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RESUMO

Metabolismo da Glutamina em Caninos Sadios e Enfermos

A glutamina (GLN) ¢ produzida por diferentes tecidos através da enzima glutamina sintetase
(GS), sendo que o tecido muscular, devido a sua extensdo, ¢ o maior produtor desse
aminodcido, seguido pelos pulmdes, figado, e placenta. Os enterdcitos e as células do sistema
imune sdo os maiores consumidores. Durante as infec¢des graves e enfermidades que
produzam catabolismo ha uma degradacdo elevada da GLN que pode ser compensada, até
determinado ponto, pelo aumento da expressdo da GS. Para se compreender melhor o
metabolismo da GLN nos caninos, sadios ou ndo, foi desenvolvido um experimento que
objetivou determinar a [GLN] e outros metabolitos sanguineos associados ao metabolismo
das proteinas em caninos sadios, doadores e ndo doadores de sangue, naqueles com cancer ou
outras enfermidades graves. Foram colhidas amostras de sangue de cento e trinta e trés (133)
animais, divididos em quatro grupos: sadios, com cancer, doenga infecciosa grave, e doadores
de sangue. Nas amostras de sangue determinaram-se [Glutamina], [Glutamato], [Uréia],
[Creatinina], [Proteina plasmatica total] (PPT), [Glicose], [Fibrinogénio] e hematdcrito.
Também foi determinado o indice de escore corporal (IEC). Os resultados foram analisados
pelo ANOVA, com significancia de 5%, e pelo teste de Tukey com pos hoc, com P<0,05. Os
resultados indicaram que ndo houve diferenca estatistica entre o IEC no grupo com cancer
quando comparado ao grupo dos sadios (P>0,05), mas houve diferenca quando estes foram
comparados aos grupos doadores de sangue e os com doengas infecciosas (P<0,05), sendo que
estes ultimos apresentavam IEC mais baixos. As [GLN] e [GLN+GLU] foram
significativamente mais baixas que nos animais sadios (P<0,05), sendo que o grupo com
cancer, grupo com doengas infecciosas graves e o grupo de doadores apresentaram redugdes
de aproximadamente 73%, 88% e 82%, respectivamente, na [GLN]. Observou-se uma
elevagdo significativa na [Creatinina] nos grupos doadores e com doengas infecciosas graves
quando comparados aos animais sadios (P<0,05). Nao ocorreram diferengas nas [Ureia],
[Fibrinogénio] e [Glicose] entre os grupos (P>0,05). A [PPT] foi mais elevada no grupo com
cancer (P<0,05) e o hematdcrito no grupo doadores (P<0,05). Conclui-se, entdo, que nos
grupos de animais enfermos e doadores de sangue, a degradacdo da GLN ¢ elevada, o que
pode comprometer a disponibilidade desse nutriente para os tecidos consumidores durante a
evolucdo das enfermidades e pode dificultar a recuperacdo. O estabelecimento de um
tratamento higiénico-dietético com a suplementagdo de GLN podera ser um importante
suporte nutricional para os enfermos ou doadores de sangue.

Palavras chave: Cancer, Aminoacido, Glicose, Caquexia.



ABSTRACT

Glutamine metabolism in healthy and sick dogs

Glutamine (GLN) is produced in different tissues through the enzime glutamine synthetase
(GS). Muscular tissue, due to its extensiveness, is the largest producer of this amino acid,
followed by lungs, liver and placenta. Enterocytes and immune system cells are the largest
consumers. During severe infections and diseases that produce catabolism, there is an
elevated breakdown of GLN, which can be compensated, up to a certain point, by an increase
in GS expression. To better a understanding of GLN metabolism in dogs, whether healthy or
not, we envisioned this experiment which had the objective of determining the [GLN] and
other blood metabolites associated with protein metabolism in healthy dogs, blood donors,
with cancer or with severe diseases. Blood samples were collected from 133 animals, divided
into four groups: healthy, with cancer, severe infectious disease, and blood donors.
[Glutamine], [Glutamate], [Urea], [Creatinine], [Total Plasma Protein] (TPP), [Glucose],
[Fibrinogen] and hematocrit were determined in each sample. The body score index (BSI)
was also determined. The results were analyzed using ANOVA, with a significance level of
P<0,05, and Tukey's test with post hoc, with P<0,05. The results indicate thAT was no
statistical difference in BSI between the group with cancer and the healthy group (P<0,05),
but there was a difference when these were compared to the blood donor and infectious
disease groups (P>0,05), where the latter had lower IEC. [GLN] and [GLN+GLU] were
significantly lower than in the healthy animals (P<0,05), where the groups with cancer,
infectious diseases and blood donors had a reduction of ~82%, ~73% e ~88%, respectively in
their [GLN]. We observed a significant elevation in [Creatinine] in the blood donors and
infectious diseases groups when compared to the healthy animals (P<0,05). There were no
differences in [Urea], [Fibrinogen] and [Glucose] between groups (P>0,05). The [TPP] had
higher values in the group with cancer (P<0,05) and the hematocrit in the group with blood
donors (P<0,05). We conclude that, in the groups with sick animals and blood donors, there is
an elevated degradation of GLN, which might compromise its availability for the consumer
tissues during the evolution of an illness, which in turn could make for a difficult recovery.
Establishing a hygienic and dietary management through GLN supplementation can be an
important nutritional support for sick animals or blood donors.

Keywords: Cancer, Amino acids, Glucose, Cachexia.
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INTRODUCAO

Pela forte relagdo entre nutri¢do e imunidade, tem-se observado o uso cada vez mais
frequente de nutrientes especificos visando ao reparo e a conservacdo da resposta imune. A
administracdo de alguns nutrientes em doses superiores as necessidades alimentares didrias
pode prevenir caréncias organicas e atuar como agente terapéutico. Entre os nutrientes que se
enquadram nessa classificacdo estdo: arginina, &cidos graxos Omega-3, glutamina,
nucleotideos, micronutrientes e vitaminas antioxidantes. Devido ao efeito que causam, esses
nutrientes sdo comumente chamados pelos termos: imunonutri¢do, nutricdo farmacologica e
nutri¢do terapéutica (BARBUL et al, 1990; FIGUEIREDO, 2009).

Existe uma correlagdo entre doenga, nutri¢do e imunidade. Uma doenga primaria leva
ao aumento do catabolismo e das necessidades nutricionais. Sendo assim, esta condigdo ¢é
geralmente acompanhada pela anorexia. O conjunto destes fatores leva ao consumo acelerado,
elevando a perda das reservas nutricionais do organismo, resultando, assim, na desnutri¢ao
(TENNANT, 1996).

A essencialidade nutricional de um composto quimico se refere a incapacidade do
organismo de sintetizd-lo em quantidades suficientes para atender uma determinada fun¢ao
fisiologica indispensavel. Muitas substincias consideradas nutricionalmente ndo essenciais
também participam das fungdes fisiologicas vitais, porém podem ser sintetizadas em taxas
suficientemente rapidas para atender a demanda, a partir de precursores prontamente
disponiveis (CURI, 2000).

A glutamina (GLN) ¢ um aminoacido ndo essencial, regularmente produzido no
organismo animal em condig¢des normais de satde, sendo esse o mais abundante no corpo dos
animais, ¢ armazenado em grande parte, cerca de 60%, no tecido muscular (STIPANUK e
WATFORD, 2006). Também ¢ o aminoacido em maior quantidade no sangue (70-80%). Em
determinadas condi¢des, que vao desde a lactacdo até o cancer, a GLN ¢ considerada
condicionalmente essencial, pois a produgdo corporal ndo atende as necessidades do animal.
Por este motivo, tem-se estudado seu metabolismo, tanto em condi¢des fisiologicas quanto
patologicas, em varias espécies animais (ROUDEBUSH et al., 2004; MACEDO et al, 2008).

A GLN ¢ produzida por diferentes tecidos através da enzima glutamina sintetase (GS),
sendo que o tecido muscular, devido ao seu tamanho, ¢ o maior produtor desse aminodacido,

seguido pelos pulmdes, figado, e placenta. Os enterdcitos e as células do sistema imune
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(globulos brancos e macrofagos) sdo os maiores consumidores (MARCHINI et al., 1999). O
corpo animal produz endogenamente esse AA, entretanto, toda ou quase toda GLN utilizada
pelos enterdcitos € oriunda da alimentacdo e ndo chega a corrente sanguinea (STIPANUK e
WATFORD, 2006). Algumas enfermidades modificam a concentragdo de AA no sangue e
também produzem alteracdes no indice de escore corporal, que podem predispor o animal ao
aparecimento de outras enfermidades metabolicas, dificultando a recuperacdo durante o
tratamento (WEETH et al., 2007).

Durante as infec¢des graves e enfermidades que produzam catabolismo (Por exemplo
o cancer) ha um consumo elevado da GLN, que pode ser compensado por um determinado
periodo com o aumento da expressdao da GS e com isso producdo e liberacdo da GLN
muscular (WAGENMAKERS, 1998a). Essa compensagdo provavelmente modifica o escore
corporal tanto no sentido de perda de massa muscular quanto no sentido de aumento da massa
de gordura (WEETH et al., 2007). Essa perda de massa muscular ¢ bastante visivel nos
pacientes com cancer, que tém sua recuperacgao retardada apos o tratamento devido ao grave
catabolismo que ocorre. Assim sendo, o conhecimento das possiveis variagdes plasmaticas da
GLN, associado a outras dosagens hematologicas, pode facilitar o estabelecimento de
programas terapéuticos e de nutri¢do clinica que favoregcam a recuperacdo dos animais com
patologias graves (ROUDEBUSH et al., 2004; OGILVIE et. al, 1998).

