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MENSAGEM
ECO DA VIDA
Um pequeno garoto e seu pai caminhavam pelas montanhas,

De repente o garoto cai, se machuca e grita:

Curioso, pergunta: - Quem ¢ vocé?

Recebe como resposta: - Quem € vocé?

Contrariado, grita: - Seu covarde!!!

Escuta como resposta: - Seu covarde!!!

Olha para o pai e pergunta aflito: - O que ¢ isso?

O pai sorri e fala: - Meu filho, preste atengao!!!

Entfio o pai grita em dire¢io a montanha: - EU ADMIRO VOCE!
A voz responde: - EU ADMIRO VOCE!

De novo o homem grita: - VOCE E UM CAMPEAO!

A voz responde: - VOCE E UM CAMPEAO!

O garoto ficou espantado sem entender nada.

Entdo o pai explica:

As pessoas chamam isso de ECO, mas na verdade isso € a VIDA.
Ela lhe da de volta tudo o que vocé diz ou faz.

Nossa vida ¢ simplesmente o reflexo das nossas agdes

Se vocé que mais amor no mundo, crie mais amor no seu coragao.
Se vocé quer mais responsabilidade da sua equipe, desenvolva a sua responsabilidade.
Se vocé quer mais tolerancia das pessoas, seja mais tolerante.

Se vocé quer mais alegria no mundo, seja mais alegre.

Tanto no plano pessoal quanto no profissional, a vida vai lhe dar de volta o que vocé deu a
ela.

SUA VIDA NAO E UMA COINCIDENCIA;

SUA VIDA E A CONSEQUENCIA DE VOCE MESMO!!!

(Autor desconhecido)
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RESUMO
Estudaram-se os efeitos do treinamento fisico moderado e da suplementagcdo com glutamina

sobre parametros imunoldgicos de ratos submetidos ou ndo a estresse agudo na idade
adulta. Foram avaliadas: eventuais alteragdes qualitativas e quantitativas nas séries
vermelha e branca do sangue, a taxa de fagocitose e a liberagdo de radical superoxido em
macrofagos alveolares. Animais jovens recebiam dietas suplementadas com L-glutamina ou
com L-glicina durante 10 dias prévios a realizacdo dos estudos. Outro grupo foi submetido
a treinamento de natagdo durante 45 minutos por dia, 5 dias por semana, durante 6 semanas,
com aumento progressivo de carga, segundo o peso corporal do animal até atingir um
maximo de 3%. Apos 24 horas do término do periodo de suplementacdo ou do treinamento,
eram submetidos ou ndo a estresse agudo de contencdo durante 40 minutos.. O estresse, a
aplicacdo de programa controlado de treinamento moderado ou o emprego de
suplementacdo com glutamina, ndo modificaram os niveis hematimétricos nos animais.
Demonstrou-se que o estresse agudo reduz o numero total de leucocitos periféricos com
aumento no percentual de neutrédfilos (p < 0,002) e eosindfilos(p < 0,02) e, reducdo de
linfocitos (p < 0,001). Foi demonstrado que o estresse causa reducdo na taxa de fagocitose
(p <0,001) e na liberagdo de radicais superdxido (p < 0,001) por macrofagos. O modelo do
treinamento evitou a reducdo de leucdcitos periféricos (p<0,001) e diminuicdo da
fagocitose (p<0,001) ocorrida apds estresse, mas ndo alterou a liberacdo de superdxido. A
suplementacdo com glutamina ndo induziu protecdo a redugdo de leucdcitos ou na taxa de
fagocitose apds o estresse € nem alterou a liberagdo de superdxido. Porém, suprimiu a
neutrocitose (p<0,002) e linfopenia (p<0,001). Os achados constituem um alerta acerca dos
efeitos deletérios que o estresse pode vir a causar no organismo, sugerem que a realizagdo
de exercicios moderados regulares fortalece algumas fungdes do sistema imune contra as
reacdes adversas do estresse psicologico. Além disso indicam que mais estudos devem ser
realizados para discernirem o real efeito de imunonutrientes como a glutamina, uma vez
que ndo foi detectada mudangas globais na imunidade ou protecdo contra reacgdes
deletérias do estresse agudo em individuos sadios, mas, detectou-se efeitos especificos em

subpopulacdes leucocitarias.



ABSTRACT
The effects of the moderate physical training were studied and of the supplementation with

glutamine on immunological parameters of rats that were submitted or not to acute stress in
the adult age. It was evaluated: eventual qualitative and quantitative alterations in the series
red and white of the blood, the phagocytosis rate and the liberation of superoxide radical in
alveolar macrophages. Young animals received supplemented diets with L-glutamine or
with L-glicin for 10 previous days the accomplishment of the studies. Another group was
submitted to swimming training for 45 minutes a day, 5 days a week, for 6 weeks. There
was progressive increase of the overload, until reaching a maximum of 3% of the corporal
weight of the animal. After 24 hours of the end of the period of the supplementation with
glutamine or of the training, the animals were submitted or not to acute stress of contention
for 40 minutes. The stress, the application of controlled program of moderate training or the
glutamina supplementation, they didn't modify the hematimetric levels in the animals. It
was demonstrated that the acute stress reduces the total number of leucocytes with increase
in the percentage of neutrophils (p < 0,002) and eosinophils (p < 0,02) and, reduction of
lymphocytes (p < 0,001). It was demonstrated that the stress causes reduction in the
phagocytosis rate (p < 0,001) and in the liberation of superoxide radicals (p < 0,001) for
microphages. The model of the training avoided the reduction of outlying leukocytes (p <
0,001) and the decrease of the phagocytosis (p < 0,001) that happens after stress, but it
didn't alter the superoxide liberation. The supplementation with glutamina didn't induce
protection against the leucocyte reduction or in the phagocytosis rate after the stress and nor
altered the superoxide liberation. However, it suppressed the neutrocytosis (p < 0,002) and
linphocyte reduction (p < 0,001). The data constitute an alert one concerning the deleterious
effects that the stress can come to cause in the organism. The accomplishment of you
regular exercises seems to strengthen functions of the immune system against the adverse
reactions of the psychological stress. Besides, the data indicate that more studies should be
accomplished to discern the true effect of the imunonutrientes as the glutamine. In this
study, in healthy individuals, global changes were not detected in the immunity or
protection against deleterious reactions of the acute stress, but specific effects were

detected in subpopulations of leucocytes.
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INTRODUCAQ



1. INTRODUCAO
1.1. Estresse e Imunidade

A populagdo adulta a partir de meados do século XX foi evidentemente marcada por
uma mudanga no estilo de vida associado a um incremento da ocorréncia de doengas como
hipertensdo arterial, cardiopatias, distirbio emocional e outras morbidades. O
desenvolvimento dessas enfermidades tem sido associado a desequilibrios homeostaticos.
Uma vez rompido esse equilibrio, o organismo pode utilizar mecanismos mais amplos de
adaptacao (MCEWEN, 1997).

