célula, e poderd assim ser
utilizado no ciclo de Krebs), é a via final comum de degradacédo
oxidatival®. Este ciclo também conhecido como ciclo dos é&cidos
tricarboxilicos ou como ciclo do &cido citrico, marca o ponto central do
sistema metabélico™.. Ele é o responsavel pela maior parte da oxidag&o
dos hidratos de carbono, &cidos gordos e amino&cidos, produzindo
simultaneamente numerosos precursores biossintéticos. Ou seja, € um
ciclo anfibdlico, opera tanto catabdlica como anabolicamente®®®!. O
ciclo de Krebs é uma série engenhosa de reacgoes, que oxidam o grupo
acetil da acetil-CoA a duas moléculas de didxido de carbono, de forma
a conservar a energia livre libertada para a utilizacdo na producéo de
ATP. Na verdade, a acetil-CoA é uma molécula que se encontra
localizada num ponto central estratégico, estabelecendo a ligagéo entre
0 metabolismo catabolico e anabolico, sendo também o precursor
comum para a oxidacdo, através do ciclo de Krebs, ndo sé do
metabolismo dos aminoécidos, mas de todos 0s compostos, que possam

originar energial®®!.
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O ciclo de Krebs permite, ainda, a oxidacdo completa da
glucose, constituindo o cruzamento dos metabolismos glucidico,
lipidico e proteico, permitindo desta forma a oxidacdo completa, a
dioxido de carbono e &gua, dos &cidos gordos (cujo metabolismo
conduz & formacéo de acetil-CoA) e de aminoacidos, cujo metabolismo
conduz a formacéo de &cido piravico (e portanto de acetil-CoA) ou dos
proprios intermediarios do ciclo!®. Além de tudo isto, este ciclo
possibilita ainda, através de reaccfes de oxidacdo-reducdo, a producdo

da maior parte da energia que o organismo necessita'®.

1.2. Glutamina e Glutamato: func¢des e metabolismo

A glutamina é um aminodcido ndo essencial extremamente
importante, desempenhando um papel vital no metabolismo proteico e
na recuperacéo muscular™!. E o aminoécido mais abundante no plasma
e nos tecidos, principalmente no tecido muscular, estando altamente
envolvida na transferéncia de carbono e azoto entre os diferentes 6rgédo
e tecidos™™. A sua principal fonte sdo as proteinas do mésculo, sendo
este 0 responsavel pela sua libertacdo e sintese. Contudo, a glutamina
ndo é somente utilizada pelo tecido muscular, mas também, em grande
quantidade, por outros sistemas, sendo regularmente produzida pelas
células do cérebro e dos pulmdes e consumida pelas células do
intestino, do sistema imunitarios e dos rins™*®. Apenas o masculo e o
figado podem simultaneamente sintetizar e utilizar a glutamina,
verificando-se um elevado fluxo deste aminoacido entre estes dois
6rgaost™. Em situacBes especificas (e.g. stress cirdrgico, jejum,
infecgdes, etc.) ocorrem grandes mudangas no fluxo da glutamina.
Enquanto as células do sistema imunoldgico, rins, figado e intestino

demonstrarem uma necessidade acrescida, a concentracdo intracelular e
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plasmética deste aminoacido diminui drasticamentel*’). Os niveis de
concentracdo plasmatica da glutamina podem decrescer severamente,
muitas vezes abaixo da concentracdo fisioldgica, resultando numa
situacdo de desequilibrio, ou seja numa deficiéncia de glutamina.
Nestas condicGes, € requerida uma suplementacdo extra deste
aminoacido, levando a que este, apesar de ser classificado como nao
essencial, seja reclassificado como “condicionalmente essencial”*®l.

A glutamina exerce diversas funcdes fundamentais (e.g.
manutenc¢do do sistema imunoldgico, controlo do volume celular, etc.),
sendo também um importante intermediario em vérias vias
metabélicasi’®!. Este aminoacido apresenta, simultaneamente, uma
elevada importancia fisiolégica na promocdo e manutencdo celular,
podendo ser sintetizada a partir de outros aminoacidos que s&o
libertados durante a protedlise, nomeadamente a partir do glutamato™*!.

O glutamato € o precursor mais directo e mais importante da
glutamina, dada a sua abundancia nas proteinas do masculo™. E um
aminoacido presente em varios tipos de dietas, quer na forma livre,
quer incorporado em peptideos e proteinas™™!. Existe um vasto nimero
de vias envolvidas no metabolismo do glutamato. Este é transformado
em alanina nas células da mucosa intestinal e em glucose e lactato no
figado. O glutamato & um dos aminoacidos livres mais abundantes no
citosol das células do masculo, tendo um importante papel no
metabolismo. Em situagdes de doenca, tal como a glutamina, os niveis
deste aminoacido podem ser severamente reduzidos, levando a que haja
uma necessidade acrescida da sua utilizaggo™. O glutamato é
simultaneamente o0 amino&cido livre mais abundante no cérebro, sendo
0 maior neurotransmissor do sistema nervoso central, bem como

[14]

precursor de outros neurotransmissorest ™. Este aminoacido tem um
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papel de “piv6” no metabolismo, estando ligado ao ciclo de Krebs e a
gluconeogénese pela accdo de enzimas especificas: a glutamato
desidrogenase e as transaminases®. A glutamato desidrogenase é a
enzima responsavel pela desaminacdo do glutamato, assim como pela
sua sintese a partir do amonido ¢ a-cetoglutarato (intermediario do ciclo
de Krebs), enquanto as transaminases, sdo responsaveis pela catalise da
transferéncia de um grupo amina da posi¢do o de um aminoacido para
um oa-cetoacido, gerando desta forma um novo aminoéacido e um novo
a-cetoacidol®. Ou seja, o glutamato para além de todas as suas funcées
¢, também, o precursor de varios outros aminoacidos que estdo
envolvidos noutras actividades metabdlicas (e.g. a prolina, que esta
envolvida na sintese do glicogénio)®®!). Este é o composto através do
qual o grupo amina € imediatamente incorporado para a sintese de
outros aminoacidos. Contudo esta transferéncia ndo ocorre
directamente, mas através da glutamina. Em alguns tecidos e células
tais como figado e musculo, o glutamato combina-se com a amdnia
para produzir glutamina®”. Desta forma verifica-se que o metabolismo
da glutamina e do glutamato estdo intimamente ligados, estando as suas
vias metabdlicas devidamente adaptadas. Estas vias sdo de extrema
importancia, devido a variedade de papéis metabolicos apresentados
por estes dois aminoacidos, que sdo fundamentais para o
funcionamento celular (Figura 1.5).

Existem duas enzimas fundamentais na sintese da glutamina a
partir do glutamato, e na respectiva degradacdo da glutamina a
glutamato: a glutaminase e a glutamina sintase™. A glutamina sintase
é uma enzima chave na regulacdo do metabolismo celular do azoto, que
catalisa a conversdo de glutamato em glutamina, usando a amonia

como fonte de azoto. Por outro lado, a glutaminase é a enzima que
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catalisa a hidrélise da glutamina em glutamato e ido aménial’®. Estas

duas enzimas estdo presentes em todos 0s organismos.
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Figura 1.5 — Visdo geral do metabolismo da glutamina e do glutamato

nas células, adaptado da Ref.!*"),

A glutamina e o glutamato ocupam, ainda, uma posicdo
destacada no metabolismo dos compostos azotados, constituindo a
principal via de entrada do amoniaco nos compostos bioldgicos,
estando o0 seu metabolismo intimamente ligado ao de outros
aminoacidos!®).

O figado tem um papel de extrema importancia na homeostase
da glutamina e, consequentemente, do glutamato!®. As vias
metabolicas presentes no figado, que utilizam estes dois aminoacidos,
encontram-se sempre activas e em equilibrio. Podem no entanto ocorrer
situacdes especificas em que se verifique um desequilibrio, tal como foi

anteriormente referido, levando a alteragdes metabélicas graves®.
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Quando estas situagdes especificas passam de uma simples infeccao a
um estado de doenga cronico, as alteracBes ao nivel do metabolismo
sdo muito severas. Este tipo de doengas, com caracter permanente, leva
a que se verifique protedlise excessiva, bem como aumento
significativo do catabolismo (hipercatabolismo), o que tem como
consequéncia directa a reducdo da quantidade de proteinas mobilizaveis
e de massa proteica muscular, causando elevada perda de peso que tem,
muitas vezes, como consequéncia directa a caquéxial’®. Nestas
condigbes, vai haver uma  necessidade acrescida de
glutamina/glutamato por parte do organismo, podendo este facto
conduzir a um aumento desmedido da producdo destes aminoacidos,
bem como a um possivel aumento do seu fluxo entre o figado e o
musculo, de forma a compensar as suas necessidades®?. Contudo, ao
fim de algum tempo, esta condic¢do leva a que haja uma reducédo no
suprimento de glutamina e glutamato ao organismo, conduzindo a

alteracdes na funcionalidade de sistemas vitais™'.

1.3. Caquexia: a sindrome final

Varios estudos epidemiologicos, da populacdo em geral, tém
demonstrado uma forte relacdo entre o aumento do peso e a
sobrevivéncia. Como a massa corporal média da populacdo continua a
aumentar, particularmente nos paises industrializados, h4 um certo
alarmismo para todas as doengas relacionadas com a obesidade que se
presume que seja a “epidemia” do futuro, a menos que sejam tomadas
medidas adequadas. A obesidade traz problemas de saude graves para
as pessoas, nomeadamente a Hipertenséo Arterial Pulmonar (HAP).

A HAP é uma doenga grave nas artérias pulmonares (artérias que
ligam o coracgdo aos pulmdes). A medida que a HAP se desenvolve, o
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fluxo sanguineo através das artérias pulmonares é restringido e o lado
direito do coracdo é colocado sob pressdo crescente para bombear o
sangue através dos pulmdes®!. Esta situacdo conduz a um aumento
progressivo da resisténcia vascular pulmonar que leva & sobrecarga
ventricular direita e, consequentemente a um estado de Insuficiéncia
Cardiaca Crénica (ICC).