A glutamina ¢ essencial na regenera¢do do tecido lesado (SMITIH e WILLMORE,
1990), devido a sua utilizagdo na sintese de purinas e pirimidinas (LOBLEY, et. al 2001),
utilizada como fonte de energia na sintese de ATP (BULUS, et. al, 1989). Por isso, torna-se
importante o conhecimento das possiveis variagdes na [GLN] e [GLU] em caninos. Espera-se
que animais enfermos ou com perda de sangue possam apresentar redugdo na concentracao da

glutamina plasmatica sanguinea, quando comparados aos sadios.

1.1 Justificativa

Doengas infecciosas ou neoplasicas aumentam o consumo organico da glutamina,
modificando a classificagdo deste aminoacido de ndo essencial para condicionalmente
essencial. Esse aumento ocorre devido as fungdes desempenhadas pela GLN especialmente
em células de replicagdo rapida como as do sistema imunologico e enterdcitos, sendo utilizada
como substrato energético. Desta forma, a dosagem de GLN torna-se necessaria quando os

animais apresentam insulto catabolico como trauma, neoplasias ou infecgdes graves, onde
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existe redugdo das reservas desse AA em diferentes tecidos, sendo mais importante no

musculo e no sangue.
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2. OBJETIVOS

2.2 Objetivo Geral
Objetivou-se caracterizar as possiveis variacdes na concentracdo de glutamina e
glutamato de cdes com enfermidades que produzam estado catabdlico e outros marcadores do

metabolismo das proteinas nos caninos.

2.3 Objetivos especificos
Obejtivou-se mensurar as concentragcdes de glutamina, glutamato, glutamina +
glutamato, determinar o valor de Hematdcrito, quantificar a concentragdo dos valores de uréia
e creatinina, a concentracdo de fibrinogénio, indice de escore corporal, determinar a

concentragdo de proteina plasmatica e a concentrag@o de glicose sérica dos animais estudados.
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3. REVISAO DE LITERATURA

3.1 Metabolismo da Glutamina (GLN) e Glutamato (GLU) em animais sadios e

enfermos

A glutamina ¢ o aminodcido livre mais abundante no plasma e no tecido muscular, ao
mesmo tempo em que apresenta diversas fun¢des importantes no organismo, o que reforca seu
papel relevante tanto em estados normais como fisiopatologicos (ROGERO et al., 2004). Este
aminodcido ¢ utilizado em altas taxas por células com elevado turnover, como enterdcitos e
leucdcitos, para fornecer energia e favorecer a biossintese de nucleotideos, além de atuar tanto
no anabolismo protéico, quanto na promog¢do do processo de adaptacdo e crescimento de
tecidos altamente especializados (NEU et al., 2002).

Dentre os o¢rgdos envolvidos na sintese de glutamina, incluem-se o musculo
esquelético, pulmdes, figado, cérebro e o tecido adiposo, os quais contém atividade da enzima
glutamina sintetase, que catalisa a conversao de glutamina a partir de amonia e glutamato, na
presenca de ATP. Todavia, o tecido muscular, por ser o de maior volume ¢ o que apresenta a
maior significancia na producdo da GLN sob diferentes situacdes (WAGENMAKERS et. al,
1998a), como representado na figura 1. Por outro lado, tecidos que sdo primariamente
consumidores de glutamina, como as células da mucosa intestinal, leucdcitos e células do
tubulo renal, contém elevada atividade da enzima glutaminase, responsavel pela hidrolise da
glutamina e sua conversdo em glutamato e amonia (WASH et al., 1998). Sob certas
condi¢des, tal como reduzido aporte de carboidratos, o figado pode tornar-se um sitio
consumidor de glutamina (ROGERO, et. al, 2000; ROGERO et al., 2006).

As concentracdes plasmatica e tecidual de glutamina se apresentardo diminuidas em
situacdes clinicas e catabolicas, tais como: traumas, queimaduras, sepses, pos-operatorio,
diabetes nio-controlado e apds exercicio exaustivo (PARRY-BILLINGS et al., 1989). E
essencial na regeneragdo do tecido lesado (SMTIH e WILLMORE, 1990), devido a sua
utilizagdo na sintese de purinas e pirimidinas (LOBLEY, et. al, 2001), como fonte de energia
na sintese de ATP (BULUS, et. al, 1989) e na gliconeogénese, aumentando o consumo de
glutamina na mucosa intestinal (FREITAS e PENA, 2006). Nas neoplasias, a GLN
juntamente com a glicose, sdo os dois mais importantes biomarcadores utilizados pelas

células neoplasticas participando em diferentes fungdes para o seu crescimento € manutengao
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dessas células (SOUBA, 1993; DeBERARDINIS et al., 2008; DeBERARDINIS ¢ CHENG,
2010), conforme visto na figura 2.

Em alguns processos infecciosos, a degradagdo de proteina pode se tornar elevada,
condi¢do esta em que a liberagdo de glutamina excede sua sintese no musculo esquelético,
priorizando a manuten¢do da saide do animal, resultando na redugdo da concentracio
intracelular de glutamina (FREITAS e PENA, 2006). Essas situacdes levaram a modifica¢ao
da classificacdo da glutamina de aminodcido ndo essencial ou dispensdvel para aminoacido
condicionalmente essencial ou condicionalmente indispensavel (SMITH, el. al, 1990).

A glutamina, pode atuar como regulador metabolico para aumentar a sintese de
proteina e reduzir o catabolismo proteico se suplementada na dieta, mantendo uma taxa
normal de deposicdo no musculo esquelético (YI, et. al, 2005), passando assim a ser
considerado um aminoacido condicionalmente essencial, quando apresenta alguma
enfermidade e o consumo superar sua sintese (BOELENS, et. al, 2004).

Grande parte dos estudos sobre o metabolismo da glutamina estd associada a acidose
metabolica de origem renal, ao desenvolvimento dos enterdcitos e ao uso da suplementagao
da glutamina em animais com enfermidades hepaticas, cancer, cicatrizag¢do e atrofia muscular
(OLSON, 2006), em caninos e felinos, assim como em outras espécies domésticas. Diversos
estudos com esses animais t€ém demonstrado que a glutamina melhora a fun¢do da barreira
intestinal, diminuindo a permeabilidade e aumentando a cicatrizagdo da mucosa (LI et al.,
1994).

A glutamina ¢ convertida no momento em que entra no ciclo de Krebs, originando o
malato, e no citosol, ocorre a produ¢do do piruvato e NADPH a partir do malato, sendo o
NADH importante nas reagdes de producao de radicais livies (NEWSHOLME, 2001).

O catabolismo da glutamina ¢ regulado pela glutaminase dependente do fosfato
(glutaminase 1), localizada na mitocondria, onde catalisa a hidrolise da glutamina para formar
glutamato e amonia (l-glutamina + H,O — l-glutamato + NH3). A glutamina também sofre
transaminacdo no figado via glutamina transaminase (a-cetoacido + L-glutamina <«
Aminoéacido + l-glutamato). Através da glutamina sintetase, o glutamato ¢ convertido em
glutamina, como representado pela equagdo: Glutamato + NH; +ATP < Glutamina + ADP +
Pi (COLLEONE, et. al., 2000).

O glutamato ¢ um aminoacido ndo essencial, encontrado em abundancia na natureza.

Ele ¢ um componente natural presente em praticamente todos os alimentos que contém
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proteinas, como carnes, peixes, leite e muitos vegetais (REEDS et al., 2000). Ele ¢ produzido
a partir da transaminacdo do a-cetoglutarato, originando metabdlitos como o piruvato ou o
oxalacetato, que participam em vias metabolicas como a gliconeogénese, a glicélise ou o ciclo
dos acidos tricarboxilicos. O glutamato ingerido ¢ absorvido rapidamente no intestino, tendo
50% de sua concentragdo metabolizada em CO,. Alguns estudos verificaram que esta
metabolizacdo do glutamato ¢ o maior aporte na produgcdo de energia usada pelo intestino
(REEDS et al., 2000).

AKIBA et al. (2003) verificaram que o glutamato protege a mucosa gastrica contra a
acao de micro-organismos, como o Helicobacter pylori, devido aos estimulos que promovem
a liberagdo do muco protetor, reforcando a defesa da mucosa géstrica. Recentemente, foi
confirmada a presenca de receptores especificos para o glutamato na lingua, estdmago e
intestino (MARUYAMA et al., 2006). Toyomasu et al. (2010) observaram que o glutamato
monossodico estimula a motilidade intestinal e acelera o esvaziamento gastrico em caes,

tornando-o benéfico para a digestdo de alimentos proteicos.

3.2. Neoplasias e sua acdo sobre o metabolismo animal

A incidéncia das neoplasias em animais de companhia tem crescido
consideravelmente. Este aumento ocorre devido a varias razdes, sendo a principal a maior
longevidade destes animais (WITHROW, 2001). Mesmo assim, existem poucos estudos
epidemioldgicos sobre a incidéncia de cancer em animais no Brasil. Withrow e Macewen
(2007) relatam que 45% dos caes com mais de 10 anos e 32% dos gatos, independentemente
da idade, morrem de cancer todos os anos. Observaram ainda que 20% dos caes com algum
tipo de neoplasia apresentam o quadro de caquexia paraneoplasica. Essa caquexia faz parte do
processo metabolico que se desenvolve no corpo do animal que aloja o tumor.