O estresse pode constituir um dos fendmenos de maior relevancia na promog¢ao do
desequilibrio homeostatico, uma vez que o mesmo esta associado a redugdo da atividade do
sistema vigilante do corpo, o sistema imune (OTTAVIANI e FRANCESHI, 1996;
GAILLARD, 1994) ¢ nao menos freqiiente com o desencadeamento de algumas patologias
supracitadas (MELLO et. al., 2003; MARGIS et. al., 2003).

Segundo Selye (1976), o estresse constitui uma resposta ndo especifica do
organismo a cada situacdo (GRAY, 1993). Esta é uma definicdo muito genérica para um
fenomeno ja bem conhecido e experimentado (GRAY, 1993). Ademais, parece haver mas
ambigiiidades semanticas fundamental, relacionadas ao fato de que o estresse tem dois
lados intimamente associados, o estimulo e a resposta (OTTAVIANI ¢ FRANCESCHI,
1996). Realmente, estresse pode indicar estimulo, a resposta ao estimulo ou ambos. Diante
deste fato, Selye (1976) criou um neologismo e introduziu a palavra “estressor” para
significar agente causal, mantendo o termo “estresse” para a condi¢@o resultante.

De acordo com Selye (1976), estressores sdo estimulos que induzem mudangas na

estrutura e composi¢do quimica do corpo, enquanto estresse ¢ a reagdo induzida pelos



estressores (GRAY, 1993). Nao obstante, muitos cientistas relutaram em aceitar o
desmembramento arbitrario do estresse que consideram fenomeno unitario e indissociavel.
O estresse esta associado a alteragdes anatomo-funcionais, nas quais muitas sdo de
conseqiiéncias desconhecidas. A totalidade destas alteragdes, segundo Selye (1946), é a
Sindrome da Adaptacdo Geral (SAG). A SAG evolui em trés estdgios: inicialmente, a
reacdo de alarme; em seguida, o estagio de resisténcia e, finalmente, o estagio de exaustdo

(OTTAVIANI e FRANCESCHI, 1996).

J&4 esta bem estabelecido que estressores atingem o encéfalo, particularmente, a
regido do hipotalamo e locus coeruleus, em reciproca inervagdo com varias regides do
sistema nervoso central (SNC) (MELLO et. al., 2003). Deste ponto, ha secregdo de varias
substancias como pro-opiomelanocortina (POMC) e peptideos relacionados , GH, PRL,
TSH, LH, FSH e peptideos derivados da pro-enceflaina (GAILLARD, 1994), que
funcionam como sinais do sistema nervoso em resposta ao estresse, atuando principalmente
via eixo HPA ou via ativagdo do sistema nervoso simpatico (MELLO et. al., 2003; DE
CASTRO et. al., 1999). A hipofise € o principal alvo das substancias liberadas pelo
hipotalamo (MELLO et. al.,, 2003). Em seqiiéncia, horménios hipofisarios atuaro na
tiredide (FORNER et. al., 1996), adrenal, (MCEWEN et. al., 1997), glandulas sexuais
(GAILLARD, 1994; OTTAVIANI ¢ FRANCESCHI, 199) timo e outros érgdos linfoides
(GAILLARD et. al.,, 1994; DE CASTRO et. al., 1999). Indiscutivelmente, os o6rgaos
linféides (STEFANSKI et. al., 2003) e as células imunes (ELENKOV et. al., 1999;
BRENNER et. al., 1998) constituem um alvo extremamente sensivel aos mediadores

liberados pelas estruturas nervosas (ELENKOV et. al., 1999).



As células do sistema imune parecem possuir receptores para opioides, adrenalina,
cortisol, horménio do crescimento e diversos outros mediadores envolvidos na reacdo ao
estresse (BRENNER et. al., 1998; GAILLARD, 1994). Além dos receptores, essas células
parecem possuir também a capacidade de secretar alguns destes mediadores (DE CASTRO
etal.,, 1999; GAILLARD, 1994). De forma idéntica, os diferentes tipos de células do
sistema nervoso (neurdnios, astrécitos e microgliocitos) também sintetizam citocinas e/ou
respondem a elas (GAILLARD 1994; DE CASTRO et.al., 1999). Com base nestes
pressupostos, admite-se que substancias secretadas pelo sistema imune influenciem a
funcionalidade de estruturas nervosas e o padrdo de liberagdo hormonal.

O efeito do estresse emocional sobre o sistema imune em humanos, ¢ empiricamente
bem conhecido, mas apenas “recentemente” vem sendo estudado de forma sistematica e
cientifica. A maior evidéncia em favor de um envolvimento da “mente” na resposta imune
ao estresse vem de estudos sobre o estresse emocional, psicoldgico e social (ELENKOYV et.
al., 1999; MELLO et. al., 2003; STEFANSK et. al., 2003).

A complexidade do sistema imune e a interacdo entre os sistemas endocrino € nervoso
permitem a observacdo de um padrio diverso de respostas imunes desencadeadas no
estresse a partir de estimulos estressores. Assim, alguns parametros mostram-se
aumentados enquanto outros reduzidos (DHABHAR, 2002; SILBERMAN et. al., 2004;
CANNON, 1993)

De modo similar as alteragdes observadas pelo estresse emocional sobre componentes
imunes, o exercicio fisico intenso tem se mostrado como um modelo aplicavel e
reproduzivel dessas alteragdes (PEDERSEN E HOFFMAN-GOETZ, 2000). E, segundo os

mesmos autores, as mudancas provocadas por situagdes de estresse fisico ou psicologico,



desenvolvem respostas semelhantes sobre o funcionamento do sistema imune, culminando
por vezes com o aparecimento de um quadro imunodepressivo.

A associagdo entre exercicio fisico e imunidade, desperta o interesse de pesquisadores
desde o inicio do século passado (CANNON, 1993). Postula-se que o exercicio fisico
moderado (< 65% do VOamsy) esteja associado a incremento da imunidade enquanto que o
exercicio fisico mais intenso (> 65% do VO,nax) € prolongado (< 90 minutos) ou o treino
excessivo parecem enfraquecé-la (PEDERSEN ¢ HOFFAMAN-GOETZ, 2000; WOODS
et. al., 1997).

1.2. Exercicio fisico, estresse e imunidade

Diferentes tipos e cargas de exercicio fisico podem provocar alteragdes distintas no
sistema imune. Neste sentido, ¢ importante conhecer como o exercicio agudo (carga subita
de esfor¢o), moderado (entre 50 a 65% do VO, msx) ou intenso (acima de 65% do VO, max)
podem influenciar alguns parametros da imunidade tanto celular como humoral
(CANNON, 1993; PYNE e GLEESON, 1998).