A ICC é a via final comum de todas as cardiopatias, sendo o seu
principal sintoma a “falta de ar”. Esta doenga ¢ o reflexo de uma fungéo
cardiaca deteriorada, uma actividade neurohormonal exacerbada e uma
disfuncdo vascular importante. Estes factores culminam com a perda de
massa muscular que, quando é muito intensa, € frequentemente
designada de caquéxia cardiaca (CC)*?],

A caquéxia (do grego: kakds = mau e hexis = condigdo), embora
tenha sido descrita ha séculos, é uma sindrome que continua a suscitar
perguntas, para as quais a ciéncia clinica possui ainda poucas
respostas’®®. As alteracdes fisiopatoldgicas desta sindrome ndo est&o
bem estabelecidas, mas as evidéncias disponiveis sugerem que a CC
seja uma desordem multifactorial neuroenddcrina, metabdlica e
imunoldgica que culmina com um progndstico bastante negativo®”. Ha
um desequilibrio complexo nos sistemas corpéreos do anabolismo e
catabolismo, levando a perda progressiva de peso e a um estado de
hipercatabolismo, principalmente no msculo e tecido adiposo’282,
A CC é uma doenca que normalmente se encontra associada a um
estado terminal, sendo uma importante causa de morte prematura

(Figura 1.6)1%.
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Figura 1.6 - Doente em estado avancado de caquéxia cardiaca,
adaptado da Ref.H.

Existem varios estudos que associam a CC as citocinas (ou
citoquinas) pré-inflamatérias e aos seus receptorest?. As citocinas sdo
moléculas soltveis de baixo peso molecular que medeiam a sinalizagéo
intercelular e desempenham funcgbes fisioldgicas reguladoras muito
importantes. S&o responsaveis pela alteracdo do metabolismo dos
hidratos de carbono, assim como pela existéncia de uma resisténcia
periférica a insulina®®®. Esta resisténcia leva a que o organismo tenha
de se adaptar, no sentido de equilibrar essa alteracéo, levando a que
glucose do figado seja redireccionada para a massa muscular, e a
energia necessaria seja fornecida pela oxidacdo dos aminoacidos
essenciais, que contribuem para o balango negativo do azotol*234],
Perante um estado hipercatabdlico vai ocorrer uma libertagdo destas
citocinas e também de hormonas catabdlicas que induzem a libertacéo
de aminoéacidos a partir dos musculos, que irdo ser utilizados pelo

metabolismo global™!. O consumo exagerado destes aminoacidos ira
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conduzir a uma elevada perda de massa muscular, que terd& como

consequéncia directa a CC (Figura 1.7).

HYPERCATABOLIC STATE

CHE, diabetes and myocardial ischema, liver
cirrhosis, trauma, senescence, etc.

l
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fCatabolic hormones
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LIVER (gluconeogenesis)
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FROM MUSCLES
l | BLOOD GLUCOSE |
MISELE WA SEING Metabolism Scavenger of oxygen
— Brain free radicals
l — Erythrocytes || (via NADPH)
CACHEXIA

Figura 1.7 — Representacdo esquematica das consequéncias associadas

a um estado hipercatabélico, adaptado da Ref.[*.

Os pacientes com ICC associada a CC, apresentam multiplas
alteracGes no metabolismo energético, proteico, lipidico e dos hidratos

de carbono®.

Os portadores destas doencas, metabolicamente
exigentes, apresentam niveis plasmaticos elevados do Factor de
Necrose Tumoral (FNT), que sdo provavelmente produzidos em
resposta & diminui¢do do fluxo sanguineo entre os diversos tecidos e a

perda de massa muscular, relacionada com altera¢fes neuro-humorais e
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imunologicas. A activagdo neuro-humoral pode levar a fibrose e a
morte celular®”.

Foi ainda demonstrado por alguns investigadores, que este tipo de
doentes utiliza a energia de forma ineficiente, sendo o aumento da
actividade do ciclo de Cori um dos principais responsaveis pelas perdas
energéticas®®®. Nesta via metabdlica a glucose muscular é convertida
em lactato, sendo esta substancia, por sua vez, reconvertida em glucose
no figado, a custa de grandes gastos energéticos. Havendo necessidades
energéticas aumentadas € necessario activar as vias metabdlicas
produtoras de energia®. Uma das fontes de energia é a das proteinas, e
no doente caquéctico ha aumento do “turnover” proteico. No entanto, o
aumento da sintese e degradacdo das proteinas também resulta em
importantes perdas energéticas, por deficiéncia da adaptacdo
metabélica a insuficiente ingestdo proteico-calérica®. Nos primeiros
dias de jejum ha deplecao total do glicogénio armazenado no musculo e
no figado. Daqui resulta o recurso a degradacdo proteica e activacdo da
gluconeogénese hepatica para obtencdo de glucose, indispensavel as
células do cérebro e de outros tecidos estritamente dependentes daquele
monossacarideo!®®. Verifica-se simultaneamente que os portadores de
CC, possuem um balanco de produtos azotados negativo.

Em resumo, existem multiplos factores que contribuem para a
CC, a qual se caracteriza por um conjunto de alteragcdes metabolicas. A
nivel do metabolismo proteico estas caracterizam-se por: diminuicéo da
massa muscular e da sintese proteica muscular, balanco negativo dos
produtos azotados, e aumento da degradacdo das proteinas musculares,
da sintese proteica hepética e da sintese proteica global, ocorrendo estes

fendmenos a custa de grandes dispéndios de energia®*. Clinicamente,
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estas alteragbes manifestam-se por atrofia muscular e dos Orgaos
viscerais, entre outras.

Actualmente ndo existe um tratamento padronizado para a CC.
Alguns tratamentos alternativos foram propostos e sdo utilizados, como
estimuladores de apetite, hormonas de crescimento e suplementos
alimentares®”. Do ponto de vista cirtrgico, o transplante cardiaco tem
vindo a ter um destaque especial no progndstico e na reversdo parcial
da CC®**!. Contudo esta sindrome continua a ser um grande desafio
para os profissionais de salde. Permanecem ainda muitos topicos por
desvendar, existindo uma grande necessidade de padroniza¢do no
tratamento destes pacientes. E por tudo isto que se torna fundamental
compreender os fendmenos metabdlicos associados a CC, e encontrar
marcadores metabolicos que nos indiquem precocemente o possivel
desenvolvimento desta condi¢cdo, para um possivel tratamento que ira
permitir um aumento da qualidade de vida dos doentes e possivelmente

uma maior sobrevivéncia™*".

1.4. Espectroscopia de Ressonancia Magnética Nuclear

A espectroscopia de Ressonancia Magnética Nuclear (RMN) é
reconhecidamente uma das técnicas mais importantes para a
investigacdo a nivel molecular, permitindo obter informagdo estrutural
e dinamica para qualquer estado da matéria®®. Esta técnica tornou-se
igualmente muito util no estudo de questbes conformacionais e
configuracionais relativas as estruturas de moléculas bioldgicas (e.g.
drogas, proteinas e DNA), e na obtencdo de informacdes anatomicas e
metabélicas de sistemas bioldgicos!*?. A espectroscopia de RMN é

hoje utilizada de forma generalizada por todos os que se dedicam a
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estudar directa ou indirectamente compostos ou fenémenos quimicos. E
uma técnica analitica sofisticada e poderosa que tem aplicacdes em
diferentes areas, podendo ser utilizada tanto para analise qualitativa
como quantitativa. As suas aplicacbes vado desde a analise de
compostos simples a seres vivos intactos, de um modo nédo invasivo e
ndo destrutivo, sendo por isso uma técnica que pode ser utilizada tanto
in vitro como in vivo!*Y,

A técnica espectroscépica de RMN explora as propriedades
magnéticas dos ndcleos atémicos activos (e.g. *H, *H, *C, N, N,
8¢ 31p), com spin ndo nulo. Estes nlcleos podem ser vistos como
pequenos pides com carga que rodopiam em torno do seu eixo, gerando
0O Seu proprio pequeno campo magnético, encontrando-se,
normalmente, dispostos de forma aleatérial*l. Contudo, quando s&o
colocados sob a influéncia de um forte campo magnético externo, estes
nucleos sdo obrigados a alinharem-se com orientagdes especificas, que
se caracterizam por terem diferentes niveis energéticos. Posteriormente,
quando os nucleos sdo expostos a uma radiacdo electromagnética, na
frequéncia radio, recebem energia, sendo desta forma obrigados a
transitar para uma outra orientacdo, de nivel energético superior’*t.
Esta transicdo sera posteriormente detectada, através da captacdo de
energia emitida quando os nucleos regressam ao estado fundamental,
sendo caracterizada por frequéncias especificas, que ocorrem a
velocidades caracteristicas, dependendo da natureza dos nucleos, da
estrutura molecular e da composicéo da amostral*”. A radiagdo emitida,
quando os nucleos retomam a sua orientagdo original, gera um sinal
eléctrico, que apos tratamento matematico (transformada de Fourier

simples), torna possivel tracar um grafico da intensidade desse sinal em
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funcdo da frequéncia aplicada, ou seja, um espectro de RMN, em que

importa a posicdo, a intensidade e a forma das bandas (Figura 1.8)1*.
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Figura 1.8 — Esquema representativo da obtencdo de um espectro de
RMN, desde a aplicacdo de um campo magnético forte (B,) até a
geracdo do sinal eléctrico, que permitirda a obtencdo do respectivo

espectrol*?,

O espectro de RMN, para um determinado nucleo, varia com a
sua vizinhanga imediata, sendo possivel identificar o0s picos
correspondentes a atomos especificos, mesmo em misturas
relativamente complexas'®®). Esta informacéo depende da natureza dos
nucleos magnéticos, das caracteristicas do ambiente electrénico em que

0S nucleos se encontram imersos e das relacbes de posicdo entre
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ndcleos da mesma molécula. Assim os ndcleos magnéticos funcionam
como sondas informativas da estrutura moleculart®.

A espectroscopia de RMN ¢, entdo, uma técnica que detecta
isotopos especificos em fungdo dos seus spins nucleares caracteristicos,
permitindo determinar o nimero e o tipo de grupos quimicos num
composto, e consequentemente a obtencdo de informacdo acerca da
estrutura de moléculas®!. A analise por espectroscopia de RMN
permite medir alguns pardmetros espectrais fundamentais, que
possibilitam a aquisicdo de informacdo Util acerca do que se pretende
estudar (intensidade dos sinais, desvio quimico (o), efeito de
acoplamento spin-spin e tempo de relaxacdo). Contudo, esta técnica
ndo apresenta sO vantagens, tendo algumas limitacdes, nomeadamente a
sua baixa sensibilidade, devido as transicbes magnéticas nucleares
serem pouco intensas.

