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RESUMO

Este estudo teve como objetivos analisar as respostas imunitarias da proliferagéo
dos linfocitos obtidos dos linfonodos mesentéricos, as respostas fagociticas, a
producéo do anion superdxido e o volume lisossomal dos macréfagos peritoneais,
retirados de ratos Wistar, machos, 60 a 90 dias de vida, divididos nos seguintes
grupos: CTL - nao treinados; GLN — nao treinados e suplementados com L-
glutamina; EX — treinados e, EX/GLN - treinados e suplementados com L-
glutamina. Os ratos foram suplementados com L-glutamina (0,125g/kg de peso
corporal) por gavagem, e nos nao suplementados receberam agua destilada. Os
ratos EX e EX/GLN foram submetidos ao treinamento de natagdo de 6 semanas,
em piscinas individuais com agua aquecida a 32°C, com sobrecarga de chumbo
colocada no dorso do animal, na carga de 6% da massa corporal do animal. Na
primeira semana, 0s animais nadaram sem sobrecarga, para ambientagao ao
meio aquatico. Nas outras semanas nadaram com sobrecarga, comegando com
30 minutos de duragdo, e chegando ao final da sexta semana a nadar 1h30
minutos, sem intervalo. Dois dias apds o ultimo dia de treinamento, os animais
foram ortotanasiados por deslocamento cervical e retirou-se 0 sangue, 0s
linfonodos mesentéricos e os macréfagos peritoneais para analise. A glicemia e a
glutaminemia n&o foram diferentes, p>0,05, entre os grupos. Aumento significativo
(p<0,05), na proliferagdo linfocitaria, na fagocitose, na producdo do &anion
superoxido e no volume lisossomal foram observados no grupo EX/GLN,
comparados com o grupo EX. Portanto, nossos resultados sugerem que a
suplementacéo de L-glutamina foi eficaz em reverter o papel imunossupressor do
exercicio fisico de longa duragéo e alta intensidade.
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ABSTRACT

This study aimed to investigate the immunitary response of lymphocytes from
mesenteric limphonodes, phagocytosis, production of anion superoxide and
lysosome volume from peritoneal macrophages, withdrawn from male Wistar rats,
60 — 90 days old, set up as follow: CTL — non exercised; GLN — non exercised and
supplemented with L-glutamine; EX — exercised and EX/GLN — exercised and
supplemented with L-glutamine. The rats received by gavage L-glutamine
(0.125g/kg b.w.) and the controls distilled water. Rats from EX and EX/GLN groups
trained during 6 weeks, in single swimming pools with warm water (32°C), bearing
load of 6% of body weigth. In the first week they swan with no load for adaptation.
Then, they swan with the load starting with 30 minutes long and at the enf of the 6"
week swan for 1hour and 30 minutes, no break. Two days later the animals were
killed by cervical dislocation and blood, limphonodes e peritoneal macrophages
were withdrawn. Glycemia and glutaminemia were not different (p>0.05) between
the groups. In the EX/GLN group there was a significant increase (p<0,05), in the
rate of lymphocyte proliferation, phagocytosis, production of anion superoxide and
lysosome volume. Thus, our results suggest that supplementation with L-
glutamine to these animals was able to reverse the immunosuppression effect of
long term and high intensity exercise.



1.0 INTRODUCAO

1.1 GLUTAMINA

Em 1873, a glutamina foi pela primeira vez considerada importante molécula
bicldgica, quando foi demonstrado, por evidéncias indiretas, ser componente estrutural
de proteinas (HLASIWETZ; HABERMANN, 1873). Em 1883, foi encontrada livre
abundantemente em certas plantas (SCHULZE; BOSSHARD, 1883), e nos anos 30
estudos sobre o metabolismo de glutamina revelaram que tecidos de mamiferos tem a
capacidade de hidrolisar e sintetiza-la (KREBS, 1935), com isso Rose (1938),
classificou-a como aminoacido ndo-essencial baseado nos estudos que mostraram que
ela nao era requerida como nutriente da dieta. Nos anos 50. Eagle e colaboradores
(1955), reportaram que a glutamina era importante para células in vitro, e sua
concentragao na circulagao foi mostrada ser mais do que o dobro da concentragdo de
qualquer outro aminoacido (MEISTER, 1980).

A glutamina esta envolvida na transferéncia de nitrogénio entre 0rgaos,
desintoxicacdo de aménia, manutencdo do balango acido-base durante a acidose,
como possivel regulador direto da sintese e degradagdo protéica, precursora de
nitrogénio para a sintese de nucleotideos, necessaria para o crescimento e
diferenciacao celular. veiculo de transporte de cadeia carbdnica entre 6rgdos. fornece
energia para celulas de rapida proliferacdo. tais como enterocitos e células do sistema
IMuNitario. age como precursora da ureogénese e gliconeogénese renal, e de
mediadores como o acido gama aminobutinco (GABA) e glutamato, promove melhora
na permeabilidade e integridade intestinal, aumenta a resisténcia as infec¢des por
aumentar a funcao fagocitaria, e fomece energia aos fibroblastos, aumentando a
sintese de colageno (VASCONCELOS; TIRAPEGUI, 1998; KREIDER, 1999). Em
situacbes de estresse, tanto como trauma clinico, quanto em inanicdo ou exercicio

intenso e prolongado. a concentracdo de glutamina no sangue esta diminuida
(CASTELL. 2003).
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Figura 1. Metabolismo da glutamina e do glutamato em células de mamiferos.
Adaptado de NEWSHOLME e colaboradores (2003).

A glutamina esta presente em muitas proteinas e € o aminoacido mais
abundante no plasma e nos tecidos. Ela representa cerca de 20% do total dos
aminoacidos livres do plasma com concentragdes que variam de 0,5 a 0,9 mM (CURI,
2000, p. 15; CASTELL, 2002). A glutamina € um aminoacido neutro ndo essencial, que
pode ser sinterizado por, virtualmente, todos os tecidos do organismo, podendo tomar-
se essencial em doengas que envolvam catabolismo intenso. Assim, quando a
demanda €& maior que a produgao estabelece-se um quadro de deficiéncia de

glutamina. Por esta razdo, este aminoacido foi recentemente reclassificado como



“condicionalmente essencial” (LACEY; WILMORE, 1990). Parece que o tecido mais
importante para sintese de glutamina é o muscular. que também estoca e libera
glutamina. Portanto, a concentracéo piasmética de glutamina pode ser considerada a
ligagdo metabdlica entre o musculo e outros células, em particular, as do sistema
imunitario (CASTELL, NEWSHOLME, 1997a).

O transporte de glutamina no musculo esquelético ocorre, predominantemente,
via sistema transportador sensivel a insulina (N"). Em adi¢o. tem sido mostrado que
sua captagdo pelo musculo € requlade largamente pela sua disponibilidade (HUNDAL
et al., 1987). Tanto que a diminui¢cdo na concentragao de glutamina diminui sua taxa de
captagio no musculo esquelético. A taxa de liberac3o através da membrana plasmatica
parece ser controlada por variocs horménios e pode ser influenciada por citocinas
(NEWSHOLME: CALDER, 1997). Contudo, o metabolismo deste aminoacido até «-
cetoglutarato (por transaminagac) e subsequente oxidagado no TCA gera até 30 mols de
ATP por mol de glutamina. A sintese de glutamina ocorre preferencialmente no musculo
esquelético, figado e cérebro, enquanto a hidrélise ocorre nos rins, linfocitos,
macréfagos, trato gastrintestinal e tecido adiposo (NEWSHOLME et al. 1980,
KOWALCHUCK et al.,, 1988; CURI: NEWSHOLME. 1989). Dentro do proprio musculo, a
concentracdo de glutamina pode servir como regulador chave para a sintese de
proteinas (JEPSON et al, 1988; RENNIE et a/, 1989). Neste casc, durente as
condi¢gBes catabdlicas o misculo esquelético libera glutamina em alta taxa e seu nivel
declina (BARIJ et al., 1986; RENNIE et a/.. 1989).

Estudos in vitro tém provido evidéncias para dar suporte a esta hipbtese, a
diminuicdo na concentracdc de glutamina, em meio de cultura, abaixoc daquela que
normalmente encontra-se presente no plasma humano (600uM), diminui a taxa de
proliferag@o, em resposta a estimulagdo com mitégenb, de linfécitos do sangue e
lentifica o tempo de resposta durante a privacdo de alimentos (CASTELL;
NEWSHOLME, 1997a).

As altas taxas de utilizagdo de glicose e glutamina pelo macréfago podem, ser
explicadas pela teoria da regulagdo em ramo (CRABTREE; NEWSHOLME, 1985).
Observa-se, no macréfago, taxa elevada de glicdlise e glutamindlise, porém, baixa



atividade metabdlica pelas vias geradora de precursores biossintéticos, que surgem
como ramificacées das primeiras, quando a célula esta quiescente. Este quadro permite
rapida modulag@o do fluxo para as vias de produgdo de precursores, de acordo com a
necessidade do macrdéfago de responder prontamente quando solicitade.

O metabolismo de glicose e glutamina pode ser avaliado pela determinagéo da
atividade maxima das enzimas-chaves da via glicolitica, glutaminolitica, das pentoses e
TCA. Enzima-chave é aquela que catalisa reagdo em n3o-equilibrio, com AG<-5
calorias, sendo capaz de regular o fluxo de metabdlitos para a via metabolica celular.
Para tanto, deve-se identificar quais as enzimas-chaves das vias metabdlicas que se
pretende estudar (COONEY et al., 1986).

O estudo do metabolismo da glicose e glutamina pode ser levado a termo pela
determinagaoc da atividade maxima das enzimas hexoquinase, citrato sintase, glicose-6-
fosfato desidrogenase e glutaminase-fosfato dependente.

A hexoquinase & enzima-chave da glicélise que catalisa a rea¢do de fosforilagao
da glicose pelo ATP, com a formagao de glicose-6-fosfato. Esta enzima é passivel de
regulagéo, imposta, por exemplo, pelo seu produto.