Encontra-se bem definido que o exercicio fisico, enquanto modelo mensuravel de
inducdo de estresse, provoca alteragdes no sistema imunologico (ESPERSEN et. al., 1996;
PEDERSEN ¢ HOFFMAN-GOETZ, 2000; BRENNER, 1998). De fato, a ativagdo do

sistema nervoso simpatico durante a atividade fisica, estimula a produgdo e a liberacdo de

“hormdnios do estresse” (BRENNER et. al., 1998). Essa ativa¢do, modulada via eixo

hipotalamo-pituitaria-adrenal (HPA), e sistema nervoso simpatico (MELLO et al., 2003),
parece possuir uma relacdo intrinseca com os componentes do sistema imune, ndo s6 pela
presenca de receptores hormonais em leucocitos, mas também pela relagdo anatomica

observada entre os sistemas (GAILLARD, 1994).



As alteragdes transitérias causadas no sistema imune por uma subita carga de
exercicio fisico fazem parte do conjunto de respostas organicas agudas (ESPERSEN et. al.
1996; MACKINON, 2000; ALI et. al., 2003). Embora a significadncia clinica dessas
mudangas ainda ndo esteja totalmente estabelecida, constata-se que alguns pardmetros
imunes sdo severamente afetados (NEWSHOLME, 1994; NIELSEN, 2003). Dentre os
componentes do sistema imune alterados pelo exercicio fisico agudo, destacam-se as
alteragdes no perfil de leucocitos circulantes (MCCARTHY et. al., 1991; ALI et. al., 2003),
proliferagdo de linfécitos (PEDERSEN et. al., 1997; PEDERSEN ¢ HOFFMAN-GOETZ,
2000), atividade de células imunocompetentes (WOODS et. al., 1997; PEDERSEN et. al.,
1997) e mudangas na liberacdo de varios mediadores quimicos (OSTROWSKI et. al. 1999).

Os efeitos do exercicio fisico sobre o sistema imune s3o complexos e podem ser
vistos como uma particularidade de uma area mais ampla que ¢ a imunologia do esporte
(PYNE e GLEESON, 1998). De fato, muitas das alteragdes imunes ocorridas no organismo
durante o exercicio agudo sdo comuns as encontradas em outras formas de estresse fisico ou
psicologico (ZAHOREC, 2001; SAKAMI et. al., 2003; SILBERMAN et. al., 2004).

Durante e imediatamente a seguir a um exercicio fisico, ocorre a liberagdo de
mediadores inflamatorios como citocinas, proteinas de fase aguda e ativagdo de leucocitos e
do sistema complemento, (OSTROWSKI et. al., 1999; BRUUNSGARD et. al., 1997).
Observa-se também aumento na concentragdo ¢ na funcdo das células Natural Killer,
linfocitos T e B e na atividade fagocitica e citotéxica de monocitos/macréfagos (WOODS,
1997; PEDERSEN et. al., 1989; TVEDE et. al., 1991). A magnitude e o direcionamento da
resposta imune sdo temporarios, ¢ diretamente influenciados pela intensidade, duragdo,
freqliéncia e tipo do esforco fisico realizado (ESPERSEN et. al., 1996; MUJIKA et. al.

1996; LEANDRO et.al., 2002).



Exercicios agudos intensos (>65% do VOimax,) por exemplo, provocam alteragdes
metabdlicas (redug¢do da saturagdo da hemoglobina arterial ¢ um aumento na temperatura
corporal) e lesdoes musculares (STEWART e MCKENZIE, 2002; BRUUNSGARD et. al.,
1997). A hipdxia aguda ndo s6 induz recrutamento de células Ntural Killer para o sangue
como também aumenta a atividade destas células (KUWUAHIRA et. al.,, 1999;
OSTROWSKI et. al., 1999). Igualmente, a hipertermia e as lesdes teciduais induzem a
alteragdes na resposta imune com liberag¢do de citocinas, em particular as interleucinas e o
fator de necrose tumoral (TNF) (OSTROWSKI et. al., 1999; BRUUNSGARD et. al., 1997).

Os exercicios intensos provocam neutrofilia, imediatamente e algumas horas apos
esforco (PEDERSEN et. al., 1997; MALM et. al., 1999; LEANDRO et. al., 2002). Este
aumento ¢ resultado da marginagdo de neutrofilos ligados as células endoteliais vasculares
(SUWANNEE et. al., 2002) ¢ da medula 6ssea (mediado pelo cortisol) ou como parte da
resposta inflamatoria as lesdes no tecido muscular (OSTROWSK et. al., 1999).

As respostas das sub-populagdes de linfécitos T a um exercicio fisico agudo sdo
altamente estereotipadas (ENGLER et. al., 2004; PEDERSEN E HOFFAMAN-GOETZ,
2000). Dependendo da intensidade do exercicio fisico, os linfocitos sdo recrutados de
orgios linfoides para a circulagdo (OTTAWAY e HUSBAND, 1994). Alguns estudos
estabelecem que durante um exercicio de altissima intensidade (>90% do VO,n:x) existe
um aumento da contagem de linfécitos na circulacdo. Imediatamente apds o exercicio, esse
aumento ¢ cerca de 50% a 100% em relagdo ao valor basal (PEDERSEN e HOFFAMAN-
GOETZ, 2000). No periodo de recuperagdo (30 minutos apos o exercicio), a contagem de
linfécitos diminui de 30% a 50% abaixo dos niveis pré-exercicio, (PEDERSEN e
HOFFAMAN-GOETZ, 2000). A adrenalina, e em menor grau a noradrenalina, parecem ser

responsaveis pelo efeito imediato do exercicio no recrutamento das sub-populacdes de



linfocitos (células T CD4", célula T CD8", células B CD19", células NK CD16", células
NK CD56") para o compartimento vascular (BRENNER et. al., 1998; ELENKOV,1999).
Ao passo que o cortisol parece ter efeito marcado na linfopenia a seguir ao esforgo
(PEDERSEN et. al.,1997; MCCARTHY, 1991; BRENNER et. al., 1998).

Os fagocitos mononucleares (mondcitos e macréfagos) sdo importantes células
efetoras, altamente regulados por outras células (linfécitos T e B) e por hormonios
produzidos pelo sistema nervoso simpatico e pelo eixo hipotalamo pituiraria adrenal (HPA)
(GAILLARD, 1994; ORTEGA et. al., 1997). Além de seu envolvimento na fagocitose € na
atividade microbicida e anti-tumoral, os macréfagos manifestam uma fungdo celular
acessdria como apresentadoras de antigenos, promovendo o desenvolvimento e cooperagao
da imunidade mediada por linfécitos (SUWANNEE et. al., 2002).

As fungdes de monocitos/macréfagos parecem estar permeadas por controvérsias
segundo o esfor¢o fisico seja agudo ou cronico, intenso ou moderado. Ambos efeitos de
exercicios agudos, moderados e intensos, em varias espécies animais (humanos, ratos,
porcos) tém demonstrado incremento na funcionalidade de macrdéfagos, incluindo
quimiotaxia, aderéncia e atividade fagocitica e citotoxica (ORTEGA et. al., 1996°;
ORTEGA et. al., 1997) além da atividade anti-tumoral e produgdo de anion superdxido
(SUGIURA et. al., 2001). Por outro lado, foi verificado que o exercicio fisico extenuante
induziu uma redugdo na capacidade de apresentagdo de antigenos (WOODS et. al., 1997).
Assim, a hipdtese do exercicio ativar os macrofagos para fungo efetora e suprimir a fungdo
celular acessoria, parece plausivel.