Nos ultimos anos tém-se verificado diversos avangos na técnica
que permitem contornar este problema, levando a que se verifique a
expansdao da aplicacdo da técnica espectroscopica de RMN. Esta
assume especial relevancia quando associada a estudos de marcacao
isotopica de atomos especificos, em metabolitos com hidrogénio, que
permitem que o percurso metabolico dos nucleos dos &tomos marcados,
nomeadamente dos nicleos dos isétopos prétio (*H) e deutério (°H),
seja seguido por espectroscopia de RMN de protdo (*H RMN) e de
deutério (*H RMN), respectivamente.

A espectroscopia de *H RMN é a mais comummente utilizada.
Esta técnica baseia-se na observacdo directa de nicleos de *H em
solucdo, o que, atendendo as caracteristicas favoraveis deste nucleo
(spin igual a 1/2, elevada abundancia e elevada razdo giromagnética),

ird possibilitar as medicbes de alta sensibilidade e baixo tempo de
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aquisicdo para este nucleo, levando a que esta técnica tenha um vasto
numero de aplicacbes. Atendendo a que a maior parte dos metabolitos
contém hidrogénios, e, consequentemente, uma grande quantidade de
'H (dado que é o is6topo mais abundante), a espectroscopia de 'H
RMN torna-se uma poderosa técnica para observar, identificar e
quantificar um grande numero de metabolitos biologicamente
importantes. Devido & sua alta sensibilidade o ndcleo de *H é
apropriado para estudos in vivo por RMNM %,

Por outro lado a espectroscopia de ?H RMN, utiliza um outro
is6topo importante em estudos metabélicos, o 2H. Uma vez que a sua
abundancia natural é muito menor (~0.015%) do que a do ‘H (>
99.9%), este é frequentemente negligenciado. O ?H tem um nucleo com
spin igual a 1 (I=1), que apresenta momento quadrupolar e,
consequentemente, tempos de relaxacdo muito curtos*”. Este
fendmeno de relaxacdo rapida faz com que muitas vezes o0s sinais em
RMN néo aparegam tdo bem resolvidos como seria desejado, dado que
eles s@o intrinsecamente mais largos do que os sinais correspondentes
que aparecem em *H RMN. Além disso, o nlcleo de 2H possui uma
razao giromagnética baixa, comparativamente com o *H (~15% de *H),
0 que leva a que este entre em ressonancia a 76.7 MHz, em vez de 500
MHz, num campo de 11.75T. Isto significa que uma diferenca de 1
ppm entre dois sinais de ?H adjacentes sera apenas 76.7 Hz, enquanto
entre dois sinais de *H sera 500 Hz, levando a que se verifique maior
proximidade entre os sinais de “H, em termos de frequéncia absoluta,
comparativamente com os sinais de 'H. Ou seja, para campos
magnéticos baixos, existem dificuldades acrescidas, dado que os sinais
que se situam muito préximos ndo permitem uma boa distingdo entre

eles.
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Quando marcadores isotopicos sdo incorporados em metabolitos
e administrados a um sistema metabodlico, as suas vias podem ser
seguidas pela distribuicdo da marcacdo nos intermediarios. Por
exemplo, utilizando um marcador deuterado, como agua deuterada
(*H,0), os diferentes posicionamentos de “H numa molécula de
interesse (e.g. intermedidrio metabolico) poderdo ser associados a
diferentes fluxos das vias metabdlicas™. Assim a espectroscopia de 2H
RMN permite a avaliagdo da constituicio das diferentes vias
metabdlicas, através da quantificacdo dos diferentes enriquecimentos

posicionais em *H.

1.5. Quantificagio da Glutamina/Glutamato utilizando
espectroscopia de 'H e de °H RMN

A ressonancia magnética nuclear de isétopos estaveis, tem
provado ser uma técnica muito boa e precisa na quantificacdo dos
diferentes tipos de moléculas em amostras bioldgicas!*”. Esta técnica
pode avaliar, simultaneamente, em qualquer amostra, as variagdes nas
concentracbes e as  diferencas na  incorporacdo  de
isbtopos estaveis de varios metabolitos especificos (e.g. glutamina e
glutamato)t**l.

A marcacao especifica de metabolitos, de modo a que as suas
interconversdes possam ser seguidas, € uma técnica de extrema
importancia. Existem muitas referéncias bibliograficas que
fundamentam a administracdo de 2H,O, para o seguimento das vias
metabélicas do figado*®. A 2H,0 é preferivel a outros marcadores, pois
€ um marcador seguro e ndo-radioactivo, mantendo o enriquecimento

do precursor com facilidade. Quando a agua corporal (BW - body
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water) é enriquecida com H,O por umas horas, verifica-se um
enriquecimento posicional em ?H, dos vérios hidrogénios pertencentes
aos amino&cidos livres. Em muitos casos, este enriquecimento ocorre
através de uma alteracdo metabolica especifica, o que podera fornecer
informagdes acerca dessa mesma alteragdo. Atendendo a este facto, o
que se estabelece como uma hipdtese possivel, € que a glutamina que
provem do ciclo de Krebs, por via cataplerotica, tenha enriquecimentos
posicionais em %H, nas posicdes 2, 3 e 4, evidenciando desta forma a
incorporacdo dos hidrogénios da ?H,0, através de enzimas especificas
do ciclo de Krebs e por aminagido do a-cetoglutarato, permitindo desta
forma analisar a contribuicdo desta via metabdlica para a glutamina
hepéatica, e consequentemente para o glutamato hepatico (Figura
1.9)1,

Acetyl-CoA Citrate
CH,COSCoA CH,COO
>——- HO— Ic—coo-\
Oxaloacetate CH,COO H=C=COO-
Il
C—CO0
Aconitate  CH,COO-
H:
HO —?HCOO-
H—C—COO

Isocitrate  CH,COO

0=C—CO0O
H=C—Co0-
Oxalosuccinate  CH,COO- H Glutamate Glutamine
H—" fl’Hﬂ 2'7H21
0=C—COo0 H—C —COO H—C—COOC
H=C=H T Roo=He | Heo—H,
a-Ketoglutarate (IZHZCOO' 4(lezcﬁoo- 4 CHZSONH2

Figura 1.9 — Esquema representativo do enriquecimento posicional em
deutério (*H) do glutamato e da glutamina, nas posices 2, 3 e 4, apés a

administracdo de *H,0, adaptado da Ref.™™!.
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A partir do momento em que os atomos de hidrogénio marcados
sdo incorporados nos metabolitos desejados, durante a biossintese, a
H,0 passa a ser equivalente a um substrato de um precursor marcado.
Esta marcacdo apresenta algumas vantagens sobre substratos marcados,
nomeadamente a sua distribuicdo rapida e equilibrio com agua corporal
total®, podendo ser posteriormente analisada e quantificada por

espectroscopia de *H e de °H RMN.

1.6. Objectivos principais do estudo

O presente estudo, teve como objectivo principal a
quantificacio  do  enriquecimento  posicional em °H da
glutamina/glutamato hepaticos, utilizando a espectroscopia de RMN.
Esta quantificacdo, utilizando a “H,O como marcador deuterado,
permite “acompanhar” as marcagdes posicionais nos respectivos
hidrogénios (posicdes 2, 3 e 4) da glutamina/glutamato hepéticos, ao
longo das vias metabdlicas em que estes participam. Desta forma, sera
possivel compreender de que forma é que alteragdes que ocorram ao
nivel destas vias estdo relacionadas, ou ndo, com o aparecimento de
determinadas doencas, nomeadamente a CC.

Para a concretizagdo do respectivo objectivo, foi efectuado um
estudo com figados de ratos wistar (alimentados), tendo estes sido
previamente injectados com “H,O e monocrotalina (MCT). A MCT §é
uma droga que vai induzir o aparecimento de HAP nos animais,
levando ao aparecimento de hipertrofia ventricular direita, e
consequentemente, 1ICCH**"). Apés a ICC, alguns destes animais irdo
desenvolver CC, tal como acontece nos seres humanos, levando a que

constituam um excelente modelo animal para a investigacéo da CC.
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Para a analise da glutamina/glutamato hepaticos, os figados,
anteriormente referidos, foram submetidos a um completo processo de
extraccao e isolamento, previamente estabelecido e aperfeicoado, com a
finalidade de se poderem estudar estes amino&cidos isoladamente.

A realizagdo de todo o tratamento aplicado nos animais, bem
como todo o processo de sacrificacdo, foi efectuado por um grupo de
investigadores do Departamento de Fisiologia da Faculdade de
Medicina da Universidade do Porto, cuja colaboracgdo foi essencial em
todo o decorrer do estudo.
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2. Materiais e Métodos
2.1. Materiais

A realizacdo dos diferentes métodos, que serdo descritos neste
capitulo, requereu uma lista de materiais especificos.

Para a extraccdo dos aminoacidos a partir do tecido hepatico, foi
utilizado o acido perclorico (PCA), 70%, fornecido por Sigma-Aldrich
(St. Louis, E.U.A.). O ajuste de pH, durante o0 processo de extracgéo,
foi efectuado utilizando hidroxido de potassio (KOH), fornecido por
Panreac (Barcelona, Espanha).

A separacdo dos aminoacidos, e consequente isolamento, tornou
necessario a utilizacdo de uma sequéncia, previamente estabelecida, de
colunas cromatogréficas. O acondicionamento destas colunas foi feito
utilizando dois tipos de resinas de troca iénica: a Dowex-50WX8-200-
H*, para troca cationica, e a Dowex-1-acetate, para troca anionica,
ambas fornecidas por Sigma-Aldrich (St. Louis, E.U.A.). Para a elui¢éo
dos diferentes aminoéacidos, e de acordo com o tipo de resina utilizada,
de troca catidnica ou de troca anidnica, foi utilizado, respectivamente, o
hidroxido de amoénia (NH4OH), 25%, fornecido por Baker Analyzed
(Phillipsburg, E.U.A.) e o &cido acético (CH3;COOH), 96%, fornecido
por Riedel-de Haen (Seelze, Alemanha). Para a hidrdlise da glutamina,
efectuada entre a sequéncia das colunas cromatograficas, foi utilizado
acido cloridrico (HCI), 25%, fornecido por Riedel-de Haen (Seelze,
Alemanha).

