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RESUMO 

LEITE, JSM. Suplementação com L-glutamina livre ou como dipeptideo atenua  
marcadores de resistencia à insulina e esteatose hepática em camundongos ob/ob. 
88p. Tese (Doutorado em Fisiologia humana)- Instituto de Ciências Biomédicas, 
Universidade de São Paulo,2020. 
 
Introdução: A obesidade é hoje um problema de saúde pública global, que leva à 

resistência periférica à insulina e, consequentemente, a um desequilíbrio da 

homeostase da glicose e morbidades associadas, como a doença hepática gordurosa. 

O aminoácido mais abundante no corpo, a glutamina, pode reduzir a resistência à 

insulina associada à obesidade.Objetivo: Avaliar os efeitos metabólicos, anti-

inflamatórios e antioxidantes da suplementação de glutamina na sua forma livre e 

dipeptídica (DIP, L-alanil-L-glutamina) em camundongos Ob / Ob obesos e resistentes 

à insulina. Métodos: Camundongos da linhagem C57/BL6 adultos foram distribuídos 

em 5 grupos experimentais: WT (C57BL6, selvagem recebendo água), CTRL-Ob/Ob 

(Ob/Ob C57BL6, recebendo água), DIP (Ob/Ob C57BL6, suplementado com L-alanil-

L-glutamina), GLN (Ob/Ob C57BL6, suplementado com L-glutamina livre) e ALA 

(Ob/Ob C57BL6, suplementado com L-alanina livre). O período de suplementação foi 

de 40 dias com solução contendo os suplementos a 4% na água de beber. Durante o 

experimento foram avaliados: a ingestão hídrica, o consumo de ração, o ganho de 

peso e efetuados o teste de tolerância à glicose (GTT) e à insulina (ITT). Após a 

eutanásia foram avaliadas as concentrações de insulina, triglicerídeos, colesterol total, 

concentração de glutamina e glutamato plasmáticos. No fígado e músculo esquelético 

foram avaliadas as concentrações de GSH, GSSG, TBARS, HSP-70 e AKTp308 

Também foram determinadas a expressão gênica de enzimas do metabolismo lipídico 

no fígado e antioxidante e inflamátorio no fígado e músculo. As diferenças estatísticas 

foram obtidas utilizando o teste de ANOVA One-way, com nível de significância de 

5%. Resultados: Os resultados obtidos demonstraram que a suplementação com L-

glutamina livre ou na forma de dipeptídeo aumentou os estoques da glutamina 

corporal e reduziu a resistência à insulina em camundongos Ob/Ob obesos e 

diabéticos. Estes efeitos são atribuídos ao aumento da capacidade antioxidante 

mediada pela GSH e NRF-2 , pela citoproteção via HSP-70 e SIRT-1 e pela menor 

ativação de NFk-B. Além disso, a suplementação com L-glutamina e L-alanina 

reduziram os triglicerídeos no plasma e no fígado via redução da expressão SRBP1-



 
 

c e as enzimas  ACC e DGAT-α, além de reduzirem a secreção de insulina estimulada 

por alta concentração de glicose (16,7mM).  

Palavras-chave: Diabetes tipo 2, inflamação, sistema antioxidante, secreção de 

insulina   

 

 

 

  



 
 

ABTRACT 

LEITE, J.S.M. Supplementation with free L-glutamine or as dipeptide attenuates 
markers of insulin resistance and hepatic steatosis in ob / ob mice. 88p. Thesis (Thesis 
in human physiology). The Institute of Biomedical Sciences of the University of São 
Paulo,2020. 

Introduction: Obesity is worldwide pandemic health problem that leads to peripheral 

insulin resistance and consequently to an imbalance of glucose homeostasis and 

associated morbidities, such as fatty liver disease. The most abundant amino acid in 

the body, glutamine might be reduced in obesity-associated insulin resistance which 

may compromise insulin secretion and action. Objective: To evaluate the metabolic, 

anti-inflammatory and antioxidant effects of glutamine supplementation in its free and 

dipeptide form (DIP, L-alanyl-L-glutamine) in obese and insulin-resistant Ob/Ob mice. 