A citrato sintase é a enzima que controla a entrada de carbono no TCA. Esta
reagdo, embora in vitro seja reversivel, assume caracteristicas de irreversibilidade pelo
carater ciclico da via, onde nado se encontra acimulo de substrato intermediario
(KREBS, 1980).

A atividade maxima da glicose-6-fosfato desidrogenase constitui indice
quantitativo do fluxo de substratos através da via das pentoses. Esta reagdo @
termicamente reversivel porém, devido & presenca de uma lactonase de ampla
distribuicdo e a rapida hidrélise da D-clicose-u-lactona-6-fosfato, produto desta reagao,
a mesma pode ser considerada efetivamente irreversivel (BRODIE; LIPMANN, 1985).

A capacidade glutaminolitica pode ser avaliada pela determinag@o da atividade
maxima da glutaminase, enzima-chave desta via (COONEY; NEWSHOLME, 1984).
Esta enzima requer a presenga de ions fosfatos para a manutengéo de sua atividade

maxima durante a hidrdlise da glutamina a glutamato e aménia (NEWSHOLME;
LEECH, 1983).



1.2 GLUTAMINA E SISTEMA IMUNITARIO

Individuos sadios se protegem contra os microorganismos através de muitos
mecanismos distintos. Este mecanismo sdo barreiras fisicas, células fagocitarias no
sangue e tecidos, uma classe de linfécitos denominados matadores naturais (natural
killers-NK), e diversas moléculas originarias do sangue, todos participantes na defesa
do individuo em ambiente potencialmente hostil. Estes sdo os componentes da
imunidade natural (também denominada nativa ou inata) (ABBAS et al., 1997, p.4).
Animais menos diferenciados possuem o0s chamados mecanismos imunitarios
inespecificos, tais como a fagocitose de bactérias por células especializadas. Por outro
lado, os animais mais diferenciados desenvolveram resposta imunitaria adaptativa ou
adquirida, que lhes proporciona reacao flexivel, especifica e mais eficaz contra as
diferentes agress@es. Na resposta imunitdria adaptativa observam-se trés
caracteristicas importantes: memoéria, especificidade e o reconhecimento daquilo que &,
e ndo é, proprio do organismo (ROITT, 1998, p.1). Existem evidéncias consideraveis
que exercicio exaustivo e prolongado esta associado com efeitos adversos da fungao
imunitaria. Estes efeitos incluem diminuicdo da atividade citotdxica das células NK,
menor numero de linfocitos-T por 3-4 horas depois do exercicio, diminuicdo na
habilidade proliferativa de linfocitos; e diminuicdo na propor¢do de células T-helper
(CD4) para T-supressor (CD8) (CASTELL et al.,, 1997b). Estas células tém o papel de
responder rapidamente, efetivamente e especificadamente ao desafio imunitario
(NEWHOLME; CALDER, 1997).

O aminoacido, glutamina, & importante combustivel para as células do sistema
imunitario, como linfocitos e macréfagos e pode ter efeitos imunoestimulatorios
(CASTELL et al., 1997a). Ardawi e Newsholme (1983), estabeleceram a importancia da
glutamina como combustivel de algumas células do sistema imunitario, em particular,
linfécitos e macréfagos. Parry-Billings e colaboradores (1990b), sugeriram que se a
concentragdo de glutamina plasmatica estiver diminuida abaixo dos niveis fisioldgicos,
a funcdo das células do sistema imunitério poderia ficar prejudicada.

Subsequentemente, foi demonstrado que a diminuicdo na concentragdo de glutamina



em meio de cultura reduz a taxa de proliferacao linfocitaria e fagocitose macrofagica,
apesar da presenca de todos nutrientes requeridos por estas células.

Do metabolismo da glicose ha formagao de ribose-5-fosfato, a qual é precursora
da sintese de RNA, DNA e glicerol-3-fosfato para a sintese de fosfolipidios. A alta
capacidade secretdria do macréfago (RAPPOLEE; WERB, 1988; STEIN; KESHAV,
1992) associada & sua incapacidade em acumular granulos de secre¢do contendo tais
produtos, exige desta célula um aparato para sintese protéica bastante desenvolvido.
Este processo requer grande quantidade de RNAm e envolve a utilizagcao de purinas,
pirimidinas e ribose-5-fosfato, os quais podem ser obtidos a partir da glicdlise e
glutamindlise.

A glutamindlise fornece glutamato, aménia e aspartato, que s2o utilizados na
sintese de purinas e pirimidinas, sendo estes fundamentais para a formagao de DNA e
RNA (NEWSHOLME et al.,1989). A alta taxa de utilizagao de glutamina providencia um
sistema tamp&o dindmico para os intermediarios da via incluindo glutamato intracelular
e aspartato, que s&o requeridos para a sintese de nucleotideos durante a proliferagéo
de linfocitos ou pela produgZo de RNAm em macrdfagos e linfécitos, e para reparar
danos no DNA e RNA feitos pelas espécies reativas de oxigénio (NEWSHOLME et al.,
1985).

O metabolismo da glutamina no macréfago visa suprir as altas taxas de consumo
de ATP por esta célula, que é capaz de produzir até 25% do total de ATP formado por
células do musculo cardiaco em funcionamento, assim como, apresenta taxas de
consumo de oxigénio comparaveis as células do rim e do coragdo (NEWSHOLME et al.,
1987). Uma vez que o macrofago, caracteristicamente, ndo apresenta atividade
proliferativa, a alta taxa de utilizacdo de glicose e glutamina, estdo envolvidas na
obtencdo de precursores biossintéticos para a sintese de lipideos, necessarios, por
exemplo, na reposi¢ao de grandes quantidades de membrana (o macréfago € capaz de
incorporar quantidades de membrana equivalentes a totalidade de sua membrana
plasmatica em cerca de 30 minutos, mesmo no estado quiescente ) (SHERR, 1990).

Curi e colaboradores, (1986, 1988), estudando a descarboxilaggdo de

[1-"C e 3-"C]-piruvato pelas mitocdndrias isoladas de linfocitos, in vitro, mostraram



que a conversao desse metabdlito a acetil-CoA & muito maior que sua descarboxilagao
pelo TCA. Desta forma, o piruvato ndo é um substrato energético importante para o
linfcito, como normalmente ocorre para @ maioria das células de mamiferos. Trabalhos
mais recentes demonstram que as unidades de aceti! formadas a partir de piruvato
podem ser utilizadas para a sintese de colesterol, triacilglicerdis e fosfolipideos, os
quais sao importantes constituintes da membrana plasmatica e precisam ser produzidos
durante o processo proliferativo (CURI et al., 1989). Além disso. foi mostrado também
que o transporte de acetil-CoA da mitocondria para o citosa! ocorre pela formagéo de
acetoacetato (CURI et al., 18838). O macréfago utiliza altas taxas de glicose. convertida
a lactato de maneira praticamente estequiométrica. nas quais a elevada taxa de
glicdlise parcial esta relacicnada a necessidade de producao de membrana, pode ser
suprida perfeitamente pelc metabolismo da glutamina (NEWSHOLME et al, 1987).
Outra caracteristica importante desta célula € sua capacidade em utilizar em condigbes
presentes nas proximidades do foco inflamatério, lactato como substrato para a
manutencdo das concentra¢des de creatina-fosfato, a8 semelhanga do observado para
células musculares cardiacas (LOIKE et al, 1993). Em cultura, observa-se que o
piruvato derivado da glutamina é praticamente todo metabolizado pelo TCA, enquanto
aquele produzido pela quebra da glicose & oxidado por este ciclo na proporgao de 1:20
(piruvato oxidado/piruvato produzido).

Desta forma, surge a necessidade. pelo macrofago, de conseguir discriminar o
piruvato oriundo da glicdlise daquele proveniente da glutamindlise (McKEEHAN, 1982),
uma vez que, se as duas vias forem citoplasmaticas, ambas concorrerdo para a
formagcado deste “pool’. Esta questdo pode ser respondida se considerarmos a
possibilidade de formagdo do piruvato originado da glutamindlise como sendo
intramitocondrial. Qutra evidéncia a favor da idéia que vincula o consumo elevado de
glicose e glutamina pelo macréfago a fatores outros que ndo somente energéticos
encontra-se na observacido de que macréfagos, embora aptos a consumir acidos
graxos, nao apresentam alteragdes no consumo de glicose e glutamina quando
incubados na presenca ou auséncia de oleato (NEWSHOLME et al., 1987).



Durante os processos inflamatorios, ocorre aumento do nimero de monocitos
circulantes e da sua produgdo na medula 6ssea (METCALF, 1971), assim como,
redugcdo no tempo de permanéncia dos mesmos na circulagdo, uma vez que ocorre
migraga@o destas células em diregdo ac foco da lesdo (FURTH ef al., 1973). No sitio
inflamatodrio o macréfago passa por processo de ativacio, definido como aquisicdo de
competéncia para realizar tarefa complexa (ADAMS; HAMILTON, 1984). Exemplos de
fungBes complexas incluem quimiotaxia, fagocitose, processamento e apresentagdo de
antigenos, lise de parasitas intracelulares e de destruir tumores. O avango dos estudos
sobre ativagdo do macrofago evidencia seu papel de célula pluripotente. que
permanece latente noe tecido, a espera de algum sina! que a ative. Para a rezalizag@o de
suas fungdes no organismo, 0 macréfago langa mao de diferentes habilidades. A
primeira fungao do macrofago descrita foi a fagocitose. Este processo inclui a migragao
da célula em diregdo ao agente estranho e seu reconhecimento, via receptores de
membrana, da particula ou microorganismo a ser ingerido. Posteriormente, ocorre a
internalizac3o e consequente formagao da vesicula fagocitica, o processamento deste
material pela macrofago, através da formacao de fagolisossomos (vesicula fagocitica a
qual uniu-se um lisossomo, carregado de enzimas e a extrusao dos restos, no processo
de exocitose (ADAMS; HAMILTON, 1992). NADPH oxidase catalisa a producéo de
anion superdxido (O7) pela redugdo de um elétron de oxigénio, usando NADPH como
doador de elétron. A geragdo (Oy) por esta enzima serve como ponto de inicio para a
preducdo de cutros agentes oxidantes, incluindo halogénios oxidativos, radicais livres e
oxigénio singlet, estes metahdlitos incluem o ion superdxido, o peroxido de hidrogénio e
o radical hidroxila (BARBIOR, 1984 WHITACRE: CATHCART, 1992) que, ao serem
sintetizados, promovem a elevacdo do consumo de oxigénio, da onde a denominagao
"burst” oxidativo (BARBIOR, 1984; BROZNA et al., 1988).