O exercicio fisico moderado, no entanto, esta associado a efeitos de menor

intensidade, resultando em menor leucocitose, linfocitose e neutrofilia, imediatamente ao



seu término, ¢ uma menor linfopenia, no periodo de recuperagdo (CANNON, 1993;
MACKINNON, 2000).

Os efeitos do treinamento cronico sobre o sistema imune sdo bem menos conhecidos
e de dificil aquisicio (PEDERSEN e HOFFAMAN-GOETZ, 2000). A atividade de
linfécitos natural killer (NK) tem se mostrado controversa entre os estudos. Alguns
demonstram incremento da fun¢fo destas células (NIEMAN et. al., 1993; NIEMAN et. al.,
1995%), enquanto outros ndo observam efeito similar (NIEMAN et. al. 1995°; TVEDE et.
al., 1991) ou mesmo decréscimo da funcdo de células NK (PEDERSEN et. al., 1989).
Questiona-se diante das diversidades de resultados, o periodo de tempo que se mensurou a
atividade celular, o tipo de exercicio, a intensidade e a duracdo do mesmo.

A proliferacdo de linfécitos tem sido relatada por aumento, ou ainda pouco ou
nenhum efeito (MACKINNON, 2000; PEDERSEN ¢ HOFFAMAN-GOETZ, 2000) a
seguir ao exercicio. De modo anélogo, os niveis de imunoglobulinas e anticorpos na
mucosa mostram padrdo comparavel aos encontrados para linfocitos (MACKINNON,
2000; PYNE e GLEESON, 1998). Na funcdo de neutréfilos, alguns estudos mostram-na
suprimidos (MALM, 1999) ou sem influéncia (NIEMAN, et. al., 1995%).

A evidéncia que o treinamento fisico moderado pode atenuar o efeito do estresse
sobre os componentes do sistema imune, esta embasada na diminui¢do da concentracdo de
cortisol no plasma, modulagdo do niimero de receptores hormonais nas células imunes
(MUIJIKA et. al.,1996; BRENNER et. al., 1998), a liberacdo e ag¢do de outros hormonios
como prolactina, opidides e triiodotironina (ORTEGA et. al., 1996*; ORTEGA et. al., 1996°
ORTEGA et. al., 1996°) e o aumento do mecanismo de defesa antioxidante
(FEHRENBACH e NORTHOFF, 2001; CAMPISI et. al., 2003). Porém, os mecanismos

subjacentes a estas alteragdes ainda ndo estio totalmente elucidados.



Portanto, a diferenca de resultados e opinides acerca do exercicio fisico na modulagdo
da fung@o imune advém do uso de diversos tipos e protocolos de esforgo fisico realizado, da
complexidade do sistema imune, dos mecanismos de infeccdo e viruléncia para cada

patdgeno, do estado fisico, emocional e nutricional de cada individuo.

1.3. Glutamina, estresse e imunidade.

A glutamina ¢ um aminoacido ndo essencial, sintetizado por diversos tecidos como o
figado, tecido adiposo, pulmao e tecido muscular esquelético (CALDER E YAQOOB,
1999; NASCIMENTO et. al.,, 2001). Sob condigdes fisioldgicas normais, sua sintese
endogena ¢ suficiente para manter as concentragdes plasmaticas e as demandas organicas
em niveis adequados (CALDER E YAQOOB, 1999; WALSH et. al., 1998") Contudo,
situacdes de estresse tém demonstrado que seus niveis séricos em geral, encontram-se
reduzidos e que esta reducdo parece estar diretamente associada a diminui¢do de varias
fun¢des imunes (OEHLER et. al., 2002; MANHART et., al., 2001; NEWSHOLME, 2001;
WALSH et. al., 1998°).

Dos aminoacidos mobilizados do meio intra para o extracelular, em resposta ao
estresse, a glutamina figura entre os primeiros (WALSH et al., 1998%). A mobiliza¢do da
glutamina provavelmente estd associada a regulagdo que os glicocorticdides parecem
exercer sobre a atividade da glutamina sintetase e sobre o aumento da liberagcdo de
glutamina pelo musculo esquelético (MUHLBACHER et. al. 1984). Além disso, o estresse
parece causar aumento da captacdo da glutamina pelo figado, rins e intestino (SOUBA et.
al. 1990; NASCIMENTO et.al., 2001). O incremento no metabolismo da glutamina durante
situacdes de estresse possui profunda associagdo com o aumento da protedlise muscular e

manutengdo do equilibrio 4cido-basico (WALSH et. al. 1998%; MAX et. al. 1988). O



aumento catabodlico promove aumento na liberagdo de nitrogénio via desaminagdo e
transaminag@o, com incorporagdo deste ao oxoglutarato ou glutamato, com formacgdo de
glutamina (GARCIA JUNIOR et. al., 2000). Neste contexto, ocorre maior liberacdo
muscular deste aminoacido que atua como carreador de amonia para o figado, para a sintese
de uréia ou para a via neoglicogénica (PERRIELO et. al., 1995). O estado de acidose
cronica leva o fluxo do aminodacido para o rim e, proporciona a formacao de sais de amonio
(HWANG ¢ CURTHOYS, 1991). A elimina¢do dos sais de amoénia leva a reducdo do
excesso de ions hidrogénio, e, portanto, manutengdo do equilibrio acido-basico (HWANG
E CURTHOYS, 1991).

Portanto, estados estressantes ou catabolicos associam-se ao aumento do efluxo de
glutamina muscular para a circulagdo, maior transporte para orgdos viscerais (GARCIA
JUNIOR et. al., 2000; WALSH et. al, 1998% PERRIELO et al, 1995) e
concomitantemente, diminui¢do dos seus niveis plasmaticos (NEWSHOLME et. al., 1988;
NEWSHOLME, 2001). Portanto, as mudangas metabolicas ocorridas no estresse, parecem
possuir profundas relacdes com o metabolismo da glutamina no musculo e com a
integridade das células imunocompetentes. Newsholme (2001) reporta que no estresse,
qualquer diminui¢do da disponibilidade de glutamina para as células imunes, pode explicar
em parte o estado de imunosupressao.

O trato intestinal ¢ um importante utilizador de glutamina, seja de origem dietética
ou enddgena (SOUBA et. al., 1990). Estudos indicam que no estresse a glutamina pode ser
fundamental para a estrutura e fun¢do da mucosa intestinal (GIANNOTTI et. al.,1995)
Atribui-se parte dessa necessidade ao incremento de sua utilizagdo como substrato
respiratorio em detrimento do menor uso de glicose (NASCIMENTO et.al., 2001). Em

adicdo, este aminoacido ¢ precursor essencial para a sintese de purinas e pirimidinas



(ARDAWI ¢ NEWSHOLME, 1984; CURI et. al., 1999), ¢ de enzimas em enterdcitos.
(NEWSHOLME et. al., 1987).

