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RESUMO

A anorexia nervosa (AN) € um transtorno alimentar com alta morbi-
mortalidade, que atinge principalmente adolescentes do sexo feminino. A AN é
caracterizada por uma distorcdo na imagem corporal que leva a restricdo
alimentar, e, consequentemente, perda de peso e diversas complicacdes
clinicas como um estado de hiperagregabilidade plaquetaria. O 6xido nitrico
(NO) é produzido a partir do aminoacido catibnico L-arginina através de uma
familia de enzimas denominadas NO-sintases (NOS) e funciona como um
protetor cardiovascular modulando varias fun¢gdes como relaxamento endotelial
e funcdo plaquetaria. O objetivo dessa dissertacdo é avaliar a via L-arginina-
NO na AN, bem como investigar o ciclo da uréia, a funcdo plaquetéria, e o
estresse oxidativo em pacientes com AN. O transporte de L-arginina, a
producdo de guanosina monofosfato ciclica (GMPc), a atividade e a expressao
das isoformas da NOS, iINOS e eNOS, o estresse oxidativo (formacdo de
substancias reativas ao acido tiobarbitarico - TBARS e atividade da superéxido
dismutase - SOD), bem como a atividade plaquetaria foram avaliados nas
plaguetas dos pacientes com AN. Nas hemacias, a atividade e a expressao da
NOS, a atividade da arginase e o estresse oxidativo foram investigados. Os
niveis plasmaticos de aminoacidos e marcadores de estresse oxidativo no soro
foram também analisados. Nossos resultados demonstram que na AN o influxo
de L-arginina via sistema y'L, a produgcdo de GMPc e a atividade da NOS est&o
diminuidos nas plaquetas em relagdo aos controles. Ainda nas plaquetas dos
pacientes com AN, a expressao das isoformas da NOS bem como a atividade
plaguetaria ndo se mostrou alterada em relacdo aos controles. Nas heméacias
destes pacientes, observou-se reduzida atividade da NOS e uma elevada
funcdo da arginase. A expressao das isoformas da NOS em hemécias néo foi
afetada pela AN. A concentracdo plasméatica de L-arginina estava reduzida em
pacientes com AN. A formacdo de TBARS nas plaquetas, hemécias e no soro
nao estava alterada em pacientes com AN enquanto que a atividade da SOD
mostrou-se alterada. Assim, apesar da baixa producdo de NO, os pacientes
anoréticos apresentam um mecanismo cardioprotetor compensatorio
independente do NO a ser investigado. As descobertas aqui apresentadas
contribuem para uma melhor compreenséo da fisiopatologia da AN.

Palavras-chave: L-arginina; Oxido Nitrico; Anorexia Nervosa; Doenca
Cardiovascular.



ABSTRACT

The anorexia nervosa (AN) is an eating disorder with high morbi-
mortality, that reaches mainly adolescents of the feminine sex. AN is
characterized by a distortion of the corporal image that leading to alimentary
restriction, and, consequently, loss of weight and diverse clinical complications
such as a state of platelet increased aggregation. The nitric oxide (NO) is
produced from the cationic amino acid L-arginine through an enzyme family
named NO-synthase (NOS) and functions as a cardiovascular protector
modulating many functions as endothelial relaxation and platelet activity. The
objective of this thesis is to assess the L-arginine-NO pathway in AN, as well as
to investigate the cycle of the urea, the platelet function, and the oxidative
stress in patients with AN. The L-arginine transport, the production of cyclic
guanosine monophosphate (cGMP), the activity and the expression of isoforms
of NOS, INOS and eNOS, the oxidative stress (formation of thiobarbituric acid-
reactive substances — TBARS and superoxide dismutase activity — SOD), as
well as the platelet function were assessed in platelets from patients with AN. In
erythrocytes, the activity and expression of the NOS, the activity of arginase
and the oxidative stress were investigated. Plasma amino acid levels and
markers of oxidative stress in serum were also assessed. Our results have
demonstrated that in AN the L-arginine influx by y+L system, the production of
cGMP and activity of NOS are diminished in platelets in relation to controls. Yet
in platelets from patients with AN, the expression of NOS isoforms as well as
the platelet activity don’t show altered. In erythrocytes from these patients, was
seen reduced activity of NOS and raised function of arginase. The expression of
NOS isoforms in erythrocytes were not affected by AN. The plasmatic
concentration of L-arginine was diminished in AN patients. The TBARS
formation in platelets, erythrocytes and serum, were not altered in patients with
AN, while that the SOD activity was altered. Therefore, although of the low
production of NO, the patients with AN presents an NO-independent
compensatory cardioprotector mechanisms to be investigated. The discoveries
presented in this study contribute for a better understanding of the
physiopathology of AN.

Key words: L-arginine; Nitric Oxide; Anorexia Nervosa; Cardiovascular Disease.
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1. INTRODUCAO

A anorexia nervosa (AN) é um transtorno alimentar com morbidade
significativa (AMERICAN PSYCHIATRIC ASSOCIATION, 2006) e taxa de
mortalidade entre as mais altas para doencgas psiquiatricas (STROBER; FREEMAN;
MORRELL, 1997; BIRMINGHAM; SU; HLYNSKY, 2005). As principais
caracteristicas clinicas da AN sdo redugdo da ingestdo alimentar e distor¢gdo da
imagem corporal, fazendo com que os pacientes se sintam obesos apesar do seu
estado caquético (SCHEBENDACH; MAYER; DEVLIN, 2008). Eventos
cardiovasculares, como anormalidades elétricas, disfuncdo sistélica e diastdlica e
remodelamento miocardico, tém importante impacto na morte dos individuos com AN
(GALETTA; FRANZONI; CUPISTI, 2005; GALETTA; FRANZONI; PRATTICHIZZO,
2003).

O oxido nitrico (NO) é produzido por diferentes tipos de células, afetando
processos fisiolégicos como a neurotransmissédo, defesa celular, regulacédo da
proliferacdo das células do musculo liso e inibicdo da adesdo e agregagao
plaquetaria. Estes processos sao mediados pela ativagao da guanilato ciclase (GC)
com subsequente aumento nos niveis da guanosina monofosfato ciclica (GMPc)
(MONCADA; HIGGS, 2006; BRUNINI et al., 2007). As hemacias s&o consideradas o
maior armazenador de NO, o qual regula a deformabilidade da membrana da
hemacia e inibe a fungao plaquetaria (KLEINBONGARD et al., 2006).

A sintese do NO ocorre através da conversdo do aminoacido catidnico
semiessencial L-arginina em L-citrulina e NO, pela agdo da enzima NO sintase
(NOS) (MENDES RIBEIRO et al., 2001; BRUNINI et al., 2006; MONCADA; HIGGS,
2006). Entretanto, para ocorrer a sintese do NO é necessario o transporte da L-
arginina do meio extracelular para o intracelular, apesar de a concentragdo de L-
arginina no interior da célula ser muito superior a constante de afinidade de
Michaelis Mentes (K,) da NOS (BRUNINI et al.,, 2007; MANN; YUDILEVICH,;
SOBREVIA, 2003). Esta situacdo € denominada de “paradoxo da via L-arginina-NO”
(BRUNINI et al., 2005).

Existem trés diferentes isoformas de NOS, nomeadas de acordo com o tecido
no qual tais enzimas foram primeiramente descritas: NOS tipo | ou neuronal (nNOS),
NOS tipo Il ou induzivel (iNOS) e NOS tipo Il ou endotelial (eNOS) (MENDES
RIBEIRO et al.,, 2001, CLOSS et al., 2004; MENDES RIBEIRO; BRUNINI, 2004;
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MONCADA; HIGGS, 2006). Ja foi descrito um novo subtipo de NOS, a NOS
mitocondrial, mas pouco se sabe sobre esta enzima (ELFERING et al., 2002).

Estdo presentes em células de mamiferos quatro sistemas de transporte de
aminoacidos catiénicos: y*, y*-, B®*, e b%*, cada um com caracteristicas cinéticas
especificas e expressao distinta nos diferentes tipos celulares (MANN et al., 2003;
VERREY et al., 2004; DEVES; BOYD, 1998).

A arginase, primeiramente descrita no figado, € uma enzima também
envolvida no metabolismo da L-arginina, com uma relevante participagcéo no ciclo da
uréia (MORRIS, 1992). Embora alguns estudos relatem alteragbes na atividade da
arginase em doengas como a hipertensao arterial sistémica (HAS) (RODRIGUEZ et
al., 2000), asma (CEYLAN et al., 2005) e insuficiéncia renal cronica (IRC) (DURAK et
al., 2001), ndo ha estudos sobre sua atividade na AN. Existem estudos que sugerem
a participacao da arginase na biodisponibilidade de L-arginina e, consequentemente,
na producado de NO (CHICOINE et al., 2004; LI et al.,2001).

O NO também desempenha um importante papel como radical livre ao reagir
com superéxido (Oz’), formando peroxinitrito (ONOO’), o qual é potencialmente
danoso. A enzima superdxido dismutase (SOD) atua como um antioxidante,
catalisando a transformacdo do superdoxido em oxigénio (O,) e perdxido de
hidrogénio (H202). Na AN, a ingestdo inadequada de nutrientes pode causar um
aumento do estresse oxidativo, agravando ainda mais a desnutricdo (PACKER,
2000; MOYANO et al., 1999).

A morte subita € comum na AN, devido as complicagcbes cardiovasculares.
Como o NO participa da patogénese de desordens cardiovasculares e quase nao
existem estudos sobre a sua produgdo em pacientes com AN (VANNACCI;
RAVALDI; GIANNINI, 2006), ha a necessidade de mais estudos nesta area.

1.1 L-arginina

A L-arginina € um aminoacido catidbnico considerado como semiessencial,
uma vez que mamiferos adultos podem sintetiza-lo. Entretanto, quando sua sintese
esta diminuida ou em situagbes patoldégicas em que a sua demanda é elevada e
durante a fase de crescimento, a L-arginina se torna um aminoacido essencial
(REYES et al., 1994; BRUNINI et al, 2005).
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Embora macrofagos e células endoteliais produzam L-arginina, a maior parte
da sua sintese ocorre no figado e nos rins, a partir da L-citrulina liberada pelo
intestino como produto do metabolismo nitrogenado da glutamina (FEATHERSTON
et al.,, 1973; WU et al., 2008). Como o figado utiliza a maior parte da L-arginina
produzida no ciclo de uréia, a manutencdo dos niveis plasmaticos normais de L-
arginina (80-120 umol/L) sera dependente da sua produgdo nos rins e ingestao na
dieta (1-3 g/dia) (Figura 1). As principais fontes dietéticas de L-arginina s&o: soja,

améndoa, noz brasileira, castanha, pitu, carne e linguado (LORGERIL, 1997).

Ingestdo de L-arginina
(1-2g/dia)

,
77
W

L-arginina
Y .
$77 /yMetabolismo .
N Protéico = ‘Arginase
& Rt

7 /4

Glutamina (28%) \}‘\
Absorcéo

= Intestinal

L-citrulina
(30-40 pM/L)

L-arginina

L-arginina
Plasmética

Figura 1. A sintese de L-arginina (Adaptada de REYES et al., 1994).

A L-arginina regula o metabolismo de substratos de energia e a fungéo de
multiplos 6rgaos, além de participar de uma série de fungdes fisioldgicas, tais como:
sintese protéica, biossintese de aminoacidos e derivados, manutencdo do balango
nitrogenado positivo, processo de crescimento, ativagdo da secregao em glandulas
endodcrinas (hipdfise, pancreas e adrenal), cicatrizagcdo de feridas e ativacdo da
funcdo imune (BARBUL,1985; WU et al., 2008).

A L-arginina pode exercer efeitos vasculares e inibir diretamente a adesao
dos leucécitos na matriz ndo-endotelial, independente da sintese de NO (WU;
MEININGER, 2000; TONG; BARBUL, 2004). Esse aminoacido também aumenta a

polarizagcdo das membranas das células endoteliais, regula o pH sanguineo e
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intracelular (MORRIS, 2006), estimula a produgao de plasmina e a fibrinogendlise
(CYLWIK et al., 2005). Como um antioxidante, a L-arginina diminui a liberacao de
anions superoéxido e a peroxidagao lipidica (WU; MEININGER, 2000).