Os tumores sdo entidades metabolicas que funcionam como 6rgdos diferenciados, que
se desenvolvem consumindo os nutrientes presentes na corrente sanguinea e secretam
subprodutos que podem ser utilizados em outras partes do corpo do animal portador da
neoplasia (DeBERARDINIS e CHENG, 2010). Basicamente, as neoplasias resultam na
acumulag¢do de mutagdes que desregulam o crescimento celular, os pontos de controle desse
crescimento e a morte celular, além de promover condigdes no microambiente que favorecem

o seu desenvolvimento (JIN e WHITE, 2007). Sendo assim, as células tumorais apresentam
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um comportamento autonomo quando comparados com as células normais do corpo do
animal, consumindo nutrientes rapidamente, principalmente glicose e glutamina
(DeBERARDINIS et al., 200),9 conforme esquema da figura 2.

Uma importante parte do metabolismo tumoral foi descrito por Otto Warburg nos anos
50 do século passado, e demonstrou que as células neoplasicas consomem rapidamente a
glicose, convertendo grande parte em lactato, o que ¢ conhecido como efeito Warburg.
Entretanto, mais recentemente, o metabolismo tumoral foi melhor descrito, demonstrando que
a glicdlise aerdbica, presente nos tumores, ¢ apenas um dos componentes do metabolismo
energético tumoral (DeBERARDINIS et al., 2009).

A célula neoplasica utiliza preferencialmente a glicose como substrato energético, e
produz lactato e alanina (BRAHIMI-HORN, 2007; GUPPY, el. al, 2002). Em contrapartida,
Bertevello e Seelaender (2001) descrevem que os niveis plasmaticos de glicose em pacientes
portadores de neoplasias podem ndo se apresentarem baixos em funcdo do aumento na
gliconeogénese. J4 Withrow e Macwen (2007) afirmam que a hipoglicemia pode ocorrer em
caes quando estes apresentam determinados tipos de tumores como os de célula B, melanoma,
hepatoma, carcinoma hepatocelular, hemangiosarcoma e adenocarcinoma unilateral nos rins,
sendo mais comum nos insulinomas.

Outro importante nutriente envolvido no metabolismo dos tumores ¢ a glutamina, que
atua como componente anaplerdtico, e NADPH necessarios para o desenvolvimento das
células neoplésicas entre outras funcdes (DeBERARDINIS et al., 2008; DeBERARDINIS e
CHENG, 2010; MARTINS, 2003). Contudo, deve-se observar que o mecanismo regulador do
uso da glutamina ou da glicose pelas células tumorais pode ser controlado por processos de
"signaling" independentes, presentes dentro das mesmas células (DeBERARDINIS e
CHENG, 2010).

O processo pelo qual a glutamina ¢ utilizada pela célula tumoral ¢ descrita como
glutaminolise (DeBerardinis et al., 2008). Esse mecanismo estad associado a elevada produgao
de alanina e lactato, que podem ser utilizados na gliconeogénese, mas também podem suprir a
necessidade de compostos para producio de citrato, que ird participar do TCA e com isso
produzir acidos graxos, e para a sintese de nucleotideos e outras proteinas (DeBERARDINIS
et al., 2008; WISE e THOMPSON, 2010). Ainda ¢ importante ressaltar que as células
tumorais presentes em diferentes neoplasias, como as de pancreas e leucemia mielogénica,

ndo sobrevivem em ambientes sem a presenca de glutamina (WISE e THOMPSON, 2010),
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que e necessaria para diferentes fases do ‘"signaling" nas células cancerigenas
(DeBERARDINIS et al., 2007). Também tem sido observado que em pacientes com cancer
pode ocorrer uma hipoglutaminemia, que tem como causas a propria enfermidade, como
também os efeitos catabolicos da terapia anti-neopldsica (SOUBA, 1993; WISE E
THOMPSON, 2010).

A utilizagdo da glutamina ocorre dentro da mitocondria do tumor (MEDINA, 2001).
Martins (2003) verificou que a concentracdo de glutamina ¢ inversamente proporcional ao
crescimento da neoplasia. Assim baixa concentracdo ¢ atribuida em parte ao aumento da
atividade da enzima glutaminase e uma diminui¢do da enzima glutamina sintetase. (SZELIGA
e OBARA-MICHLEWSKA, 2009). Segundo Goldin et. al, (1996) e Medina (2001), a
glutamina ¢ essencial para o crescimento do tumor, servindo como fonte de energia direta
para os tecidos neoplasicos (SZEILIGA e OBARA-MICHLEWSKA, 2009), produzindo
mudanga marcante no metabolismo da glutamina (GOLDIN et. al, 1996; MEDINA, 2001).
Essa alteragdo ocorre de tal maneira que o metabolismo do nitrogénio do animal ¢ acomodado
as exigéncias avancadas de glutamina pelo tumor (MEDINA, 2001).

A vascularizagdo ¢ um fator limitante para o metabolismo da GLN que, para sua
oxida¢do, depende fundamentalmente do aporte de oxigénio para os tecidos. O tecido tumoral,
quando bastante vascularizado, utiliza glutamina ativamente. A demanda desse AA pelo
tecido tumoral compete com a dos outros tecidos que também utilizam o metabdlito. De modo
geral, a demanda de glutamina pelos leucdcitos ¢ ainda maior, pois o crescimento neoplasico
deve estimular a fun¢do imunolégica, com aumento da producao de citocina. Com isso, para
que o organismo tenha suprimento adequado do substrato, as vias de sintese nos tecidos
produtores devem ser ainda mais estimuladas (FERNANDES, et. al.; 2000). Spivak (2005)
descreveu que a ativagdo do sistema imune estimula a produ¢do de citocinas inflamatdrias que
inibem a sintese de globulos vermelhos, direta e indiretamente através da ativacdo de
macrofagos citotoxicos ou supressdo na producdo de eritropoetina, ou ainda pelas
hemorragias provocadas pela neoplasia e em muitos casos caquexia.

Alguns animais com neoplasia apresentam caquexia paraneoplasica, que ¢ uma
sindrome complexa, que resulta na perda de peso progressiva, mesmo quando héa ingestao
aparentemente normal de alimentos e nutrientes. Essa sindrome acontece devido a alteragao
do metabolismo dos carboidratos, proteinas e lipidios (ANTUNES e MORENO, 2009), e

possivelmente ¢ secundaria a agdo de hormoénios ou de citocinas (fator de necrose tumoral,
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interleucina-1, interleucina-6, interferons alfa e gama) (OGILVIE e ROBISON, 2004). Desta
forma, ha diminuicao na qualidade de vida dos animais, afetando a resposta ao tratamento da
neoplasia e reduzindo o tempo de sobrevida. As alteragdes metabolicas associadas com essa
caquexia afetam um grande percentual dos animais com neoplasias, mesmo antes das
manifestagdes clinicas da perda de peso (ANTUNES e MORENO, 2009). Além disso, a
degradagdo de proteinas, que geralmente excede a sua sintese, resulta em balango negativo de
nitrogénio (ANGELO e OLIVEIRA, 2009, OGIVELE e ROBISON, 2004). A perda de massa
muscular esquelética esta relacionada com a presenga do fator de necrose tumoral (TNF o)
(ANTUNES, 2009; ANGELO, 2009) e frequentemente presente nos pacientes com cancer,
estd associada a uma significativa deplecdo na concentragdo de glutamina no tecido muscular
esquelético. Por isso a suplementacdo com glutamina tem sido indicada para pacientes com

esse tipo de problema (SOUBA, 1993).

3.3 Doencas infecciosas associadas ao estado catabdlico e seus efeitos sobre o
metabolismo dos animais

A sindrome clinica causada por agentes infecciosos ¢ comum na clinica de pequenos
animais. Dentre as doencas infecciosas, podemos citar as de origens parasitarias,
gastrointestinais, do trato respiratorio e as cutaneas, as de origem bacteriana, fingicas, virais e
provocadas por protozoarios. Para se chegar a um diagnostico clinico, deve-se associar a
clinica do animal com a anamnese, e estabelecer uma lista de diagndsticos possiveis
(diagnostico diferencial), onde serdo necessarias a realizacdo de exames laboratoriais
apropriados para o caso (LAPPING, 1998).

A cinomose ¢ uma doenga viral que afeta os sistemas respiratorios, gastrointestinal e
nervoso central. Os animais doentes podem apresentar lesdes respiratorias, gastrointestinais,
cutaneas e neuroldgicas (KOUTINAS et. al, 2002). Essa enfermidade ¢ causada por um
Morbillivirus da familia Paramyxoviridae (HASS e BARRETT, 1996). Caes de qualquer
idade, raca e sexo podem ser acometidos, contudo, ha uma maior predilecao por filhotes e
caes nao vacinados (LAPPING, 1998).

O parvovirus pertencente a familia Parvoviridae, subfamilia Parcovirinae (COETZER
e TUSTIN, 2004) acomete caes de qualquer raga, idade e sexo, mas acomete principalmente
caes jovens e ndo vacinados (GRANO, et. al 2009.). Sua transmissdo se da por contaminagao

fecal-oral (FRADA, 2009) apresentando como sinais clinicos febre, vomitos, diarreias,
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desidratacdo rapida e alta mortalidade (STROTTMANN, 2008). O quadro diarréico pode
apresentar-se de diferentes formas, com cor amarelada, tragos de sangue ou até hemorragico
(DECARO, 2005).