O consumo da glutamina, para os diversos fins, por linfocitos, macréfagos,
neutréfilos, é tdo ou mais importante que o da glicose (NEWSHOLME et. al., 1987,
ARDAWI, 1988). Ensaios in vitro demonstraram que a glutaminase possui alta atividade
nos orgaos linféides (ARDAWI E NEWSHOLME, 1984; NEWSHOLME et. al., 1987).
Entretanto, apenas 25% ou menos da glutamina é completamente oxidada nestas células
(CURI et. al., 1999; ARDAWI, 1988), o que elucida que a glutamina ndo ¢ somente
utilizada na produg¢@o de energia.

A metabolizagdo da glutamina pelas células imunes fornece substratos fundamentais
na formagdo de proteinas, purinas, pirimidinas, glicosamina ¢ NAD+ (ARDAWI, 1988;
CURI et. al., 1999). Esse fluxo nas vias biossintéticas aumenta muito durante a sintese de
DNA, RNA e lipidios (fosfolipidios, colesterol e triglicerideos) (CURI et. al., 1998). Estas
moléculas sdo necessarias a formag¢do de nova membrana celular durante a atividade das
células fagocitarias (NEWSHOLME et. al., 1987; CURI et. al., 1999), de citocinas
(WELLS et. al., 1999; YAQOOB e CALDER, 1998) e de radicais peroxidos (PITHON-
CURI et. al., 2002* PITHON-CURI et. al., 2002").

Ha uma relacdo direta entre concentragdo de glutamina, proliferagao de linfécitos T
(KEW et. al,. 1999; YAQOOB E CALDER, 1997) e taxa de fagocitose por macréfagos
(CURI et. al., 1999; PARRY-BILLINGS et. al., 1990). A atividade enzimatica ¢ a taxa de
utilizag¢do da glutamina mostraram-se particularmente elevadas durante a mitose em cultura
de linfocitos do timo de ratos (YAQOOB E CALDER, 1997; NEWSHOLME et. al.,1987).
Esta proliferacdo de linfocitos T in vitro, avaliada pela medida da incorporagdo de timidina

radioativa ao DNA, ¢ estimulada por adi¢cdo de mitdgenos; geralmente, concanavalina A ou



fitohemaglutinina (BRAND, 1985; ARDAWI, 1988). Concentragdes de glutamina na
ordem de 0,6 a 1,00 mM/l mostraram-se positivamente relacionadas com incremento da
proliferacdo de linfocitos em humanos (PARRY-BILLLINGS et. al.,1990) e em ratos
(YAQOOB E CALDER, 1997; KEW et. al.,1999). Em ordem similar de concentragdo da
glutamina, ocorre também aumento na taxa de fagocitose por macrofagos peritoniais
murinos (WELLS et. al., 1999). Assim, a fagocitose, a degranulacdo e a produgdo de
citocinas por neutréfilos ou macréfagos mostram-se dependentes da disponibilidade de
glutamina.

Ha uma estreita relag@o entre producdo de citocinas ¢ a modulagéo da fun¢do imune,
sendo estas dependentes da presen¢a de glutamina. A adicdo de glutamina a dieta aumenta
a produgdo por macrofagos do TNF-a, IL-18 e IL-6 (WELLS et.al., 1999). Contudo, a
suplementacdo dietética de glutamina em ratos ndo parece afetar a produgdo de IFN-y; IL-4
e IL-10, embora incremente a expressdo de receptores para IL-2 (KEW et. al., 1999).

A defesa do organismo contra agentes patogenos também depende da producdo de
espécies de oxigénio reativo por fagocitos (CURI et. al.,1998; PITHON-CURI, 2002%).A
sintese dos radicais-livres de oxigénio parece relacionar-se a disponibilidade de glutamina e
glicose (GARCIA et. al., 1998; WALSH et. al., 1998"). Estes ions de oxigénio sio
oxidantes, microbicidas e mediadores da inflamag¢do (MANHART et. al., 1998). A NADPH
oxidase catalisa a reagdo de producdo de superoxido (CURI et. al,. 1998). O suprimento de
NADPH, fundamental para a enzima, deriva da via pentose-fosfato ou da via da glutamina
(GARCIA et. al., 1998; PITHON-CURI, 2002°). Durante pinocitose ou fagocitose, o
esqueleto carbonico da glicose ou o da glutamina, pode ser desviado para a sintese de

lipidios, via formagdo de piruvato (CURI et. al. 1999); outrossim, pode ser destinado a



sintese de citocinas. Isto pode comprometer a forma¢do de NADPH e, por conseguinte, as
propriedades microbicidas das células fagocitarias (CURI et. al., 1998).

A partir dos achados acerca do metabolismo da glutamina nas células do sistema
imune, tem-se destacado nas arecas de nutricdo e imunidade, referéncias aos
“imunonutrientes” ou “imunomoduladores” (FIELD et.al., 2000). Estes agentes agiriam
como moduladores que atuariam incrementando a atividade das células imunes sob
diversos aspectos funcionais.

Diversos estudos utilizando modelos animais (GIANNOTTI et. al., 1995; KEW et.
al., 1999; WELLS et. al., 1999) e humanos (ZIEGLER et. al. 1992; PARRY-BILLINGS et.
al., 1990; FURUKAWA et. al., 2000) tém fornecido suporte para o uso da glutamina como
“imunonutriente” para prevenir ou tratar infecgdes durante estados de imunossupressdo. No
entanto, ainda permanece sob debate entre os pesquisadores qual a quantidade de glutamina
ministrada, qual a via de administracdo que produz melhor efeito, que periodo de
suplementacdo deve ser aconselhavel e quais os parametros imunes mensurados que
traduzem maior incremento do sistema imunoldgico.

Em adig¢@o, seu uso como suplemento sobre as taxas de infeccdo ou na fung@o imunes
de individuos saudaveis s@o ainda mais controversos. Uma das popula¢des mais estudadas
sdo os atletas, visto que estes freqlientemente encontram-se associados a estados de
“overreachig” ou “overtraining”, (WALSH et. al., 1998°) redu¢do da concentragio de
glutamina plasmatica apos realizag¢@o de variadas séries de exercicio fisico (ROHDE et. al.
1998) e aumento da susceptibilidade a infecgdes (WALSH et. al. 1998° ).

Rohde et. al., 1998, demonstraram que suplementar atleta apds exercicio fisico a 75%

do VO,max abolia a redug¢do da concentragdo plasmatica de glutamina mas ndo surtia efeito



no declinio da atividade de células NK, no nimero de linfocitos circulantes ou na resposta
proliferativa quando estimulados com fitohemaglutinina.

Porém, CASTELL E NEWSHOLME (1997) forneceram importantes evidéncias
acerca do efeito profilatico da suplementagdo de glutamina oral sobre a ocorréncia de
infecgdes em atletas. Do total de corredores de maratona e ultramaratona que receberam
suplementacdo com glutamina, 81% dos atletas ndo apresentaram sintomas de infec¢do do
trato respiratorio enquanto no grupo placebo, apenas 49% ndo reportou sintomas de
infecgoes.