A aquisicdo dos espectros de *H e 2H RMN do glutamato, foi
efectuada utilizando como padrdo interno o dimetilsulféxido
parcialmente deuterado (DMSO, com 0.530% de enriquecimento em

?H), fornecido por Sigma-Aldrich (St. Louis, E.U.A.), e a dissolucdo
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das fraccOes biologicas (fraccbes de glutamato), foi efectuada
utilizando como solvente “agua empobrecida em deutério” (*H depleted
water), fornecida por Cambridge Isotope Laboratories, Inc. (Andover
Massachusetts, E.U.A.). No caso dos espectros *H RMN da glutamina,
estes foram obtidos utilizando como padréo interno uma solucdo aquosa
de Formato de Potassio (0,3398 mmol/ 1g solucdo), fornecido por Sigma-
Aldrich (St. Louis, E.U.A.), e como solvente *H,0 (99,87%), fornecida
por CortecNet (Voisins-Le-Bretonneux, Franca).

Os espectros de °H RMN das BW, foram obtidos utilizando
como padrdo interno, e simultaneamente como solvente, a acetona
(CH3(CO)CHg3), fornecida por José Manuel Maria dos Santos, Lda
(Lisboa, Portugal) .

2.2. Métodos

2.2.1. Tratamento dos animais

O estudo do perfil metabolico da caquéxia cardiaca teve como
base um modelo animal. Para a concretizacdo deste modelo foi
utilizado um grupo de ratos wistar adultos, todos machos, (Charles-
River, Barcelona, Espanha), cujos pesos se encontravam entre 1809 e
200g. Estes animais foram alojados em gaiolas, em grupos de cinco,
tendo sido mantidos num ambiente controlado: sala a uma temperatura
constante de 22°C, com um ciclo de 12h de luz e 12h de escuriddo, com
acesso ad libitum a agua e comida. Apos o alojamento, os animais
foram injectados subcutaneamente, de forma aleatéria, com MCT (60
mg/kg) ou com igual volume de uma solugéo salina (1 ml/kg). Vinte e

sete dias apos a injeccdo subcutanea, estes animais foram novamente
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injectados, via intra-peritonial (via i.p.), com um volume de 99.9% de
agua deuterada, contendo 0.9% de cloreto de sodio (NaCl), que
corresponde a 3% do volume de &gua corporal (teoricamente, se 70%
do peso do animal for 4gua e a percentagem de enriquecimento em *H
da BW, que se pretende, for 3%, entdo o volume que deve ser
administrado via i.p. sera peso x 0.70 x 0.03). A agua de beber foi
simultaneamente enriquecida com 4gua deuterada (3% de
enriquecimento). Decorridas 24h ap0s a injeccdo de adgua deuterada, e
encontrando-se sob privacdo de alimento, durante todo este periodo, 0s
animais sdo sacrificados (depois de pesados, anestesiados com
pentobarbital de sddio, 6mg/100mg, e injectados por via intravenosa
com cloreto de potassio), sendo o seu figado rapidamente removido e
colocado em azoto liquido (processo de freeze-clamped), a fim de parar
0 metabolismo. O figado serd armazenado a uma temperatura de -80°C.
Simultaneamente, € retirada uma amostra de sangue (cerca de 1mL),
que sera posteriormente centrifugada para ocorrer a separacdo do
plasma, sendo esta também armazenada a baixas temperaturas, para
evitar contaminacdo e a diluicdo do deutério, que poderia levar uma a
sobrestimacéo do enriquecimento em ?H da BW.

No presente trabalho, atendendo & reduzida taxa de
sobrevivéncia dos animais, foram apenas conseguidas doze amostras de
figado, com cerca de um grama cada, provenientes de doze animais
diferentes, sem conhecimento prévio do grupo a que cada uma destas
amostras pertencia, ou seja, ao grupo dos animais injectados com MCT
(doentes) ou ao grupo dos animais injectados com a solugédo salina
(controlo).

O tratamento dos animais foi realizado, integralmente, no

laboratério do Professor Doutor Roberto Roncon-Albuquerque,
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localizado na Faculdade de Medicina da Universidade do Porto, que é
uma instituicdo governamental com permissdo para executar pesquisa
animal, tendo sido todas as experiéncias, efectuadas de acordo com a
lei portuguesa de protecgdo animal e de acordo com os procedimentos
éticos estabelecidos no guia para o tratamento e uso de animais em
laboratério (“Guide for the Care and Use of Laboratory Animals”,
publicado por US National Institutes of Health - NIH).

2.2.2. Extraccdo e isolamento do glutamato e da glutamina a partir

do tecido hepatico

Quando se trabalha com uma amostra bioldgica, € de extrema
importancia ter em consideracdo a natureza dos metabolitos que se
pretende extrair, isolar e purificar. O conhecimento do comportamento
quimico de cada molécula em solugdo (aquosa ou em solventes
organicos) é o ponto de partida para a correcta definicdo da melhor
metodologia a aplicar, evitando, desta forma, perdas de amostra e
contaminagfes a varios niveis, permitindo um melhor rendimento na

extraccao.

2.2.2.1. Extraccao dos aminoacidos

Para a realizacdo do processo de extraccdo dos aminodcidos,
presentes no tecido hepéatico, 0 primeiro passo a executar € a
liofilizagdo das amostras (com cerca de 1g), pertencentes aos figados
anteriormente removidos e armazenados a -80°C. Este processo ocorre
durante cerca de 48h (este periodo de tempo podera variar de acordo

com a amostra), e tem como objectivo a remogéo de toda a composi¢édo
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liquida. Depois de liofilizadas, as amostras serdo pesadas, colocadas em
falcons e guardadas num excicador (para que ndo haja uma possivel
absorcdo de &gua), ficando prontas para a realizacdo do processo de
extraccdo com PCA. Este processo permite a extraccdo de metabolitos
solveis em agua, a partir da maioria dos tecidos, incluindo o glutamato
e a glutamina, que sdo os metabolitos que se pretendem analisar.

A extraccdo com PCA comeca com a obtencdo de um po,
resultante da trituragdo das amostras de figado, utilizando o vortex ou,
caso este nao resulte, uma espatula. A utilizacdo da espatula implica
rapidez, para evitar a absorcdo de agua por parte das amostras, devendo
abrir-se rapidamente o falcon, partir-se a amostra e fechar novamente, o
mais rapido possivel. Este falcon vai novamente ao vortex. Em seguida,
adicionam-se 10 mL/g de PCA 3.5% (v/v) a cada falcon, mistura-se
tudo no vortex, e centrifuga-se a solucdo resultante a 3000 rpm, durante
15 min. Apb6s a centrifugacdo, o sobrenadante acidico ¢é
cuidadosamente vertido para um copo, colocado sob agitacdo com o
auxilio de um agitador magnético, sendo neutralizado com KOH
(diferentes concentragdes) até pH 6.7-7.3. A neutralizacdo € um passo
de extrema importancia para uma correcta analise por espectroscopia de
RMN, dado que um simples desvio na gama de pH, podera causar
grandes danos nas amostras durante o processo de liofilizagcdo (pH
baixo) ou interferir significativamente na qualidade do espectro de
RMN (pH alto). O extracto neutralizado é, entdo, colocado no
frigorifico durante 1h, a fim de se precipitarem todos os sais. Apds 0
repouso no frio, o sobrenadante é novamente colocado num falcon e o
precipitado é colocado num eppendorf, sendo este Gltimo centrifugado
a 3000 rpm, durante 5 min. O sobrenadante resultante, desta Gltima

centrifugacdo, sera adicionado ao falcon, sendo a solucdo final
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novamente centrifugada a 3000 rpm, durante 5 min. Por fim, obtém-se
novamente um precipitado (perclorato de potassio) e um sobrenadante
(contendo os aminoéacidos), sendo este tltimo submetido a um processo
de liofilizacdo, durante 24h-48h. O sobrenadante liofilizado sera
novamente dissolvido em 3mL de agua destilada, sendo esta solugéo a
que ira ser utilizada nos subsequentes passos de todo este

procedimento.

2.2.2.2. Isolamento do glutamato hepatico

O isolamento do glutamato hepético s serd possivel ap6s a
completa separacdo dos sais e dos aminoacidos, presentes na solucao
anterior. Para esse efeito, esta solucdo serd passada numa coluna
cromatogréfica de troca cationica. Esta coluna é preenchida com 10 g
de resina Dowex-50WX8-200-H", sendo posteriormente lavada com
agua destilada até a um pH>5 (pH da 4gua destilada). Apds a obtencdo
deste valor de pH, verte-se lentamente a solugdo anterior (contendo 0s
amino&cidos) para dentro da coluna. Depois de vertida toda a solucéo,
lava-se novamente a resina com agua destilada até pH>5. Esta agua de
lavagem contera todas as espécies neutras e anionicas, enguanto as
espécies catiénicas, incluindo os aminodacidos, estardo retidas na
coluna. Para a eluigdo dos aminoacidos retidos, adicionam-se 40mL de
NH,OH 2M, e verifica-se se o pH final do efluente da coluna se
encontra superior a nove. Esta solugdo é evaporada até um volume final
de 0-5mL, e novamente dissolvida em 2mL de &gua destilada, para se
proceder a separacdo do glutamato dos restantes aminoacidos. Para
isso, esta Gltima solucdo sera passada numa coluna cromatogréafica de

troca anidnica. Esta coluna é preenchida com 2g de resina Dowex-1-
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acetate, sendo posteriormente lavada com agua destilada. A solucgéo
anterior é entdo aplicada a coluna. No final, a resina sera novamente
lavada com 10mL de &gua destilada, que, simultaneamente servird
como eluente a todos os amino&cidos, excepto o glutamato (esta
solucdo serd guardada para posterior utilizagio no processo de
isolamento da glutamina). O glutamato ira ficar retido na coluna, dado
que, pelo facto de ser um aminoécido acidico, nas presentes condi¢des
ele encontrar-se-4& numa forma anidnica. Para se proceder a eluicdo
deste aminoacido, adiciona-se a coluna de troca anionica 5mL de acido
acético, sendo a solucdo final posteriormente evaporada.