Nos vasos sanguineos, a acgédo vasodilatadora do NO é essencial na
regulacdo do tonus vascular. O NO estimula a proliferacdo e angiogénese das
células endoteliais, sendo importante na cicatrizacdo de feridas e microcirculagéao
(KOPPLE, 2003). Além disso, o NO inibe a liberacdo de endotelina-1 pelas células
endoteliais, diminui a adeséo de leucécitos, a agregacao e a adesao plaquetarias ao
endotélio, a produgao de superdxido, a expressao de moléculas de adesao das
células vasculares e a apoptose das células endoteliais. Logo, o NO exerce efeitos
no vasorrelaxamento vascular sistémico e na angiogénese, além de ser considerado
um fator antiaterogénico, antiproliferativo e antitrombaotico (WU; MEININGER, 2000;
HOENICKA; SCHMID, 2008).

Além de participar da producao de NO, a L-arginina é substrato para outras
importantes vias metabdlicas, como sintese da agmatina, creatinina, ornitina e uréia
(WU; MORRIS, 1998; CLOSS et al, 2004; TONG; BARBUL, 2004; HUYNH; CHIN-
DUSTING, 2006). Dentre estas, destaca-se a via da arginase, que catalisa a
hidrolise da L-arginina a L-ornitina e a ureia (Figura 2). Outras duas enzimas
envolvidas no seu metabolismo s&o a arginina:glicina amidinotransferase e arginina
descarboxilase, envolvidas na sintese de creatina e na producdo de L-agmatina,
respectivamente (Figura 2) (MORRIS, 2004; CLOSS et al, 2004).

L-AGMATINA CREATINA
Arginina d rboxil Arginina:glicina
ginina descarboxilase amidinotransferase
L- ARGININA
NOS Arginase
NO "
—» Uréia
L-CITRULINA L-ORNITINA
SINTESE DE l
PROTEINAS
Poliaminas

Figura 2. As vias metabdlicas da L-arginina.
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Foram identificadas duas formas genéticas da arginase, as quais diferem no
que diz respeito a distribuicdo tecidual, a localizagdo subcelular e a reatividade
imunoldgica (JENKINSON; GRODY; CEDERBAUM, 1996). A arginase | € uma
enzima citosolica, abundantemente expressa no figado, responsavel por catalisar a
etapa final do ciclo da uréia nos hepatdcitos, compreendendo o principal meio para
eliminagdo de amoénia. A arginase Il, por sua vez, € uma proteina mitocondrial
expressa em varios tecidos / células extra-hepaticos (rins, cérebro, monocitos e
macrofagos) (MORRIS et al., 1997). Nas plaquetas, foi detectada a arginase Il
(Raghavachari et al., 2007), enquanto a arginase | esta presente nas hemacias (VAN
DE POLL et al., 2008; JIANG et al., 2006; IKEMOTO et al., 1989). Apesar de ambas
as isoformas converterem L-arginina em uréia e ornitina, elas possuem propriedades
bioquimicas distintas (MORRIS et al, 1992).

E provavel que a arginase possa ser essencial na regulacéo da sintese de NO
ao modular as concentragdes locais de L-arginina, competindo, desta forma, com a
NOS pelo substrato em comum. Foi demonstrado que a inibicdo da arginase
estimula a sintese de NO (CHICOINE et al., 2004) e a expressdo excessiva de
arginase | ou Il suprime a geragcdo de NO nas células endoteliais (LI et al., 2001).
Essa hipdtese € apoiada também por caracteristicas bioquimicas de ambas. Embora
a afinidade da L-arginina seja muito maior pela NOS purificada (K, de
aproximadamente 2-20 ymol/L) que pela arginase (K., aproximado de 1000-5000
pmol/L), a atividade maxima da arginase é cerca de 1000 vezes superior que a da
NOS, sugerindo taxas similares de utilizacdo do substrato em concentracoes
fisiologicas de L-arginina (WU; MORRIS, 1998).

Diversos estudos mostram alteracbes da atividade e da expressao da
arginase em doengas como HAS e IRC (DEMOUGEOT et al., 2005), enquanto o

papel da arginase na AN permanece uma area de especulacéo.

1.2 A via L-arginina — 6xido nitrico e o seu paradoxo

Furchgott e Zawadzki (1980) descobriram que a acetilcolina promovia o
relaxamento dos vasos apenas se o endotélio estivesse presente e intacto.
Subsequentemente demonstraram que as células endoteliais estimuladas pela
acetilcolina liberavam um vasodilatador, inicialmente denominado de fator de

relaxamento derivado do endotélio (EDRF), o qual atuava via estimulacdo do GMPc



21

e era inibido pela hemoglobina e azul de metileno (FURCHGOTT et al., 1984). Em
1987, o EDRF foi identificado como sendo o NO (IGNARRO et al., 1987; WANG et
al., 2003).

O NO é produzido por diferentes tipos de células, nas quais pode afetar
importantes processos fisioldgicos, incluindo neurotransmissdo, vasodilatagao,
atividade citotéxica do sistema imune e adesdo e agregacao plaquetarias
(MONCADA et al, 1991; MONCADA; HIGGS, 2006).

Nos mamiferos, o NO é sintetizado a partir do aminoacido catiénico L-arginina
por uma familia de NOS: Existem trés isoformas de NOS: tipo | ou neuronal (nNOS),
tipo Il ou induzivel (iNOS) e tipo Il ou endotelial (eNOS), que sédo produtos de genes
distintos, apesar de apresentarem semelhancas em suas propriedades quimicas e
enzimaticas (MENDES RIBEIRO et al., 2001; CLOSS et al., 2004; BRUNINI et al.,

2006; MONCADA; HIGGS, 2006) (Quadro1).

Quadro 1. Caracteristicas principais das trés isoformas da NOS (adaptado de
LINCOLN et al., 1997).

cromossomial

NNOS ou tipo | INOS ou tipo Il eNOS ou tipo
1]

Neurdnios Macrofagos Endotélio

Primeira
identificacao
Peso Molecular 160 130 133

(kDa)

Localizacao 12p24.2 17cen-q12 7935-36

Funcéao principal

Neurotransmissao

Imunocitotoxicidade

Relaxamento do
musculo liso
vascular

Niveis de
producdo de NO

pmoles

nmoles

pmoles

Regulacéo da
expressao

Estimulada por
horménios
sexuais, lesdo do
tecido nervoso e
hipoxia

Inibida por
citocinas e
endotoxina

Expressao induzida
por citocinas e
endotoxina

Estimulada por
horménios
sexuais e stress
de cisalhamento

Inibida por
citocinas e
endotoxina e
hipdxia
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A calmodulina parece ser um fator chave na regulacado da enzima através dos
niveis de Ca'". Sabe-se que a INOS é, em parte, independente da regulacédo pelo
Ca™ e liga-se completamente a calmodulina (CHO et al., 1992). No entanto, eNOS e
NNOS possuem uma alga que desestabiliza a ligagdo com a calmodulina em baixos
niveis de Ca™", reduzindo a atividade da enzima. Desta forma, pode-se afirmar que
para que haja atividade maxima tanto da eNOS como da nNOS é necessaria uma

concentragdo minima de Ca™™ no interior da célula (FLEMING et al., 1999).

Apesar de ser bem estabelecido o papel das trés isoformas da enzima NOS,
sabe-se que ocorre produ¢cdo de NO na membrana mitocondrial de diversos tipos
celulares como figado e coragdo (GHAFOURIFAR et al., 1997; KANAI et al., 2001).
A esta enzima tem sido dado o nome de NOS mitocondrial (mtNOS). Embora ainda
ndo se saiba ao certo se a mtNOS é uma nova isoforma ou se € uma variante da
nNOS, foi demonstrado que a mtNOS é uma proteina constitutiva, expressa na
membrana interna da mitocdndria e que produz NO de forma dependente de Ca™
(TATOYAN et al., 1998; ELFERING et al., 2002, VALDEZ et al., 2006).

Os principais fatores que irdo determinar a atuacdo do NO como um
mensageiro de fungbes fisiolégicas ou como um agente citotoxico sédo a
concentracdo de NO presente e o ambiente celular. Em condigbes fisiologicas,
baixos niveis de NO produzidos pelas nNOS e eNOS irdo ativar a guanilato ciclase,
levando a producdo de GMPc, que estd associada a uma série de processos
fisiolégicos como, por exemplo: relaxamento do musculo liso do vaso endotélio-
dependente, inibicdo da agregacdo e adesao plaquetarias, e neurotransmissao
(MONCADA et al., 1997, HUYNH; CHIN-DUSTING, 2006). No entanto, em elevadas
concentracdes, especialmente na presenca de superdxido, o NO pode inibir varios
processos metabdlicos pela deplegao de energia na célula-alvo e causar dano direto
no DNA (LINCOLN et al., 1997; MONCADA; HIGGS, 2006). O mecanismo pelo qual
os niveis elevados de GMP. atenuam a agregacdo plaquetaria ndo € conhecido,
entretanto observa-se que o aumento de GMPc causa sequestro de Ca'™,
promovendo redugdo de Ca™" livre disponivel para agregacdo (RADOMSKI et al.,
1990; HUYNH; CHIN- DUSTING, 2006).

A L-arginina é convertida a NO e L-citrulina pela NOS através de uma via com
duas etapas, uma hidroxilagdo e uma reducgdo, exigindo a presenga de O, e
nicotinamida-adenina-dinucleotideo-fosfato-reduzida (NADPH) (GROSS, 1997;
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HUNYNH; CHIN-DUSTING, 2006). A hidroxilagao do nitrogénio guanidino terminal
da L-arginina ocorre inicialmente e leva a formacado de um intermediario que inibe
competitivamente a arginase, a N“-hidroxi-L-arginina (LINCOLN, 1997; ASH, 2004).
Outros co-fatores necessarios para a sintese de NO sao o dinucleotideo adenina-
flavina (FAD), o mononucleotideo flavina (FMN) e a tetrahidrobiopterina (BH4)
(STUEHR, 2004).

Embora os niveis intracelulares normais de L-arginina sejam bem acima do
Km €, portanto, suficientes para sua sintese, a producdo de Oxido nitrico é
dependente da ocorréncia do transporte da L-arginina extracelular em diferentes
tipos de células e condi¢gdes patoldgicas, o que € denominado “paradoxo da via L-
arginina-NO” (MANN et al., 2003; BRUNINI et al., 2005; BRUNINI et al, 2003;
HUNYNH; CHIN-DUSTING, 2006) (Figura 3).

L-NMMA / ADMA L-arginina
e .

L-arginina i

NOS [\,

No L-citrulina

Figura 3. A via L-arginina-6xido nitrico-GMPc (Adaptado de MACALLISTER;
VALLANCE, 1998). NOS=06xido nitrico sintase; GC=guanilato ciclase;

GTP=guanosina trifosfato; GMPc= guanosina monofosfato ciclica

1.3 Caracterizacao da via L-arginina-NO em plaquetas e hemacias

Os aminoacidos catiénicos (arginina, lisina e ornitina) sdo transportados por

proteinas mediadoras (carreadores). Em células de mamiferos, esse transporte
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ocorre principalmente através de quatro sistemas: y*, y'L, B®* e b%* (VAN WINKLE
et al., 1988 ; DEVES; BOYD, 1998 ; MENDES RIBEIRO et al., 2001).

Por meio de estudos cinéticos, nosso grupo demonstrou previamente a
primeira evidéncia de que o transporte de L-arginina em plaquetas humanas é
mediado via sistema y’L e n&o pelo classico sistema de transporte de aminoacidos
catidnicos, sistema y* (MENDES RIBEIRO et al., 1999). O sistema y'L foi
identificado como um sistema de transporte de alta afinidade e baixa capacidade de
transporte [K,=10 uM] para aminoacidos catidnicos, que também transporta
aminoacidos neutros com elevada afinidade na presenca de Na* [Kn= 10 uM]
(MENDES RIBEIRO et al, 1999; DEVES et al.,1992).