Apesar dos resultados obtidos nos diversos estudos supracitados, as criticas acerca da
glutamina com agente imunomodulador permanecem permeadas de intensos debates. Estas
criticas advém do fato de que o uso de formulas suplementares contendo outros nutrientes
pode exercer agdo sinérgica ou antagonica ao efeito esperado para o nutriente. Em adig¢2o,
argumenta-se acerca dos pardmetros imunes e do tempo em que foram mensurados e o
estado nutricional e emocional prévio do individuo. Portanto, a partir dos aspectos
abordados sobre o exercicio fisico ¢ o papel modulador da glutamina na funcdo
imunoldgica, este estudo propde-se a verificar o efeito da suplementagdo com glutamina e
do treinamento fisico sobre perfis imunoldgicos de animais que serdo ou ndo submetidos a

estresse agudo de contengao.






2 - JUSTIFICATIVA

O estresse ¢ uma das principais preocupagdes atuais como fator de risco para as
mais diversas patologias da vida moderna, podendo induzir a imunodepressdo e, por
conseguinte, a maior susceptibilidade a doencas. Igualmente, a procura de estratégias que
minimizem ou evitem as conseqiiéncias do estresse na homeostase orgéanica, em particular,
sobre o funcionamento do sistema imune tem constituido interesse de pesquisa em diversas
areas correlatas como a medicina esportiva, a imunologia, € a nutrigdo.

A relagdo entre exercicio fisico e predisposicdo a doengas ou beneficios na
resisténcia a infecgdes vem sendo especulado desde 1920 (CANNON, 1993). Porém, a
versatilidade das atividades esportivas constitui fator de dificil controle na mensuracio de
seus efeitos benéficos ou adversos sobre pardmetros imunes. Atualmente ja se tem bem
estabelecido diversos efeitos sobre as células imunes decorrentes do exercicio agudo
segundo sua intensidade e duragdo. No entanto, os efeitos proporcionados pelo exercicio
cronico e sistematico ainda sdo menos conclusivos, mas supde-se que este possa trazer
beneficios para a atividade do sistema imune. E portanto uma 4rea que merece intensa
pesquisa. A glutamina como aminoacido ndo essencial, vem sendo advogado como
imunonutriente desde a demonstracdo de sua importancia para proliferacdo de linfocitos e
outras funcgdes das células imunocompetentes (ARDAWI NEWSHOLME, 1984). E de
forma mais recente, seu uso vem sendo recomendado como fortalecedor do sistema imune
para individuos imunodeprimidos (CALDER, 2000) ou submetidos a condi¢des
estressantes (CASTEL E NEWSHOLME, 1997). Portanto, a realizagdo de estudos que
procurem identificar fatores que contribuam para melhorar a atividade do sistema
imunologico ou ainda que o protejam das eventuais conseqiiéncias perniciosas advindas dos
estados de estresse, podem trazer valiosas contribui¢des na aplicagdo de estratégias, tanto

nutricionais como na area de educacio fisica, de intervengao clinica ou epidemiologica.



FIPOTESES



3 - HIPOTESES

O estresse agudo de contencdo em ratos adultos promove:
= Redugdo do numero total de leucécitos circulantes
= Reducdo da taxa de fagocitose e da liberacdo de radical superoxido por

macrdfagos alveolares

O treinamento fisico moderado de natagdo em ratos adultos promove:
= Nenhuma alteragdo sobre a série vermelha e branca do sangue
= Protecdo a reducdo de leucocitos ocorrida apds estresse agudo
* Aumento da taxa de fagocitose e da producdo de radicais superdxido por

macrofagos alveolares

A suplementacdo de glutamina em ratos adultos promove:
* Nenhuma alteracio sobre a série vermelha e branca do sangue
» Protecdo a reducdo de leucocitos ocorrida apds estresse agudo
= Aumento da taxa de fagocitose por macrdéfagos e da producdo de radicais

superoxido por macréfagos alveolares.
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4 - OBJETIVOS

4. OBJETIVOS

4.1 - Geral

® Investigar os efeitos do treinamento fisico moderado e da suplementagdo com
glutamina sobre parametros imunoldgicos em ratos submetidos ou ndo a estresse

agudo na idade adulta.

4.2 - Especificos

Avaliar em ratos treinados ou ndo, suplementados ou ndo, estressados ou nao:

e Alteragdes qualitativas e quantitativas nas séries vermelha e branca do sangue;
® A taxa de fagocitose por macréfagos alveolares;

e A liberagdo de radical superoxido em macrofagos alveolares;
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5-METODOLOGIA

Esta pesquisa teve a aprovacdo prévia do Comité de Etica em Experimentagao

Animal (Anexo-1)

5.1. Delineamento Experimental

Foram utilizados ratos albinos machos da linhagem Wistar, provenientes da colonia

de criacdo do Departamento de Nutricio da Universidade Federal de Pernambuco. Os

animais criados em biotério sob temperatura de 23 + 2°C e ciclo claro/escuro de 12 horas

(claro - 6 as 18h; escuro - 18 as 6h) e mantidos em gaiolas coletivas (com o maximo de 6

animais) recebendo racdo de manutencdo (LABINA) (ver Tabela 1) e agua ad libitum

durante todo o periodo do experimento.

Tabela 1. Composicdo da dieta padrio LABINA (Purina do Brasil), utilizada na

alimentagdo dos animais.

ENRIQUECIMENTO * ENRIQUECIMENTO * NIVEIS DE GARANTIA
(Kg de racio) (Kg de racio) (%)
Umidade (max) 13
Vitamina A 20000U1 Piridoxina 6mg
Vitamina Ds 6000U1 Biotina 0,1mg Proteina (min) 23
Colina
Vitamina E 30U1 2000 mg Extrato Etéreo (min) 2.5%
Vitamina K 6mg Manganés 50 mg Matéria Fibrosa (méx) 9.0
Iodo
Vitamina B, 1000g 2 mg Matéria Mineral (max) 8.0
Vitamina B, 8mg Ferro 65 mg Célcio (méx) 1.8
Pantotenato de 24mg Zinco 35 mg Fosforo
Célcio (min)
Niacina 95mg Cobre 26 mg
Tiamina 4mg Antioxidante 100 mg
Acido Félico O.Smg

*Composicdo da dieta segundo Purina do Brasil



5.2.  Grupos Experimentais

Os animais destinados a manipulagdo nutricional, eram mantidos em gaiolas
coletivas, sem se submeterem a nenhuma intervengao até a idade de 85/90 dias de vida.
Apos esse periodo, dava-se inicio aos estudos com ou sem aplicag@o do estresse.

Animais destinados a manipulagdo do treinamento fisico, apds a idade de 60/65 dias
de vida, eram subdivididos para realizarem treinamento de natagdo até 24 horas anteriores a
inicializagdo dos estudos com ou sem aplicacdo do estresse.