A mucosa intestinal ¢ composta por células imunes, neuroendocrinas e inumeros
enterocitos, sendo capaz de perceber o ambiente nutricional e antigénico e ainda atuar na
defesa do organismo. A resposta do organismo frente a um processo infeccioso ¢ iniciada
primeiramente com a a¢do dos neutrofilos, sendo estes mais abundantes na circulacdo, por
ser a primeira linha de defesa das células sanguineas, realizam a fagocitose de antigenos.
Ocorre, entdo, a ativagdo e a proliferacao de linfocitos T, que consequentemente estimulam a
atividade dos macrofagos e linfocitos B através da liberacao de citocinas (NEWSHOLME,
2001).

Outra infec¢do comum em cdes ¢ a piometra, a qual se caracteriza pelo acimulo de
secrecdo purulenta no limen uterino, devido a hiperplasia endometrial cistica junto a uma
infeccdo bacteriana. Esta doenga ¢ originada por alteragdes hormonais que permitem a
instalacdo de infecgdes secundarias (WEISS et. al, 2004). As secrecdes presentes permitem a
proliferacdo bacteriana, que ¢ favorecida pela inibi¢do da resposta leucocitaria a infeccao
uterina (FERREIRA e LOPES, 2000).

Em resposta a diferentes tipos de agressdo, sejam eles quimicos, fisicos ou bioldgicos,
o organismo responde através de uma resposta inflamatoria local, que ¢ responsavel pela cura
e reconstitui¢do dos tecidos afetados. Na fase aguda da inflamacdo, ocorrem alteracdes
vasculares, humorais, neurologicas, e celulares. A sindrome da resposta inflamatoria ¢é
caracterizada pela presenca de febre, anorexia, balango hidrico positivo e hiperglicemia
(SANTOS, et. al, 2000.). Independentemente da causa desencadeante, ocorre um aumento
da sintese hepatica, e consequentemente, dos niveis séricos das proteinas de fase aguda
(SEYMOUR et. al, 1997).

Alguns trabalhos cientificos indicam como principais proteinas de fase aguda a
proteina amiloide sérica (PAS), a proteina C reativa (PCR), o fibrinogénio, a proteina ligante
de manose (PLM), a haptoglobina (Hp), a ceruloplasmina (Cp), a a-1-antitripisina, e a a-1-
glicoproteina sérica (YAMAMOTO et al., 1993). Carvalho et. al, (2008), Observaram
aumento no fibrinogénio de cadelas, que apresentavam infecgdes bacterianas (piometra) em
quase 100%, (p<0,0001). Em outro trabalho realizado por Nakasu et. al (2011), observou-se

que 34% dos animais atendidos no Hospital Veterinario da Universidade Federal de Pelotas
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apresentavam aumento do fibrinogénio e que destes, 48,7% ndo apresentavam alteracdo
leucocitaria, revelando o fibrinogénio como marcador agudo do processo inflamatoério.

A glutamina ¢ utilizada em altas taxas por células isoladas do sistema imune (linfocitos,
macroéfagos e neutréfilos), seja em uma resposta sistémica ou local. E importante na
proliferacdo de linfécitos, na produgdo de citocinas, em atividades de fagocitose e secre¢do de
macrofagos, e também na morte bacteriana pelos neutrofilos (NEWSHOLME, 2001). A taxa
de utilizagdo de glutamina por neutréfilos, linfocitos e macrofagos € similar ou até mesmo
maior que a da glicose (CURI, 2000). Em pacientes com cancer, o aparecimento de
enfermidades secundarias devido a translocagdo de bactérias no trato intestinal também esta
associado, a reducdo da concentracdo de glutamina no sangue e com isso reducdo da prote¢ao
das células como linfocitos e macréfagos e da nutricdo dos interceptos (SOUBA, 1993;
McARDLE, 1994).

Quando se instala uma infec¢do no organismo, ocorre também a ativacdo da funcdo
imunolégica. A estimulagdo da resposta imune leva a alteragdes marcantes no metabolismo
dos leucocitos, macrofagos e neutrdfilos. Esse efeito ¢ acompanhado pela elevacdo do
consumo de GLN por essas células de defesa e, portanto passa a haver uma demanda maior
de producdo desse AA pelo musculo esquelético, sem reduzir acentuadamente a sua oferta
para outros tecidos. Quando essa situagdo perdura, a protedlise reduz a reserva de proteinas
metabolizdveis e a massa proteica, instalando-se a caquexia. Em condi¢des como essa, as
vias geradoras de GLN apresentam-se exaustas e como consequéncia, ocorre uma redugdo do
seu suprimento ao organismo, alterando assim a funcionalidade dos 6rgdos vitais. Isto resulta
assim no agravamento do quadro clinico e das condi¢des de sobrevida do paciente (CURI,
2000).

Em alguns processos infecciosos, pode haver uma elevagdo na degradagdo de proteina,
onde a liberacdo de glutamina excede a sua sintese no musculo esquelético, o que leva a
reducdo da concentracdo intracelular do AA. (NEWSHOLME, 2001), para priorizar a
sobrevivéncia do animal. A GLN também pode atuar como um regulador metabolico, quando
¢ necessario aumentar a sintese de proteina e reduzir o catabolismo proteico, quando
suplementada na dieta, mantendo assim a taxa de deposicdo proteica no musculo esquelético
dentro da normalidade (YI et al, 2005). Sendo assim, quando o consumo excede a sua

sintese, a GLN passa a ser classificada como aminoacido essencial (BOELENS et al., 2004).
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Estudos realizados por Souba (1993), onde foram avaliados os efeitos da glutamina sobre
a capacidade bactericida in vitro de neutrofilos, observou-se que ha um aumento da fungao
bactericida das células, porém nao se conhece o mecanismo pelo qual isso ocorre.

Através da circulagdo, a glutamina ¢é captada pelos linfocitos e pode ser utilizada como
substrato para a sintese de purina e pirimidinas. Na mitocondria, a glutamina ¢ desaminada
pela glutaminase dependente de fosfato, gerando glutamato que, juntamente com aspartato e
lactato, sd@o os metabdlitos formados em maior quantidade. Apesar da oxidagdo da glutamina
ser parcial, este aminoacido juntamente com a glicose, ¢ essencial para a manutencdo da
demanda energética no linfocito. A taxa de utilizagdo de glutamina apresenta-se aumentada

quando os linfocitos sdo expostos a antigenos especificos (PERES, el. al, 2000)
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4. MATERIAL E METODOS

4.1 - Local da pesquisa e animais experimentais

A Comisséo de Etica e Bem-Estar Animal da UFRPE — CEUA autorizou essa pesquisa
pelo protocolo 23082.006184/2010.

A pesquisa foi realizada com animais gerando a formagdo quatro grupos, descritos a

seguir.

Animais Sadios

__Grupo 1 (G1): animais sadios oriundos de dois grandes canis no bairro de Aldeia,
em Camaragibe, Pernambuco. Esses animais formaram o Grupo 1 (G1), com 46 cdes e em
manutengdo, da raga Dogue Alemao, alimentados apenas com ra¢gdo Premium, alojados em
boxes individuais, adultos, com idade entre um e oito anos, de ambos os sexos, mantidos em
canis comerciais.

__Grupo 2 (G2): doadores de sangue alojados em um canil no bairro da Imbiribeira,
Recife, Pernambuco. Formado por 22 animais da raga Greyhound, sadios, com idade entre um
e oito anos, de ambos os sexos. Este canil tem o Unico intuito de manter animais para doar
sangue. Os animais doam sangue, em média, a cada 30 dias. Se alimentam exclusivamente de
racdo super-premium especifica para animais de grande porte. Todos os animais eram
vacinados e livres de enfermidades. Viviam em canis separados por grupos, sendo que a
quantidade de animal por canil dependia do espago fisico. Assim os boxes possuiam dois,
quatro ou cinco animais. A alimentacdo era oferecida a eles dentro no recinto, de forma
coletiva.

Animais enfermos

Os grupos 3 e 4 foram constituidos por, animais enfermos atendidos na rotina do
Hospital Veterinario da Universidade Federal Rural de Pernambuco (UFRPE), localizado na
cidade Recife.

__Grupo 3 (G3): animais que apresentavam neoplasias (n=46), sem restricao de idade
ou sexo, que se alimentavam de racdo e/ou de comida caseira, viviam livres no ambiente
familiar.

___Grupo 4 (G4): portadores de doencas infecciosas (n=19), sem restri¢do de idade ou

sexo. Os animais residiam no Estado de Pernambuco, em municipios variados. Alimentavam-
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se de rag¢do e/ou de comida caseira, viviam livres no ambiente familiar. Para esse grupo foram
selecionados aqueles que apresentavam as seguintes enfermidades: Cinomose, Gastrenterites,
Parvovirose e Piometra. A escolha destas doencas foi pelo fato de serem doengas de alta

incidéncia no Hospital Veterinario.

4.2. Coleta de material

Todos os exames foram realizados no Laboratorio de Patologia Clinica Veterinaria, do
Hospital Veterinario (Departamento de Medicina Veterinaria) e no Laboratorio de Biologia
Molecular Aplicada a Producdo Animal (Biopa), do Departamento de Zootecnia, ambos
localizados na UFRPE.