A atividade do sistema y’L é mediada por no minimo dois transportadores
heterodiméricos: glicoproteina 4F2 (cadeia pesada) associada a um carreador de
aminoacidos (cadeia leve), y'LAT1 ou y'LAT2 (Figura 4). A cadeia pesada
(glicoproteina 4F2) é codificada pela familia de genes SLC3, enquanto as cadeias
leves (y'LAT1 ou y'LAT2) pertencem a familia SLC7 (STEIN, 1996; DEVES; BOYD,
1998; CEREC et al, 2006).

Membrana Externa

% l f-’\tj— -~ Mn:l'r'lbrnﬂa Intecna
N Cadeia Leve

Figura 4. Modelo esquematico do sistema y'L (Adaptado de DEVES; BOYD, 1998).

O transporte de L-arginina em hemacias humanas é mediado principalmente
pelos sistemas y* e y'L (ELLORY, 1982; DEVES et al., 1992; BOYD; CRAWFORD,
1992; MENDES RIBEIRO et al., 1997; HANSSEN et al., 1997; MENDES RIBEIRO et
al., 2001). O sistema y* apresenta menor afinidade e maior capacidade para
transportar aminodacidos catiénicos que o sistema y'L (DEVES et al., 1992; BOYD;
CRAWFORD, 1992; MENDES RIBEIRO et al., 2001).
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O sistema y" foi descoberto por um estudo pioneiro iniciado no laboratério de
Halvor Christensen, sendo caracterizado como Na'-independente e seletivo para
aminoacidos catidnicos. Caracteristicas adicionais do sistema y' sdo a
insensibilidade ao pH e a potente ativacio pela hiperpolarizacao e trans-estimulacao
(CHRISTENSEN; CULLEN, 1973).

Estudos de biologia molecular identificaram uma familia de proteinas em
ratos, codificadas por mCAT incluindo quatro proteinas homélogas que induzem a
atividade do sistema y'. As proteinas clonadas sdo: mCAT-1 (alta afinidade,
expressa em muitos tecidos e células, exceto figado); mCAT-2A (variante do mCAT-
1 de baixa afinidade, expressa predominantemente no figado), mCAT 2B (isoforma
induzivel do mCAT-1, de alta afinidade, induzida em células T, macréfagos, pulmao
e testiculos) e mCAT-3 (expressa no tecido nervoso) (CLOSS et al, 1993;
MACLEOD et al.,, 1994; CLOSS, 1996; CLOSS et al.,, 1997; HOSOKAWA et al.,
1997). Em humanos, transportadores de aminoacidos catidbnicos homoélogos aos de
ratos foram clonados e as proteinas codificadas como hCAT (YOSHIMOTO et al.,
1991; ALBRITTON et al., 1992; CLOSS et al.,, 1997). Inicialmente, hCAT-1 foi
relatado em células T e células somaticas, e, mais recentemente, hCAT-2A e hCAT-
2B foram isolados do figado e da célula do hepatoma, respectivamente
(YOSHIMOTO, 1991; ALBRITTON, 1992; CLOSS et al., 1996). Diferentemente do
mCAT-1 e mCAT-2B, que apresentam propriedades de transporte muito similares, o
hCAT-1 tem afinidade por substrato trés vezes maior e € mais sensivel a trans-
estimulacdo do que o hCAT-2B. O hCAT-2A também apresenta propriedades
distintas, mostrando afinidade por substrato 10 a 30 vezes menor, sendo menos
sensivel a trans-estimulagédo (CLOSS et al., 1997). O hCAT-3 foi identificado e é
expresso principalmente no pancreas, musculo esquelético, coracido e placenta
(SEBASTIO et al., 1996; SEBASTIO et al., 1997). Similar ao hCAT-1, a atividade do
hCAT-3 é diminuida via reducdo das moléculas de transporte na membrana
plasmatica (ROTMANN et al., 2006).

Van Winkle et al. estudando transporte em blastécitos de ratos distinguiram
dois sistemas de transporte de aminoacidos catidnicos: b®" e B%*. Ambos os
sistemas transportam aminoacidos neutros e catinicos, sendo os sistema B%* Na*-
dependente e o b%* Na*-independente (SAIER, 2000; BRUNINI et al, 2005).

As plaquetas expressam ambas as isoformas de NOS, endotelial e induzivel
(LINCOLN et al, 1997; MENDES RIBEIRO et al, 2001; MOSS et al, 2004; DEMEZIO
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DA SILVA et al., 2005). A via L-arginina-oxido nitrico foi demonstrada em plaquetas
pela primeira vez por Radomski, Palmer e Moncada, envolvendo a isoforma da NOS
Ca'’-dependente, eNOS (RADOMSKI; PALMER; MONCADA, 1990).
Posteriormente, Metha et al. (1995) foram capazes de demonstrar a presenga da
isoforma oOxido nitrico sintase induzivel através da incubagcdo das plaquetas com
citoquinas. Na auséncia de Ca'", a L-arginina foi convertida a citrulina e oxido nitrico,
indicando a presenca da iNOS, isoforma da NOS Ca**-independente (MEHTA et al.,
1995).

As hemacias parecem conter tanto NOS induzivel como endotelial (CHEN;
MEHTA, 1998; DELICONSTANTINOS et al.,, 1995). O NO liberado das hemacias
afeta a fluidez da membrana e a deformabilidade das hemacias, o que é necessario
para a passagem do sangue pela microvasculatura (KLEINBONGARD et al., 2006).
Similarmente as plaquetas, Kang et al. (2000) demonstraram a presenca de NOS
(induzivel e endotelial) em hemacias humanas, mas nao obtiveram resultados ao
tentar demonstrar a atividade destas enzimas nas células circulantes de adultos
normais, sugerindo assim que as hemacias tivessem NOS inativas. Ao contrario
deste estudo, Kleinbongard et al. (2006), evidenciaram que as hemacias humanas
expressam a NOS endotelial ativa e funcional, sendo localizada na membrana
plasmatica e no citoplasma das hemacias. Analises adicionais demonstraram ainda
que esta enzima parece estar localizada apenas na parte interna da membrana das
hemacias. Entretanto, o mesmo grupo nao detectou as isoformas induzivel e
neuronal nas hemacias. Devido a essas controvérsias, a presencga, localizagao e

atividade da NOS nas hemacias humanas permanece incerta.

1.4 Estresse oxidativo

A biodisponibilidade de NO depende n&o somente da sua sintese como
também da sua degradacdo, mediada por espécies reativas de oxigénio (EROs),
principalmente o anion superéxido. Este anion, ao reagir com o NO, produz o
oxidante peroxinitrito, reduzindo a biodisponibilidade do NO (GRYGLEWSKI;
PALMER; MONCADA, 1986; ZHANG et al., 2009).

Os radicais livres podem ser descritos como atomos ou moléculas altamente

reativas que contém um numero impar de elétrons na sua ultima cadeia eletrénica.
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O termo radical livre, contudo, ndo é o ideal para designar os agentes reativos
patogénicos, uma vez que nem todos possuem elétrons nao pareados em sua ultima
camada, como é o caso do perdxido de hidrogénio (H.02) (KOPANI et al., 2006).
Visto que a maioria desses agentes € derivada do metabolismo aerdbio, s&o
denominadas EROs. Em condi¢des fisiolégicas normais, durante o metabolismo
aerobio, o O, sofre reducao tetravalente, resultando na formacao de H,O. No
decorrer desse processo, sdo formados intermediarios reativos, que sao os radicais
O, hidroxila (OH) e perdxido de hidrogénio (H2O2) (Figura 5). Normalmente, a
reducdo completa do O, ocorre na mitocbéndria e a reatividade das EROs é

neutralizada com a entrada de quatro elétrons.

02 - 02- T H2()2—> OH—’ Hzo

S S

e- e e- e-

Figura 5. Reducéo tetravalente do O, com formagao das espécies reativas de anion
superoéxido (O2)), peréxido de hidrogénio (H20-), e radical hidroxila (OH).

As células contém mecanismos de defesa enzimaticos e n&o-enzimaticos
contra a alta reatividade das EROs (SEDDON; LOOI; SHAH, 2007). A primeira linha
de defesa compreende o0s mecanismos intracelulares enzimaticos, incluindo a
superéxido desmutase (SOD), catalase e glutationa peroxidase (GSH-Px)
(NAKAMURA; OMAYE, 2008; BALLATORI, 2009). Outras substancias antioxidantes
sdo as vitaminas E (tocoferol) e C (acido ascérbico). O tocoferol confere protecao a
membrana celular ao atuar como quelante dos oxidantes produzidos durante a
peroxidagao e o acido ascorbico neutraliza diretamente as EROs (BAHIA et al, 2006;
BARBOSA et al., 2008).

Um desequilibrio entre as defesas antioxidantes e a produgdo de EROs
acarreta o estresse oxidativo. Os efeitos toxicos do O, sio resultantes da oxidagao
de componentes celulares como os tidis, cofatores enzimaticos, proteinas,
nucleotideos e lipideos, principalmente os acidos graxos poli-insaturados (iniciando
a peroxidacao lipidica) (INAGI, 2006; BAHIA et al, 2006). O processo de peroxidagao
lipidica afeta primariamente as membranas celulares e, ao afetar a sua estrutura,

compromete a seletividade para entrada e/ou saida de nutrientes e substancias
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toxicas a célula, podendo, em ultima instancia, levar a alteragao do DNA, formacéao
de produtos citotoxicos e morte celular (BENZIE, 1996; BARBOSA et al., 2008).

As EROs estimulam a proliferacdo celular e podem aumentar o efeito
proliferativo e vasoconstritor da angiotensina Il, através da inativagdo do NO, agente
antiproliferativo e vasodilatador. A angiotensina I, por sua vez, causa vasoconstricao
e liberagao de endotelina, além da geragao de EROs. A célula endotelial pode gerar
anion superoxido através da angiotensina Il, da LDL oxidada, da eNOS, da cadeia
de transporte de elétrons das mitocéndrias e das oxidases vasculares (NADPH
Oxidase) (FRIDOVICH, 1999; DA LUZ, 2005; BAHIA et al., 2006; ASSUMPCAO et
al, 2008).

1.5 Anorexia nervosa (AN)
1.5.1 Definicdo

A AN é definida como sendo uma condi¢gdo caracterizada por autoinanicéo
voluntaria e perda de peso, que é considerada pelo paciente como um sinal de
alcance extraordinario de autodisciplina, enquanto o ganho de peso € percebido
como uma perda inaceitavel de autocontrole (SCHEBENDACH; ANDERSON, 2005).
Outra definicdo aceita para AN seria de uma doenca mental potencialmente séria,
tendo como caracteristica fundamental a perda acentuada de peso por restricao
alimentar (ROYAL AUSTRALIAN AND NEW ZEALAND COLLEGE OF
PSYCHIATRISTS, 2004).

Paul-Laurent Assoun, baseado na psicanalise, enfoca a anorexia como uma

sindrome histérica que exprime algo essencial da feminilidade:

A anoréxica apresenta um espetaculo que responde a perplexidade de Freud, ja
que, em sua pretensao fantasistica, ela é aquela que, por exceléncia, sabe o que
quer(...)Na verdade, o que ela ndo sabe é que esse querer férreo se apoia numa
negagdo do desejo. Donde a forma peculiar de Verleugnung (renegagéo) que
confere a essa estrutura neurdtica sua coloragdo perversa. O querer garante a
presuncao do saber absoluto, mas esse corpo subjugado constitui uma barreira para
algo que ndo quer se expressar, que é o desejo pelo outro (AUSSON, 1993).

1.5.2 Etiologia

Atualmente, a natureza multifatorial da etiologia dos transtornos alimentares é
amplamente reconhecida (NUNES, 2006), incluindo uma diversidade de fatores que

interagem entre si de modo complexo para produzir e, muitas vezes, perpetuar a
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doenca. Estes fatores podem ser divididos em fatores predisponentes, precipitantes
e mantenedores da AN (COOPER, 1995).