Os grupos assim formados foram: controle, estresse, treino, treino/estresse,
glutamina, glutamina/estresse (Quadro 1).

Quadro 1 - Organograma Geral da distribui¢do dos grupos

Grupos

Controle Estresse Treino Glutamina

Glicina

Meio Glicina Meio Treino/ Glutamina/e
aquaico estresse stressse

aquatico

5.2.1.Segundo a manipulac¢io nutricional
Administracio via intraperitonial (v. ip.) de L-Glutamina

Entre 85 e 90 dias de idade, os grupos foram divididos segundo tenham ou ndo
recebido a L-glutamina. Para os animais do grupo glutamina, foi administrado L-glutamina

(figura 1) por via intraperitonial, na dose de 0,2g/kg/dia (peso corporal do animal) diluido



em agua destilada,durante 10 dias consecutivos. A utilizagdo do periodo de 10 dias de
suplementacdo embasa-se em estudos prévios como o de Manhart et. al. 2001 ¢ Ikeda et.
al., 2003. Para os animais controle, foi administrado o aminoacido L-glicina (figura 2), por
via intraperitonial, na dose de 0,4g/kg/dia (peso corporal do animal) de forma a manter as

dietas em balanco nitrogenado ( dietas isonitrogenadas).

A op¢do da dosagem de glutamina acima referida teve como base as quantidades

utilizadas por Castell e Newsholme (1997) em atletas sadios apds exercicio fisico agudo.

Fig 1- Aminoacido glutamina (GLN) Fig 2- Aminodacido glicina (GLI)

5.2.2.Treinamento fisico moderado

Os grupos que realizaram treinamento fisico moderado (natagdo), tiveram tempo de
esforco fisico determinado em 45 min/dia e sobrecarga de até 3% do peso corporal, com
caracteristicas de exercicio moderado segundo Gobatto et. al., 2001. A sobrecarga aplicada
foi presa por uma liga a cauda do animal (figura 4). Utilizou-se um “tanque de natacdo”,
com capacidade de 100 litros e sistema de aquecimento dotado de termostato, para manter a

dgua em temperatura entre 30°e 32° C [figura 3 (A) e (B)].



O protocolo de treinamento incluiu uma semana de adaptacdo ao esfor¢o e 5 semanas
subseqiientes de exercicio de natagdo. Essa adaptag@o incluiu o aumento progressivo do
tempo de natagdo durante 5 dias sem sobrecarga (1° dia=10 min, 2° dia=20 min; 3° dia=30
min; 4° dia=40 min e 5° dia=45 min). Apds o periodo de adaptagdo, os animais foram
submetidos ao treinamento aquatico (figura 5) nadando 45 min/dia, cinco dias por semana,
com incremento da intensidade do esforco (sobrecarga progressiva segundo o peso corporal
-1* semana=1%; 2" semana=2%; 3" semana=2%; 4" semana=3% e 5" semana=3%) durante
cinco semanas consecutivas.

Para controle do estresse aquatico, animais controles foram submetidos ao meio
aquatico em uma cuba com agua com £10 cm de profundidade (figura 6) por periodo de
tempo igual ao dos animais que realizaram treinamento fisico (45 min/dia, cinco dias por
semana, durante cinco semanas). Para controle do estresse térmico, todos os animais apds
sairem da dgua, permaneciam por cerca de cinco a oito minutos em camara de aquecimento

(figura 7).

Figura 3A- “ Tanque de Figura 3B- “ Tanque de
natagdo” (visdo externa) natagdo” (visdo interna)



Fig 5- Rato em treinamento de natacdo

Fig 6- Ratos no controle de
estresse aquatico

Fig 7- Ratos em aquecimento pds-treino

5.2.3. Segundo o estado fisiologico

Apo6s o término da suplementagdo ou do treinamento de natacdo, cada grupo
experimental, era subdividido em animais submetidos ou ndo a estresse agudo por
contencdo. Para obtengdo de estresse agudo, os animais foram colocados em cilindros de
pléastico PVC, com dimensdes de 20 cm de comprimento e 8 cm de didmetro, no qual se
encaixa em duas outras partes anexas (figura 8), formando um tubo que o mantinha contido

durante 40 minutos.

Fig 8 - Cilindro de contencdo do
animal




5.3. Parametros Hematologicos:

Imediatamente apds o estresse, procedia-se ou a coleta de sangue periférico (figura
9A e 9B) ou aos procedimentos necessarios para coleta do lavado bronco-alveolar (figura
10).

5.3.1. Procedimento de coleta do sangue

Para coleta do sangue, o animal era enclausurado por alguns segundos em uma
camara contendo algoddo embebido em éter anestésico (Merck) até que fosse percebido o
efeito anestésico. Uma vez anestesiado, o animal era retirado da cadmara, realizando-se, em

seguida, um pequeno corte com bisturi na extremidade de sua cauda (figura 9A).

Figura 9B — obten¢@o do sangue
periférico

Figura 9 A — coleta do sangue periférico

As amostras de sangue entdo coletadas, eram distribuidas em tubos de ensaio. Para
determinacdes de indices hematimétricos: hemoglobina, hematdcrito, nimero total de
hemacias e analise do leucograma (contagens total e diferencial de leucécitos), era extraido
0,5 ml de sangue e depositado em tubo de 5 ml previamente acrescido de uma gota (20
microlitros) de anticoagulante (EDTA - &cido etileno diamino tetra acético a 3%) (figura
B). Esta quantidade de sangue periférico destinou-se tanto aos estudos da série vermelha

como da série branca do sangue. Assim, o total de animais para ambos os estudos, foram:



Controle (n=15), Estresse (n= 17), Treino (n= 15), Treino/Estresse (n= 13), Glutamina (n=
18) e Glutamina/Estresse (n= 16), totalizando ao final, 94 animais.
Abaixo serdo descritos os procedimentos especificos para determinagdo de cada

estudo.

5.3.2. Analise da série vermelha — hemacias, hemoglobina e hematdcrito

Encontra-se disposto no quadro abaixo(Quadro 2) a respectiva distribuigdo de animais e
grupos formados para analise da série vermelha do sangue.
Quadro 2- Organograma referente a distribui¢do dos animais por grupo, para contagem da

série vermelha

GRUPOS

Estresse Treino Treino/Est
N=17 N=15 resse

Controle

Glutamina Glutamina/

N=15 N=18 Estresse

N=12

N=15

5.3.2.1. Contagem total de hemacias

Esse método consiste na determinacio do numero de hemacias por Imm’ de sangue
(LIMA et. al, 2001).

Para a contagem das hemaécias, foi usada uma solugdo de PBS (Tampao fosfato de
sodio) a 0,01M com pH=7.02, para manter a integridade das hemacias e, a0 mesmo tempo,
possibilitar a dilui¢do para quantificagdo das mesmas.