As amostras sanguineas foram colhidas através de venopunc¢do da jugular e o sangue
foi imediatamente colocado em tubo contendo solu¢do de anticoagulante dacido
etilenodiaminotetra-acético tripotassico (EDTA-K3) a 10%, para a realizacdo do hemograma.
Uma aliquota foi separada para dosagens de glutamina e glutamato, imediatamente submetida
a acidificacdo e neutralizacao conforme descrito por Manso Filho et al, (2008).

Outra fracdo de sangue sem anticoagulante, foi reservada para andlises bioquimicas (ureia,
creatinina). A glicemia foi realizada através de bioquimica seca, com o glicosimetro. As
amostras de hemograma foram encaminhadas imediatamente para o Laboratdrio de Patologia

Clinica Veterinaria (LPCV) e as dosagens de glutamina e glutamato, para o BIOPA.

4.3. Processamento das amostras

4.3.1 Hematocrito, Dosagem de fibrinogénio e Proteina plasmatica total

Para tais determinagdes, segundo Jain, (1986) utilizaram-se aliquotas de sangue com
EDTA, recém colhido e as técnicas do microhematocrito, de precipitacio a 56°C,
refratometria para determinagdo de hematdcrito, fibrinogénio, e proteina plasmatica total

respectivamente.
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4.3.2 Bioquimica sérica (Ureia e Creatinina)

Para a andlise bioquimica, as amostras de soro sanguineo foram descongeladas e
processadas em analisador bioquimico', utilizando-se kits bioquimicos® seguindo orientagdo
do fabricante.

Para garantir o padrdo de qualidade das analises, s6 foram descongeladas as amostras
que seriam processadas no mesmo dia, ou seja, nenhuma amostra foi descongelada e
congelada novamente para ser analisada posteriormente.

A dosagem de glicose foi realizada através da bioquimica seca, utilizando-se sangue

total, sendo realizada no instante da coleta, com glicosimetro”.

4.3.3 Glutamina e Glutamato

As concentragdes de Glutamato livre e Glutamina foram analisadas em extratos
desproteinizados, neutralizados de sangue total, apds a conversdo inicial de glutamina em
glutamato, utilizando-se glutaminase seguida pela deteccdo enzimatica do glutamato

(MANSO, 2008). A leitura foi realizada em um Espectrofotdmetro®.

4.3.4 indice de escore corporal (IEC)

Foi utilizado o método descrito por Edney e Smith, (1986) no qual o animal ¢ avaliado
por cinco categorias distintas, que sdo: 1 - caquético, 2 - magro, 3 -condi¢do ideal, 4 - com
sobrepeso e 5 - obeso. Adaptado, onde 6 - obeso sem diferenga entre a garupa e o torax e 7 -
obeso com dificuldade de locomogdo. O fluxograma utilizado pode ser visto Figura 3 do

anexo 5.

! Analisador bioquimico semi-automatico D-250, Goias, Brasil
2 Reagentes Dolles, Goias, Brasil.

* Accu-chekadvantage, Roche Diagnostics, Brasil.

* Espectrum SP 2000, Xangai, China.
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4.2. Analise Estatistica
Os dados inicialmente foram avaliados pelo programa SigmaStat’ usando-se Analise
de Variancia (ANOVA), para mais de trés grupos, com nivel de significancia estabelecido em

5%. Em seguida as diferencas entre as médias foram identificadas através do teste Tukey, em

nivel de 5%.

* Versdo 3.0, Jandel Scientific, San Rafael, CA
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5. RESULTADOS

Foram analisadas 68 amostras sanguineas de animais sadios (46 ndo doadores e 22
doadores de sangue) e 65 amostras de cdes que apresentavam alguma enfermidade (19 com
doengas infecciosas e 46 com neoplasias); listados nos Quadros 1, 2, 3 e 4. As amostras de
sangue foram colhidas com a autorizacdo de seus tutores.

Os resultados demonstraram que [GLN] e de [GLN+GLU] estavam reduzidas nos
animais enfermos (G3 e G4) e doadores de sangue (G2) quando comparados com os animais
sadios (P<0,05). Sendo que o grupo com cancer, grupo com doencas infecciosas graves e
grupo de doadores apresentaram uma reducdo de ~73%, ~88% e ~82%, respectivamente, na
[GLN] em relagdo aos animais sadios (Tabela 1). As [GLU] mais elevadas foram observadas
nos animais com neoplasia e naqueles com grave enfermidade e os valores mais baixos
observados nos aninais sadios do G1 (P<0,05).

J& os resultados das concentra¢des de Proteina Plasmatica Total (PPT) demonstraram
que os animais com cancer apresentaram niveis mais elevados quando, comparados com os
demais grupos (P<0,05). Enquanto que os valores de creatinina e hematocrito foram mais
elevados no grupo de doadores de sangue (P<0,05) conforme pode ser visto nas Tabelas 2 e 3.
Nao foram observadas diferencas entre os grupos nas concentracdes de fibrinogénio, ureia e
glicose (Tabelas 2 e 3). Os resultados do Indice de Escore Corporal (IEC) apresentaram
diferenga estatistica entre os grupos de animais, sendo que o grupo de animais sadios
doadores de sangue e os grupos de animais enfermos apresentaram o IEC mais baixo entre os

grupos estudados (P<0,05).
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Tabela 1: Comparacdo entre concentracdes de Glutamina, Glutamato, Glutamina +
Glutamato em caninos sadios, caninos doadores de sangue, animais com

neoplasia, e animais com grave enfermidade infecciosa.

Parametros Grupos
Caninos sadios Caninos sadios  Caninos com Caninos com
ndo doadores doadores de Cancer enfermidade
de sangue sangue (n=22) (n=46) infecciosa
(n=46) grave (n=19)
Glutamina 0,746+0.027 0,202+0,037 0,130+0,017 0,088+0,013
(umol/L) A B B B
Glutamato 0,117+0,008 0,168+0,031 0,238+0,030 0,248+0,040
(umol/L) B AB A A
Glutamina +
0,863+0,031 0,362+0,050 0,384+0,040 0,336+0,049
Glutamato
A B B B
(umol/L)

Observagdo: Letras diferentes na mesma linha indicam # estatistica pelo teste de Tukey

(P<0,05).
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Tabela 2: Resultados das concentragdes de proteina plasmatica total, fibrinogénio,
uréia e creatinina em caninos sadios, caninos doadores de sangue, animais
com neoplasia, e animais com grave enfermidade infecciosa.

Parametros Grupos
Caninos sadios  Caninos sadios  Caninos com Caninos com
ndo doadores doadores de Cancer enfermidade
de sangue Sangue (n=22) (n=46) infecciosa
(n=46) grave (n=19)
Proteina
plasmética 6,73+0,13 7,18+0,18 8,2140,17 7,08+0,19
B B A B
total (mg/dL)
Fibrinogénio 306,25+26.92 328,57+39,82 306,25+50,90 405,88+68,85
(mg/mL) A A A A
Uréia 39,00+2,93 42,86+1,51 35,79+2,58 47,00+4,62
(mg/mL) A A A A
Creatinina 0,73+0,02 1,16+0,04 0,93+0,04 0,98+0,11
(mg/mL) C A BC AB

Observacio: Letras diferentes na mesma linha indicam diferenga estatistica (P<0,05) pelo

teste de Tukey.
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Tabela 3: Resultados da percentagem do hematdcrito, da concentragdo de glicose e do
indice de escore corporal em caninos sadios, caninos doadores de sangue,
animais com neoplasia, e animais com grave enfermidade infecciosa.

Parametros Grupos
Caninos sadios  Caninos sadios Caninos com Caninos com
ndo doadores de doadores de Cancer enfermidade
sangue Sangue (n=22) (n=46) infecciosa
(n=46) grave (n=19)
Indice de 4,33+0,10
3,50+0,01 4,13+0,14 3,46+0,10
escore A
B A B
corporal
- 71,30+1,19 72,76+3,70 85,68+7,08 83,74+4,14
Glicose
(mg/dl) A A A A
Hematocrito 39,10+0,90 47,67+0,72 37,80+1,06 36,06+1,94
(%) B A B B

Observagdo: Letras diferentes na mesma linha indicam # estatistica pelo teste de Tukey

(P<0,05).
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6. DISCUSSAO

6.1. Variacdo na concentracio da Glutamina e Glutamato nos grupos DE ANIMAIS

estudados

Apos a andlise dos resultados observa-se que a [GLN] em animais sadios assemelha-se
aos descritos por Archibald (1944) (~850umol/L), e por Iwashita et al., (2005) (~780umol/L).
Todavia quando a [GLN] do G1 foi comparada com os valores descritos por Marchini et
al.(1999) (~370umol/L) e Delaney (2001) (~495umol/L), identifica-se que os valores da
[GLN], no atual experimento, foram bastante superiores por outro lado, poucos sdo os estudos
sobre a glutamina em animais enfermos, mas Maede et al., (1984) estudando a [GLN] em
caninos com enfermidade hereditaria hemorragica, associada ao excesso de glutationa,
encontrou valores de ~950umol/L.