Methods: C57/BL6 adult mice were distributed into five groups: wild type (WT, drinking 

water), control Ob/Ob (CTRL, drinking water), DIP Ob/Ob, free glutamine Ob/Ob (GLN, 

supplemented with free L-glutamine) and free alanine Ob/Ob (ALA, supplemented with 

free L-alanine). The supplements were offered in a 4% drinking water solution for 40 

days prior to euthanasia and the total body weight gain, food and fluid intake were 

measured. Glucose and insulin tolerance test (GTT and ITT, respectively) were 

performed at the end of the 40 days of supplementation. After euthanasia, insulin, 

triglyceride, total cholesterol, glutamine and glutamate plasma concentrations were 

evaluated. In the liver and skeletal muscle, the concentrations of GSH, GSSG, TBARS, 

and HSP-70 were evaluated. The gene expression of lipid metabolism enzymes in the 

liver and antioxidant and inflammatory in the liver and muscle were also determined. 

The statistical differences were obtained using the One-Way ANOVA, with minimum 

difference of P<0.05. Results: GLN and DIP increased glutamine stocks in the liver 

and skeletal muscle. GLN and DIP groups have shown a reduction in insulin resistance 

parameters. These effects were attributed to the increased antioxidant capacity 

mediated by GSH and NRF-2, cytoprotection mediated by HSP-70 and lower 

inflammatory profile associated with NFk-B pathway. In addition, supplementation with 

L-glutamine and L-alanine reduced triglycerides in plasma and liver via reduced 

expression SRBP1-c and enzymes ACC and DGAT, in addition to reducing insulin 

secretion stimulated by high glucose concentration (16 , 7mM). 

Keywords: Diabetes type 2; inflammation, oxidative stress, antioxidant system, insulin 

secretion 



 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

  



 
 

LISTA DE ABREVIATURAS 

 

AKT: Proteína quinase B 

ALA: Grupo L-alanina livre 

ALT: Alanina aminotransferase 

AST: Aspartato aminotransferase 

ChREBP: Proteína de ligação a elemento responsiva a carboidrato 

CTRL: Grupo controle obeso 

DIP: L-alanil- L-glutmaina 

DM: diabetes melittus 

DM2: diabetes melittus tipo 2 

EROs: Espécies reativas de oxigênio  

GDH :glutamato desidrogenase  

GLN: Grupo L- glutamina livre 

GLP-1: Peptideo semelhante a glucagon  

GSH:  Glutationa reduzida 

GSIS: Glucose stimulated insulin secretion - secreção de insulina estimulada pela 

glicose 

GSSG: Glutationa oxidada 

GTT: Teste de tolerância à glicose  

HDL: Lipoproteina de alta densidade (High density lipoprotein cholesterol) 

HSF-1: Fator de choque têrmico 1 

HSP: Proteína de choque térmico  

IL-1β:Interleucina 1 beta  

 IL-6: Interleucina 6  

IMC: Índice de massa corporal  

ITT: Teste de tolerância à insulina  

JNK: Jun N-terminal quinase 

MCP-1:  Quimiotactante de monócitos 1  

MDA: malondialdeído 

MIP-1: Proteína inflamatória de macrófagos 1  

NaOH: Hidróxido de sódio 

NF-kB: Fator nuclear Kappa B  



 
 

NOX: NADPH oxidase 

NRF-2: Fator nuclear eritroide relacionado ao fator 2 

PDK: Piruvato desidrogense quinase 

PGC-1α: Receptor ativado por proliferador de peroxissoma 1 alfa 

PPARα: Peroxisome proliferator-activated receptor 

RI: resistência à insulina 

SIRT-1: Sirtuína 1 

SOD: superóxido dismutase 

SREBP-1c: Fator de transcrição de ligação ao elemento regulador de esterol 1 

TBA: ácido tiobarbitúrico 

TBARS: Substâncias reativas ao ácido tiobarbitúrico  

TCA o ciclo do ácido tricarboxílico  

TG: triglicerídeos  

TLR4: Receptor do tipo Toll 4 

TNF-α: fator de necrose tumoral  

 