Os fatores predisponentes sdo aqueles que aumentam a probabilidade de
aparecimento da AN, mas n&o a tornam inevitavel. Estes sdo categorizados em trés
grupos: individual, familiar/hereditario e sdcio-cultural (MORGAN, 2002). Ja os
fatores precipitantes sdo aqueles que marcam o aparecimento dos sintomas da AN.
A dieta para emagrecer € o mais frequente deles, mas isoladamente nao é suficiente
para produzir esse transtorno, precisando interagir com os fatores predisponentes
(CLAUDINO; ZANELLA, 2005). Por fim, os fatores mantenedores irdo determinar se
o transtorno vai perpetuar ou ndo. Estes fatores incluem o papel das alteragdes
fisiologicas e psicoldgicas produzidas pela desnutricdo e pelos constantes episédios
de compulsdo alimentar e purgacdo. (MORGAN, 2002; CLAUDINO; ZANELLA,
2005).

1.5.3 Epidemiologia

A epidemiologia da AN nao se encontra completamente estabelecida, pois o
diagndstico e a notificagcdo dos casos sdao comprometidos pelo fato de o proéprio

paciente, geralmente, ndo se considerar doente (NARDI; BUENO, 2002).

Esse transtorno ocorre preferencialmente em mulheres jovens, sendo raro em
individuos negros (HUSE; LUCAS, 2003). Estudos clinicos demonstraram que
somente 5 a 10% dos pacientes sdo do sexo masculino, com uma taxa de incidéncia
em torno de 8: 100.000 habitantes por ano e prevaléncia pontual em mulheres
jovens ocidentais de aproximadamente 0,3%, o que equivale a 3 casos para cada
1.000 mulheres nessa populagdo (CLAUDINO; ZANELLA, 2005). Uma incidéncia
média anual na populagao em geral de 18,5: 100.000 (DP= 21,01) entre mulheres e
de 2,25: 100.000 (DP= 2,63) por ano entre homens foi evidenciada por uma reviséo
sistematica de 12 estudos (PAWLUCK, 1998).

O inicio dos primeiros sintomas da AN ocorre de forma bimodal, entre 13-14 e
17-18 anos (SALVADOR, 2004). O sexo masculino costuma desenvolver o
transtorno alimentar mais tardiamente do que o sexo feminino, uma vez que a
puberdade comeca e termina cerca de um ano € meio a dois anos mais tarde nos
meninos que nas meninas (MELIN; ARAUJO, 2002).
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A maior parte dos pacientes com AN se encontra em classes sociais mais
elevadas (SALVADOR, 2004). A AN parece mais prevalente em paises
industrializados que adotam e idealizam o tipo corporal magro, como Estados
Unidos da América (EUA), Canada, Europa, Australia, Japdo e Nova Zelandia
(AMERICAN PSYCHIATRIC ASSOCIATION, 2000b), ao contrario de algumas
sociedades nao-ocidentais, que valorizam como belo o excesso de peso (MILLER;
PUMARIEGA, 2001). Recentemente, uma revisdo sugeriu que a AN esta sendo
identificada mesmo em paises em desenvolvimento do terceiro mundo (MILLER;
PUMARIEGA, 2001). Em outro estudo de revisao bibliografica sobre a prevaléncia
dos transtornos alimentares, foi demonstrado que a prevaléncia de AN em paises
ocidentais varia de 0,1% a 5,7%, enquanto a prevaléncia € muito menor nos paises
orientais e varia de 0,002% a 0,9% (MAKINO; TSUBOL; DENNERSTEIN, 2004).

A taxa de mortalidade na AN é bastante alta quando comparada a de
individuos de mesma idade e sexo sem AN, podendo alcancar 21% (CLAUDINO;
ZANELLA, 2005). Uma meta-analise sobre AN realizada por Steinhausen, incluiu
119 artigos e concluiu que o inicio da desordem durante a adolescéncia estava
associado a uma menor taxa de mortalidade, sendo a idade na qual se iniciou o
transtorno mais importante que a duragao do mesmo. Essa revisdo também sugeriu
que existem mais mortes por suicidios e outras causas desconhecidas do que
mortes relacionadas diretamente a AN (STEINHAUSEN, 2002).

1.5.4 Diagndstico

O diagnostico de AN ndo é uma tarefa dificil. Deve-se suspeitar desse
transtorno quando a perda de peso nao possa ser explicada por doencga fisica
(HUSE; LUCAS, 2003). Os critérios diagnésticos para AN segundo o Manual
Diagnostico e Estatistico dos Disturbios Mentais (DSM-IV.TR, 2002) e a 102 edigao
da Classificagdo Internacional de Doengas (OMS - CID-10, 1993) sdo apresentados

nos quadros 2 e 3, respectivamente.
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Quadro 2. Critérios diagndsticos para AN, segundo o DSM.IV.TR (2002)

A. Recusa a manter o peso corporal em um nivel igual ou acima do minimo normal

adequado a idade e a altura (=285% do esperado).

B. Medo intenso de ganhar peso ou de se tornar obeso, mesmo estando com peso

abaixo do normal.

C. Perturbacdo no modo de vivenciar o peso ou a forma do corpo, influéncia indevida do
peso ou da forma do corpo sobre a autoavaliagdo, ou negag¢ao do baixo peso corporal
atual.

D. As mulheres pos-menarca podem apresentar amenorréia, isto €, auséncia de pelo

menos trés ciclos menstruais consecutivos.

Quadro 3. Critérios diagnosticos para AN, segundo a CID-10 (1993)

a) Peso corporal mantido em pelo menos 15% abaixo do esperado ou Indice de Massa
Corporal (IMC) = 17,5 Kg/m? ou menos.

b) Perda de peso autoinduzida por abstencdo de “alimentos que engordam” e um ou
mais do que se segue: vOmitos autoinduzidos; purgacdo autoinduzida; exercicio

excessivo; uso de anorexigenos e/ou diuréticos.

c) Distor¢ao da imagem corporal.

d) Transtorno endocrino generalizado envolvendo o eixo-hipotalamico-hipofisario-
gonadal que se manifesta, por exemplo, como amenorréia nas mulheres e como perda

do interesse e poténcia sexual nos homens.

e) Se o inicio é pré-puberal, a sequéncia de eventos da puberdade € demorada ou

mesmo retardada.

O DSM.IV.TR (2002) propde uma classificagdo para AN em subtipos de
acordo com a presenga ou auséncia de compulsdes periddicas ou purgagdes
regulares durante o episédio atual de AN.

SUBTIPO RESTRITIVO - -caracteriza-se por perda de peso alcancada

principalmente através de dietas, jejuns ou exercicios excessivos. Durante a perda
de peso, esses individuos ndo se envolvem, com regularidades, em compulsdes

periddicas ou purgacgdes.
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SUBTIPO COMPULSAQO PERIODICA / PURGATIVO - quando o individuo se

envolve regularmente em compulsdes periddicas ou purgagdes durante a perda de

peso.

1.5.5 Caracteristicas Clinicas

Uma das caracteristicas clinicas mais notavel em pacientes com AN é a sua
constituigdo fisica caquética pré-pubescente, que faz com que paregam mais jovens
do que sao. Bradicardia (frequéncia cardiaca abaixo de 60 batimentos por minuto) e
hipotensdo importante (pressado arterial sistélica abaixo de 70 mmHg) estao
frequentemente presentes. Os pacientes sdo hipotérmicos e geralmente usam mais
roupas que o apropriado ao ambiente (SCHEBENDACH; ANDERSON, 2005).

O amarelamento da pele, associado a hipercarotenemia, é evidenciado em
alguns pacientes com AN, bem como a hipertrofia das glandulas salivares,
particularmente das glandulas parétidas (SCHEBENDACH; ANDERSON, 2005). Os
individuos que induzem vomito podem ter erosdo do esmalte dentario e alguns tém
cicatrizes ou calos no dorso das maos, causados pelo contato com os dentes
quando as utilizam para induzir o vomito (DSM.IV.TR, 2002). As unhas desses
pacientes podem se encontrar quebradigas e com crescimento lento, favorecendo o
desenvolvimento de onicomicoses (ASSUMPCAOQ; CABRAL, 2002). Outros sinais e
sintomas fisicos, bioquimicos e hematolégicos presentes com frequéncia nos
pacientes com AN sao: tontura; cabelo seco e quebradico; diminuigdo de leucécitos
e glicose, e aumento do colesterol; constipagao; acrocianose; amenorréia; perda
muscular; diminuigdo dos reflexos tendineos profundos (RTP); osteoporose; pele
seca; edema; e retardo no crescimento (SCHEBENDACH; ANDERSON, 2005).

Os pacientes com AN podem apresentar certo grau de deficiéncia
neuropsicoldgica, incluindo anormalidades na velocidade psicomotora, aumento da
atencao seletiva para informacéao relacionada a comida e a aparéncia, e déficits na
atencgao, na visao de espaco e na visdo construtiva. Os déficits na fungédo cognitiva
desses pacientes podem estar associados a restricdo alimentar e as alteracdes

bioldgicas consequentes da acentuada perda de peso (DUSHESNE, 2004).
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1.5.6 Complicacoes Clinicas

Embora os transtornos alimentares sejam classificados dentro das
enfermidades psiquiatricas, estdo associados a varias complicacdes clinicas e a
taxas de morbidade e de mortalidade consideraveis. Dependendo da extensao e da
gravidade dessas complicagdes clinicas, as mesmas podem causar efeitos letais
para o individuo (NUNES et al., 2006).

Os pacientes com AN desenvolvem complicacdes clinicas a nivel enddcrino,
cardiovascular, ésseo, hidroeletrolitico, hematoldgico, pulmonar, renal, gastrintestinal
e metabdlico (SCHEBENDACH; ANDERSON, 2005) (Quadro 4).



Quadro 4. Complicagdes clinicas da AN.

COMPLICACAO

CARDIOVASCULAR

| Frequéncia cardiaca
| Pressao arterial
| Massa ventricular esquerda

1 Agregacao plaquetaria

ENDOCRINA

Sindrome de baixa quantidade de T3

Hormonios sexuais

GASTRINTESTINAL

Constipacao intestinal
| Esvaziamento gastrico

| Motilidade intestinal

OSSEA

Osteopenia

Osteoporose

METABOLICA

1 Colesterol sérico
| Glicose sérica

| Taxa de metabolismo basal

HEMATOLOGICA

Leucopenia
Anemia

Trombocitopenia

PULMONAR

Edema agudo de pulméo

Pneumonia de aspiracao

HIDROELETROLITICA

Hipopotassemia
Desidratacao
Hipocloremia

Hipomagnesemia

RENAL

| Concentragao urinaria
Azotemia pré-renal

Calculos renais

34
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1.5.7 Prognostico

O curso e a evolugdo da AN s&o extremamente variaveis (HUSE; LUCAS,
2003), estando tal transtorno associado a mortalidade mais elevada de todas as
doengas psiquiatricas. A taxa de mortalidade varia de 5% a 15% (BROWN;
MEHLER; HARRIS, 2000; WALSH et al., 2000).

O suicidio é a maior causa de morte entre as pessoas com AN (BULIK et al.,
2008). Franko e Keel (2006) revisaram extensivamente artigos publicados sobre
suicidio e tentativa de suicidio em pessoas com transtornos alimentares, e
verificaram que a tentativa de suicidio é observada em 3 a 20% dos pacientes com
AN. Pompili et al. (2005) revisaram nove estudos de suicidio em AN e constataram
que o numero de suicidios foi oito vezes maior nas pessoas com AN que na
populacao geral de mulheres jovens (14 — 25 anos).

O tratamento precoce e mais eficaz da AN tem levado a diminuicao da
mortalidade, mas os estudos de acompanhamento sugerem que dois tergos dos
pacientes terdo preocupagdes morbidas e continuas com relagédo ao alimento e ao
peso (APA, 2000b).

Em uma revisao bibliografica com mais de cem estudos, foi evidenciado que
somente cerca de 50% das pacientes se recuperam totalmente. Outros 30%
experimentam uma recuperagao parcial caracterizada por algum tipo de residuo ou
disturbio no comportamento alimentar e por falta de habilidade para manter o peso.
Finalmente, nos 20% restantes, a doenga assume uma forma crbnica, nao
apresentando qualquer sinal de remissao (ABREU; FILHO, 2004).