Ainda observando-se os resultados das [GLN], observa-se que quando se compara os
valores desse aminoacido descritos por diferentes autores (ARCHIBALD, 1944; MAEDE et
al.., 1984; MARCHINI et al., 1999; DELANEY, 2001; IWASHITA et al., 2005) observa-se
que a [GLN] nos grupos G3 (neoplasias) e G4 (infec¢des) apresentaram valores bem
inferiores aos descritos por eles. Em ambos os grupos, a redu¢do da [GLN] foi dramaética e
pode ter efeitos importantes sobre o processo patoldgico e para a recuperacao dos animais. No
G3, acredita-se que a GLN estava sendo metabolizada pelas células tumorais como descreve
DeBarardinis e Chang (2007) e Souba (1993). J4 no G4, tanto a enfermidade digestiva quanto
o intenso recrutamento dos globulos brancos, podem ter causado a importante redugdo na
[GLN] nos animais.

A [GLN] nos animais doadores de sangue foi ~73% inferior aos valores dos animais
sadios (G1). Existem trés fatores que podem justificar essa importante diferenga entre os
grupos G1 e G2, que sdo grupos formados por animais sadios e bem manejados. A primeira
delas ¢ considerar que animais doadores de sangue assemelham-se aos animais com grandes
hemorragias. Kana et. al (2009) trabalharam com animais em choque hemorragico e
classificado como sendo um estresse oxidativo, afirmando que isso causa lesdo de tecido
intestinal. O estresse oxidativo produzido pelo choque hemorrdgico induz a agdo da heme
oxigenase, uma enzima que serve como protetor da mucosa intestinal lesada, protegendo os

tecidos dessa injuria. Por essa razao, espera-se entdo que a [GLN] esteja reduzida em animais
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com graves hemorragias, pois durante o processo de doagdo de sangue, o animal perde uma
quantidade significativa de sangue, e como um dos tecidos que absorve glutamina sdo os
enterdcitos, a concentracdo de glutamina nos enterocitos encontrara reduzido.

A segunda estaria relacionada ao processo de renovacdo celular, pois os animais que
doam sangue perdem grande quantidade de sangue a cada 30 dias, passando desta forma por
esse processo, constante. De acordo com Curi (2000), durante o processo de renovagao celular
a GLN ¢ consumida pelas células, servindo como fonte de energia.

A terceira estaria relacionada ao fato dos animais pertencentes a esse grupo serem da
raca Greyhound, pois Couto (2011) afirma que valores de referéncia utilizados para outras
racas da espécie canina podem ndo ser o mesmo dos padrdes esperados para os Greyhounds,
pois essa raca apresenta valores de referéncia diferenciados de outras ragas de caes,
necessitando assim de mais estudos para o grupo em questdo. Devido a esse fato, o
metabolismo da GLN poderia ser mais bem estudado nesse grupo de caninos, inclusive
objetivando o estabelecimento de programas nutricionais que visem repor a [GLN] no sangue
e facilitar a recuperagdo dos animais.

Sabendo-se que a as células neoplésicas sdo de alto grau proliferativo e que a GLN
serve como fonte de energia (DeBERARDINIS e CHANG, 2007; SOUBA, 1993), esta ¢
utilizada em grande quantidade. Diferentes estudos confimam que durante graves
enfermidades, sejam elas neoplasias ou infecciosas, a concentragdo da glutamina fica bastante
reduzida (SOUBA, 1993).

Diferentes enfermidades do trato digestivo provocam uma elevac¢do na utilizagdo da
GLN plasmatica (SOUBA, 1993, MARCHINI et al., 1999). A enfermidade com maior
incidéncia durante o periodo de estudo no Hospital Veterinario foi a gastroenterite, seja ela
uma diarréia sem causa definida ou a parvovirose, que produz uma grave diarreia hemorragica
(Quadro 3 ¢ 4).

Segundo Palanch (2000), o intestino delgado ¢ o principal sitio de metabolizagdo da
glutamina, onde pode ser considerado um substrato energetico mais importante que a glicose.
Os enterocitos adquirem toda ou quase toda glutamina consumida na dieta, utilizando apenas
cerca de 20 a 30% da glutamina do plasma.

Marchini et al., (1999) observaram que a suplementacdo com GLN em caninos sadios
ndo foi capaz de elevar a sintese proteica no intestino. Desta forma, acredita-se que um dos

fatores que influenciaram a diminuicdo da glutamina no grupo 4 pode estar relacionado a
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deficiéncia de absor¢ao desse AA pelos enterdcitos, passando assim a ser utilizada uma maior
quantidade de glutamina proveniente do plasma. Também em animais com cancer, devido a
grave redug¢do da [GLN], hd um aumento da translocacdo de bactérias e suas toxinas no
intestino, por isso a suplementagdo com GLN melhora o desenvolvimento das vilosidades,
reduzindo as diarreias e protegendo esse 6rgdo dos insultos bacterianos (SOUBA, 1993;
McARDLE, 1994)

Outra vertente estaria relacionada a resposta do animal frente ao processo infeccioso,
pois segundo Freitas e Penha (2006), a resposta do organismo a um processo infeccioso se
inicia com a a¢do dos neutrofilos, que representam as primeiras células de defesa sanguineas,
realizando a fagocitose de antigenos. Essas células utilizam intensamente a GLN como fonte
de energia e, com isso, causam uma hipoglutaminemia, que foi observada no G4. Nesse grupo
a [GLN] representou menos de ~82% do valor observado nos animais sadios. Parry-Billings
et. al (1998), afirmam que a glutamina se apresentara reduzida em diferentes situacdes
clinicas e catabolicas, e por isso deve ser melhor estudada.

Quando se compara a [GLN] dos grupos sadios doadores de sangue, com cancer, ou
doenga infecciosa grave, observa-se que ndo houve diferenca estatistica entre os grupos.
Aparentemente ndo ha um simples fator para isso, mas poderia envolver a raga dos animais
doadores, devido a grande utilizacdo desses aminoacidos por células de renovagdo sanguinea,
a [GLN] no sangue dos animais do G3 pode ser baixo. Os animais utilizados nesse
experimento doam sangue e sdo suplementados com concentrados tipo Premium, mas mesmo
assim a [GLN] foi bem inferior aos dos animais do G1.

Estudos sobre a suplementacdo com GLN em caninos sdo escassos, mas Costa, et. al.
(2009), estudando caes acometidos por parvovirose € que receberam alimentacdo enteral com
e sem GLN, observaram-se que ndo houve diferenca estatistica significativa na taxa de
mortalidade, apesar de varios estudos na medicina humana revelarem que a glutamina
melhora a funcdo da barreira e da mucosa intestinal, diminuindo a permeabilidade ¢ a
cicatrizagdo da mucosa. Os mesmos autores atribuem o resultado obtido por ter sido utilizado
pequena quantidade de glutamina, porém afirma que uma quantidade maior poderia levar o
animal apresentar quadros de vomitos e agravar o quadro diarreico. Também Marchini et al.,
(1999) nao detectaram anabolismo protéico no intestino delgado de caninos sadios quando
suplementados com GLN. Mas, todos esses estudos contrastam com outro, em diferentes

espécies, que indicam que a suplementacdo com GLN melhora a integridade da mucosa
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intestinal apos tratamento com radioterapicos e pela quimioterapia (SOUBA, 1993;
McARDLE, 1994).

A [GLU] nos animais do G1 apresentou-se numericamente menor do que nos animais
sadios doadores de sangue. Para que a glutamina seja utilizada pelo organismo ¢ necessario
ser hidrolisada e a partir de sua hidrolise ocorre a formac¢do do GLU e liberacdo de amonia;
quanto maior consumo de GLN maior a [GLU]. Acredita-se que essa seja a explicagdo para a
relacdo apresentada pelos animais sadios. Este fato foi explicado por Pompéia (2000), onde
mostra a equagdo da hidrolise de GLN. Sendo assim, fica também explicado o motivo dos
animais pertencentes ao grupo dos doentes (cancer e doenca infecciosa grave) apresentarem
também uma maior [GLU]. Ainda se observa que as [GLU] encontrada no G1 no atual
experimento foram pouco inferior aos estudos de Maede et al. (1984) (~200umol/l) e
Marchini et al. (1999) (~170umol/l) mas superior aos de Iwashita et al. (2005) (~40umol/l).
Os animais dos G2, G3 e G4 apresentaram a [GLU] sempre superior dos desses estudos,
indicando a maior produ¢do desse aminodcido pelo diferentes processos metabdlicos nos
animais dos grupos G2, G3 e G4 do presente experimento.

A [GLN+GLU] revelou que o grupo de animais sadios ndo doadores de sangue
apresentou valores mais elevados (P<0,05) do que os demais grupos. Apesar do aumento
sanguineo do GLU ocorrer sempre em que houver um consumo de GLN maior que sua
sintese, ou seja [GLN] abaixo do esperado para espécie, a liberagdo de GLU ndo ¢
proporcional ao consumo de GLN, que pode aplicar a redugdo das [GLN+GLU] observada
nas doengas estudadas. Foi observado também que os animais enfermos (neoplasia e
enfermidades infecciosas) apresentaram reducdo de [GLN] e [GLN+GLU]. Observou-se
claramente que nas situacdes estudadas a redugdo desse aminoacido no sangue dos animais
pode comprometer sua utilizacdo pelos tecidos consumidores, como os enterdcitos e células
do sistema imune.