Ap0s esta fase, embora o glutamato j& se encontre isolado, é
ainda necessario remover todos os vestigios de &cido acético que
poderdo estar presentes na amostra, dado que este composto apresenta
sinais em RMN muito proximos dos que gueremos analisar, podendo
influenciar os resultados. Para isso, foi feita mais uma coluna de troca
cationica, preenchida com 1g de Dowex-50WX8-200-H". Esta é lavada
com agua destilada até pH>5, sendo posteriormente aplicada a coluna a
solucdo anterior (contendo o glutamato), previamente dissolvida em
2mL de agua destilada. Apo6s a passagem de toda a solucdo lava-se
novamente a resina até obter pH>5. Por fim, para a eluicdo do
glutamato adicionam-se 5mL de NH,OH 2M, verifica-se se o pH esta
acima de nove e evapora-se a solugéo final.

Esta solucdo € a que seguiré para analise por espectroscopia de
RMN.

2.2.2.3. Isolamento da glutamina hepéatica

Atendendo a din&mica de interconversdo glutamina-glutamato

nos sistemas bioldgicos, e a fim de evitar possiveis adulteracdes na
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quantificacdo do enriquecimento em *H, um bom procedimento a
adquirir serd a hidrolise da glutamina a glutamato. Além disso, 0
glutamato, devido a sua estrutura e distribuicdo de cargas é mais facil
de isolar do que a glutamina, que normalmente é eluida conjuntamente
com 0s restantes aminoacidos.

A referida hidrolise sera entdo aplicada a solugdo anteriormente
obtida, apds a segunda lavagem da resina de troca anionica. Esta
solucdo serd colocada dentro de um tubo de pyrex, juntamente com
2mL de HCL 6M, sendo posteriormente aquecida a 110°C
(Thermoblock), durante 24h. Este procedimento levara a hidrolise acida
da glutamina, e consequente converséo a glutamato.

Decorrido o tempo de hidrélise, a solucdo € arrefecida e
aplicada a uma coluna cromatografica de troca cationica. Esta coluna é
preenchida com 5g de resina Dowex-50WX8-200-H*, sendo
posteriormente lavada com &gua destilada até pH>5. Apds a lavagem
passa-se a solucdo resultante da hidrélise na coluna e, no final, torna-se
a lavar resina até se obter pH>5. Para a elui¢do dos aminoacidos que
ficaram retidos na coluna adicionam-se 20ml de NH;OH 2M, e
verifica-se se 0 pH é superior a nove. Esta solucdo é evaporada até a
um volume final de 0-5mL, sendo depois novamente dissolvida em
2mL de &gua destilada e aplicada a uma coluna de troca anidnica, para
se proceder ao isolamento do glutamato, proveniente da hidrélise da
glutamina, dos restantes aminoacidos. Esta coluna de troca ionica é
preenchida com 2g de resina Dowex-1-acetate e lavada com &gua
destilada. Depois da resina lavada, passa-se a solucdo anterior na
coluna adicionando-se, em seguida, 10mL de agua destilada, para eluir
todos os aminoacidos excepto o glutamato, que s sera removido apos a

adicdo de 5mL de acido acético. No final, esta solucdo € evaporada,
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sendo depois novamente sujeita ao mesmo procedimento,
anteriormente referido, para a remocdo completa de vestigios de acido
acetico. Ou seja, a solucdo serd novamente dissolvida em 2mL de agua
destilada, passada numa coluna de troca cationica, preenchida com 1g
de resina Dowex-50WX8-200-H", que sera lavada com 10mL de agua
destilada até se obter pH>5, sendo no final adicionado 5mL de NH,OH
2M, com o objectivo de se remover o glutamato. Verifica-se se o pH é
superior a nove e evapora-se a solugéo final.

Mais uma vez, sera esta solucdo a que seguird para analise por

espectroscopia de RMN.

2.2.3. Analise e caracterizacdo das amostras utilizando
espectroscopia de *H e ‘H RMN

Todas as amostras que seguiram para analise por espectroscopia
de RMN, foram introduzidas nos respectivos tubos de RMN,
juntamente com os padrdes internos adequados. Estes padrfes sao
usados para efectuar as identificacdes e quantificacfes pretendidas.

2.2.3.1. Analise das BW por espectroscopia de ?H RMN

As BW (obtidas a partir do plasma, previamente centrifugado)
sdo analisadas (em triplicado) com o objectivo de verificar a
percentagem de deutério que foi incorporado pelas amostras, ou seja, 0
seu enriquecimento em H. Para efectuar a analise quantitativa de cada
BW, por espectroscopia de H RMN, é utilizado, simultaneamente

como solvente e como padrdo interno, a acetona (desvio quimico de
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6=2.04 ppm relativamente ao TMS). Os valores do enriquecimento em
’H, obtidos para estas amostras, serdo posteriormente utilizados na
quantificacéo dos enriquecimentos em *H das amostras de glutamato.

Os espectros das BW foram obtidos a 11.75 T, utilizando um
espectrometro Varian, modelo Unity-500 (Varian, Palo Alto, CA), que
se encontra numa area do Centro de Neurociéncias e Biologia Celular
(CNC), equipado com uma sonda de banda larga de 5.0 mm, e a uma
temperatura de 50°C. Estes espectros foram adquiridos com
desacoplamento de protdo, usando um pulso (pw a 90°) de 5.8 s, um
tempo de aquisicdo (at) de 2.69 s, um intervalo entre pulsos (delay) de
8.0 s, uma largura espectral (sw) de 761 Hz e um nimero de transientes
igual a 18 (nt=18).

A quantificacdo do sinal de H para cada BW, foi feita usando a
relacdo com o sinal de ?H da acetona, e simultaneamente, usando uma
curva de calibracdo feita para este solvente (Figura 2.1), construida a
partir da analise, por espectroscopia de 2H RMN, de varias solucdes

padréo contendo *H,0O, com enriquecimentos em 2H conhecidos.

y = 100.1x + 9.3753
R% = 0.9834

0 ; ; ; ; ; ; ; .

0 0.5 1 15 2 2.5 3 3.5 4

Area da amostra
(normalizada)
N
o
o
1

% Enriquecimento em °H

Figura 2.1 — Curva de calibracdo da acetona usada para determinar o
enriquecimento em 2H da BW, construida a partir da analise, por
espectroscopia de °H RMN de varias solugdes padrdo, com

enriquecimentos em ?H entre 0.5-4.0%.
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A regressao linear obtida indicara a relacdo que existe entre as
areas dos sinais “H de cada BW, obtidos por comparagdo com a area do
sinal ?H da acetona e com a percentagem de enriquecimento de cada
solucdo padréo.

Todos os espectros das BW foram analisados utilizando um
programa de analise espectral, o NUTSproTM (Accorn Inc., Freemont,
CA).

2.2.3.2. Andlise do glutamato hepatico por espectroscopia de
'H e ’H RMN

As amostras de glutamato, anteriormente purificadas, foram
dissolvidas em 200 uL de ?H depleted water e em 20 pL de DMSO
0.530% deuterado (desvio quimico de 6=2.56 ppm relativamente ao
TMS), utilizado como padréo interno de referéncia. Os espectros de *H
e °H RMN foram obtidos a 14.1 T, utilizando um espectrémetro
Varian, modelo Unity-600 (Varian, Palo Alto, CA), que se encontra na
mesma area do Centro de Neurociéncias e Biologia Celular (CNC),
anteriormente referida, equipado com uma sonda de banda larga de 3.0
mm e a uma temperatura de 50°C.

Para a obtencdo dos espectros de 'H RMN, foi utilizado um
pulso (pw 90°) de 7.0 s, um tempo de aquisi¢do (at) de 3.0 s, um
intervalo entre pulsos (delay) de 20.0 s, uma largura espectral (sw) de
6010 Hz e um numero de transientes igual a 1 (nt=1).

No caso dos espectros de ?H RMN, estes foram obtidos com
desacoplamento de protdo, usando um pulso (pw a 90°) de 23.5 s, um

tempo de aquisicdo (at) de 2.0 s, um intervalo entre pulsos (delay) de
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5.0 s, uma largura espectral (sw) de 922 Hz e um nimero de transientes
igual a 125 (nt=125).

Todos os espectros de H e “H RMN do glutamato foram
analisados utilizando o programa de andlise espectral NUTSproTM
(Accorn Inc., Freemont, CA).

Ap0s a obtencdo dos espectros, é necessario garantir que nao ha
diferencas significativas entre os enriquecimentos posicionais em °H,
obtidos experimentalmente e teoricamente. Para esse efeito
construiram-se diferentes curvas de calibracdo para os diferentes
hidrogénios posicionais do glutamato (Figura 2.2). Estas curvas foram
feitas utilizando vérias solucdes padrdo, com enriquecimentos em H
entre 0.5-3.0%, feitas a partir de duas solugdes de glutamina comercial,
uma deuterada e outra ndo, que sofreram hidrolise de forma haver a
conversdo da glutamina a glutamato. ApoOs a hidrolise, as solucdes
foram passadas numa coluna de troca cationica, preenchida com resina
Dowex-50WX8-200-H*, executando-se, em seguida, todo o
procedimento ja anteriormente descrito, aquando do isolamento do
glutamato proveniente da hidrdlise da glutamina. Estas solucdes sdo
depois analisadas por espectroscopia ‘H RMN, permitindo assim a
construcgdo das referidas curvas.

As curvas de calibragdo permitem deduzir se existe uma boa
correlacdo entre os valores tedricos e 0s experimentais obtidos para o
enriquecimento em 2H, permitindo também verificar se esse
enriquecimento, distribuido pelos diferentes hidrogénios posicionais da
glutamina, se mantém apds o processo de hidrolise e purificacéo, e se a
técnica de RMN é um bom método para a medicdo correcta dos valores

de enriquecimento posicional em H.
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y=09278x -0.0659 y=0.7897x -0.0685 y=1.1322x-0.0912 y=1.0334x-0.0553 y=1.0828x-0.0732
R?=0.9534 R?=0.9499 R?=09776 R?=0.9563 R*=09735 H-3S

0.000 0.500 1.000 1.500 2.000 2.500 3.000

Enriquecimento posicional em 2H tedrico

1 Enriquecimento posicional em °H experimental

Figura 2.2 — Curvas de calibracdo obtidas para os diferentes
hidrogénios posicionais do glutamato, que correlacionam o
enriquecimento posicional tedrico e 0 enriquecimento posicional

experimental, em 2H, desses mesmos hidrogénios ([2, 3, 3, 4, 4 - ?H]).