Os melhores fatores preditivos para a recuperagao sao a taxa de ganho de
peso corporal ideal e a duragdo do quadro de anorexia (HERZOG et al., 1993), além
do inicio do tratamento proximo ao surgimento dos sintomas, o amadurecimento
pessoal e os tratamentos que promovam atmosfera acolhedora e compreensiva
(CLAUDINO; ZANELLA, 2005).

1.6 A via L-arginina-6xido nitrico, estresse oxidativo e AN
Uma das principais caracteristicas clinica da AN é a reducdo da ingestao

alimentar levando a uma constituicdo fisica caquética, que é vista distorcidamente

como excesso de peso pelos pacientes acometidos por tal transtorno
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(SCHEBENDACH; MAYER; DEVLIN, 2008). O NO é um neurotransmissor envolvido
na regulagdo do balango energético corporal e na ingestdo alimentar. A maioria de
suas agdes se deve a producdo do GMPc através da ativagdo da GC (NELSON;
CHIAVEGATTO, 2001; NISOLI et al., 2003).

O NO participa na regulacao do apetite. Morley e Flood (1994) demonstraram
que uma Unica administragdo do inibidor da NOS N®-monometil-L-arginina (L-
NMMA) em ratos privados de alimentagdo reduziu, a curto prazo, a ingestao
alimentar. Estudos subsequentes sobre o controle alimentar em ratos (SQUADRITO
et al., 1993) e galinhas (CHOI et al., 1994) resultaram em observacdes semelhantes,
mostrando que o NO participa no controle do comportamento alimentar.

Em contraste com os estudos anteriores, Vozzo et al. (1999) demonstraram
que os andlogos da L-arginina N®-Monometil-L-Arginina (L-NMMA) e NC-nitro-L-
arginina metil éster (L-NAME) nao exercem efeito no apetite ou na ingestao
alimentar de humanos a curto prazo. O mesmo grupo sugere que a discrepancia
aparente entre a supresséo de ingestdo alimentar em animais pela administracao de
analogos da L-arginina e a auséncia de tal efeito em humanos pode ser devido a
diferencas de espécies (VOZZO et al.,, 1999). Portanto, ha necessidade de mais
estudos para validagédo da associagdo do NO com a regulagédo da ingestdo alimentar
em humanos.

Com relacdo as complicacdes cardiovasculares, ocorrem alteracdes a nivel
plagquetario em pacientes com AN, tais como mudangas na atividade dos o e B
adrenoreceptores nas plaquetas — estimulacdo e inibigcdo, respectivamente — e
aumento da liberagdo de tromboxano A2, o que resulta num estado de
hiperagregabilidade das plaquetas induzidas pela adrenalina (GILL et al., 1992;
MIKHAILIDIS et al., 2004). Entretanto, ndo existem estudos da via L-arginina-6xido
nitrico em plaquetas de pacientes com AN.

Os radicais livres sdo constantemente produzidos como consequéncia de
reagdes enddgenas. Supde-se que a producdo de radicais livres em excesso possa
ser um mecanismo patogénico importante para a desnutrigdo na AN (ROEDIGER,
1995; SHARDA, 2006). Além de ser uma situagdo crénica de estresse fisico e
psicologico, com producado excessiva de radicais livres, a AN envolve a ingestao
insuficiente de vitaminas antioxidantes e oligoelementos que sao cofatores de
enzimas antioxidantes, bem como uma concentracio deficiente de certos substratos,
como a glutationa (MOYANO et al., 1999).
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Moyano et al. sugere certo grau de dano oxidativo na AN, que leva a
inativagcdo e ao prejuizo do desempenho cardioprotetor do NO (Moyano et al., 1997;

Inagi, 2006). Esta alteragdo pode causar a morte pacientes com anorexia nervosa.
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2. OBJETIVOS
2.1 Objetivos gerais

Investigar a atividade da via L-arginina-NO-GMPc em plaquetas e hemacias
de pacientes com AN, bem como avaliar a expressdo da enzima oOxido nitrico

sintase, o ciclo da uréia, a funcao plaquetaria e o estresse oxidativo.

2.2 Objetivos especificos nas plaguetas
e Estudar o transporte de L-arginina;
e Avaliar a expressao das isoformas da enzima NOS;
e Analisar a atividade total das NOS;
e Determinar as concentracgdes intraplaquetarias de GMPc;
e Investigar a agregacao plaquetaria e sua relagdo com a via L-arginina-NO-
GMPc;

¢ Quantificar a presenca do estresse oxidativo.

2.3 Objetivos especificos nas hemacias
e Avaliar a expressao das isoformas da enzima NOS;
¢ Analisar a atividade da NOS;
¢ Investigar a atividade da arginase;

¢ Quantificar a presenca do estresse oxidativo.

2.40bjetivos especificos sistémicamente
e Quantificar a presenca do estresse oxidativo;

e Determinar o perfil de aminoacidos.
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3. METODOLOGIA

3.1 Selecao de controles e pacientes

Participaram do estudo 11 pacientes com AN e 12 individuos saudaveis,
pareados por sexo e idade. Os pacientes eram provenientes do Nucleo de Estudos e
Saude do Adolescente (NESA) do Hospital Universitario Pedro Ernesto
(HUPE)/UERJ.

Os critérios de exclusdo foram cardiopatia isquémica, insuficiéncia cardiaca,
diabetes mellitus, transfusdo recente, infeccdo e uso de medicamentos

antiagregante plaquetarios.

O estudo teve a aprovagdo do Comité de Etica e Pesquisa do Hospital
Universitario Pedro Ernesto (processo 1485-CEP/HUPE) (Anexo 1), e o

consentimento dos pacientes (Anexo 2).

3.2 Avaliacgéo clinica e laboratorial

Os dados clinicos necessarios ao estudo referentes aos pacientes foram
coletados utilizando-se o Protocolo de Avaliacdo dos Disturbios Alimentares e o
Protocolo do Laboratério de Transporte de Membrana criado previamente (Anexos 3
e 4, respectivamente). As avaliagdes bioquimicas e hematolégicas foram feitas no

laboratdrio Central do Hospital Universitario Pedro Ernesto.



Tabela 1. Dados clinicos de individuos controles e pacientes com AN

Dados Controles Pacientes com
AN
Idade (anos) 16,25 + 0,57 15,09 + 0,57
indice de Massa Corporal (Kg/mz) 19,94 + 0,47 15,15+ 0,69 *
Hematdcrito (%) 39,56 £ 0,79 38,37 £ 0,98
Hemoglobina (g/dL) 13,45 + 0,26 12,80 + 0,33
Plaquetas (10°/mm?) 2522+ 14,83  257,9 + 22,40
Uréia (mmol/L) 25,80 £ 2,42 19,00 + 2,71
Creatinina (mmol/L) 0,75 £ 0,04 0,74 £ 0,01
Sddio (mmol/L) 135,2+1,85 140,3+ 1,22 *
Potassio (mmol/L) 4,10+ 0,10 4,20 + 0,06
Albumina (g/dL) 4,85+ 0,20 4,72 + 0,11
Glicose (mg/dL) 85,73 £ 2,11 83,11 £ 5,25
Colesterol total (mg/dL) 161,7 + 8,44 157,9 + 17,98
Triglicerideos (mg/dL) 73,45+ 7,17 77,83 £ 30,63
Transaminase glutamico oxalacética -TGO 18,20 + 1,98 22,44 + 2 52
(U/L)
Transaminase glutamico piruvica - TGP 13,00 + 3,89 19,50 + 6,49
(U/L)
*p<0,05

3.3 Isolamento e preparo das plaguetas
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As amostras de sangue foram coletadas por venopuncéao e transferidas para

tubos de polipropileno, nos quais o sangue foi misturado com anticoagulante ACD

(Quadro 5). Todas as etapas de isolamento e preparo das plaquetas foram

realizadas em temperatura ambiente.

A primeira centrifugagao

(Eppendorf

Centrifuge 5804 R) das amostras foi realizada durante 15 minutos a 200g, para

obtengdo do plasma rico em plaquetas (PRP). Em seguida, o plasma rico em

plaquetas foi transferido para tubos de polipropileno e centrifugado (Eppendorf

Centrifuge 5804 R) a 900g por 10 minutos. O sobrenadante foi entdo descartado e

as plaquetas ressuspensas em solugao Kreb’s (mmol) (Quadro 6).
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Quadro 5. Composicao do anticoagulante ACD

mM g/L
Citrato trisddico 85,9 25
Acido citrico 73,7 15
Glicose 111 20

pH=4

Quadro 6. Composicao da solugao de Kreb’s

mM g/L
Nacl 119 6,954
MgCl, 1,2 0,244
KCL 4,6 0,343
CaCl, 1,5 0,187
NaHCO; 15 1,26
Glicose 11 1,98
NaH2PO4 1,2 0,187

pH=7.4

3.4 Preparo das hemécias

O sangue foi coletado por venopungdo e transferido para tubos de
polipropileno, nos quais 0 mesmo foi misturado com anticoagulante ACD. A primeira
centrifugacdo (Eppendorf Centrifuge 5804 R) foi realizada durante 15 minutos a
200g, para a separacao do plasma. As hemacias foram lavadas com solugéo salina
(Quadro 7) e centrifugadas (Eppendorf Centrifuge 5804 R) trés vezes em 2000g
durante 5 minutos. As hemacias foram utilizadas imediatamente ou dentro das 24

horas seguintes.

Quadro 7. Composicao da solugao Salina

mM g/L
NaCl 145 8.47
MOPS 10 2.09
Glicose 5 0.9

pH= 7,4
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3.5 Transporte de L-arginina em plaquetas

Os influxos de L-arginina foram realizados de acordo com um protocolo
estabelecido no grupo do Laboratério de Transporte de Membrana ha mais de 10
anos (MENDES RIBEIRO et al.,, 1999). Para os experimentos de transporte de L-
arginina em plaquetas, uma concentragao de L-leucina (10 uM) foi usada para inibir
competitivamente o sistema de transporte y'L. Em seguida, L-arginina tritiada (1-50
MM) foi adicionada a suspensédo de plaquetas, que foi incubada por 5 minutos a
37°C. O sangue foi entdo centrifugado (Eppendorf Centrifuge 5804 C) rapidamente e
lavado com Kreb’s, as células lisadas com Triton X-100 (Sigma) e a radioatividade

foram contadas em um analisador de cintilacdo (Bekman-Coulter).

3.6 Andlise cinética

A cinética de um transporte mediado por um carregador é a expressao da

equacao de Michaelis-Menten:

V=[S]. Vmax
Km + [S]
Na qual:
V= velocidade do fluxo
Vmax= velocidade maxima do fluxo
[S] = concentragao do substrato
K = concentragdo do substrato que corresponde a metade do Vi

Para o calculo da equacado de Michaelis-Menten e para determinar o Vs €

Km, foi utilizado o programa comercial EnZfitter (Elsevier).

3.7 Mensuracao da GPMc intracelular

Inicialmente, as plaquetas foram pré-incubadas com 200 uM de IBMX (inibidor
de fosfodiesterase) por 30 minutos. Em seguida, o acido perclorico foi adicionado a
suspensao de plaquetas, as células foram lisadas em ultrassom (MaxiClean 1400),

por 15 minutos, e, a seguir, congeladas rapidamente em nitrogénio. Posteriormente,
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as células fragmentadas passaram por uma centrifugagdo (Eppendorf Centrifuge
5417 C), 2000g por 20 minutos. Os sobrenadantes contendo GMPc foram coletados
e estocados a -80°C, até a leitura por um ensaio enzimatico utilizando o método
ELISA (Kit Cayman — Biotrak Il, GE Health - EUA).