A redugdo no consumo de GLN pode aumentar a suscetibilidade do paciente a
infeccdes. Normalmente nao se relata esses aminodcidos somados, mas Brady et al., (1977),
estudando caninos ap6s prolongado jejum, determinou a [GLN+GLU] para o grupo controle
(~474 umol/L) e ap6s 21 dias de jejum alimentar (~300 umol/L), que foi bem inferior aos
valores do G1. Todavia o valor determinado por Brady et al (1977) apds 21 dias assemelha-se

aos valores determinados em G2, G3 E G4.
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6.2 Variaciao dos marcadores do metabolismo das proteinas nos grupos estudados (ureia,

creatinina, PPT, FIB)

A variacdo na concentragdo da ureia e creatinina pode ser um indicativo de intenso
metabolismo proteico. Nos animais estudados, os niveis de uréia (tabela 2) ndo apresentaram
diferenga estatistica entre o grupo sadio ndo doador de sangue quando comparados com os
animais sadios doadores de sangue e o grupo de animais doentes (neoplasia e doenca
infecciosa grave). Todavia, diferentes resultados foram encontrados pelos pesquisadores
Angelo e Oliveira (2009), ao observarem que em ratos portadores de tumor de Walker-256,
ocorreu um aumento gradativo na concentragdo da uréia durante o desenvolvimento do tumor,
da ordem de 231%. Os autores afirmaram ainda que o indicativo do aumento da ureia ocorre
gradativamente desde o oitavo dia da inocula¢do da célula tumoral. Entretanto, aqui fica
dificil comparar os estudos, pois os animais avaliados nesse experimento estavam em quadros
avancados de desenvolvimento das suas enfermidades, diferentemente dos estudos
desenvolvidos por Angelo e Oliveira (2009).

Diferentes autores tém buscado entender como funciona o metabolismo protéico nos
pacientes com cancer. DeBerardinis ¢ Cheng (2009) afirmaram que o mecanismo pelo qual a
célula neoplasica dispde da amonia durante o rapido catabolismo da glutamina ndo estd
esclarecido, e acredita-se que durante a utilizacdo da GLN, pela célula neoplasica como fonte
de energia, ocorra a liberacdo amonia. Esta amdnia por sua vez participa da sintese da
glutamina, através do glutamato, aménia e ATP. A glutamina para ser utilizada pelo
organismo animal precisa primeiramente ser hidrolisada, formando como produto glutamato e
amonia; a amonia, por sua vez participa do ciclo da ureia, o que sanguinea da mesma sempre
que ha consumo excessivo de glutamina.

O grupo de animais sadios doadores de sangue apresentou diferenca estatistica na
[creatinina] quando comparados com os demais grupos, incluindo o grupo sadio ndo doador
de sangue. Isso pode ser justificado pelo fato dos animais desse grupo ser composto
exclusivamente por cdes da raga Greyhound. Feeman, et. al. (2003), afirmam que caes desta
raca apresentam valores de creatinina mais elevados que as demais, por apresentarem maior
quantidade de massa muscular, que caes de outras racas, apesar do IEC ser menor, pois eles

possuem menor quantidade de massa gorda.
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Em estudo realizado por Castellanos (2009), com cdes de diferentes ragas,
correlacionando massa corporal com a [creatinina], foi observado uma correlagdo positiva
entre a massa corporal e a [creatinina]; quanto maior a massa corporal maior foi a [creatinina]
encontrada. Todavia deve-se observar que a concentracdo de creatina no sangue dos animais
ainda depende das caracteristicas da sua alimentagdo e ndo apenas das enfermidades ou da
ragas.

O grupo de animais doentes (neoplasia e infecciosa grave) ndo apresentou diferenga
estatistica entre si, porém os animais com doenga infecciosa apresentaram diferenga estatistica
com os doadores de sangue, e os animais ndo doadores de sangue ndo apresentou diferenga
estatistica quando comparados com os animais do grupo de neoplasia. Apesar da diferenga
estatistica apresentada entre os grupos, todos estdo dentro dos valores de referéncia descritos
por Kaneko (1997).

Os valores de proteina plasmatica total, obtidos revelam que houve diferenga
estatistica entre os animais com neoplasia e os demais grupos. Os animais com neoplasia
apresentaram os valores de PPT mais elevados que os demais grupos estudados. Segundo
Kaneko (1997), qualquer alteragdo na temperatura do animal pode provocar um aumento na
proteina. Isto se deve a perda de nitrogénio e aumento da atividade adrenal. Em alguns casos,
uma perda de proteina sérica total e albumina podem levar o aumento da globulina associada
a resposta aguda e em caso de grandes lesdes, fratura Ossea e cirurgia extensa, podendo ainda
aparecer elevada quando os animais tem infeccdo, tumores, choques em amostras hemolisadas
e em animais desidratados e idosos.

Os resultados obtidos divergem dos apresentados por Kaneko (1997), pois os animais
com doengas infecciosas ndo apresentaram aumento de PPT. Entretanto Ferreira et al, (2010)
hipoproteinemia em cdes com gastroenterites. Acredita-se que o G4 ndo apresentou alteracao
na concentracdo de proteinas plasmaticas por se tratar de um grupo misto de doengas
infecciosas (piometra, cinomose, gastroenterites, e parvovirose), sendo que provavelemente,
os animais apresentando piometra e cinomose poderiam ter um hiperproteinemia, enquanto
que os animais com gastrenterites e parvovirose poderiam apresentar uma hipoproteinemia,
desta forma os resultados obtidos podem estar mascarados.

Nao foi observada diferenca estatistica entre os grupos estudados em relagdo a dosagem
de fibrinogénio plasmatico, apesar de ser considerado como marcador agudo do processo

inflamatorio. Kaneko et. al (1997) descreve que o fibrinogénio ¢ de bastante valia em equinos
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e ruminantes, porém para cdes e gatos apresenta menor sensibilidade, divergindo dos
resultados encontrados por Carvalho et. al (2008), que observaram aumento no fibrinogénio

em caes com desordem inflamatdria aguda.

6.3 Variacao da concentracio da glicose, do hematocrito e do IEC nos grupos estudados

Sabe-se que tumores malignos apresentam taxa metabdlica bastante elevada, com um
mecanismo de adaptag@o a proliferacdo rapida das células. Desta forma, ocorre um consumo
elevado da glicose para que haja a extensdo do tumor, quando comparado a célula normal.

Kroemer e Pouyssegur (2008) afirmaram que as células neopldsicas podem
metabolizar grande quantidade de glicose e glutamina excedendo assim a capacidade do
organismo de sintetizar tais metabolitos. Segundo Damaso (2009), tanto a glicose quanto a
glutamina sdo essenciais para o crescimento celular e ndo funcionam de modo independente.
Durante o crescimento de células normais ou cancerosas ocorre um processo no nivel celular
que envolve ambas as substancias. No entanto os autores afirmam que ndo se sabe o por que
desta correlagdo entre glutamina e glicose.

Segundo Baggetto (1997), em tumores malignos, o catabolismo da glicose ocorre
quase que exclusivamente pela glicolise, e nos tecidos normais o catabolismo da glicose
ocorre também pela oxidagdo do ciclo de Krebs. Desta forma, espera-se que animais com
neoplasia apresentem uma reducdo na glicemia, pois, segundo Fernandes et. al (2000), 1 mol
de glicose s¢ ird produzir 2 mols de ATP na célula neoplésica. Ja no tecido normal, 1 mol de
glicose produzira 38 mols de ATP. Assim, torna-se necessario uma maior quantidade de
glicose para produzir a mesma quantidade de energia, o que levaria a um quadro de
hipoglicemia. Porém, nao foi observada diferenca estatistica entre os grupos estudados.

A gliconeogénese ¢ uma reagdo que ocorre quase que exclusivamente no figado, mas
em situagdes graves de catabolismo pode ocorre também nos rins. A gliconeogénese utiliza
aminodcidos para a producdo de glicose, em geral, usa-se a lisina e leucina, porém todos os
aminodcidos podem ser utilizados, podendo assim comprometer ainda mais a disponibilidade
de glutamina no figado.

O valor obtido no hematocrito revelou que os caninos sadios doadores de sangue
apresentaram um maior percentual de células vermelhas em relagdao ao plasma. Couto (2001)

descreveu que cdes da raca Greyhound apresentam concentragdes de hemoglobina e hemacias
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em niveis mais levados que as demais racas de mesma espécie, por esta razao esses animais
foram escolhidos como doadores de sangue.

Apesar de Fernandes et. al, (2000) descreverem que as neoplasias sdo bastantes
vascularizadas e Withorow e Macenwen (2007) relatarem que animais com neoplasias podem
apresentar anemia e valores de hematocrito baixo isto ndo foi observado, ndo havendo
diferenga estatistica entre os grupos estudados. Acredita-se que os animais com neoplasia nao
revelaram alteracdo no valor do hematocrito por apresentarem niveis elevados de PPT, pois
segundo Kaneko (1997), um aumento no valor de PPT pode estar relacionado com
desidratacdo, podendo assim elevar a uma concentragdo das células vermelhas no sangue
aumentando assim o valor do hematdcrito, relata ainda que animais com tumores possam
apresentar hiperproteinemia, estando de acordo com os resultados obtidos.

Apesar Willard (1993) descrever que a anemia pode ser de origem hemorragica e
Decaro (2005) relatar que a parvovirose pode apresentar quadros de diarreia com raios de
sangue e quadros diarreicos hemorrdgicos, o grupo de animais com doenca infecciosa
(Quadro 4) nao apresentou diferenca estatistica em relacdo aos grupos de animais sadios e
com neoplasia. Acredita-se que os animais pertencentes a esse grupo ndo apresentaram
valores hematoldgicos condizentes com anemia, por conta da provavel desidratacao
apresentada, pois animais com diarreia perdem uma grande quantidade de liquido.