Estes oxidantes sic usados por macréfagos e neutrofilos para matar

microorganismos invasores (BARBIOR, 1999), mas eles também causam muitos danos
em tecidos proximos.
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Assim, suas produgdes devem ser bem requlad

gerados somente quando e onde requeridos (PITHON-CURI et al., 2002)4 A producao
e liberacdo de metabdlitos

reativos do oxigénio, promovida pela endocitese. faz parte
dos mecanismos microbicidas utilizados pelc macréfago.

A realizagdo destas funcdes pelo macrofago permite sua participagao em
processos mais elaborados. Entre estes, destaca-se o pape! de apresentador de
antigenos para células do sistema imunitario (linfocitos T e células B). Para a efetivagac
desta tarefa, o macrdfago realiza a internalizagdo da particula ou microorganismo.
associados a moléculas do complexo de histocompatibilidade de classe Il (MHC-II) e
classe | (MHC-l) permite o reconhecimento dos produtos pelos linfocitos T (CD4+) e
(CD8+), respectivamente. Este processo inclui transcricdo génica e consequente
aumento da expressao desta moléculas (MHC | e 11) na membrana celular do macrofago
(CRESSWELL, 1985) e ndo apenas a apresentag@o do antigeno ao linfocito T. mas
tambeém sua ativagao, através da interacdo com outros receptores (QIN et al.. 1989,
MIYAZAKI! et al., 1993)

As citocinas sdo glicoproteinas produzidas pelas células de defesa apos a
ativacdo por estimulos especificos. As citocinas podem atuar de maneira autocrina e
paracrina. dependendo do tipo celular e expresséo do receptor (DUNLOP: CAMPBELL,
2000). O TNF-¢ é a primeira citocina liberada, em resposta a endotoxinas bacteriana

{LPS - Lipopolissacarideo bacteriano). pelos mondcitos e macrofagos. O TNF-« ativa
neutrdfilos. mondcitos e macréfagos. para iniciar a destruigdo de células tumorais €
bactérias, aumenta a expressdo de moléculas de adesao na superficie de neutréfilos e
células endoteliais. estimula os linfocitos T e B. regula o sistema de
histocompatibilidade MHC e iniciam a producdo de outras citocinas proinflamatorias

como a iL-1 e IL-6 (CALDER, 1998 a b}



Figura 2 Interacdn entre células apresentadoras de antigeno (APC). Linfocitos T

(T Ceally e macrafagos (M@) Adaptado de PAVLICK e colaboradores (2002).



1.3 CLUTAMINA E EXERCICIO FISICO DE LONCA DURACAO

Em comparagao ao catabolismo de carbeidratos e lipidios. a quebra de proteinas
e fonte de energia relativamente menor para a pratica de exercicios Em muitas
situacoes. o catabolismo de proteinas contribui com menos de 5% para a provisao de
energia para a atividade muscular durante atividades fisicas. O catabolismo da proteina
pode fornecer aminoacidos tanto cetogénicos quanto glicogénicos. 0s quais sao
eventualmente oxidados por desaminagdo e conversZo em um dos substratos
intermediarios no ciclo do TCA ou pela conversdqo do acido piruvico ou acido
acetoacetico e. eventual transformacéo para acetil-CoA. No entanto. em quadros de
inanicéo ou de esgotamento do estoque de glicogénio. o catabolismo de proteina torna-
se importante fonte de energia para a pratica de exercicios (MAUGHAN et al.. 2000.
p.129). Alguns estudos sugerem que a glutamina seja mais relevante que a alanina
como precursor neoglicogénico em exercicios de longa duracdo (GRAHAM et al. 1995,
WAGENMAKERS, 1998).

O conteudo de intermediarios do TCAI tém sido mostrado expandir durante 0s
primeiros minutos de contrag&o muscular. A expansdo do TCAI no inicio da contracao
muscular deve-se, primariamente, ao aumento na taxa de anaplerose (reenchimento do
TCAIl) no inicio do exercicio (GIBALA et al.. 1998. BRUCE et al. 2001). Evidéncia
experimental atual diz que a suplementacdo com aminoacidos de cadela ramificada
(AACR) em bebidas de atletas durante a competicao produz melhora na performance €
na percepcado de esforco mental. embora a revisdo da literatura nao confirme algum
efeito ergogénico importante da ingestao do AACR (AGUILO et al., 2000).

E possivel que o catabolismo de certos aminoacidos tenha funcac anaplerotica
para o TCAI e que isto poderia ser importante para sustentar alta producao de energia
para 0 processo oxidativo. Além disso, varias hiposteses ligam amobnia e/ou
aminoacidos com a fadiga central e periférica durante exercicio. Assim, o musculo
treinado intensamente altera seu metabolismo de aminoacidos, 0 que poderia ter
impacto significante em varios aspectos da resposta ao exercicio (GRAHAM et al.,

'1997). Amonia. alanina. glutamina e glutamato sdo componentes encontrados. tanto na



circulagdo, ou como metabdlitos livies dos estoques musculares. Eles podem ser
metabolizados rapidamente na atividade muscular e podem ser trocados nao somente
entre 0 musculo e o plasma. mas também entre o plasma e outros tecidos. como o
figado (GRAHAM; MACLEAN, 1998).

Overtraining € um processo de treinamento excessivo acima de periodo
prolongado de tempo. A sindrome do overtraining ocorre como resultado de alta carga
de treinamento efou alta intensidade de treinamento. com inadequada recuperagao
entre sessbes de treinamento. Sinais e sintomas de sindrome de overtramning podem
incluir decremento da performance, alteracdo em estados de humor. mudangas
hormonais, dor acumulada no musculo. fadiga persistente e piora da fungéo imunitaria.
Recuperacdo completa de sindrome de overtraining pode levar semanas ou meses €
pode requerer reducao considerdvel na carga de trenamento ou parada completa do
treinamento (LEHMANN et al., 1993). Sugere-se quie a baixa massa corporal e fator de
risco para infécgées (HEATH et al, 1991). O excesso de treinamento pode causar
imunossupressdo, resultando em incidéncia mais elevada a infecgdo e mais lenta para
a cura do ferimento, no atleta em overtraining. Excesso de treinamento e treinamento
agudo exaustivo tém sido associados com diminuigdo da concentragcao plasmatica de
glutamina. Também a concentracao de glutamina plasmatica pode declinar agudamente
depois de exercicio intenso e durante periodos de treinamento intenso (HISCOCK;
MACKINNON, 1998). Consequentemente, a atividade do musculo esquelético pode
diretamente influenciar o sistema imunitario. Tem sido hipotetizado (chamado de a
“hipdtese da glutamina™ que no exercicio intenso. a demanda de glutamina pelo
musculo e 6rgdos € tanta que o sistema linféide pode ser forcado a entrar em deébito de
glutamina, que temporariamente afetaria a sua funcdo (KRZYWKOWSKI et al., 2001a).
Moriguchi e Niwa (1995), mostraram que a suplementa¢do com L-glutamina evitou a
diminuicdo da resposta proliferativa de linfécitos induzida pelo exercicio devido ao
aumento da captagdo e utilizacdo de glutamina por linfécitos. Newsholme e
colaboradores (1988), propuseram que células imunitarias poderiam usar mensageiros

como as citocinas, liberadas das diferentes células do sistema imunitario, para se



comiunicarem com o musculo esquelético. regulando assim a frequéncia de liberacéo da
glutamina.

Excesso de treinamento ou treinamento agudo exaustivo de curta duragéo ocorre
em um ciclo de treinamento de sobrecarga, seguido por um ciclo de recuperacao,
conduzindo para uma super compensacdo. Atletas de alto nivel frequentemente,
experimentam sindrome de excesso de treinamento em algum estagio de suas
carreiras. Sintomas de excesso de treinamento foram observadas: em mais de 60% de
corredores de distancia pelo menos uma vez durante suas carreras; em 21% dos
nadadores da equipe nacional da Australia durante uma temporada de meio ano; em
33% dos jogadores de basquetebol de nivel nacional da india durante seis semanas de
treinamento de campo. e em mais de 50% de jogadores de futebol semi-profissional
depois de 5 meses da temporada competitiva (GASTMANN; LEHMANN, 1998) Existe
evidéncia substancial associando exercicio exaustivo e prolongado, como maratona,

com efeitos adversos na fungdo imunitaria (FITZGERALD, 1991, NIEMAN, 1997,
ROBSON et al. 1999), estes efeitos incluem’

- diminuig&o da atividade citolitica das células natural killer (NK),

- numero mais baixo de linfécitos T circulantes por 3 a 4 horas depois do
eXercicio;

- diminuicdo da razdo de células CD4 e CD8:

- queda na habilidade proliferativa de linfocitos:

- queda na atividade do neutrofilo:

- prejuizo na sintese de anticorpos:

- queda dos niveis de imunoglobulinas no sangue e saliva.



Exercicio moderado Resposta imunitaria

A

Exercicio intenso

Tempo

Figura 3: Esquema generalizado dos efeitos do exercicio moderado e intenso na funcao imunitaria e

suscetibilidade a infecgbes. Durante exercicio moderado e intenso. o sistema imunitaiio ¢ ativado (como
mostrado pela mobilizagdo dos linfécitos para a circulagdo). mas o exercicio intenso e sequido por um
periodo de queda na fungao imunitaria, diminuindo a atividade das células (NK) natural killer, proliferagao
linfocitaria e niveis de IgA salivar, durante a queda da fungdo imuntaria cxiste uma “janela aberta” de
oportunidade para patégenos. Modificado de FEBBRAIO e PEDERSEN (2002).