 

  



 
 

LISTA DE SIMBÓLOS 

ºC: graus ceusos 

g: gramas  

h: horas 

H2O2: Peróxido de hidrogênio  

L: Litros  

mim: Minutos 

Mg: miligramas  

Mg/dL: Miligramas por decilitro 

mL: milititros  

mM: milimolar  

NaOH: Hidróxido de sódio 

Na2CO3: Carbonato de sódio 

ng/mL: nanograma por mililitro 

nm: nanometros 

O2
.-: ânion superóxido 

U/L: Unidade por litro 

µl: microlitro  

uM: micromolar 

µmol: milimolar 

% : porcento  

 

 

 

 

  



 
 

1. INTRODUÇÃO 

O estilo de vida não saudavel, a baixa atividade física, o excesso de ingestão 

calórica e o consumo de dietas ricas em gorduras saturadas são os principais fatores 

que desencadeiam distúrbios metabólicos, tais como obesidade, diabetes melittus tipo 

2 (DM2), dislipidemia e esteatose hepática não alcoólica 1; 2. Atualmente vivemos uma 

pandemia de obesidade, que nos últimos quarenta anos aumentou cerca de quatro 

vezes. De acordo com OMS havia 100 milhões de obesos em 1975 que passou para 

671 milhões em 2016, além de 1,3 bilhões de pessoas com sobrepeso 3; 4.  

As alterações metabólicas causadas pela obesidade promovem inflamação 

sistêmica e estresse oxidativo crônico, que contribuem para o desenvolvimento do 

DM2 e da esteatose hepática 5; 6; 7. O DM2 é uma doença metabólica complexa e 

heterogênea na qual as interações entre fatores genéticos e ambientais resultam no 

desenvolvimento de graus variáveis de resistência à insulina (RI), disfunção das 

ilhotas pancreáticas e diminuição progressiva da resposta secretória de insulina 5; 8, o 

que acarreta em desequilíbrio na homeostase glicêmica. Esse desequilíbio é 

provocado principalmente pela elevada síntese de glicose pelo fígado, por causa da 

redução da insulina circulante e/ou resistência à mesma em tecidos periféricos, 

especialmente no fígado e músculos esqueléticos 9. A elevada síntese de glicose pelo 

fígado leva à esteatose hepática não alcoólica em aproximadamente 65-70% dos 

DM2. 10; 11.   

 

1.1. Estesse oxidativo , inflamação na obesidade e DM2 

 Em obesos, o elevado consumo de alimentos com alta densidade energética, 

ricos em carboidratos simples e gorduras saturadas, geram eventos hiperglicêmicos, 

os quais promovem estresse oxidativo tanto nos tecidos periféricos quanto em ilhotas 

pancreáticas 12. As alteações do estado redox ocorrem em decorrência do aumento 

da síntese mitocondrial de espécies reativas do oxigênio (EROs), glicosilação não 

enzimática de proteínas e auto-oxidação da glicose nos tecidos 13. O aumento dos 

radicais livres ativam mecanismos anti-oxidantes eficientes na regulação do estado 

redox tecidual, porém, eventualmente, não em condições de estresse. 

O fator nuclear eritroide relacionado ao fator 2 (NRF-2) é o principal regulador 

da resposta adaptativa ao estresse oxidativo. Em concentrações normais, o NRF-2 é 

encontrado ligado à proteína citosólica Keap1. Quando há aumento nas EROs, são 

produzidas alterações conformacionais na proteína Keap1, havendo uma separação 



 
 

entre a Keap1 e a NRF-2 e, esta última, transloca para o núcleo induzindo os genes 

alvo pela ligação ao ARE (elemento de resposta antioxidante) 14. A via Keap1-Nrf2-

ARE é crucial na regulação de vários genes que expressam proteínas antioxidantes e 

citoprotetoras, tais como a glutationa (GCLC), a superóxido dismutase (SOD), 

catalase e glutationa peroxidase (GPx)15. Cabe salientar que o NRF-2 também tem 

um importante papel na regulação do metabolismo dos lipídeos e da glicose e a sua 

inativação vem sendo correlacionada com aumento da resistência à insulina e 

esteatose hepática 1; 14; 16.  