Calculo do enriquecimento posicional em *H do glutamato

A analise dos espectros de H RMN do glutamato permite
calcular a percentagem de enriquecimento posicional em *H, de cada
um dos seus hidrogenios (posicGes 2, 3 e 4). Atendendo ao valor do
enriquecimento em °H do padrio DMSO utilizado (0.530%), e
considerando igual equivaléncia entre os diferentes hidrogénios do
DMSO e do glutamato, pode obter-se o valor do enriquecimento de
qualquer um dos hidrogénios do glutamato, efectuando simplesmente a
multiplicagdo do enriquecimento em ’H do DMSO, pela raz&o entre as
intensidades dos sinais de ?H do DMSO e do glutamato. Contudo,
como nem todas as amostras apresentam iguais quantidades de DMSO

e de glutamato, tem que se considerar, adicionalmente, as suas
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quantidades relativas. Estas quantidades sdo obtidas a partir da razédo
entre as intensidades dos sinais de *H do DMSO e do glutamato. Ou
seja, para o hidrogénio na posicéo 2, o enriquecimento em ?H é obtido

através da seguinte equago:

% enriquecimento “Hy.,= 0.530% X (Asinal “Hu-2/Asinal “Homso) X (Asinal

"Howmso/Asinal "Hr-2)

No caso do enriquecimento em ?H do hidrogénio presente na
posicdo 4, este é obtido de forma um pouco diferente. Como nesta
posicdo existem dois hidrogénios magneticamente equivalentes, o sinal
?H obtido representara a soma do enriquecimento dos dois hidrogénios
e ndo o valor pretendido para apenas um hidrogénio. Assim sendo, para
efectuar o calculo do enriquecimento pretendido, considera-se a média
dos enriquecimentos destes dois hidrogénios, obtida através da
multiplicacdo do sinal total por 0.5, ou seja:

% enriquecimento Hys= 0.530% X 0.5 X (Asinal “Hu-a/Asinal “Howmso) X

(Asinal 1H DMSO/AsinaI lH H—4)

A quantificagdo do enriquecimento em ’H dos hidrogénios
presentes na posi¢do 3 (H-3S e H-3R), em condi¢des normais, seria
efectuada exactamente da mesma forma que a aplicada para o
hidrogénio H-2 e utilizando a eq. (1). Esta quantificacdo permite
simplificar o célculo, dado que o H-2 apresenta um sinal simples no
espectro de *H RMN, teoricamente equivalente em intensidade a cada

um dos sinais pertencentes aos hidrogénios na posicdo 3, em vez do
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multipleto complexo (devido acoplamento de spin *H-'H) apresentado
no espectro de *H RMN pelos hidrogénios na posicéo 3.

Contudo, no presente trabalno nem sempre foi possivel
quantificar o sinal de *H pertencente ao hidrogénio da posicdo 2, como
sera discutido mais a frente, levando a que quantificacdo do
enriquecimento em 2H, para os hidrogénios da posicdo 3, tenha sido
efectuada tendo como base o sinal referente ao hidrogénio da posicao 4,

ou seja:

% enriquecimento Hy.ss = 0.530% X (Asinal “H-3s/Asinal “Homso) X (Asinal

1H DMSO/AsinaI 1H H-4)

% enriquecimento “Hy.sr = 0.530% X (Asinai “Hu-3r/Asinal 2Howmso) X
(Asinal 1HDMSO/AsinaI lH H-4)

Calculo dos parametros metabdlicos de fluxo

Os parametros metabodlicos de fluxo da glutamina hepatica sdo
estimados a partir dos valores de enriquecimento em ?H do glutamato e
das BW. Estes pardmetros sdo calculados considerando a relagdo
existente entre as contribuicdes de glutamina feitas a partir de uma
fonte metabolica (ciclo de Krebs) e as contribuicGes feitas a partir de
uma fonte proteolitica. Ou seja, a fraccdo de glutamina hepatica, que
provém de uma fonte metabdlica é calculada através da seguinte

equacao:

% Metabélica = 100 x (Enriquecimento médio em ?H do sinal H-3/BW)
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E a fraccéo de glutamina hepatica que provém de uma fonte proteolitica

é calculada através da equacao:

% Proteolitica = 100 - % Metabdlica (6)

2.2.3.3. Andlise da glutamina hepatica por espectroscopia de
'H RMN

As amostras de glutamina, anteriormente convertida por
hidrélise 4cida a glutamato, foram dissolvidas em ~500 pL de *H,0 e
em 25 uL de formato de potéssio, que apresenta um Unico sinal singuleto
para um desvio quimico 6=8.48 ppm relativamente ao TMS.

Os espectros de *H RMN foram obtidos a 11.75 T, utilizando
um espectrometro Varian, modelo Unity-500 (Varian, Palo Alto, CA),
equipado com uma sonda de banda larga de 5.0 mm e a uma
temperatura de 25°C. Para a obtencdo dos espectros de *H RMN, foi
utilizado um pulso (pw 90°) de 10.0 s, um tempo de aquisicdo (at) de
2.56 s, um intervalo entre pulsos (delay) de 45.0 s, uma largura
espectral (sw) de 4993 Hz e um ndmero de transientes igual a 16
(nt=16).

Tal como para todos 0s outros espectros, anteriormente obtidos,
também os espectros de ‘H RMN da glutamina foram analisados
utilizando o programa de analise espectral NUTSproTM (Accorn Inc.,
Freemont, CA).

A andlise desta glutamina hepética, convertida a glutamato por
hidrolise &cida, ndo exigiu nenhum tipo de calculos, quer do

enriquecimento posicional em ?H, quer dos parametros metabélicos de
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fluxo, dado que a sua quantificacdo por *H RMN néo foi possivel,

como sera posteriormente discutido.
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3. Resultados e Discussao

A realizacdo do presente estudo permitiu a obtencdo de alguns
resultados, que servirdo como informagdo complementar a um vasto
estudo, que pretende entender e analisar 0 modo como determinadas
alteragBes, que ocorrem ao nivel do metabolismo, poderdo estar

relacionadas, ou ndo, com o aparecimento da caquéxia cardiaca.

3.1. Analise do enriquecimento em ?H das BW

Os valores dos enriquecimentos em ?H das BW foram obtidos
por espectroscopia de 2H RMN, e encontram-se sumariados na Tabela
3.1. A quantificacdo do sinal de ?H de cada BW é feita através da
relacdo com o sinal de ?H da acetona, tendo como base a sua curva de
calibracdo, tal como referido anteriormente. Todas as BW apresentam
um enriquecimento em *H de cerca de 3% (Tabela 3.1), 0 que permite
deduzir que o procedimento efectuado no tratamento dos animais foi
bastante eficaz, uma vez que o enriquecimento em “H pretendido era de
3%. Contudo, embora a diferenca ndo seja muito significativa, verifica-
se que o enriquecimento das BW dos animais de controlo ¢é
ligeiramente maior do que o das BW pertencentes aos animais tratados
com MCT. Estes resultados servirdo de apoio na analise do

enriquecimento posicional dos hidrogénios do glutamato hepatico.

3.2. Anélise do enriquecimento posicional em *H do glutamato

hepatico

Apo6s todo o procedimento de isolamento e purificagdo do

glutamato, é possivel analisar o enriquecimento posicional em *H dos
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hidrogénios deste composto, por espectroscopia de *H e 2H RMN. A
utilizacdo desta técnica permite a obtencdo de espectros de ‘H e °H
RMN, para cada amostra, onde se podera identificar todos os sinais
pertencentes aos hidrogénios posicionais do glutamato, bem como o
sinal do padréo interno, 0 DMSO. A Figura 3.1 apresenta um espectro
de 'H RMN (A) e um espectro de °H RMN (B), obtidos a partir da
analise do glutamato hepético presente numa das amostras de figado
utilizadas.

Analisando os espectros verifica-se que os sinais do glutamato
se encontram na regido entre 1.5-4.0 ppm, aparecendo um sinal

desconhecido a ~3.0 ppm no espectro de *H RMN.

(A) H-4 DMSO

H-2

T T
19 % PPM

Figura 3.1 — Espectros de 'H (A) e ?H RMN (B) obtidos para o
glutamato hepético, presente numa amostra de figado de rato.
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Os espectros obtidos para cada uma das amostras de glutamato
hepético, e a boa resolucéo do sinal do padrdo DMSO, permitiram fazer
a quantificacdo do enriquecimento posicional dos hidrogénios do
glutamato, presente em cada amostra. Contudo, no presente trabalho, a
quantificacdo do enriquecimento posicional em ?H s¢ foi possivel para
os hidrogeénios das posi¢oes 3 e 4, dado que o hidrogénio da posicéo 2,
na maioria dos espectros de ’H RMN, obtidos para as diferentes
amostras, apresentava uma sobreposicdo de um outro sinal (Figura 3.2).
Esta sobreposi¢do conduziria a erros significativos na quantificacao,
sendo a melhor opcdo, de forma a uniformizar os célculos, desprezar

este sinal.

DMSO

H-4
H-3S 4 H-3R

I U ‘ I ‘ I 3.‘0 I I I ‘ 2.|5 ‘ I ‘ I 2!0 ‘ I ‘ IPPIVI
Figura 3.2 — Espectro de °H RMN obtido para o glutamato hepatico,
presente numa amostra de figado de rato, evidenciando uma

sobreposicao do sinal do hidrogénio da posicéo 2.

A quantificacdo do enriquecimento em ’H dos hidrogénios das
posicdes 3 e 4 ¢ feita com base na relacédo entre a intensidade de cada
um dos sinais pertencentes aos diferentes hidrogénios e a intensidade
do sinal do padrédo, e utilizando as egs. (2)-(4) do capitulo 2. Para

efectuar a referida quantificacdo sdo utilizadas directamente as razdes
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dos sinais referentes aos hidrogenios das diferentes posi¢des, e ndo 0s
enriquecimentos obtidos pelas curvas de calibracdo, anteriormente
apresentadas.