Treinamento de exercicio cronico, envolvendo turnos de exercicio intenso. tem
sido associado tanto com efeitos deletérios. quanto com beneficios em
imunocomneténcia. Pouco € conhecido sobre o efeito do treinamento de endurance de
intensidade baixa para moderada sobre a resposta imunitaria. Atletas quando expostos
ao estresse agudo e crnico, podem apresentar supressado do sistema imunitario e da
geragéo de espécies reativas de oxigénio. Durante o exercicio, o aumento da utilizagao
de O leva a produgé@o de espécies reativas de oxigénio (ERQO), como indicado pelo
estado redox da glutationa sangliinea (SASTRE et al.,, 1992; SEN et al, 1994). Este
tripeptideo thiol € encontrado na maioria das células e protege contra danos oxidativos
(MEISTER; ANDERSON, 1983). Tamhém, glutationa é de importancia para a iniciagao
e progressao da ativacdo linfocitaria (FIDELIUS et al.. 1987).



O estresse do exercicio é proporcional a intensidade e duracao do exercicio,
relativo a capacidade maxima do atleta (CASTELL et al, 1997a; BLANCHARD et al.,
2001; VENKATRAMAN; PENDERGAST, 2002). Existe alta incidéncia de infec¢bes em
atletas depois de exercicio prolongado e extenuante, comparado com sedentanos ou
individuos exercitando-se moderadamente (CASTELL et al.. 1996; CASTELL et al.,
1997b; MOOREN et al, 2001; CASTELL, 2002), em particular as infecgoes do trato
respiratorio superior (ITRS) (BRENNER et al.. 1994: WEIDNER. 1994) de fato, a
incidéncia aumentou em corredores de endurance quando treinados em excesso
97km/semana (NIEMAN et al, 1990; HEATH et al,, 1991). Isto sugere que algumas
imunodepressdes podem ocorrer em alguns atletas devido ao estresse de treinamento
pesado e/ou competicdo (CASTELL, 2002). Fungdo imunitaria muda dramaticamente
depois de cada série de exercicio prolongado e intenso. Durante um certo periodo a
imunidade altera-se (que pode ser entre 3 e 72 horas apos a Ultima série), onde virus e
bactérias podem ganhar uma posicdo segura, aumentando o risco de infecgoes
subclinicas e clinicas (NIEMAN, 2001).

Perda de proteina muscular ocorre também durante infecgdo severa e
inflamacdo aguda. Inflamag¢do aguda induzida por ferida altera aminoacidos e
metabolismo de proteinas (MERCIER et al., 2002). A resposta hipermetabolica para
infecgdes bacterianas altera a homeostasia de proteina corporal total, conduzindo a
balango nitrogenado negativo e redistribuicdo de proteina corporal (PAPET et al., 2002).
Foi demoistrado que o metabolismo linfocitario aumenta durante exercicio intervalado
agudo (SHEWCHUK et al.. 1997). Numerosos estudos tém demonstrado alteragoes
significantes nas concentragdes plasmatica e tecidual de glutamina durante e apds
exercicio intenso e prolongado (CASTELL; NEWSHOLME, 1997a; CASTELL;
NEWSHOLME, 1997b; ANTONIO; STREET, 1999). Quando a demanda energética &
alta (no caso de exercicio prolongado), a resposta € mais pronunciada, como
evidenciado pela elevagado concomitantemente dos hormdnios contrarreguladores. Ha
diminui¢cao na disponibilidade de substrato produzindo elevacio do cortisol, adrenalina
e hormdnio do crescimento, podendo ter efeito mais exagerado na funcdo imunitaria
(MITCHELL et al, 1998). Em estudos de Krishna e colaboradores (2000), verificaram



que a glutamina € importante veiculo para o transporte de nitrogénio para o figado e
mostra que o aumento de glucagon, induzido pelo exercicio, é critico para o
metabolismo hepdtico da glutamina. Os dados de seus estudos mostram que,
especificamente, o exercicio aumentou o glucagon, a ureogénese, a transferéncia do
grupo amino da glutamina para a uréia. Estes dados mostraram que, no inicio, a
pertubacdo fisiologica do exercicio é realizada pelo glucagon, pois ele é reguiador
fisiologico do metabolismo da glutamina hepatica in vivo.

1.4 GLUTAMINA, SISTEMA IMUN!ITARIO E EXERCICIO FiS!ICO DE LONGA
DURACAO

Baseado nos dados de vérios estudos mostraram que o exercicio fisico pode
alterar a concentracdo de glutamina disponivel para as células de defesa, a sua
suplementagéo tem sido recomendada para atletas que sdo submetidos a programas
de exercicio intenso e de longa duragao.

Muitos estudos epidemioldgicos tém demonstrado que a incidéncia de infecgdes
no trato respiratdrio superior estd aumentado durante a 12 a 22 semanas, depois de
uma série de exercicios prolongados e extenuantes (NIEMAN et al, 1990, PETERS et
al., 1993). Um estudo em Los Angeles mostrou que atletas de maratona tornaram-se
doentes depois da corrida, numa propor¢do seis vezes maior do que atletas nao
particinantes, com nivel similar de treinamento (CASTELL et al., 1996). Isto sugere que
exercicio regular e moderado melhora o sistema imunitario diminuindo a suscetibilidade
a infeccao em individuos sedentarios, mas que em individuos que praticam treinamento
excessivo ou intenso, tém maior risco a infecgdes (CASTELL et al., 1996, CASTELL,
2002). Bassit e colaboradores (2000), observaram magnitude similar de diminuicao de
40% na incidéncia de infeccido em triatletas depois suplementagdo diaria com
aminoacidos de cadeia ramificada (AACR). Como precursores de glutamina, os AACR

mantiveram as concentragbes da glutamina plasmaética e os autores atribuiram isto a
diminuicdo na incidéncia de doencas.
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Estudos demonstraram que, durante e apds o exercicio exaustivo, ocomre um
aumento da captag&o de glutamina por diversos 6rgaos, o que supera as taxas de
sintese e liberagdo de glutamina pelo misculo esquelético, acarretando na diminuicao
do fornecimento deste aminoacido para as células do sistema imunitario (ROHDE et al.,
1998; GIBALA, 2001).

O controle hormonal da resposta inflamatéria, imune e ndo imune parece ser
fruto da necessidade de se manter o equilibrio dindmico entre o ambiente e os
processos organicos, ja que os hormdnios ao se contra-regularem, prestam-se a estes
objetivos. Através de efeitos diretos e indiretos sobre o metabolismo celular, os
hormonios podem alterar o transcorrer da resposta, modificando parametros como o
nimero de leucdcitos circulantes, diminuicdo da migragéo celular para a area inflamada
e as fungbes microbicida e fagocitaria (GARCIA LEME, 1989). Como participante da
resposta inflamatodria, 0 macréfago estd sujeito também a modulagdo hormonal. Cury
(1986), demonstrou que o diabetes experimental, os horménios liberados pela camada
cortical da adrenal e os hormdnios tiroidianos sdo capazes de alterar a funcionalidade

do maciéfago (migragéo, aderéncia a fibra de nylon e a capacidade de redugéo de
“Nitroblue tetrazolium”).
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Figura 4. Modelo de regulagdo neuroendocrinologica de subpopulagoes de

linfdcitos T e B em resposta ao exercicio. Modificado de FEBBRAIO e PEDERSEN
(2002).

A IL-6 e produzida por muitas celulas diferentes. mas a pnncipal fonte, in vivo,
sao monocitos/macrdfagos. fibroblastos e células endoteliais vasculares (AKIRA et al.,
1993) e células do musculo esquelético (NAGARAJU et al.. 1998). Estimulo tipico para
a producgéao de IL-6 sao TNF-a e IL-1 (PEDERSEN et al., 2003)

O estresse fisico promove a estimulagdo do eixo hipotalamo-hipofise-adrenal
resultando num aumento das concentragOes plasmaticas de ACTH e cortisol, assim
como de substancias produzidas pela camada medular da adrenal. Dentre os estimulos
fisicos capazes de desencadear o estresse destacam-se o trauma severo, queimaduras
grandes cirurgias, hipoglicemia, febre, exercicio fisico e frio. Infecgbes ou a exposigao
de leucocitos mononucleares a endotoxinas bacterianas, causam aumento da produgao
de IL-1 e IL-B, que estimulam a liberagdo hipotalamica de CRH, IL-2 e TNF-a que, por
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sua vez, promovem a secrecao de ACTH (BATEMAN et al., 1989, MILENKOVIC et al.,
1989). Nestas circunstancias observa-se, também, alteracdes na atividade simpato-
adrenal. Animais de experimentagdo apresentam aumento de secrecdo da camada
medular da adrenal como componente da resposta aguda a injuna (CHIEN, 1967,
PINARDI et al., 1979; YOUNG et al., 1983). A importancia destas alteragcdes pode ser
evidenciada pelo aumento de mortalidade observado durante a fase aguda de resposta

a injuria em animais adrenalectomizados (YOUNG et al., 1987}

Figura 5. Papel biolégico de IL-6. Este papel ainda ndo estd bem esclarecido, porém evidéncias

acumuladas sugerem que a contragdo muscular produz e libera IL-6 e que esta liberagdo é aumentada
ainda mais se o glicogénio muscular é baixo. O papel da IL-6 é para induzir a lipdlise, se isto também
contribui para a manuten¢cdo da homeostase da glicose durante exercicio € menos clara. IL-6 pode
também inibir a resisténcia a insulina induzida pelo TNF-a e estimula produgdo de cortisol. IL-6 derivada
do musculo modula, indiretamente. a queda da fungdo imunitaria induzida pelo exercicio. Modificada de
PEDERSEN e colaboradores (2003).
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Considerando seu papel no musculo esquelético com a sintese de proteina. é
possivel que a diminuigdo na absorgdo de glutamina possa inibir a produgdo de IL-6,
embora esta relagado nao tenha sido mostrada anteriormente (HISCOCK et al., 2003)

-xercicio prolongado e intenso como maratona resulta em um menor aumento
na concentragao plasmatica de TNF-a (PEDERSEN et al.,, 1998; SUZUKI et al., 2000}
No entanto, existe um moderado aumento na concentragao sistémica destas citocinas,
mas o fato &€ que o aparecimento de IL-6 na circulagdo é de longe o mais marcado e
que seu aparecimento procede o de outras citocinas (FEBBRAIO; PEDERSEN,
2002)(figura &}

Aumento no plasma de IL-6 em resposta ao exercicio de longa duragao é
independente do dano muscular, ao passo, que o dano muscular per se € seguido por
mecanismos de reparo, incluindo a invasao de macrofagos dentro do musculo levando
a produgao de IL-6 (FEBBRAIO; PEDERSEN, 2002).