3.8 Andlise da atividade da NOS plaquetaria

A atividade basal da NOS foi avaliada em plaquetas de pacientes com AN e
controles pela conversdo de L-[’H]-arginina em L-[*H]-citrulina. L-[*H]-arginina foi
adicionada a suspensio de plaquetas, que foi incubada por 45 minutos a 37°C. A
reacao foi interrompida por rapida centrifugacdo (Eppendorf Centrifuge 5417 C),
seguida por lavagem com solugéo de Kreb’s. As plaquetas foram lisadas com Tryton
(Sigma) e transferidas para uma coluna contendo a resina Dowex (Sigma). A L-[°H]-
citrulina foi removida para tubos de cintilagdo, o liquido cintilante adicionado e a

radioatividade contada.
3.9 Andlise da atividade da NOS em hemacias

A atividade basal da NOS foi avaliada em hemacias pela conversao de L-[>H]-
arginina em L-[°H]-citrulina (BRUNINI et al., 2003). L-[’H]-arginina foi adicionada a
suspensdo de hemacias, que foi incubada por 2 horas a 37°C. A reacgéo foi
interrompida por rapida centrifugagédo, seguida por lavagem com solu¢édo de MgCl
(Quadro 8) , por duas vezes. As hemacias foram lisadas com Triton X-100 (Sigma) e
as proteinas precipitadas com 0,5 mL de acido tricloroacético (Sigma). Apds nova
centrifugacéo (Eppendorf Centrifuge 5417 C), o sobrenadante foi transferido para
uma coluna contendo a resina catidnica Dowex (Sigma). A L-[*H]-citrulina foi
removida para tubos de cintilacdo, o liquido cintilante adicionado e a radioatividade

contada.

Quadro 8. Composicao da solugao de Magnésio

mM g/L
MgCl, 107 21.75
MOPS 10 2.09

pH=7.4
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3.10 Extracéo de proteina e Western Blotting

Foi avaliada a expressao das isoformas endotelial e induzivel da NOS em
plaquetas e hemacias através de Western Blotting.

As proteinas foram extraidas a partir do isolamento de plaquetas e hemacias
de pacientes e controles por centrifugacéo. A dissolugcao dos pellets de plaquetas e
hemacias foi realizada em tampé&o de extragdo de proteinas (Quadro 9) contendo
inibidores de proteases (Protease inhibitor Cocktail — Sigma EUA), seguida por
rapido congelamento e descongelamento com nitrogénio liquido. Entdo as amostras
foram submetidas a um banho de ultrassom (MaxiClean 1400) por 15 minutos e
centrifugadas (Eppendorf Centrifuge 5417 C) a 2000g por 15 minutos a 4°C para a
remocgdo de debris celulares e o sobrenadante foi armazenado a -80°C até a sua
utilizagao.

Os ensaios de western blotting foram realizados com 20 ug de proteina dos
lisados de plaquetas e hemacias suspensos em tampédo de amostra (Quadro 10)
apds desnaturagdo das proteinas por encubacgdo a 90°C por 10 minutos.

As amostras foram aplicadas em gel de poliacrilamida NuPAGE® Novex Bis-
Tris 10% (Invitrogen - CA), e as proteinas separadas por eletroforese a 200V por 60
minutos, utilizando-se tampéo de corrida (Quadro 11). A transferéncia para as
membranas de PVDF (Invitrogen - CA) foi feita em tamp&ao de transferéncia (Quadro
12) com voltagem de 40V por 3h para os ensaios de NOS.

Foram utilizados anticorpos primarios monoclonais para eNOS e iNOS (BD
Biosciences — UK) na concentracéo de 1:1000 e anticorpos para B-Tubulina (Santa
Cruz Biotechnology; 1:500). O procedimento empregado para deteccéo, por sua vez,
foi o sistema baseado em quimioluminescéncia Westenbreeze (Invitrogen - CA).
Foram utilizados como padrédo de peso molecular o Full-Range Rainbow™ Moleular
Weight Marker (GE Healthcare — EUA) e como controles positivos lisados de
macrofagos e células endoteliais, rim e figado (BD Biosciences Pharmingen).

As bandas foram quantificadas por densitometria, utilizando-se o programa
Adobe Photoshop 7.0.



Quadro 9. Composicao do tampao de extragao de proteinas

Reagente Concentracao
NP-40 1%
Tris-HCI 20 mM
NaCl 400 mM
EDTA 1 mM
pH =7,5
Quadro 10. Composicao do tampao de amostra
Reagente Concentracao
Tris 200 mM
SDS 8%
Glierol 40%
B-mercaptoetanol 8%
Azul de bromofenol 0,4%
pH= 6,8
Quadro 11. Composicao do tampao de corrida
Reagente Concentracao
Tris 250 mM
Glicina 1,92 M
SDS 1%

Quadro 12. Composicao do tampao de transferéncia

Reagente Concentracao
Glicina 0,2M

Tris 25 mM

SDS 0,1%

Etanol 18%
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3.11 Dosagem de aminoé&cidos

A concentragdo de aminoacidos foi dosada pelo laboratério DLE Medicina
Laboratorial, através do método de Cromatografia Liquida de Alta Performance

(HPLC), utilizando plasma heparinizado.

3.12 Atividade da arginase

A atividade da arginase foi avaliada em hemacias de pacientes e controles.
As hemacias foram isoladas por centrifugagdo (Eppendorf Centrifuge 5804 R) e
submetidas a um tampao de lise (Quadro 13) contendo inibidores de proteases,

seguido por um processo de ruptura das células por ultrassom (MaxiClean 1400). As
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amostras foram centrifugadas (Eppendorf Centrifuge 5417 C) a 2000g por 15
minutos a 4°C, para a retirada de debris celulares, e o sobrenadante foi armazenado
para dosagem de proteina.

Uma aliquota do lisado de hemacias foi incubada com uma solugdo de
cofatores da arginase (Tris-HCI 9mM, MnCl, 1 mM) e [C"*]-L-arginina 100 uM por 2
horas a 37°C. A reacéo foi interrompida pela adigdo de solugdo de uréia 100 mM e
acetato de sddio 250 mM a 4°C. Em seguida, as amostras foram submetidas a uma
coluna contendo resina Dowex 50W-X8 (Sigma) para remover a arginina nao
metabolizada e a [C'*]-uréia foi quantificada pela leitura em um contador de

cintilagdo (Bekman-Coulter).

Quadrol13. Composicao do tampao de lise

Reagente Concentracao
Tris-HCI 50 mM
CHAPS 10 mM

EDTA 2 mM

DTT 1 mM

PMSF 1 mM
Pepstatina 1 uM
Leupeptina 2 uM

pH =74

3.13 Substancias reativas ao acido tiobarbiturico (TBARS)

Como um marcador de peroxidacao lipidica, a formacdo das TBARS foi
utilizada durante uma reagao de aquecimento do acido tiobarbiturico, como descrito
anteriormente por Draper et al. (1993). Resumidamente, as amostras de plaquetas,
soro e hemacias foram misturadas com 1mL de acido tricloroacético 10% e 1mL de
acido tiobarbiturico 0,67% e, depois, foram aquecidas em um banho de agua
fervente durante 30 minutos. As TBARS foram determinadas através da absorbancia
a 532 nm (Biotrak Il, GE Health - EUA) e foram expressas como equivalentes de
malondialdeido (nm / mg de proteina) (DRAPER et al., 1993).
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3.14 Andlise da atividade da superéxido dismutase (SOD)

As plaquetas, o soro e as hemacias foram utilizados para determinar a
atividade da SOD, que foi analisada através da mensuragao da inibicado da auto-

oxidagao da adrenalina em uma absorbancia de 480 nm (GE Health - EUA).
3.15 Agregacao plaquetaria

No protocolo utilizado nesse estudo (NASEEM; BRUCKDORFER, 1995;
DEMEZIO DA SILVA, 2005), o sangue coletado foi inicialmente anticoagulado com
citrato de sodio a 3,8% (Quadro 14) e posteriormente centrifugado a 180g por 15
minutos em temperatura ambiente. O plasma pobre em plaquetas (PPP) foi obtido
por centrifugacdo (Eppendorf Centrifuge 5804 R) a 800g por 10 minutos. A
concentracao plaquetaria do PRP foi ajustada com o PPP para uma contagem
constante de 1,5 x 10%/mL. A agregacéo foi induzida por colageno (2, 4 e 8 ug/L) e a
resposta monitorada por 5 minutos em um agregémetro de 4 canais (Chrono-Log).
Os testes foram feitos a 37° C com uma velocidade de rotagdo de 900 rpm. A

agregacao maxima foi expressa em percentual.

Quadro 14. Composicao do citrato de sodio

mM g/L

Citrato trisodico 130,5 38

pH=4

3.16 Dosagem de proteina

A mensuracado das proteinas foi feita através de um ensaio colorimétrico,
utilizando-se o kit BCA™ Protein Assay (Pierce-USA).

3.17 Andlise estatistica

Os dados obtidos foram apresentados em forma de média + EP. O Vs € 0

Km dos sistemas de transporte, bem como o transporte com caracteristicas cinéticas



48

de difusdo, foram determinados através da equacgao Michaelis-Menten, utilizando o
programa Enzfitter (Elsevier).

Foi utilizado o teste t de Student para comparar os dois grupos e a
significancia estatistica foi determinada quando p<0,05. Os calculos estatisticos e 0
preparo dos graficos foram realizados através do programa de computador
GraphPad Prism 3.0 (GraphPad Prism Program, San Diego, CA, USA).
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4. RESULTADOS

4.1 Resultados em plaquetas

4 .1.1 Transporte de L-arginina em plaquetas

Utilizando-se 0 aminoacido neutro L-leucina (10 mM) para isolar o sistema de
transporte y'L, pdde-se observar que o influxo de L-arginina (Vmax) nas plaquetas
dos pacientes com AN (14,2 + 1,6 pmol/10°céls/min; n = 8) estava reduzido em
relagdo aos controles (21,6 + 2,9 pmol/10°céls/min; n = 8) (Figura 6). O K, do
sistema y'L para a L-arginina ndo se mostrou diferente nos pacientes com AN (23,2
+ 6,1 umol/L vs 14,8 + 3,0 umol/L).

30+
[CJ Controles (n=8)

1 Bl Anorexia Nervosa (n=8)

20+ *

104

Vm ax
(pmol/10°céls/min)

0
*p <0,05

Figura 6. Transporte de L-arginina (Vmsx) através do sistema y’L em plaquetas de

pacientes com AN e controles.

4.1.2 Concentracao basal da GMPc Intraplaquetaria

A concentracdo basal intraplaquetaria de GMPc (pmol/10%céls) estava
reduzida em plaquetas de pacientes com AN (0,58 * 0,06; n=8), comparada com a
de controles (0,95 + 0,11; n=8) (Figura 7).
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Figura 7. Concentragao basal da GMPciclico intraplaquetaria em pacientes com AN

e controles.

4 .1.3 Atividade basal da NOS nas plaquetas

A atividade basal da NOS, avaliada através da producdo basal de L-citrulina
plaquetaria, pmol/108céls, estava diminuida em pacientes com AN (0,08 + 0; n=8),

em relagao aos controles (0,19 £ 0,04; n=8) (Figura 8).
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Figura 8. Producado basal de L-citrulina em plaquetas de pacientes com AN e

controles.
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4.1.4 Expressao das isoformas da NOS em plaguetas

A avaliacdo da expressdo da enzima NOS endotelial realizada por western
blotting, apresentada em unidades arbitrarias, mostra que as plaquetas humanas
expressam essa enzima de forma constitutiva, e que nao ha diferenga significativa
entre pacientes com AN (0,59 + 0,02; n=5) e controles (0,51 x 0,04; n=5) (Figura 9).

Controles AN
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Figura 9. Expressdo da NOS endotelial em plaguetas de pacientes com AN e
controles.

O western blotting de lisado de plaquetas mostrou que tanto pacientes com
AN como controles expressam a enzima NOS induzivel e, da mesma forma que a
isoforma endotelial, ndo ha diferenga significativa entre pacientes com AN (1,17 +
0,10) e controles (0,83 £ 0,17) (Figura 10).
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Figura 10. Expressao da NOS induzivel em plaquetas de pacientes com AN e

controles.