 É importante salientar que o principal antioxidante não enzimático do 

organismo, a glutationa (GSH), encontra-se reduzida tanto em indivíduos obesos 

quanto em indivíduos diabéticos, o que compromete a defesa antioxidante e o estado 

redox celular nestes indivíduos 17; 18. Estudos demonstram que a concentração 

plasmática de GSH pode ser inversamente correlacionada com o IMC e a massa 

gorda 19; 20. Além disso, a redução da GSH em indivíduos obesos e resistentes à 

insulina está diretamente envolvida com a disfunção da célula beta pancreática, 

resistência à insulina nos tecidos-alvo e esteatose hepática 21. 

  Na fisiopatologia da obesidade, o estresse oxidativo e a hipertrofia e hiperplasia 

do tecido adiposo estimulam a migração de macrófagos pró-inflamatórios, 

aumentando a síntese de citocinas inflamatórias, tais como fator de necrose tumoral 

(TNF-α), interleucina 6 (IL-6), interleucina 1 beta (IL-1β) 5; 22; 23. Além disso, o próprio 

estresse oxidativo promove a ativação de citocinas inflamatórias, tais como o TNF-α 

e a IL-6 6. Na circulação, as citocinas inflamatórias podem se ligar ao receptor 

semelhante ao Toll do tipo 4 (TLR4) dos tecidos-alvo desencadeando a ativação de 

vias de sinalização, tais como o fator nuclear Kappa B (NF-kB) 5; 24. Em sua forma 

ativa, o NF-kB promove o disparo da transcrição de genes que exercem funções 

essenciais na regulação da homeostasia celular 25; 26. A ativação destas vias na 

obesidade representa um papel crítico para o desenvolvimento do DM2 e esteatose 

hepática em indivíduos obesos, principalmente por inativar os receptores de insulina 

nos tecidos-alvo 26; 27; 28. 

 Outro fator relevante para a resistência à insulina em indivíduos obesos, são 

as alterações na função da proteina Sirtuína 1 (SIRT1) 17. Esta desacetilase de histona 

exerce um papel crucial na inflamação, principalmente por promover a desacetilação 

da subunidade p65 do NF-kB em tecidos periféricos, promovendo a sua inativação 29; 

30. Além de atuar na regulação do metabolismo lipídico e da glicose 31. Por exemplo, 



 
 

em camundongos knockout para SIRT-1, a ausência desta proteína acarreta em 

hiperglicemia, resistência à insulina e esteatose hepática devido ao aumento da 

gliconeogênese hepática. A SIRT-1 pode regular fatores de transcrição envolvidos 

com metabolismo lipídico tais como proteína 1 de ligação ao elemento regulador de 

esterol (SREBP-1c) e proteína de ligação ao elemento responsivo a carboidratos 

(ChREBP)32. A SIRT1 também está correlacionada com a expressão de proteínas de 

choque térmico (HSPs) 33. As HSPs possuem um papel citoprotetor em todas as 

células do organismo e uma das famílias de HSPs mais estudadas são as proteínas 

de aproximadamente 70 kda (HSP-70, HSP-72 e HSP-73) 33; 34; 35. A HSP-70 atua na 

modulação da resposta inflamatória e morte celular. Um estudo com animais knockout 

para HSP-72 demostrou que a ausência desta proteína aumenta a adiposidade e 

reduz a sensibilidade à insulina por até 42 % no músculo esquelético, principalmente 

pela menor fosforilação da proteína AKT 36. A HSP-72 também pode regular o fator de 

transcrição NFkB tanto nos tecidos periféricos, quanto nas ilhotas pancreáticas 37. 