Apesar de Antunes e Moreno (2009) afirmarem que algumas neoplasias podem
resultar em caquexia, os animais do grupo com neoplasia ndo apresentaram diferenga
estatistica quanto ao IEC, quando comparados com o grupo de animais sadios ndo doadores
de sangue. A auséncia de diferengas pode ser explicada pelo fato das alteragdes laboratoriais
instalarem antes da alteragcdo de catabolismo, caracterizada pela perda de peso e IEC baixo.
Ou seja, os animais apresentam alteragdes nos valores referentes aos aminoacidos (inclusive
glutamina) e proteinas musculares antes mesmo de apresentarem caquexia paraneoplasica.

J4 os animais doadores de sangue apresentaram diferenca estatistica (P<0,05) quando
comparados com o grupo de animais sadios ndo doadores de sangue, observando-se valores
de IEC inferiores no grupo dos doadores. Isso pode ser explicado pelo fato do grupo de
animais doadores de sangue ser composto unica e exclusivamente por animais da raga
Greyhound. O IEC destes animais ¢, portanto, uma consequéncia do padrdo racial. Segundo
Kennel Club (2004), os Greyhound sao cdes que ndo podem ser gordos, pesam em média 27

a 36 kg, seu temperamento ¢ tranquilo, de baixa agressividade. Na aparéncia geral, ¢ um cdo
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aristocratico, imponente, sua musculatura ¢ de constituicdo solida, apresenta o lombo
arqueado e membros flexiveis e potentes, sua conformacdo fisica de um modo geral revela
sua aptiddo para velocidade. Apesar de serem magros e possuirem o peso minimo
considerado como aceitavel para um doador de sangue, os Greyhound apresentam uma alta
concentracdo de hematdcrito e hemoglobina, além de fazerem parte do grupo sanguineo tido
como “doador universal”. Levando em consideracdo essas caracteristicas, considera-se que
sdo doadores de sangue ideais.

Os animais com doenga infecciosa também apresentaram o IEC mais baixo que o
grupo de animais sadios ndo doadores de sangue e o grupo de animais com neoplasia. A
maioria das doencas infecciosas apresenta como sinais clinicos a diminui¢do do apetite e
perda de peso, sendo esperado, portanto, que os animais incluidos neste grupo apresentassem

um [EC baixo.
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6. CONCLUSOES

Conclui-se que nos grupos de animais enfermos (com cancer e doengas infecciosas
graves) a degrada¢do da GLN ¢ elevada, o que pode comprometer a disponibilidade desse
nutriente para os tecidos consumidores durante a evolucdo das enfermidades, dificultando a
recuperagdo. No grupo de doadores de sangue, a degradagdo de glutamina também foi elevada
e isto pode interferir no intervalo de tempo entre uma doagdo e outra.

Uma vez conhecida as necessidades metabolicas dos animais, pode-se suplementa-los
com rag¢do contendo a necessidade de cada grupo, melhorando assim a qualidade de vida dos
animais, recuperacdo mais célere e reducdo da mortalidade dos animais enfermos.

Ao se conhecer os resultados, pode-se agora suplementar os animais sadios doadores de
sangue na tentativa de reduzir o intervalo de tempo entre as doagdes, obtendo desse
modo maior rentabilidade para os criadores destes animais e salvando mais vidas com um

menor nimero de animais criados para doagdo sanguinea.
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Figura 1. Metabolismo do musculo no estado pds-prandial e durante exercicio fisico.

Fonte: Wagenmakers et. al, 1998b. Adaptado.
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Anexo 2

Porta de entrada:
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Figura 2. Metabolismo da glutamina e glicose sugerido para as células neoplésicas.

Fonte: DeBerardinis e Cheng, 2009. Adaptado.
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Anexo 3
E possivel sentir o costado do animal passando os
dedos sem pressao
Sim Nao
E possivel sentir as apofises espinhosas das E possivel sentir as costelas individualmente quando passa os
vértebras dedos
sim / \A Ndo sim / \A Nio
Sentir a crista da Escore 3 Uma camada de gordura cobre as A pele corre com as
escapula costelas? maos no costado
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Figura 3. Indice de escore corporal para caninos



Anexo 4
Quadro 1. Localizagdo e resultado dos exames citolégicos nos animais do
grupo 3 — animais enfermos com neoplasia.
N° da Hipotese diagndstica Exame citologico
amostra
1 Tumor de mama Tumor Mamario Misto
2 Tumor de mama Tumor de Células
Mesenquimais
3 Tumor de mama Nao realizado
4 Tumor de mama, vulva Tumor Misto
5 Tumor de mama Carcinossarcoma
6 Tumor de mama Carcinoma
7 Tumor de mama Tumor Misto
8 Tumor de mama Carcinoma
9 Tumor no prepucio TVT
10 Tumor de mama Adenocarcinoma + Processo
Inflamatério Supurado
11 Tumor de mama Carcinoma
12 Tumor de mama Naio realizado
13 Tumor de mama Mastocitoma Multiplo
14 Tumor de mama Carcinossarcoma
15 Tumor de mama Tumor Misto
16 Tumor de mama Processo Inflamatorio
Supurado
17 Tumor de mama, metastase Carcinoma
pulmonar
18 Tumor de ouvido Tumor Mesenquimal
19 Tumor de mama Carcinossarcoma
20 Tumor de abdomen Nao realizado
21 Tumor de mama, vulva, piometra, Carcinoma, Vulva Processo
erlichia Inflamatorio
22 Tumor em membro, vulva Inconclusivo
23 Tumor de mama Carcinossarcoma
24 Tumor de mama Noédulo cistico: Lipoma/
Nodulo Duro: Carcinoma
25 Tumor de mama Tumor Mesenquimal
Maligno
26 Tumor de ouvido Carcinoma de Células
Escamosas
27 Tumor de mama Carcinoma Mal Diferenciado
28 Tumor no Testiculo Processo Inflamatorio
Supurado
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29

30
31
32

33
34
35
36
37
38
39
40
41
42
43
44
45
46

Continuagao

Tumor de mama, Tumor de pele

Linfoma

Tumor em membro
Tumor em membro

Tumor de mama
Tumor de mama
Tumor de mama
Tumor de mama

Tumor no globo ocular

Tumor de mama
Tumor de mama
Tumor de mama
Tumor de mama
Tumor de mama
Tumor de mama
Tumor de pele

Tumor de mama
Tumor de mama

Mastocitoma com Processo
Inflamatério Supurado
Material Insuficiente
Inconclusivo

Processo Inflamatorio
Supurado

Carcinoma Mal Diferenciado
Material Insuficiente
Material Insuficiente

Naio reallizado

Nao realizado

Naio realizado

Tumor Misto

Naio realizado

Material Insuficiente

Naio realizado

Nao realizado

Lipoma

Nao realizado

Tumor Misto

60



Anexo 5

Quadro 2 Ocorréncia das neoplasias e resultado dos exames citoldgicos nos animais

do grupo 3 - animais enfermos com neoplasia.

61

Hipotese diagnostica (n= 46)

Citologia

Neoplasia Mamaria (n=35)

Misto 17,14%

Tumor de Célula mesenquimal ~5,71%
Carcinossarcoma ~11,43 %

Carcinoma ~17,14%

Adenocarcinoma ~2,36%

Mastocitoma multiplo ~5,71%

Lipoma 2,36%

Carcinoma mal diferenciado ~5,71%

Nao realizado, amostra insuficiente, processo

inflamatorio, inconclusivo ~22,86%

Neoplasia no prepucio/vulva (n=4)

TVT ~100%

Neoplasia auricular (n=2)

Carcinoma das células escamosas ~ 50%

Tumor mesenquimal ~50%

Neoplasia de pele (n=2)

Mastocitoma com processo inflamatdrio supurado
50%
Lipoma ~50%

Neoplasia de membro (n=3)

Processo inflamatério e inclusivo ~100%

Linfoma (n=1)

Material insuficiente ~100%

Neoplasia do globo ocular (n=1)

Nao realizado ~100 %

Metastase (n=1)

Obs.: Alguns animais apresentam mais de uma hipotese diagnostica.



Anexo 6

Quadro 3 Hipoétese diagndstica dos animais do grupo 4 - animais

enfermos com doenga infecciosa grave.

N° da amostra

Hipotese diagndstica

O 0 9 SN N A W N -

e e e e e e e
o L N SN N R W N = O

Cinomose

Cinomose

Cinomose

Gastroenterite
Parvovirose

Parvovirose

Piometra

Gastroenterite
Gastroenterite
Gastroenterite
Gastroenterite

Piometra

Cinomose, gastroenterite
Gastroenterite
Gastroenterite
Gastroenterite

Piometra

Gastroenterite, verminose, ascite

Piometra, convulsao
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Anexo 7

Quadro 4 Incidéncias das doengas infecciosas dos animais do grupo

4 - animais enfermos com doenca infecciosa grave.

Hipotese diagnostica (19)

Cinomose ~21,05%
Gastroenterite ~ 52,63
Parvovirose ~10,52

Piometra ~21,05

Obs.: Alguns animais que apresentam mais de uma hipotese diagndstica.