4.1.5 Substancias reativas ao acido tiobarbiturico (TBARs) em plaquetas

A formacdo de TBARS, um marcador de peroxidacao lipidica, ndo mostrou
diferencga significativa nas plaquetas de pacientes com AN (0,009 + 0,002 nMol/mg
de proteina; n=8), quando comparada aos controles (0,011 £ 0,001 nMol/mg de

proteina; n=8) (Figura 11).
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Figura 11. Formac&o de Substancias Reativas ao Acido Tiobarbitirico (TBARS) em

plaquetas de pacientes com AN e controles.
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4.1.6 Atividade da SOD nas plaquetas

A atividade da SOD, através da mensuracdo da inibicdo da auto-oxidacdo da
adrenalina, mostrou-se reduzida nas plaquetas de pacientes com AN (0,016 + 0,003

U/mg de proteina; n=8), em relagado aos controles (0,042 + 0,011 U/mg de proteina;
n=8) (Figura 12).
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Figura 12. Atividade da SOD em plaquetas de pacientes com AN e controles.

4.1.7 Agregacao plaquetaria

A agregacao plaquetaria (%) em PRP induzida por concentragdes crescentes
de colageno (2, 4 e 8 ug/mL) nao se mostrou diferente nos pacientes com AN (61 *
7; 70 £ 6; 83 = 4; n=8), quando comparada aos controles (63 + 7; 76 + 2; 86 + 1,
n=8) (Figura 13).
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[ Controles (n=8)
Bl Anorexia Nervosa (n=8)

Figura 13. Agregacado plaquetaria induzida por diferentes concentragdes de

colageno em plaquetas de pacientes com AN e controles.

4.2 Resultados em hemacias

4.2 .1 Atividade basal da NOS nas hemacias

A atividade basal da NOS, avaliada através da producdo basal de L-citrulina

em hemacias, pmoI/1080éIs, estava reduzida em pacientes com AN (3,8 = 0,4; n=8),

em relacdo aos controles (8,2 + 1,4; n=8) (Figura 14).
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Figura 14. Producdo basal de L-citrulina em hemacias de pacientes com AN e

controles.
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4.2.2 Expressao das isoformas da NOS em hemacias

A expressédo da enzima NOS endotelial em hemacias, avaliada por western
blotting, foi visualizada em 2 de 5 amostras tanto de pacientes com AN (1,08 + 0,05;
n=2) como de controles (0,74 + 0,14; n=2). Nenhuma diferencga foi observada entre

os grupos (Figura 15).
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Figura 15. Expressdo da NOS endotelial em hemacias de pacientes com AN e
controles.

Da mesma forma que a isoforma endotelial, a isoforma induzivel s6 foi
visualizada em 2 de 5 amostras de hemacias de pacientes com AN (0,85 + 0,11;

n=2) e controles (0,86 x 0,09; n=2). Também nao se verificou diferenga (Figura 16).
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Figura 16. Expressao da NOS induzivel em hemacias de pacientes com AN e

controles.
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4.2.3 Atividade da arginase em hemacias

A atividade da arginase (pmol uréia/mg proteina/2h), avaliada através da
conversdo da [C'*|L-arginina em [C'*]-uréia, mostrou-se elevada em plaquetas de
pacientes com AN (0,09 £ 0,02; n=8) em relagao aos controles (0,01 + 0,00; n=8)
(Figura 17).
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Figura 17. Atividade da arginase em hemacias de pacientes com AN e controles.

4.2.4 Substancias reativas ao acido tiobarbiturico (TBARS) em hemacias

A formacao de TBARS em hemacias ndo mostrou diferenga significativa nos
pacientes com AN (0,001 + 0,000 nMol/mg de proteina; n=8), quando comparada aos

controles (0,003 £ 0,001 nMol/mg de proteina; n=8) (Figura 18).
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Figura 18. Formacao de Substancias Reativas ao Acido Tiobarbittrico (TBARS) em

hemacias de pacientes com AN e controles.

4.2.5 Atividade da SOD nas hemacias

A atividade da SOD nas hemacias, diferente das plaquetas, mostrou-se elevada
em pacientes com AN (0,42 £ 0,07 U/mg de proteina; n=8), em relagdo aos controles
(0,12 £ 0,02 U/mg de proteina; n=8) (Figura 19).
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Figura 19. Atividade da SOD em hemacias de pacientes com AN e controles.
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4.3 Resultados sistemicamente

4.3.1 Dosagem de aminoacidos

Foi analisado um total de 19 aminoacidos como mostra a Tabela 2, mas sé o
aminoacido arginina (uM/L) diferiu entre os grupos. Os pacientes com AN
apresentaram concentracao plasmatica de arginina reduzida (70,3 = 4,5; n=4),

guando comparados aos controles (49,8 + 6,5; n=4).
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Tabela 2. Concentracbes plasmaticas dos aminoacidos (uM/L) em individuos

controles (n=4) e nos pacientes com AN (n=4).

Aminoacidos Controles Pacientes com AN
Acido Aspartico 22,5+ 4,7 17,5+ 3,0
Acido Glutamico 62,219,4 66,8+14,1
Alanina 238,8+30,1 310,0469,9
Arginina 70,3+4,5 49,84+6,5*
Asparagina 51,1£5,9 60,3+10,2
Fenilalanina 69,1+4,5 68,3+13,9
Glicina 244,5+60,3 254,983 ,4
Glutamina + Histidina 764,5£31,3 679,8+28,8
Isoleucina 82,4+10,4 80,4+5,7
Leucina 84,8+6,3 105,1£17,7
Lisina 145,84+24,7 133,049,8
Metionina 24,371 33,3+5,7
Ornitina 79,75+18,7 62,1+7,5
Serina 137,31£27,2 153,8+17,0
Taurina 129,2+26,4 130,7+36,0
Tirosina 56,0+9,2 61,3+14,6
Treonina 170,3+45,9 144,7+40,3
Triptofano 54,8+6,0 64,7+3,8
Valina 197,3+30,9 180,3+18,2

* p<0,05
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4.3.2 Substancias reativas ao acido tiobarbiturico (TBARS) no soro

A formacdo de TBARS no soro, da mesma forma que nas plaquetas e nas
hemacias, ndo mostrou diferenca significativa nos pacientes com AN (0,0010 %
0,0001 nMol/mg de proteina; n=8), em relacdo aos controles (0,0008 + 0,0000
nMol/mg de proteina; n=8) (Figura 20).
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Figura 20. Formac&o de Substancias Reativas ao Acido Tiobarbiturico (TBARS) em

soro de pacientes com AN e controles.

4.3.3 Atividade da SOD no soro

A atividade da SOD mostrou-se reduzida no soro de pacientes com AN (3,87 *
0,45 U/mg de proteina; n=8), em relagdo aos controles (8,21 £ 1,44 U/mg de

proteina; n=8) (Figura 21).
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Figura 21. Atividade da SOD no soro de pacientes com AN e controles.
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5. DISCUSSAO

O NO ¢ relativamente novo na farmacologia, ja que seu papel fisiologico foi
comprovado ha apenas 25 anos atras. Estudos relacionando o NO com a AN ainda
sao escassos. Sabe-se que as doencgas cardiovasculares sao representativas nas
mortes de pacientes com AN. Dessa forma, o estudo da fisiopatologia desse
transtorno é de grande importancia para que novas terapéuticas possam ser
empregadas a fim de reduzir morbidade e mortalidade.

No presente estudo através do IMC médio das pacientes anoréticas (Tabela
1), comprovou-se a grave condicdo de desnutricdo que estas pacientes estao
submetidas. Verificou-se também um estado de hipernatremia em tais pacientes, o
qual ja havia sido observado por Nogal et al. (2008). Esta hipernatremia pode ser
justificada em parte pela desidratagao presente nos pacientes com AN (HANNAN et
al., 1990; NOGAL et al., 2008).

Os resultados desta dissertacdo fornecem a primeira evidéncia de que a
producdo de NO esta diminuida na AN como evidenciado pela diminuida producao
de citrulina e GMPc nas plaquetas e diminuida producao de citrulina nas hemacias
de pacientes com AN, quando comparados a controles. Este achado contrasta com
o estudo de Vannacci et al. (2006), que demonstraram uma produ¢ado aumentada de
NO na AN. A divergéncia entre os resultados dos estudos, provavelmente, deve-se
ao fato de Vannacci et al. terem usado como marcador da sintese de NO o nitrito
plasmatico, o qual pode ser afetado pelo estado catabdlico severo dos pacientes
com AN e pela dieta.

A producdo diminuida de NO observada no presente estudo, pode ser
explicada, em parte, por um reduzido influxo de L-arginina via sistema y+L em
plaquetas. Entretanto, tal analise nao foi realizada em hemacias. Um fator que pode
limitar esta capacidade de transporte é a baixa concentragdo de L-arginina no
plasma, a qual foi primeiramente evidenciada por Moyano et al. (1998) e confirmada
neste presente estudo. Esta baixa concentracdo de L-arginina pode ser devido a
baixa ingestdo alimentar ou ao continuo catabolismo protéico que estes pacientes
sofrem. Sendo assim, uma menor concentragcdo de L-arginina plasmatica pode
reduzir o transporte transmembrana e, consequentemente, o substrato intracelular
para a NOS.
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O transporte transmembrana da L-arginina, independente da concentragao de
L-arginina no interior da célula, € uma das condigdes essenciais para que ocorra a
sintese do NO (BRUNINI et al., 2007; MANN; YUDILEVICH; SOBREVIA, 2003),
situagdo esta descrita anteriormente como “paradoxo da via L-arginina-NQO”. Varias
teorias foram propostas para tentar explica-lo, entre elas a co-localizagao da eNOS e
do transportador de L-arginina CAT1 em porcdes especializadas da membrana
denominadas cavéolos (Shaul, 2003; MANN; YUDILEVICH; SOBREVIA 2003,
Mcdonald et al.,, 1997). Esta hipotese, porém, ndo explica a dependéncia do
transporte de L-arginina da iNOS citosdlica. Para responder essa questéo, Closs et
al., em 2000, propuseram que as células endoteliais € os macrofagos possuiriam
dois pools intracelulares de L-arginina, sendo um deles com capacidade de troca
com o0 meio extracelular e o outro ndo. De acordo com o estudo, este segundo pool
seria inacessivel a NOS em macréfagos, sendo fundamental o transporte de L-
arginina para a producao de NO, o que seria uma das possiveis explicagdes para o
paradoxo da via L-arginina-NO (CLOSS et al., 2000).

Em estudos prévios, nosso grupo demonstrou que o sistema y*L é estimulado
por um inibidor da Na*/K*-ATPase, a ouabaina, e por mudangas no potencial de
superficie, enquanto este sistema ¢é inibido pela trombina e pela deplecao
intraplaquetaria de aminoacido (zero-trans) (SIQUEIRA et al., 2007). A deplegao
intraplaquetaria de aminoacidos consiste na incubacado das plaquetas, apds serem
isoladas, por um periodo de 40 minutos a 37°C (SIQUEIRA et al., 2007) e visa
minimizar a interferéncia dos aminoacidos localizados no interior da plaqueta na
atividade do transportador y’L, que funciona exclusivamente por troca (CHILLARON
et al., 1996). E possivel que as plaquetas de pacientes com AN tenham uma fungéo
diminuida da bomba de Na®, levando a uma concentracdo intracelular de Na®
diminuida e, consequentemente, uma troca reduzida entre a L-arginina e os
aminoacidos neutros.

Outra correlacdo poderia ser feita com a expressdo da NOS, enzima
responsavel por catalisar a conversdo do aminoacido L-arginina em L-citrulina e NO.
Entretanto, como evidenciado pelos experimentos de Western Blotting, os pacientes
com AN, ndo apresentam alteragbes das isoformas INOS e eNOS em suas
plaquetas e em suas hemacias.

Tao importante quanto verificar a expressdo da NOS é avaliar a atividade de

tal enzima. Apesar de manter uma expressao inalterada nas plaquetas, esta enzima
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apresenta uma atividade diminuida tanto nas plaquetas como nas hemacias de
pacientes com AN. Isto foi demonstrado pela menor produ¢do do aminoacido L-
citrulina, o qual € um marcador indireto da producdo de NO, ja que pela agao da
NOS séo produzidas quantidades equimolares de L-citrulina e NO.