 

1.2. Metabolismo proteico na obesidade e DM2: importância da glutamina 

 Em indivíduos  obesos e diabéticos, as alterações no metabolismo proteico, 

principalmente pela maior oxidação de aminoácidos, pode reduzir a concentração da 

glutamina,o aminoácido mais abundante do organismo 38. Tanto no plasma quanto 

nos tecidos, a concentração de glutamina é 10 a 100 vezes superior aos outros 

aminoacidos. No plasma a concentração de glutamina corresponde de 20% do total 

de aminoácidos livres na corrente sanguinea, variando entre 500 a 800 μM/L e nos 

tecidos representa de 40 a 60% do pool de aminoácidos 39. O fígado, cérebro, 

pulmões, músculo esquelético e tecido adiposo sintetisam glutamina, a partir do 

glutamato com a catálise da enzima glutamina sintetase 39; 40. Contudo, a mucosa 

intestinal, os leucócitos e as células dos túbulos renais, utillizam  glutamina em grande 

quantidade em seu metabolismo, principalmente pela alta atividade da glutaminase 

expressa nesses tecidos 40; 41; 42. Cabe salientar que em situações catabolicas, o 

fígado pode se tornar um local consumidor de glutamina e o musculo esquelético, 

principal tecido responsável pela sintese de glutamina, não consegue suprir a 

demanda de glutamina reduzindo a sua disponibilidade 39; 41.  

 Assim, estudos recentes têm associado a redução de glutamina e da razão 

glutamina/glutamato no plasma com um maior risco de mortalidade e o 

desenvolvimento de doenças crônicas, como o DM2 43; 44; 45. A razão 



 
 

glutamina/glutamato foi inversamente associada ao IMC, peso corporal, glicemia em 

jejum, insulina plasmática, índice HOMA e triglicerídeos, e além de estar 

positivamente associada a maiores concentrações de HDL 45. Este fato pode ser 

particularmente importante, uma vez que estudos tanto em modelos animais 46; 47 

quanto em seres humanos 48; 49 tem demonstrado que a glutamina possui 

propriedades anti-inflamatórias, antioxidantes e citoprotetoras. Nesse sentido, os 

efeitos da suplementação com L-glutamina têm sido investigados como uma 

alternativa nutricional para restaurar a concentração de glutamina corporal, modular 

respostas inflamatórias e atenuar o estresse oxidativo em situações de elevado 

catabolismo 49; 50; 51. 

Dentre as alternativas de suplementação com L-glutamina, a utilização de 

dipeptídeos tais como a L-alanil-L-glutamina (DIP) tem sido recomendada em 

situações de elevado estresse metabólico 52. Contudo, mais recentemente foi 

demonstrado que tanto o DIP quanto a solução contendo L-glutamina e L-alanina na 

forma livre são eficazes em restaurar a concentração de glutamina corporal, tendo 

efeitos anti-inflamatórios e antioxidantes. Além disso, uma maior capacidade de 

citoproteção foi observada através da expressão de HSPs nos tecidos periféricos 35; 

46; 47; 53; 54; 55; 56.Estes resultados indicam um possível papel da L-alanina no 

metabolismo da glutamina por meio de sua transaminação em diversos tecidos 47.  

 Outra via na qual a suplementação com L-glutamina pode melhorar a 

capacidade antioxidante está relacionada à expressão de NRF-2. Em dois estudos, a 

maior disponibilidade de glutamina em células intestinais se correlacionou com o 

aumento da expressão de NRF-2 e maior disponibilidade de GSH 57; 58. Entretanto, a 

literatura não apresenta estudos verificando se os efeitos antioxidantes da 

suplementação com L-glutamina atuam por meio desta via do NRF-2 no 

desenvolvimento de DM2 em indivíduos obesos. 