Figura 6: Mudangas nas concentragdes de citocinas plasmaticas em relagdo ao exercicio intenso. TNF,

fator de necrose tumoral. IL, interleucina; JL-1 ra, receptor antagonista; MIP, proteina inibitéria de
macréfago. Modificada de FEBBRAIO e PEDERSEN (2002).
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2.0 HIPOTESES E OBJETIVOS

2.1 Hipéteses

Uma vez que, a glutamina é importante modulador do sistema imunitario, bem
como, provedor de energia, aventamos a hipétese que a suplementagao com glutamina

minimiza os efeitos de imunossupressdao causada pela atividade fisica de alta
intensidade e fonga duracac.

H 0 - a suplementagdo com L-glutamina ndo minimiza os efeitos causados pelo
treinamento de natac¢do na resposta imunitaria;

H 1 - a suplementacdo com L-glutamina minimiza os efeitos causados pelo
treinamento de natacdo na resposta imunitaria.

2.2 Objetivo Geral

O objetivo deste trabalho foi investigar os efeitos da suplementagdo com L-
glutamina sobre os parametros imunitarios das células de defesa, em ratos submetidos
a exercicio de natagéo de longa duracao e alta intensidade.

2.3 Objetivos Especificos
- Analisar a glicemia e a glutaminemia;

- Investigar a taxa de proliferagdo de linfécitos obtidos dos linfonodos
mesentéricos;

- Avaliar a fagocitose, a produgdo do anion superoxido e o volume lisossomal
dos macréfagos retirados do periténeo.



3.0 MATERIAIS E METODOS

3.1 Desenho experimental

Os animais foram divididos em quatro grupos, 10 animais para cada grupo: 1)
controle (CON) — n&o treinados sem suplementacdo; 2) L-glutamina (GLN) - n&o
treinados e suplementados com L-glutamina; 3) treinados (EX) — treinados e sem

suplementacao; 4) L-glutamina+treinamento (EX/GLN) - treinados e suplementados
com L-glutamina.

3.2 Populagao/Amostra

Foram utilizados 40 ratos Wistar, machos, adultos (entre 60 a 90 dias de idade),
pesando de 250 a 350 gramas, p-ovenientes do biotério do Setor de Ciéncias
Biolégicas da Universidade Federal do Parana. Os ratos foram mantidos no biotério, em
gaiolas coletivas em numero de cinco, em ambiente claro/escuro (12h/12h), com
temperatura controlada (23°C+ 2), racdo e agua ad libitum.

3.3 Instrumento e procedimentos

Os animais dos grupos EX e EX/GLN foram submetidos ao treinamento de
natacdo, com agua aquecida a 32°C. A natacdo tem sido utilizada como modelo de
exercicio fisico por varios grupos de pesquisa. Esta modalidade de exercicio apresenta
pelo menos dois tipos de estresse: um caracterizado pelo préprio exercicio fisico e outro
pela necessidade de sobreviver na agua (VIEIRA et al., 1988). O sistema de natagao €
constituido de dez tubos de PVC de 48 cm de profundidade por 24 cm de diametro
(piscinas), ligados por meio de mangueiras a um tubo central, que contém uma
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serpentina para aquecimento da agua. A agua aquecida circula para dentro das
piscinas mantendo a temperatura por todo o periodo de treinamento. Dentro de cada
piscina foi adaptado outro tubo de profundidade de 55 cm e didmetro de 23 cm, no qual

foi perfurado todo o fundo de maneira a formar uma peneira, modificado de VIEIRA e
colaboradores (1988).

3.3.1 Programa de treinamento

Os animais dos grupos EX e EX/GLN foram submetidos a treinamento diario (22
a 6’ feira), nas quartas-feiras os animais descansaram e, ndo foram suplementados. O
Treinamento comegou com dura¢cdo de 30 minutos na primeira semana, até chegar a 1
hora e meia de treinamento, sem intervalo; durante 6 semanas (sendo que a primeira
semana foi realizado sem sobrecarga, para adaptagdo do animal ao meio aquatico). A

sobrecarga de treinamento era de chumbo, representando 6% da massa corporal do
animal (KOKUBUN, 1990).



3.3.1.1 Protocolo de treinamento

(treinado/com

suplementacdo

Grupos Protocolo 1° Semana 2'a 6" semana
de natacdo (sem carga — 45 (6% da carga
e minutos) corporal — iniciou-
suplementacio se com 30 min.-
terminou com
1h30min.)
en vepeciose | exeExoun
(ndo treinado/sem -
suplemetacao
GLN
(ndo treinado/com Treinamento de
suplementagéo Natagao ) EX/GLN
EX
(treinado/sem
suplementagao
Suplemen?acéo
EXIGLN (LC? :uztgg/l:(r; - GLN e EX/GLN
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3.3.2 Sobrecargas de chumbo

A carga que foi utilizada foi confeccionada com bolinhas de chumbo apos a
pesagem dos animais. Sempre que houve variagao do peso, a carga foi reajustada. O
chumbo foi amazenado em bolsinhas feitas com esparadrapo e presas ao dorso do
animal por meio de um elastico de 3 cm de espessura, preso ao dorso do animal. No
elastico foi costurado um velcro que facilitou a colocacéo da carga no rato.

3.3.3 Suplementagao com L-glutamina

Os ratos dos grupos GLN e GLN/TREN receberam a suplementagao de
0,125g/kg de L-glutamina, da empresa Labsynth-Produtos para Laboratorios Ltda-SP,

através de sonda orogastrica (gavagem) durante as 5 semanas de treinamento, 10go
apods o treinamento. Os outros grupos receberam agua destilada.

3.3.4 Controle do peso dos animais

Todos os ratos foram pesados nas quartas-feiras, sempre no mesmo horario,
para que fossem reajustadas as sobrecargas e a suplementagao.

3.3.5 Ortotanasia dos animais

Os ratos foram ortotanasiados por decapitacédo, dois dias apés o ulitimo dia do
treinamento. Foram retiradas amostras de sangue para analises, os linfonodos
mesentéricos e 0os macréfagos peritoneais.
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3.4 METODOLOGIAS DOS ENSAIOS UTILIZANDO LINFOCITOS

3.4.1 Obtencao de Linfocitos

Dos animais sacrificados, os linfonodos mesentéricos foram retirados e
dissecados. Os linfocitos foram obtidos por compressdo destes tecidos em cilindro de
malha, composto por dois cilindros de ago inox de diferentes diametros, de modo que
um se encaixe no outro, cujas extremidades contém um sistema de malha. Atraves
deste sistema foram obtidos linfocitos integros e isolados de gordura (VIEIRA et al,
1990). Os linfécitos foram mergulhados em solug@o salina 0,9% e posteriormente
filtrados em papel filtro especial (Whatman n° 105), centrifugados (Eppendorf Centrfuge
5810 R) a 1200-1400 rpm, 4°C, durante seis minutos. Apds a centrifugagao, os linfocitos

foram ressuspendidos, filtrados e mergulhados em solugdo hemolitica por 15 minutos,
em banho Maria a 37°C. para remocao das hemacias.

3.4.2 Capacidade proliferativa de linfécitos

Uma vez isolados os linfocitos (2 x 109 células por poco) foram cultivados em
meio de cultura RPMI-1640 enriquecido com 10% de soro fetal bovino e na presenga de
antibidticos (penicilina 10.000U e estreptomicina 10 mg/L), em placas de 96 wells
(volume final de 200 ul), a 37° C em atmosfera de 95% O,/ 05% CO., por 72 horas. Os

linfocitos foram estimulados com 20 pL/pogo de solugdo do mitdgeno Concanavalina A
(Con A), estimulador da proliferagao de linfocitos T. Apos este periodo, as células foram
contadas em citometria de fluxo, durante 30s. Os dados foram expressos em
porcentagem do controle sem estimulagac.
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3.5 METODOLOGIAS DOS ENSAIOS UTILIZANDO MACROFAGOS

3.5.1 Obtencao de Macrofagos

Para obtengdo de macrdfagos peritoniais, os animais apés decapitagao foram
inoculados com 10 mL de tamp&o fosfato-salina (PBS — estéril), pH 7,4 na cavidade
peritoneal. Trinta segundos apds a administragédo, a cavidade peritoneal foi aberta e o
fluido, contendo as células, foi aspirado com o auxilio de pipeta Pasteur de plastico,
estéril. Em seguida, estas células foram centrifugadas (Eppendorf — Centrifuge 5810 R)

a 1200 rpm, 4 °C, durante 5 minutos. Os macrofagos entdo, apds descarte do
sobrenadante, foram ressuspensos em 3 mL de PBS.