Atendendo aos limites de incerteza considerados, verifica-se
que o declive e a intercepc¢do obtidos para os sinais H-2 e H-3, através
das suas curvas de calibragéo, sdo muito semelhantes com o da linha de
identificacdo (H-2: y=0.9278x-0.0659 e R?*=0.9534; H-3S: y=1.1322x-
0.0912 e R?=0.9776; H-3R: y=1.0334x-0.0553 e R°=0.9563), levando a
que as razdes destes sinais possam, entdo, ser directamente utilizadas.
No caso do sinal H-4, que representa 0 enriquecimento de dois
hidrogénios magneticamente equivalentes, verifica-se que o declive
obtido através da sua curva de calibracdo é um pouco mais baixo do
que a identidade (~0.8; H-4: y=0.7897x-0.0685 e R?=0.9499).
Inicialmente, pensou-se que este facto seria o reflexo de uma menor
quantidade de °H na posicdo 4, comparativamente com as outras
posicdes do padrdo de 2H-glutamato a 99%, contudo alguns estudos de
'H RMN indicaram que todas as posicdes do glutamato foram
igualmente enriquecidas com “H (ou seja, o sinal obtido no espectro de
'H RMN, ndo foi mais elevado para o hidrogénio da posicdo 4
comparativamente com o0s das outras posi¢es). Entdo, o que se
estabelece como hipétese, é que o facto do padrdo *H-glutamato a 99%
ser enriquecido em ?H em ambos os hidrogénios da posicéo 4, leva a
que este sinal gere um conjunto de sinais satélite em torno da
ressonancia do singuleto principal, devido ao acoplamento ?H-?H entre
0s sinais H-4. Estes satélites embora sejam muito dificeis de visualizar,
dado que se confundem com o ruido, poderdo explicar a diferenca
apresentada pelo sinal total do H-4 (~15-20% do sinal total), uma vez

gue ao efectuar-se o ajuste da curva, estes satélites ndo serdo incluidos,
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levando a que este sinal seja menor do que o esperado. No caso das
amostras reais, apenas um dos hidrogénios da posicdo 4, de cada
molécula de glutamato, estd marcada, levando a que ndo ocorra o
acoplamento H-?H, e consequentemente, o sinal H-4 seja inteiramente
representado por um singuleto, podendo ser directamente comparado
com os restantes sinais.

Todos o0s resultados obtidos para a quantificacdo do
enriquecimento em 2H dos hidrogénios das posicées 3 e 4 do glutamato

encontram-se registados na Tabela 3.1.

Tabela 3.1 — Valores dos enriquecimentos em 2H obtidos para os
hidrogénios do glutamato hepatico, das posicbes 3 e 4, e para a BW,
presentes em amostras de figado de rato, e respectivo valor da razéo

entre os enriquecimentos posicionais desses hidrogénios.

Enriquecimentos em *H (%)

Designacdo Hidrogénio Hidrogénio Hidrogénio  Razdo

da amostra 3S 3R 4 H-4/H-3 BW
E L2 2.91 2.91 1.83 0.63 3.00
= L4 2.72 2.72 2.15 0.79 3.16
§ L5 2.62 2.62 1.83 0.7 3.03
- L9 3.06 3.06 1.64 0.54 3.14
°© L11 3.05 3.05 1.81 0.59 3.35
E Liz oo 2rmi .2/ i1 ..062 278
= Média £
= SEpe 286007 2.86+007 183+0.07 0.65+0.04 3.080.08
M
L)

[72]

(<5}

§ ] L6 1.58 1.58 1.05 0.66 2.13
el L7 2.58 2.58 1.80 0.70 3.28
3= L8 2.18 2.18 1.35 0.62 3.07

= L10 .. .. 219 219 S 08280
< '\geEd,\'/?f 2.13+0.13 2.13+0.13 1.39+0.10 0.66+0.01 2.89+0.17

Valordep  0.0007 0.0007 0.005 0.76 0.34

* erro padrdo da média (“standard error of mean™)
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Analisando a Tabela 3.1 verifica-se que os hidrogénios da
posicdo 3 apresentam maiores Vvalores de enriquecimento,
comparativamente com 0s obtidos para os hidrogénios da posicéo 4,
tanto para os animais de controlo (2.86 + 0.07% vs 1.83 + 0.07%),
como para os animais tratados com MCT (2.13 £ 0.13% vs 1.39 +
0.10%).

O enriquecimento dos hidrogénios da posicdo 3, atendendo a
Figura 1.9, s6 é possivel se o esqueleto carbonado do glutamato provir
do citrato, que podera ter vérias fontes, nomeadamente, o ciclo de
Krebs 1. O hidrogénio 3R é incorporado durante a conversdo do
citrato a isocitrato, catalisada pela aconitase. No caso do hidrogénio 3S,
este € incorporado durante a conversdo do isocitrato a a-cetoglutarato,
apo6s a adicdo de protdes ao intermediario transitorio oxalosucinato.
Durante uma tnica “volta” do ciclo de Krebs, estes dois hidrogénios
ficam equivalentemente enriquecidos, pelo contacto com a BW
enriquecida, levando a que o enriquecimento do glutamato na posicao 3
seja equivalente a fraccdo de glutamina que deriva do ciclo de Krebs, e
que reflicta o enriquecimento da BW.

Analisando novamente a Tabela 3.1, verifica-se que no caso dos
animais de controlo, os valores de enriquecimento obtidos
experimentalmente para os hidrogénios da posicdo 3 se encontram
proximos dos valores de enriquecimento obtidos para as BW (2.86 +
0.07% vs 3.08 + 0.08%), contrariamente ao que acontece no caso dos
animais tratados com MCT (2.13 + 0.13% vs 2.89 £ 0.17%), onde estes
valores sdo relativamente diferentes. Este facto demonstra que, embora
em ambos os casos, os hidrogénios da posicdo 3 se encontrem em
completo equilibrio com a BW, no caso dos animais tratados com

MCT, existird uma alta contribuigdo proteolitica de glutamato hepético
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ndo marcado. Esta contribuicdo, resultante da quebra acelerada das
proteinas (caracteristica de um estado de caquéxia), ira resultar na
diluicdo do enriquecimento e, consequentemente, na diferenca
apresentada pelos dois grupos de animais, como veremos mais a frente.

No caso do enriquecimento da posicao 4, verifica-se que este se
encontra abaixo dos valores de enriquecimento calculados para as BW,
quer para o grupo dos animais de controlo, quer para o0 grupo dos
animais tratados com MCT.

O carbono 4 do glutamato e o seu par de hidrogénios,
magneticamente equivalentes, provém, respectivamente, do carbono
metilico e dos hidrogénios metilicos da acetil CoA, que € um produto
comum da oxidacdo do piruvato e dos acidos gordos. Assim sendo, 0
enriquecimento dos hidrogénios da posicdo 4, ird reflectir o
enriquecimento das moléculas de acetil CoA que entram no ciclo de
Krebs, através do enriquecimento dos seus precursores (e.g. piruvato).
A extensdo deste enriquecimento, atendendo a que o enriquecimento
dos hidrogénios na posicao 4 reflecte o enriquecimento dos hidrogénios
metilicos da acetil CoA e que os hidrogénios da posi¢do 3 se encontram
em completo equilibrio com a BW, pode ser determinada através da
razdo entre os enriquecimentos relativos dos hidrogénios da posicdo 4
com os da posicdo 3 (H4/H3). Desta forma sera simultaneamente
determinado o enriquecimento real da acetil CoA, que é também muito
importante dado que esta coenzima tem um papel central em varios
metabolismos ™!,

O valor obtido para a razdo H4/H3 para os animais de controlo
foi 0.65 = 0.04% e para os animais tratados com MCT foi 0.66 + 0.01%
(Tabela 3.1), o que significa que, para ambos os grupos, por cada

molécula de glutamato marcado na posicdo 4, existem
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aproximadamente duas moléculas de glutamato marcado na posigédo 3.
Além disso este valor é também muito importante para confirmar a
percentagem de enriquecimento da acetil CoA que esta realmente em
equilibrio com a BW (cerca de 65% em cada grupo).

A diferenca apresentada entre 0s enriquecimentos dos
hidrogénios das diferentes posicfes e 0s enriquecimentos das BW
podera ser explicado pela ocorréncia de uma compartimentagdo do
glutamato. Ou seja, se uma parte consideravel do volume (pool) de
glutamato hepético ficar compartimentada, este ndo se encontrara
disponivel para efectuar trocas entre os hidrogénios da H,O (presente
na BW), levando a que se verifiguem valores de enriquecimento mais
baixos, como € o caso dos hidrogénios da posicéo 4.

Analisados os valores obtidos para o enriquecimento posicional
dos vérios hidrogénios do glutamato hepético, pode entdo prosseguir-se
para a etapa seguinte deste trabalho. Ou seja, utilizando estes
resultados, irdo determinar-se os parametros de fluxo da glutamina
hepatica, que permitirdo estabelecer uma relacdo entre as diferentes
contribuicbes de glutamina/glutamato e o possivel aparecimento da
caqueéxia cardiaca nos animais em estudo.

Atendendo a que extensdo do volume (“pool”) do glutamato
hepatico esta relacionada com todas as fontes e com todos os fluxos de
glutamato que existem no organismo, é de extrema importancia o
estudo do seu enriquecimento, através da administracdo da ?H,0, uma
vez que este apresenta alta sensibilidade a alteragdes sistémicas no
metabolismo da glutamina/glutamato hepaticos. A sensibilidade a todas
estas alteracfes podera servir como uma espécie de diagnostico a
determinadas doencas metabdlicas, nomeadamente a caquéxia cardiaca.

Esta doenca, tal como foi anteriormente referido, € uma doenca
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caracterizada por elevada perda de massa muscular, e atendendo a que
0 glutamato é um aminoécido com presenga abundante no masculo, o
estudo do seu enriquecimento levara a que se obtenham bons resultados
na identificacdo de alteracGes metabolicas associadas a caquéxia
cardiaca.