 Os efeitos da suplementação crônica com L-glutamina ou L-alanina também 

foram estudados em ratos obesos e resistentes à insulina em dieta hiperlpídica 59. 

Nesse trabalho, somente a suplementação com L-glutamina aumentou a sua 

concentração plasmática e atenuou a RI no músculo esquelético e no fígado. Porém, 

a suplementação com L-glutamina induziu uma RI no tecido adiposo branco. Em 

estudo recente utilizando camundongos da linhagem B6.129SF2/J obesos induzidos 

por dieta hiperlipídica, a suplementação com L-glutamina livre ou com dipeptídeo não 

alterou os parâmetros de resistência à insulina e citoproteção (HSP-70). Porém, de 



 
 

acordo com os autores, os camundongos da linhagem B6.129SF2/J são mais 

resistentes aos efeitos causados pela dieta hiperlipídica por mecanismos que podem 

incluir a adaptação intestinal, o que reduz a absorção de nutrientes, incluindo 

aminoácidos 60. Porém em humanos, a suplementação com L-glutamina durante 

quatro semanas em mulheres obesas ou com sobrepeso, diminuiu cerca de 20% a 

insulinemia e o índice HOMA-IR 61. A partir de estudos in vitro com linhagem de células 

beta pancreáticas submetidas à estimulo com macrófagos humanos obesos, foi 

sugerido que a maior oferta de L-glutamina através da utilização do DIP mantém 

normalizada a secreção de insulina, devido à maior proteção anti-inflamatória e 

antioxidante, bem como um menor estresse de retículo e da disfunção mitocondrial 

via sistema NOX 33. No entanto, até o presente momento, não foram encontrados na 

literatura estudos verificando estes efeitos em modelos animais. 

Neste sentido, este estudo avaliou o efeito da  suplementação com L-glutamina 

livre ou como dipeptideo poderia ser um agente terapêutico para atenuar o estresse 

oxidativo, inflamação e consequentemente diminuir  as coomorbidades causadas pela 

obesidade tais como: a resistência periférica à insulina e  regular secreção de insulina 

e esteatose hepatica.  

 

 

  



 
 

2. OBJETIVOS 

2.1. Objetivo geral  

 Avaliar os efeitos da suplementação oral crônica com L-glutamina livre e na 

forma de dipeptídeo (L-alanil-L-glutamina) sobre a resistencia à insulina em camungos 

Ob/Ob. 

2.2. Objetivos específicos  

• Avaliar os efeitos da suplementação com L-glutamina na homeostasia da glicose. 

• Avaliar os efeitos da suplementação com L-glutamina no o sistema antioxidante e 

eixo glutamina-glutationa. 

• Avaliar os efeitos da suplementação com L-glutamina na resposta inflamatória. 

• Avaliar os efeitos da suplementação com L-glutamina na resposta citoprtetora 

mediada pela via da HSP70. 

• Avaliar os efeitos da suplementação com L-glutamina no metabolismo lipídico 

hepático. 

 

  



 
 

 CONCLUSÃO 

Os resultados obtidos neste estudo demonstraram que as suplementações com 

L-glutamina livre ou como dipeptideo em modelo animal de obesidade e RI reduz a 

glicemia basal, resistência periférica à insulina e quadro de hiperinsulinemia. 

Adicionalmente, a suplementação com L-glutamina e/ou L-alanina demonstrou atuar 

no metabolismo lipídico reduzindo a esteatose hepática. Este efeito foi mediado pela 

maior translocação do NRF-2 e eixo glutamina/glutationa, reduzindo a inflamação 

mediada pela via do NF-kB e aumentando a citoproteção através da via da HSP-70 

no fígado e musculo esquelético. 

Este estudo representa um avanço para pesquisa com suplementação com L-

glutamina como um agente coadjuvante terapêutico em obesos e RI. Entretanto, por 

se tratar de um estudo experimental, novos estudos em humanos são necessários 

afim de confirmar os efeitos terapêuticos, bem como a quantidade e frequência de 

administração de glutamina em pacientes obesos e RI. 
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