3.5.2 Solugoes

Os reagentes usados na preparagao das solugdes foram obtidos da Reagen
(Quimibras Industria Quimica Ltda, RJ). Solug&o de tampao fosfato salina, pH 7,4, 10
mM (PBS) foi utilizada como meio de diluigéo para os corantes. O fixador utilizado foi o
Baker formol-calcio (formaldeido 4%, cloreto de sodio 2% e acetato de calcio 1%). A
solugdo de extragdo consistiu de acido acético glacial 1% e etanol 50% em agua
destilada. A solugao estoque do corante vermelho neutro (Sigma) foi preparada pela
dissolucdo de 20 mg de corante em 1 mL de DMSO (dimetil sulfoxido — Sigma) e a
solugao para uso de rotina foi preparada pela diluicdo de 20 mL da solugao estoque em
5 mL de PBS. A solugdo de vermelhc fenol (Sigma) para os ensaios de produgdo de
H,O, consistiu de 5,5 mM de dextrose, 0,56 mM de vermelho fenol e 85 U/mL
peroxidase “horseradish” (Sigma) em PBS pH 7,4 a 340 mOsm, e previamente
adicionou-se 0,05% de zymosan (2,3 x 10° particulas/mL - Sigma), para 0s ensaios de

fagocitose, obtendo-se uma solugao diluindo-se 40 mg de zymosan em 6 mL de PBS e
adicionou-se 600 pL de vermelho neutio.
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3.5.3 Atividade Fagocitica

Utilizou-se o metodo descrito por PIPE e colaboradores (1995). Foram
depositados 100 pL da solugdo de macrofagos obtidos como descrito acima, em placa
do tipo ELISA e adicionou-se 10 mL de zymosan (2,3 x 108 particulas/mL) corado com
vermelho neutro e incubou-se por 30 minutos. Apds este procedimento, adicionou-se
100 uL de fixador para interromper o processo de fagocitose. Trinta minutos depois, a
placa foi lavada com PBS e, posteriormente, centrifugada por 5 minutos a 1.500 rpm, a
fim de remover o zymosan e o vermelho neutro ndo fagocitados pelos macrofagos. O
vermelho neutro no interior dos macrofagos foi solubilizado utilizando-se 100 pL de
solucdo de extragdo. Apos 30 minutos, procedeu-se a leitura das placas a 550 nm

utilizando-se leitor de Elisa Microplate reader Bio-rad — (Benchmark). Os dados foram
expressos em absorbancia (nmj.

3.5.4 Mensuragio do Anion Superoxido

Foi mensurado pelo método descrito por PIPE e colaboradores (1995), onde
ocorre reducdo de nitroblue tetrazolium (NBT) pela enzima superéxido dismutase
(SOD). Em uma placa tipo ELISA aliquotas de 100 ul de solugdo contendo macrofagos
foram adicionadas aos pocinhos e em seguida se adicionou 100 pl de NBT (2,5 mg/mli
em PBS) contendo 5§ mg/mi de zymosan por 30 minutos. Para ativar os macrofagos
utilizou-se 10 pL de éster de forbol miristato acetato (PMA — 5 pg/mL). As células foram
centrifugadas (1.500 rpm por 5§ minutos) lavadas com PBS e centrifugadas novamente.
Apos fixadas com 100 pl de metanol 50% e incubadas por 10 minutos, formam ent&o
centrifugadas novamente e secas com ar quente. Em seguida as células foram
solubilizadas com 120 pl de KOH 2M e 140 ul de dimetil sulféxido (DMSO). Apds 30
minutos de incubagao. procedeu-se & leitura da placa utilizando Microplate reader Bio-
rad — (Benchmark) a 550 nm. Os dados foram expressos em absorbancia (nm).
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3.5.5 Volume liscssomal

Para esta analise utilizou-se o método descrito por PIPE e colaboradores (1995),
onde em placa do tipo ELISA depositou-se 100 uL da solugcdo de macrofagos e
adicionou-se 20 ul de vermelho neutro a 2%. Apd6s 30 minutos, a placa foi centrifugada
por 5 minutos a 1.500 rpm. O sobrenadante foi descartado e os well lavados com PBS,
para eliminar o vermelho neutro que n&o foi intemalizado pelas células. Adicionou-se
100 ul de solugdo de extracdo para solubilizar o vermelho neutro que estava dentro dos
lisossomos. Esta solubilizacdo € possivel porque o vermelho neutro € um corante
catidnico que se difunde através da membrana celular e, uma vez presente no
iisossomo, fica aprisionado devido a mudanga de cargas causada pelo pH &cido do
sistema lisossomal. Finalmente, apds 30 minutos, a placa foi lida a 550 nm utilizando

aspectrofotdmetro Microplate reader Bio-rad — (Benchmark). Os dados foram expressos
em absorbancia (nmj}.
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4.0 ANALISES SERICAS

4.1 Mensuracdo da glicose plasmatica

A glicose foi quantificada por método colorimétrico, utilizando-se sistema
enzimatico de glicose PAP (Labetest Diagndstica -MG), seguindo-se as especificagdes

do fabricante. A leitura foi feita em espectrofotdmetro ULTROSPEC 2000 (Pharmacia
Biotech) a 505 nm.

4.2 Mensuragao de glutamina plasmatica

A determinac@o de glutamina plasmatica foi realizada segundo a metodologia
descrita por LUND (1985). A determinagéo de L-glutamina no plasma foi realizada em
duas etapas:

Reagdo A: deaminagao da L-glutamina para L-glutamato
L-glutamina + HxO giutaminase > L-glutamato + NH,4

Reacgao B: desidrogenacdo do L-glutamato para a-cetoglutarato acompanhada
pela reducdo do NAD" + H20 giuamato desiorogenase. @-cetoglurato + NH," + NADH

A conversdo de NAD® para NADH foi medida espectrofotometricamente em

comprimento de onda de 340 nm, sendo esta conversao proporcional 4 quantidade de
L-glutamina inicial.
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5.0 ANALISE ESTATISTICA

Os dados estdo apresentados como meédia + erro padrdo da média, e foram
submetidos a ANOVA seguido de pés teste de TUKEY, com nivel de significancia para
p< 0,05 e, teste t de Student, quando indicado.



6.0 RESULTADOS

Nao houve diferenca estatistica significante na glicemia e na giutaminemia.

Houve diferenga estatistica significante na taxa de proliferacéo linfocitaria dos
linfocitos retirados dos linfonodos mesentéricos. E também houve diferenca estatistica

significante na produg&o do anion superoxido, volume lisossomal e indice de fagocitose
dos macrofagos retirados do periténeo.

No grupo EX/GLN a proliferagdo linfocitaria foi 19,22% maior, quando
comparada ao grupo EX. No grupo GLN foi 5,52% maior, quando comparada a do
grupo EX. No grupo CTL foi 3,4% maior, quando comparada a do grupo EX.

A producéo do anion superoxido pelos macréfagos do grupo EX/GLN foi 39,74%
maior, quando comparada a do grupo EX; foi 25,51% maior, quando comparada a do
grupo CTL e, foi 6,65% maior, quando comparada a do grupo GLN. Ainda no grupo
GLN a producéo foi 31,01% maior, quando comparado ao grupo EX e, foi 17,68%
maior, quando comparada a do grupo CTL.

O volume lisossomal no grupo EX/GLN foi significativamente maior (21,62%),
quando comparado ao dos macrofagos dos animais do grupo EX, bem como ao dos
grupos CTL (6%) e GLN (3,17%). Em adig&o, no grupo GLN este estava maior quando
comparado ao do grupo EX (17,8%) e ao do grup CTL (2,8%).

O indice de fagocitose no grupo EX/GLN foi 26 97% e 13,75% maior quando
comparado ao do grupo EX e CTL, respectivamente.
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Figura 7. Concentragéo sérica de glicose (mg/dL) dos animais dos grupos. (CTL) - ndo
treinados sem suplementagao; (GLN) ndo treinados e suplementados; (EX) - treinados
sem suplementac¢do; (EX/GLN) - treinados e suplementados. Os dados representam a
média + EPM. N&o houve diferenga estatistica entre os grupos.

DADOS| CTL | GLN EX [EX/GLN
MEDIA | 112,50 [ 110,70 | 106,50 | 108,30

EPM | 281 | 363 | 2,34 | 395




Figura 8: Concentragao sérica de glutamina (mM) dos animais dos grupos: (CTL) — nao
treinados sem suplementagao; (GLN) — ndo treinados e suplementados; (EX) - treinados
sem suplementacdo; (EX/GLN) - treinados e suplementados. Os dados representam a

media + EPM. Nao houve diferenca estatistica entre os grupos.

DADOS| CTL | GLN EX |EX/GLN
MEDIA | 063 | 0,57 061 0,62
EPM | 0,03 0,01 0,03 0,03
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Figura 9. Proliferagdo dos lnfocitos animais dos gnipos: (CTL) - nao treinados
sedentarios sem suplementacao; (GLN) - nado treinados e suplementados. (EX) -

treinados sem suplementagdo; (EX/GLN) treinados e suplementados. Os dados
representam a media + EPM.

a) diferenca significativa (p<0.0001) quando comparada ao grupo (EX).
a) diferenca significativa (p<0.001) quando compatada ao grupo (CTL),
a) diferenca significativa (p<0.05) quando comparada ao grupo (GLN).

b) diferenca significativa (p<0,05) quando comparada aos grupos (CTL): (GLN). analisado
pelo teste "t

'DADOS CTL  GLN | EX EX/GLN|
' MEDIA 14772 | 15075 | 14286 \ 17032
FEPM 252 | 116 | 102 517



Figura 10: Producdo do anion superéxido pelos macrofagos pentoneais obtidos dos
animais dos grupos: (CTL) - néo treinados sem suplementacao; (GLN) - nao treinados e
suplementados; (EX) - treinados sem suplementagdo, (EX/GLN) - treinados e

suplementados. Os dados representam a média + EPM.

a) diferenca significativa (p<0,05) quando comparada aos grupos (CTL); (EX)

b) diferenga significativa (p<0,05) quando comparada aos grupos (CTL); (EX). analisado
pelo teste “t".