E importante ressaltar que, para a atividade da NOS sdo necessarios varios
co-fatores, como Ca?*/calmodulina, tetrahidrobiopterina, flavina mononucleotideo e
flavina adenina dinucleotideo (GENESTRA, 2008). Em consequéncia da
desnutricdo, os pacientes com AN, provavelmente, ndo possuem a concentragao
necessaria de co-fatores para a ativacdo da NOS. Este fato poderia levar ao
desacoplamento da NOS, acarretando uma menor produgao de NO.

Além dos cofatores, a liberacdo de mediadores inflamatorios por leucécitos
modula a atividade da NOS. O fator de necrose tumoral alfa (TNF-a) pode coinduzir
a INOS e o transportador de L-arginina CAT-2B em células musculares lisas
vasculares e macrofagos (MANN et al., 2003). Entretanto, a baixa produg¢ao de TNF-
o € IL-6 na AN pode refletir a combinagao de uma nutricdo precaria e uma excessiva
perda de peso (NOVA et al., 2002). Esta baixa produ¢do de mediadores
inflamatorios na AN poderia ser também uma das justificativas para a baixa atividade
da NOS nestes pacientes.

Outra possibilidade é uma reduzida biodisponibilidade da L-arginina, devido a
utilizacdo da mesma no ciclo da uréia pela arginase. Sabe-se que a NOS e a
arginase competem pelo mesmo substrato e que um intermediario da sintese do NO,
a N-hidroxi-L-arginina (NOHA), € um inibidor endégeno da arginase, demonstrando
que essas vias estdo fortemente inter-relacionadas (TOPAL et al., 2006). Existem
relatos na literatura sobre a atividade da arginase em plaquetas de animais e
humanas (MENDEZ et al., 1997; DELA PENA et al.,, 2000), no entanto, ndo sao
encontrados dados sobre o estudo desta enzima em pacientes com AN. Nesta
dissertagao, foi demonstrada uma maior atividade da arginase nas hemacias de
pacientes com AN.

Além da utilizagdo da arginina em outras vias que nao a via L-arginina-NO,
outro fator que pode afetar a utilizagcdo da arginina pela NOS é a presenca dos
analogos da L-arginina, como o dimetil-L-arginina-assimétrica (ADMA) e o L_ NMMA,
que sao inibidores das NOS e de transportadores de L-arginina presentes no sangue
ou intracelularmente (TSIKAS; BOGER; SANDMANN, 2000). O ADMA, um fator de
risco isolado para doenga coronariana (SCHULZE et al., 2006; BOGER, 2005), age



64

como um inibidor competitivo das trés isoformas da NOS (TSIKAS; BOGER;
SANDMANN, 2000) e se origina da degradacdo de proteinas metiladas do
metabolismo protéico (MCBRIDE; SILVER, 2001). Quando administrado a
voluntarios saudaveis, o ADMA produz efeitos similares aos da inibicao da NOS,
como elevacdo da pressao arterial, vasoconstriccdo e aumento da resisténcia
renovascular (KIELSTEIN et al., 2004). Um estudo anterior do nosso grupo
demonstrou que tanto o ADMA como o L-NMMA inibe o transporte da L-arginina e a
atividade da NOS em plaquetas (BRUNINI et al., 2004, DE MEIRELLES et al., 2007).
Uma vez que tais analogos podem estar em niveis mais elevados nos pacientes com
AN, a mensuracao dos mesmos esta em fase de execugao pelo nosso grupo.

Por fim, a biodisponibilidade de NO também pode ser afetada pela sua prépria
degradagdo, mediada por EROs. Estudos em hemacias mostraram reduzida
protecdo contra danos oxidativos em pacientes com AN em consequéncia da
atividade diminuida de enzimas antioxidantes como a SOD e da concentracao
deficiente de a-tocoferol (MOYANO et al.,, 1999). De forma intrigante, o presente
estudo observou uma atividade diminuida da SOD em plaquetas e soro de pacientes
com AN em comparagéo aos controles, mas, diferente do estudo de Moyano et al.
(1999), observou uma atividade aumentada da SOD nas hemacias dos pacientes
com AN. E possivel que as hemdacias estejam compensando a baixa produtividade
da SOD pelas plaquetas e pelo soro, ou ainda que as hemacias possam funcionar
como um mecanismo de antitoxicidade (RUSSELL et al., 2005). Entre os
mecanismos propostos, pode-se citar a atividade redox da membrana das hemacias,
uma vez que os sistemas de transporte de elétrons da membrana reagem contra os
radicais livres (KENNETT; KUCHEL, 2003).

Com relagcdo ao conteudo oxidante, mensurado pela formacdo de TBARS,
nenhuma diferenga foi vista nos pacientes com AN. Entretanto, devemos levar em
consideragao a dificuldade de se medir as EROs in vivo em humanos, devido as
suas alta reatividade e meia-vida extremamente curta. As técnicas empregadas
quantificam, portanto, as consequéncias das reag¢des provocadas por eles. Como
mencionado anteriormente, o estresse oxidativo € gerado pelo desequilibrio entre as
defesas antioxidantes e a producdo de EROs.. Embora diante de uma baixa
atividade da enzima antioxidante SOD nas plaquetas e no soro de pacientes com
AN, ndo podemos afirmar que os pacientes com este transtorno estdo ou nao

submetidos ao estresse oxidativo, devido a dificuldade de se mensurar as EROs.
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Apesar da reduzida producédo de NO, a fungao plaquetaria dos pacientes com
AN ndo se mostrou alterada, ja que as plaquetas destes pacientes nao
apresentaram disturbios de agregacdo. Esta agregagao plaquetaria inalterada na
presencga da sintese de NO diminuida nestes pacientes sugere um(s) mecanismo(s)
antiagregante independente do NO. E possivel que os nossos achados encontrados
no presente estudo possam ser um marcador precoce da ocorréncia da AN.

Em condigdes como a insuficiéncia renal crénica, nosso grupo encontrou uma
ativagdo da via L-arginina-NO como um mecanismo compensatério presente nas
plaquetas (DEMEZIO DA SILVA et al., 2005). Um melhor entendimento do hipotético
efeito protetor da inativagao plaquetaria associada ao NO pode fornecer importantes
ferramentas para o desenvolvimento de novas terapias para diminuir o risco de

complicacdes cardiovasculares na AN.
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6. CONCLUSAO

Os principais resultados encontrados neste estudo s&o:
Em plaquetas:

1- O transporte de L-arginina pelo sistema y* L em plaquetas esta reduzido
nos pacientes com AN.

2- A atividade da NOS esta diminuida nas plaquetas dos pacientes com AN.

3- As concentracdes intraplaquetarias de GMPc estdo reduzidas nos

pacientes com AN.

4- A expressao das isoformas iINOS e eNOS esta inalterada nas plaquetas de

pacientes com AN.
5- A atividade da SOD esta reduzida nas plaquetas dos pacientes com AN.

6- A producdo de TBARS nas plaquetas dos pacientes com AN nao

diferenciou dos controles.
7- A agregacéo plaquetaria ndo esta alterada nos pacientes com AN.
Em hemacias:
1- A atividade da NOS esta diminuida nas hemacias dos pacientes com AN.

2- A expressao das isoformas iINOS e eNOS esta inalterada nas hemacias de

pacientes com AN.

3- A atividade da arginase esta aumentada nas hemacias dos pacientes com
AN.

4- A atividade da SOD esta aumentada nas hemacias dos pacientes com AN.

5- A producdo de TBARS nas hemacias dos pacientes com AN nao

diferenciou dos controles.
Sistemicamente:

1- A concentracao de L-arginina plasmatica esta reduzida nos pacientes com
AN.

2- A atividade da SOD esta reduzida no soro dos pacientes com AN.
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3- A producdo de TBARS nos pacientes com AN nao diferenciou dos

controles.

Os resultados aqui apresentados demonstram que ha uma baixa producéo e,
consequentemente, uma reduzida biodisponibilidade do NO nos pacientes com AN,
apesar de a agregacgao plaquetaria estar inalterada. Este fato sugere um ainda
desconhecido mecanismo protetor das plaquetas independente do NO na AN,
abrindo uma nova linha de investigagdo. Portanto, o presente estudo contribui para
uma melhor compreensdo da via L-arginina-NO na AN, podendo levar ao surgimento

futuro de ferramentas terapéuticas para transtornos alimentares como a AN.
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ANEXO 3

PROTOCOLO DE AVALIACAO DOS DISTURBIOS ALIMENTARES

DATA DA COLETA: PRONTUARIO:

DATA DE ADMISSAO: / /
TELEFONE:
ENDERECO:

1- Nome:

2-Data de nascimento: / / ldade: 3-Sexo: ()F

4- Racga: () Branca () Negra () Mestica

5- Doencas associadas:

(M

6- Fatores de Risco Cardiovascular:

( ) Historia Familiar Quem?

( ) Tabagismo N° Tempo Quando Parou?

( ) Etilismo Qual? Quantidade?

( ) Sedentarismo

( ) Dislipidemia

7-HF:

82



8- Avaliacao Nutricional:

Peso = Altura = IMC =

Perda de peso : (KQ) de para Periodo:

Peso minimo para altura atual Peso maximo para altura atual

Pregas cutaneas (mm): Triceps: Biceps:
Subescapular: Suprailiaca:

9 - Medicamentos :

() laxante Quantidade/frequéncia:

() diurético Quantidade/freqiéncia:

() anti-arritimico () antidepressivo ( )Calcio ( ) moderador de apetite

() outros:

10 - Funcéo intestinal:

11 - Pressao arterial:

12 - Frequéncia cardiaca:

13-Tempo de tratamento:

14 - Imagem corporal:

15 - Alergias alimentares:

16 - Ingestao de liquidos:

17 - Suplementos vitaminicos/minerais/outros:

18 - Substitutos de agucar e gorduras:

19- Ingestao excessiva de alimentos
Por dia: Por semana: Duracéo por episodio:

Alimentos preferidos:

20 - Auto indugao de vémitos
Numero de vezes por dia:
Método:

21 — Exercicios

Tipo: Minutos por dia: Vezes por semana:

22 — Historia gestacional:

23- Histodria social :

83



24 — Historia do desenvolvimento:

25 — Historico da menstruagao:

|dade da menarca: Ultima menstruagao:

26- Exames Laboratoriais:

Data:
Hematdcrito Leucdcitos
Hemoglobina Neu
Creatinina Linf
Uréia Eos
K Baso
Na Bastbes
Ca Mono
P Plaquetas
Mg Acido Ur
calciuria Ptn total
Albumina Proteina C
Glicose Insulina
TG Col. Total
LDL HDL
IL-6 IL-1
TNF-alfa Fibrinogénio
T4 estradiol
cortisol TSH
FSH LH
TGO TGP
GGT
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ANEXO 4

PROTOCOLO DO LABORATORIO DE TRANSPORTE DE MEMBRANA

DATA DA COLETA:

1- Nome:

2 — |dade: 3-Sexo: ()F ()M

4 — Raca: () Branca () Negra () Mestica

5- Doengas associadas:

6- Fatores de Risco Cardiovascular:

( ) Historia Familiar Quem?

( ) Tabagismo N° Tempo Quando Parou?

( ) Etilismo Qual? Quantidade?

( ) Sedentarismo

( ) Dislipidemia

7 — Avaliacéo Nutricional:

Peso = Altura = IMC =

Circunferéncia Quadril = Circunferéncia Cintura =

Relacao Cintura-Quadril=



Diagndstico Nutricional =

8 — Medicamentos :

9 — Exames Laboratoriais

Data:
Hematdcrito Leucdcitos
Hemoglobina Neu
Creatinina Linf
Uréia Eos
K Baso
Na Bastbes
Ca Mono
P Plaquetas
Mg Acido Ur
calciuria Ptn total
Albumina Proteina C
Glicose Insulina
TG Col. Total
LDL HDL
IL-6 IL-1
TNF-alfa Fibrinogénio
T4 estradiol
cortisol TSH
FSH LH
TGO TGP
GGT
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