A andlise do enriquecimento posicional do glutamato, para as
varias amostras, permite esclarecer de que forma as diferentes
contribuicbes, metabolicas ou proteoliticas, influenciam o
enriquecimento da glutamina hepética, de acordo com o grupo a que
cada uma destas amostras pertence, ou seja, a0 grupo dos animais
tratados com MCT (doentes) ou ao grupo dos animais tratados com a
solucdo salina (controlo). Para isso sdo calculados os parametros
metabdlicos de fluxo da glutamina hepética, através das egs. (5) e (6)
do capitulo 2, considerando os valores obtidos para o enriquecimento
posicional do glutamato e para as BW.

Na Tabela 3.2 estdo registados os resultados obtidos para 0s

parametros metabolicos de fluxo.
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Tabela 3.2 - Valores obtidos para os parametros metabdlicos de fluxo
da glutamina hepética, obtidos a partir dos valores de enriquecimento
em ?H do glutamato, tendo em conta a razdo entre a média do

enriquecimento dos hidrogénios da posicao 3 e as BW.

Designagéo H-3/BW Fonte Metabdlica Fonte Proteolitica
da amostra (%) (%)
L2 0.97 97 3
o
S L4 0.86 86 14
g L5 0.86 86 14
O 97
© L9 0.97 3
U 01
2 L11 0.91 9
S |2 100 100 0
< Média +

S Média +
<] semx 0742003 43 are3
Valor de p 0.0003 0.0003 0.0003

* erro padrao da média (“standard error of mean”)

A explicacdo plausivel, estabelecida como hipétese, para
esclarecer a separacdo efectuada dos diferentes grupos, esta
relacionada, tal como foi previamente referido, com o facto do
enriquecimento em ?H do glutamato hepético obtido a partir da 2H,0

(glutamato marcado), proveniente de uma fonte metabdlica (ciclo de

60



Capitulo 3 — Resultados e Discussao

Krebs), ser diluido pelo glutamato/glutamina ndo marcado, proveniente

de uma fonte proteolitica (Figura3.3).

Pyruvate

Acetyi-CoA

Oxafoam

Citrate

\

Isocitrate NH

[3R,S-2H]a—Ketogiutarate —»[3R, S-2H]Glutamate L-V [3R,S-2H]Glutamine

NH} Uniabeled Glutamine

)
¥ Glutamate \GIutamine

Other Anaplerotic
amino acids Histidine Arginine Proline

Figura 3.3 — Esquema representativo das principais fontes (metabdlica
- ciclo de Krebs e proteolitica) de glutamina/glutamato marcados e nao

marcados, adaptado da Ref. [*°.

Ou seja, se o tratamento com a MCT, com o passar do tempo,
resultar no desenvolvimento de caquéxia cardiaca, por parte dos
animais, isto leva a que se verifigue um aumento na taxa de
aparecimento de glutamina/glutamato proteolitica, resultante do
hipercatabolismo proteico caracteristico da doenca, 0 que terd como
consequéncia directa a diluigdo do enriquecimento em ’H do glutamato

hepético, comparativamente com o da BW e com o apresentado pelos
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animais de controlo. Assim sendo, 0 que se espera é que a fraccdo de
glutamina hepatica que provém de uma fonte proteolitica seja maior
para 0s animais doentes do que para os animais de controlo. E, se se
usar como critério de separacao, animais tratados com MCT vs animais
ndo tratados com MCT, o que se observa, analisando a Tabela 3.2, é
que existe um grupo de seis animais com baixa contribuigdo
proteolitica de glutamato hepatico (0-14%), com enriquecimentos entre
80% a 100% da BW (animais de controlo); e um outro grupo de seis
animais que apresentam alta contribuicdo proteolitica para a “pool” de
glutamina hepética (20-37%), com enriquecimentos entre 65% a 80%
da BW (animais doentes -tratados com MCT).

O facto de todos os resultados obtidos no presente estudo,
embora ainda numa fase inicial, tornarem possivel efectuar uma
separacdo entre os animais doentes (com caquéxia cardiaca) e 0s
animais de controlo, leva a que se surjam novas expectativas acerca da
possivel determinacdo de um diagnéstico precoce para a caquéxia

cardiaca.

3.3. Analise do enriquecimento posicional em ?H da glutamina
hepética

Apols a conversdao da glutamina hepatica a glutamato, por
hidrélise &cida, e apos o isolamento e purificacdo deste glutamato, é
possivel analisar este composto por espectroscopia de *H RMN. A
Figura 3.4 apresenta um espectro de *H RMN, obtido a partir da anélise
do glutamato, proveniente da hidrolise acida da glutamina hepatica,

presente numa das amostras de figado utilizadas.
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Figura 3.4 — Espectro de 'H RMN obtido para o glutamato,

proveniente da hidrélise acida da glutamina hepética, presente numa

amostra de figado de rato.

Ap0s a analise do espectro verifica-se que a regido caracteristica
do glutamato (1.5-4.0 ppm), embora apresente alguns sinais, estes sdo
muito pequenos e inconclusivos, dado que a sua pequena intensidade
ndo permite que estes sejam quantificaveis. Além disso, os sinais
apresentados no espectro encontram-se desviados da posicdo em que
normalmente aparecem os sinais referentes aos hidrogénios posicionais
do glutamato, levando a que haja incerteza na atribuicdo dos
respectivos sinais. Por tudo isto, e devido a impossibilidade de se
efectuarem as respectivas quantificacdes, ndo faria sentido recorrer a
analise de um espectro de *H RMN, nem realizar os calculos,

previamente efectuados para o glutamato hepatico.
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Ou seja, atendendo a tudo o que foi referido, o que se verifica,
ap6s a analise de todos os espectros de ‘H RMN obtidos para as
amostras em causa, é que no caso de animais alimentados (condicdes
utilizadas no presente estudo) o tecido hepatico destes apresenta mais

glutamato do que glutamina.
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4. Conclusao

No presente trabalho foi estudado um modelo animal, que
demonstrou ser um bom modelo para o estudo do perfil metabdlico da
caquéxia cardiaca.

Utilizando a °H,O como marcador, torna-se possivel
“acompanhar” as marcagdes posicionais dos respectivos hidrogénios do
glutamato hepatico, ao longo das vias metabdlicas em que este
participa. A utilizacdo da MCT tornou possivel a inducdo de
determinadas doencas nos animais, levando a que se conseguisse
simular as condi¢6es de estudo pretendidas.

A realizacdo de todo o trabalho experimental, nomeadamente, a
realizacdo de todo o processo de extraccdo e isolamento da
glutamina/glutamato hepaticos, tornou possivel demonstrar que o
enriquecimento em “H dos hidrogénios posicionais do glutamato
hepatico, obtido a partir do enriquecimento da BW, pode ser analisado
através de espectroscopia de *H e de 2H RMN. Além disso, 0s espectros
de 2H RMN obtidos para as amostras de glutamato permitiram estimar
o enriquecimento em “H dos hidrogénios da posicéo 3 (3S e 3R), onde
se verifica que estes se encontram em perfeito equilibrio com a BW, e 0
enriquecimento em 2H dos hidrogénios da posicdo 4, onde se verifica
que estes derivam dos hidrogenios metilicos da acetil CoA. Estes
espectros permitiram tambem estimar a extensdo do enriquecimento em
’H do grupo metilico da acetil-CoA, feito através da razdo entre os
enriquecimentos dos hidrogénios da posicéo 4 e os da posicao 3.

Com este trabalho, verifica-se ainda, que a analise deste
enriquecimento posicional permite esclarecer de que forma as
diferentes contribuigdes, metabdlicas ou proteoliticas, influenciam o

enriquecimento da glutamina hepética, de acordo com o grupo a que
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cada uma destas amostras pertence, ou seja, ao grupo dos animais
tratados com MCT (doentes) ou ao grupo dos animais tratados com a
solucdo salina (controlo), concluindo-se, apds a analise dos resultados,
que uma maior contribuicdo proteolitica estd relacionada com o
aparecimento da doenga, e consequentemente uma menor contribuicao
proteolitica (maior contribuicdo metabodlica) esta relacionada com o0s
casos normais. Este resultado é determinante, levando a que se tenham
boas expectativas relativamente a compreensao da caquéxia cardiaca e
a possivel definicdo do perfil metabdlico desta doenca. A defini¢do
deste perfil metabolico tornard possivel a determinacdo de um
diagnostico precoce, e consequentemente o combate atempado desta
doenca.

No caso da analise da glutamina hepética, ou seja, a analise do
glutamato proveniente da hidrélise acida da glutamina hepatica, a
espectroscopia de *H e de °H RMN néo demonstrou ser muito eficaz,
contudo ha que considerar a reduzida quantidade de amostra que se
utilizou em todo este estudo (~1g). Existem fortes possibilidades de que
um aumento na quantidade de amostra, assim como num aumento no
nimero de amostras, levard a obtencdo de melhores resultados, no
futuro. Ainda assim, ap0s a analise espectral das amostras de glutamina
hepatica, pode concluir-se que no caso estudado, ou seja, no caso de
animais alimentados, existe mais glutamato que glutamina.

Em termos globais, pode afirmar-se que o modelo animal
utilizado foi essencial para a elaboragdo do presente estudo,
constituindo uma excelente base de trabalho.
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Trabalho futuro

Num futuro proximo pretende-se que todo o procedimento
experimental, utilizado neste trabalho, seja aplicado a amostras com
maiores quantidades e a um maior nimero destas, a fim de se obter
uma maior variabilidade de resultados, que levardo a conclusdes mais
precisas. Além disso pretende-se aplicar este estudo a animais nao
alimentados, dado que existem fortes indicios de que os resultados
finais sejam diferentes, e simultaneamente, pretende-se usar uma nova
técnica, a cromatografia liquida de wultra pressdo acoplada a
espectrometria de massa (UPLC-MS), que permitira efectuar
quantificacbes de enriquecimentos com uma maior sensibilidade,
possibilitando desta forma a andlise da glutamina/glutamato
plasmaticos.

Por fim, uma boa sugestdo e uma pretensdo € que este estudo se
estenda a humanos (com maior massa corporal que o0s ratos), utilizando
para o efeito um método simples e ndo invasivo, como por exemplo o
uso de amostras de urina, tal como descrito no estudo de Barosa, C. et
al (2009).
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