DADOS[ CTL | GLN | EX EX/GLN|
MEDIA™ 035 | 042 | 032 044 |
7003 0,03

| epm 002 | 001
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Figura 11: Volume lisossomal dos macrdfagos peritoneais obtidos dos animais dos
grupos: (CTL) - ndo treinados sem suplementacdo; (GLN) - nd@o trenados e

suplementados; (EX) - treirados sem suplementacdo; (EX/GLN) - treinados e
suplementados. Os dados reprisentam a média + EPM.

a) diferenga significativa (p<0,05) quando comparada aos grupos (CTL); (GLN);
(EX/GLN), analisado pelo teste t.

DADOS| CTL | GLN | EX |EXIGLN
MEDIA| 0,25 | 0,26 | 022 | 027
| EPM | 0,006 | 0,005 | 0,012 | 0,021




Figura 12: indice de fagocitose dos macréfagos peritoneais obtidos dos animais dos
grupos. (CTL) — néo treinados sem suplementagdo; (GLN) - nao treinados e
suplementados; (EX) - treinados sem suplementacdo; (EX/GLN) - treinados e
suplementados. Os dados representam a média + EPM.

a) diferenca significativa (p<0,05) quando comparada aos grupos (CTL); (GLN); (EX).

CTL GLN EX |EX/GLN
0,533 | 0,4497 10,4775 | 06063 '
0,012 | 0,616 | 0,023 | 0.027




7.0 DISCUSSAO

A glutamina € essencial para a proliferacdo e funcéo adequada de linfocitos e
para o funcionamento normal dos macréfagos (NEWSHOLME et al., 1988; WALLACE;
KEAST, 1992). A importéancia do metabolismo da glutamina pelos hnfocitos foi
comprovada pela observagdo de que essas células possuem atividade elevada da
glutamina e que esta aumenta durante um estimulo imunoldgico in vivo (NEWSHOLME
et al., 1989).

Glicose e glutamina s&o avidamente utilizadas pelos linfocitos ativados, contudo,
estes substratos sdo parcialmente oxidados, sendo a glicose convertida principaimente
a lactato e a glutamina em glutamato, aspartato e lactato (ARDAWI: NEWSHOLME,
1983, 1984). As dietas contendo glutamina, ministradas via enteral quanto parenteral,
em situacdes clinicas, tém sido mostradas ter efeitos benéficos na fungao intestinal e
em particular, no sistema imunitario em humanos e animais. O estresse do exercicio
prolongado e exaustivo pode também baixar a concentracdo plasmatica de glutamina.
isto pode, em parte, ser responsavel pelo aparecimento de imunossupressao em atletas
de endurance (CASTELL; NEWSHOLME, 1997a). De fato a concentracdo plasmatica
de glutamina esta diminuida em atletas depois de exercicio extenuante e prolongado
(PARRY-BILLINGS et al.. 1993). mas o mecanismo ainda nao é conhecido (CASTELL
et al. 1996). Em nosso estudo nao encontramos diferenca estatistica significativa nas
concentracdes séricas de glicose e glutamina, avaliadas apos 2 dias do ultimo dia de
~ treinamento (figuras 7 e 8). Estes resultados podem ser, talvez, explicados pelo livre
acesso dos animais a agua e alimentacao, antes do sacrificio, corroborando com a
hipétese de Hiscock e colaboradores (2003), eles hipotetizaram que a suplementagéo
com glutamina ou proteina rica em glutamina atenuaria a diminuicdo da concentragéo
de glutamina plasmatica induzida pelo exercicic

Embora a depressdo, no plasma, das concentragées de glutamina ocorram
durante estados criticos de doenga e outros estados severos traumaticos, o organismo

tem mecanismos efetivos para controlar a homeostase da glutamina, mesmo quando a
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ingestao & varidvel e hd mudancgas na demanda de glutamina. O organismo pode falhar
nesta homeostase somente quando a massa corporal magra € severamente depletada,
limitando assim a sua habilidade em converter os estoques de proteina em glutamina
tivre (LABOW et al., 2001). Concentracé@o plasmatica de glutamina foi monitorada por
um periodo de 21 horas em 4 voluntarios saudaveis sem restricdes dietéticas e foi
encontrado estar habitualmente aumentada depois de 2 horas da ingestdo de uma
refeicdo contendo proteinas (CASTELL et al., 1995).

Castell e Newsholme (1997a), administraram na agua de beber glutamina 0,1
g/kg de massa corporal e 5 g/sujeito no maximo, observaram que houve aumento
significativo na concentracao de glutamina plasmatica dentro de 30 minutos em
humanos saudaveis, e este nivel retornou proximo ao de jejum depois de
aproximadamente 2 horas. Shewchuk e colaboradores (1997), suplementaram ratos
com glutamina (2% de peso umido na alimentagdo), durante uma semana, €
submeteram-los a 4 horas de exercicio de natacdo, demonstraram que o exercicio de
natacdo ndo alterou a concentracdo plasmatica de glutamina. Por outro lado, a
concentracdo plasmatica de glutamina foi mostrada estar aumentada em atletas depois
de um exercicio de pouca duragdo (PARRY-BILLINGS et al., 1992, POORTMANS et.
al., 1974), inversamente, em atletas de exercicios exaustivos e prolongados tanto
maratonas completas como sessdes de treinamento intenso ela estd diminuida
(CASTELL et al, 1996: PARRY-BILLINGS et al. 1992).

Nos estudos de Krzywkowski e colaboradores (2001 a,b), a concentragéo de
glutamina do plasma foi mostrada estar diminuida por volta de 15% apoés 2 horas, no
grupo placebo (maltodextrina). mas esta diminuicdo foi também abolida com
suplementacdo de 3,59 e 17,5 g de glutamina em 500 mL de solugao, respectivamente,
e também com a suplementagdo com proteina, quando submetidos ao exercicio em
cicloergdbmetro de Krogh a 75% do VO, max. Hiscock e Pedersen (2002), mostraram
que depois de repetidas séries de exercicio de alta intensidade, a concentracido
plasmética de glutamina pode somente diminuir, significativamente, algumas horas na
recuperagao. Esta diminuicdo de glutamina plasmatica, depois de exercicio exaustivo,

pode ser um fator responsavel pela alta incidéncia de imunossupressdo presente no
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atleta de endurance (CASTELL et al., 1996). Parry-Billings e colaboradores (1990),
reportaram que atletas com a sindrome do overtraining apresentam baixa concentracao
plasmatica de glutamina, a qual manteve-se baixa mesmo depois de muitas semanas
de descanso. isto foi diferente do noéso trabalho, pois nao encontramos diferencas,
apos dois dias do ultimo dia de treinamento.

Exercicio de intensidade apropriada é pontente estimulador para a secregdo de
GH e cortisol (KANALEY et al., 2001). Em animais tratados com dexametasona durante
8 dias, a concentragao de glutamina no musculo gastrocnémio diminuiu em 45% em
relagio ao controle (HUNDAL et al.. 1991). E possivel que a liberacao de glutamina da
musculatura esquelética tenha suprido a glutamina plasmatica por estimulos da IL-6 na
producao do cortisol (figura 5), para uma possivel gliconeogénese renal para suprr uma
necessidade energética na situacdo de deplecdo de estoques de glicogénio muscular, e
importante também para o tamponamento da acidez do ion H" pela NH3, que é derivada
da desaminacgdo da glutamina, convertendo-se no ion NH,". TNF-a e IL-6 aumentam a
producao hipotalamica de CRH o qual atua na secregéo de ACTH pela adeno-hipofise e
este estimula a liberagdo de cortisol pelas suprarenais (GRIFFIN; OJEDA, 1996, p.75).
O aumento na disponibilidade de glutamina aumentaria o seu proprio transporte para
dentro do musculo, e este acumulo acametaria em maior produgdo de IL-6 pela
musculatura ativa. Em relagéo ao sistema imunitario, a IL-6 pode exercer efeito indireto
na queda da proliferacao linfocitaria, figura 9, pela estimulacao da liberagao de cortisol,
pois este € conhecido pela sua atividade imunosupressora. Em recentes estudos de
Pedersen e colaboradores (2003), demonstraram que a liberagdo de IL-6 pelo musculo
esquelético em atividade esta relacionada posivitivamente a intensidade do trabailho,
captacdo de glicose e concentragdo de adrenalina plasmatica. Além disso, foi
observado correlagao inversa entre a alta liberacado de IL-6 tardiamente durante o
exercicio e o contetdo de glicogénio ao final do exercicio. Estes achados estdo de
acordo com a hipétese de que a IL-6 contribui para a homeostase da glicose durante o
exercicio (HELGE et al., 2002).

Apesar da concentracdo de glutamina no plasma nao ser diferente entre os

grupos (figura 8). a proliferacdo linfocitaria foi maior no grupo EX/GLN quando
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comparada a dos grupos CTL, GLN e EX O grupo EX apresentou imunodepressao
quando comparado com os 3 grupos. Muitas evidéncias sugerem que a glutamina &
usada em altas taxas pelos linfécitos e macrofagos. mesmo em estado quiescente
(NEWSHOLME, 1994). Moriguchi e Niwa (1995), demostraram que a suplementacao
com glutamina em ratos preveniu a diminuicdo induzida pelo exercicio. tanto da
concentragdo plasmatica com glutamina quanto da proliferacdo linfocitaria. Estes
autores concluiram que a suplementacdo com glutamina pode ter exercido efeito,
afetando diretamente a responsividade de linfocitos frente a mitogenos via
disponibilizacdo aumentada de combustivel. A influéncia da glutamina na resposta
proliferativa de linfocitos também foi examinada em ratos (ARDAWI, NEWSHOLME,
1983; SZONDY; NEWSHOLME, 1989), e resultados similares foram obtidos com
proliferagcdo 6tima em concentracdes plasmatica de ~600mM de glutamina (ARDAWI;
NEWSHOLME, 1983). Moraska e colaboradores (2000), submeteram ratos a periodo de
treinamento durante 8 semanas, em esteira, a 75% do VO-» wax . Demonstraram que a
proliferacao dos linfocitos, retirados dos linfonodos mesentéricos estimulados ex vivo,
estava diminuida significativamente, quando comparada a dos sedentarios. No estudo
de Castell e Newsholme (1998), foi mostrado diminuicdo de 30% no numero de
linfécitos circulantes nos pnmeiros 15 minutos de corrida. Num trabalho realizado em
corredores de maratona, suplementados previamente com glutamina. foi observado que
a numero de linfocitos circulantes foram restaurados. e niveis basais restaurados 16
horas apds a maratona. Estes dados corroboram os nossos dados, pelo grupo EX,
mostrado na figura 9. Krzywkowski e colaboradores (2001a), suplementaram dez atletas
com 3.5g de glutamina/ 500mL na agua de beber e os submeteram a exercicio em
bicicleta ergométrica. Demonstraram gue a suplementagao foi habil em abolir o declinio
da glutamina plasmatica, mas nao induziu a efeito imunoestimulatorio, como observadc
por nds (figura 9). Pedersen e colaboradores (1999), tiveram resultados em que a
suplementagdo com glutamina aboliu o declinio da concentragdo plasmética de
glutamina induzida pelo exercicio, entretanto a resposta imunitaria nao foi afetada apos

o exercicio. Estes dados diferentes dos nossos podem ser explicados pelos diferentes
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protocolos. De fato, eles verificaram logo apos ou até duas horas apds 0 exercicio,
enquanto o0 nosso estudo verificou dois dias apos o ultimo dia de treinamento.

Tem sido observado que atletas ficam vulneraveis a agentes infecciosos por
muitas horas depois de exercicio exaustivo e prolongado e que isto pode ser,
parcialmente, devido a diminuigcao da disponibilidade de glutamina plasmatica. Em
contraste, exercicio de baixa intensidade e regular parece ser benéfico para o sistema
imunitario (NIEMAN, 1997). Foi investigado por Castell e colaboradores (1996), a
incidéncia de doenga durante os 7 dias depois do exercicio extenuante. Mais de 200
atletas participando de diferentes modalidades de esportes como remo. maratona ou
corrida de meia distancia. Os niveis de infecgdes relatados pelo mesmos foram
menores em corredores de meia distancia e elevados em corredores depois de uma
ultramaratona completa e em remadores de elite, depois de um periodo de treinamento
de inverno intensivo. A maioria das doencas reportadas foram DTRS. A incidéncia de
doengas, nos corredores de maratona que consumiram glutamina foi significativamente
menor (32%), do que no grupo placebo (n=151). Existe evidéncia, in vitro, de que a
habilidade proliferativa de linfécitos obtidos de atletas depois exercicio de endurance, €
menor (FRY et al.,1992; SHINKAI et al., 1992).

Trabalhos (WATFORD et al. 1979, ARDAWI NEWSHOLME, 1983;
KOVACEVIC; McGIVAN, 1983; BRAND et al, 1984, NEWSHOLME et al., 1987,
NEWSHOLME et al..1988), demonstraram que os macrofagos, embora considerados
células terminais (GORDON, 1986), apresentam taxas elevadas de utilizagao de glicose
e glutamina, a semelhanga de células de divisdo rapida tais como linfacitos, enterocitos,
timécitos e células tumorais. Macrofagos ativados apresentam produgao producac
elevada de O, e H,O, aumentando, assim, a sua capacidade microbicida e tumoricida.
Em adicao tem aumento do tamanho celular, do conteudo de lisossomos e da
capacidade fagocitaria. O macrofago ativado sintetiza e libera diversas citocinas

(NATHAN et al.. 1984; RAPOLLE; WERB, 1988, ADAMS; HAMILTON, 1992: WALLIS;
ELLNER, 1994).
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A producao de anion superoxido foi maior no grupo EX/GLN quando comparada
a dos 3 grupos e no grupo EX menor comparada com os 3 outros grupos (figura 10).
Isto sugere que a glutamina esta envolvida na via metabdlica da formagao desse radical
livre, pela produgédo no TCAIl de a-cetogiutarato e NADPH, e que na sua auséncia ou
redugao, ha comprometimento na produgao desse radical livre para destruir agentes
invasores. O NADPH e utilizado na lipogénese, importante para a reposi¢cdo da
membrana intermalizada, e como substrato para a NADPH-oxidase na geragao de anion
superoxido (NEWSHOLME et al., 1989; NEWSHOLME et al.. 1987). A velocidade de
utilizacdo da glutamina € influenciada pela disponibilidade da glutamina. por fatores
hormonais, pelo transporte através da membrana plasmatica ou mitocondrial e pela
velocidade catalitica maxima da enzima-chave. a glutaminase. Esta enzima. em
macrofagos, apresenta alla atividade catalitica necessitando da presenca de ions
fosfato para produzir glutamato. amoénia e NADPH (CURI. 2000, p.191). A atividade da
glutaminase pode ser alterada pela dieta e véarios hormonios, tais como glicocorticoides
(SERRANO et al,1993), catecolaminas (COSTA ROSA et al, 1991), insulina s
hormonios tireoideanos (COSTA ROSA et al.. 1992). Estes hormonios, principaimente o
cortisol e as adrenalina, estdo diretamente diretamente ligados a atividade fisica de
longa duragao e alta intensidade, para suprir as concentragbes plasmaticas de glicose e
glutamina

Nos lisossomos s&o armazenados enzimas liticas para a degradacao de
matérias intra e extra-celulares, no processo de digestao intra-celular. O volume
lisossomal foi maior no grupo EX/GLN quando comparado ao dos demais grupos, e o
do grupo EX estatisticamente menor que 0s outros 3 grupos. Isto demonstra, figura 11,
que o exercicio tem caracteristicas de reduzir a capacidade de produzir ou armazenar
essas enzimas e que a suplementacao foi hébil em impedir esta acdo provocada pelo
exercicio. Devido as necessidades de precursores biossintéticos, podemos entender as
altas taxa de glicose e glutamina utilizadas pelo macrofago. Na glicolise parcial temos
como produto da primeira reagao. catalisada pela hexoquinase, a formacao de glicose-
6-fosfato, que pode ser desviada para a via das pentoses, numa reagdo catalisada pela

glicose-6-fosfato desidrogenase. Na via das pentoses ocorre a formagdo de NADPH e



ribose-5-fosfato (NEWSHOLME et al.,, 1989, NEWSHOLME; NEWSHOLME:; CURI,
1987), entao ha formagao de RNAm, importante para sintese das enzimas lisossomais,
assim, aumentando o volume do lisossomo.

Outra caracteristica importante do macrofago € a fagocitose, a qual esta
aumentada no grupo EX/GLN quando comparada aos demais grupos figura 12. isto nos

leva a sugerir que a suplementagao impediu a redugao na resposta fagocitica produzida
pelo exercicio.

Ceddia e Woods (1999), mostraram que 0 exercicio suprime a capacidade
apresentadora de antigeno do macréfago. Quatro dias consecutivos de exercicio
exaustivo resultaram na depressdo da habilidade do macrofago em apresentar
antigenos para as células T. Assim. é possivel que algumas das supressoes imunitanas
depois de exercicio exaustivo repetido (NIEMAN. 1997). devem-se em parte. por
diminuicao na apresentacao de antigenos pelo macrofago aos linfocitos T (CEDDIA.
WOODS. 1999). Davi e colaboradores (1997). mostraram que resisténcia antiviral de
macrofagos alveolares de camundongos € suprimida 8 horas apos exercicio extremo e
prolongado até a fadiga. Este efeito € devido. em parte, pelo aumento de catecolaminas
circulantes. Muitos estudos tém mostrado importantes relatos da teoria da ‘janela
aberta’. periodo em que 0 organismo torna-se Imunodeprimido, sujeito a contrair a
infeccdes por organismos estranhos. Parry-Billings e colaboradores (1990). Newshoime
e Calder (1997). mostraram que a capacidade de fagocitose por macréfagos peritoneais
e a taxa de producao de citocinas de camundongos € dependente de glutamina,
havendo diminuicdo quando a taxa da ccncentragdo plasmatica de glutamina foi
<600uM. Em ratos com sepsis, foi mostrado que suplementacao parenteral com
glutamina. parciaimente, preveniu a diminui¢&o da blastogénese linfocitaria e aumentou
o indice de fagocitose quando comparada com a nutricdo parenteral padrao (YOSHIDA
et al..1993).

Portanto. a suplementagao com L-glutamina no grupo EX/GLN foi capaz de
estimular os parametros da respbsta do macrofago. evitando os efeitos deleterios da
atividade fisica de longa duracao e alta intensidade. A producao do anion superoxido,

fagocitose e capacidade litica. fungbes que expressam a atividade antimicrobicida do
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macrofago, também s&o alteradas pelas variagdes na concentragdo de glicil-glutamina
em monacitos humanos, nos experimentos de incubacao (RUGGEBERG et al., 1997).
Segundo Curi (2000, p.195), o metabolismo de glutamina pode modular a
capacidade fagocitica, secretoria, apresenta;ao de antigenos e a diferenciagdo de
células monociticas. Assim, alteragées no metabolismo da glutamina em macrofagos
podem constituir no mecanismo para explicar a ocorréncia elevada de infecgbes em
certas condigdes patologicas. Baseado em nossos achados, atietas que se submetem a
este tipo de treinamento, ou similar, podem ter beneficios tanto na imunidade inata,
quanto na adquirida, e consequentemente. diminuir o risco de adquirir doengas. em
particular. as do trato respiratorio superior (DTRS) se consumirem L-glutanuna en;
doses adequadas. durante o treinamento. Se ha beneficio quando da administragao

previa ao treinamento. isto deve ser investigado.
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8.0 CONCLUSAO

A suplementagdo com L-glutamina (0,125g/kg de peso corporal do animal), a
animais submetidos a treinamento de natacac durante 6 semanas, com sobrecarga de
6% da massa corporal do animal, foi capaz de:

- Evitar a imunossupressao causada pelo exercicio intenso e de longa duragao.

observada no grupo exercitado (EX). determinada atraves da proliferagao linfocitaria.

- Aumentar a resposta fagocitica. a produgao de anion superdxido e volume

lisossomal dos macrofagos no grupo (EX/GLN), quando comparado ao grupo (EX).
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