As hemacias eram contadas a microscopia (Microscopio optico, utilizando-se uma

lente de aumento de 40x) de uma amostra de sangue cuidadosamente diluida: sangue em



PBS a 0,01M com pH=7.02, na propor¢ao de 1:200 em uma camara de volume conhecido
(hemocitometro ou Camara de Neubauer - fig. 10)

Para o célculo foi utilizada a seguinte férmula: Hm x 5 X 200 x 10, onde:

Hm = numero total de hemacias contadas (em 1/5 de mm?)

5 = fator de conversdo para 1 mm®

200 = fator de conversdo da diluigéo utilizada

10 = fator de conversdo para 1mm’ (profundidade da l4mina)

O resultado era obtido em numero de células / ml ou mm® de sangue.

Onde:
n: numero de eritrdcitos contados nos cinco campos hachurados (figura 10)
5: fator de conversdo para 1mm?®
200: fator de conversdo da diluigdo utilizada

10: fator de conversdo para lmm’

Fig 10- Hemocitometro ou Camara de
Neubauer para contagem de hemacias



5.3.2.2. Determinac¢io de Hemoglobina

Para a determinacdo dos valores de hemoglobina foi utilizado o método da
cianometemoglobina. O principio da técnica consiste em: extrusdo da hemoglobina através
da lise dos eritrocitos com solu¢do hipotonica; formagdo do produto colorido
cianometemoglobina, a partir da reagdo da hemoglobina com cianetos. A concentragdo da
cianometemoglobina ¢ proporcional a presenca de hemoglobina; sendo, através da
intensidade da cor (alaranjado), inferida por espectometria (HAINLINE, 1958).

Assim, imediatamente apds a coleta, utilizando-se pipeta automatica, eram retiradas
amostras de 20ul de sangue em duplicata para a dosagem de hemoglobina. Cada amostra de
sangue era colocada em tubo ambar ja contendo 5 ml da solugdo reagente (constituida de
9,43 mmoles de bicarbonato de sddio; 0,77 mmoles de cianureto de potassio; 0,6 1mmoles
de ferrocianeto de potéssio). O composto formado era homogeneizado e, posteriormente,
mantido em repouso a temperatura ambiente por 10 minutos para permitir a formagao de
cianometemoglobina. Em seguida, eram realizadas as leituras de absorbancia (DO) das
amostras em espectrofotometro Beckman DU-62, com filtro de 540 nm. A concentragio de
hemoglobina (Hb) em g/100ml foi obtida aplicando-se a seguinte férmula: Hb = DO da

amostra X FC (fator de calibragio).

5.3.2.3. Determinacio de Hematécrito

Os valores de hematocrito foram determinados pela técnica de micro-hematocrito.
Esta consiste em determinar, em percentagem, a concentragdo de eritrdcitos em um
determinado volume de sangue ndo coagulado, mediante centrifuga¢do em tubo

microcapilar (TERUMO CORPORATION) (Mc GOVEN et. al., 1955).



O tubo microcapilar consiste de um cilindro de vidro, contendo heparina, de 75 mm
de comprimento e aproximadamente 1,65 mm de didmetro, apresentando uma marca aos 55
mm de uma das extremidades.

Procedeu-se desse modo: na amostra de sangue com anticoagulante era introduzida
uma das extremidades do tubo microcapilar, estando este inclinado. O sangue entdo fluia
por gravidade para o referido tubo até atingir sua marca. Em seguida, com o dedo
indicador, o microcapilar era obturado para que o sangue ndo escoasse selando-se a outra
extremidade do tubo com massa de modelar. O microcapilar contendo o sangue ficava em
repouso por alguns minutos até que fosse observada a separa¢do do soro e das células
vermelhas. Posteriormente, o microcapilar era centrifugado em centrifuga para micro-
hematdcrito (Micro-capillary centrifuge, modelo MB - IEC) a uma velocidade de 3000 rpm
durante 4 minutos.

O valor do hematocrito (porcentagem de células vermelhas no sangue) era obtido

em leitor de microcapilar (International Microcapillary Reader - IEC)

5.4. Analise da série branca — Leucograma
Encontra-se disposto no quadro ( Quadro 3) abaixo, os respectivos grupos formados para
contagem total e diferencial de leucdcitos.

Quadro 3- Organograma referente a distribui¢do dos animais por grupos, para contagem da

série branca

GRUPOS

Controle Estresse Treino Treino- Glutamina Glutamina
N= 14 N=13 N=13 Estresse N=15 |[Estresse

N=13 N=16




5.4.1. Contagem total de leucdcitos

Para contagem dos leucdcitos era utilizada uma solucdo diluidora de leucdcitos
(solucdo de TURK). A solug¢@o de TURK consiste de acido acético a 3% com a propriedade
de destruir os eritrocitos e corar ligeiramente o nucleo dos leucdcitos (LIMA et al., 2001).

Os leucdcitos eram contados a microscopia (Microscopio Optico, utilizando-se uma
lente de aumento de 40x) de uma amostra de sangue cuidadosamente diluida: 1:20 em
solugdo de Turk, em uma cadmara de volume conhecido (campo de hemocitdmetro em
Camara de Neubauer). Em seguida, fazia-se a contagem de todos os leucdcitos encontrados

nos quadros marcados pela letra “L” na figura relativa ao hemocitometro (figura 11).

O resultado era obtido utilizando-se a seguinte formula:
Lc.x20x 10

Leucécitos / mm® de sangue =
4

Onde:

Lc = numero total de leucocitos contados em 4 de mm”

4 = fator de conversdo para 1 mm’

20 = fator de conversio da dilui¢do utilizada

10 = fator de conversdo para 1mm’ (profundidade da l4mina)

Onde:
n: numero de leucécitos contados nos 4 campos marcados em L

x 2
4: fator de conversdo para lmm

20: fator de conversao da diluicdo utilizada



contagem de leucocitos totais

.i; il :; Fig 11- Hemocitdmetro para

5.4.2. Contagem diferencial de leucocitos

A contagem diferencial de leucocitos era realizada, utilizando-se a técnica do
estirago sangiiineo. Esta técnica permite que os elementos celulares do sangue espalhado
em camada unico sobre a superficie de uma lamina, quando fixados e tratados por corantes
especiais, adquiram morfologia e coloragdo adequadas para o estudo microscopico
detalhado e preciso (LIMA et. al, 2001).

O preparo do estirago consiste em colocar uma pequena gota de sangue sobre uma
lamina e com a ajuda de uma outra com inclinagdo de 45° em relagdio a primeira, aproxima-
la da gota, permitindo que o sangue toque e espalhe-se pelo vértice do angulo. Em seguida,
deslizd-la com um movimento uniforme e para frente, mantendo a mesma angulagdo e o
contato inicial entre as duas laminas. Assim, a gota de sangue ¢ distendida, formando uma
pelicula.

Para a coloragdo do esfregago foi utilizado o kit Pandtico Rapido LB — Laborclin
Ltda. Este se baseia no método de coloragdo May-Griinwald-Giemsa e constitui um sistema
de coloracdo diferencial dos elementos figurados do sangue, onde as estruturas celulares se
coram nas mais diversos nuances entre o vermelho e o azul, permitindo a identificagdo e a

diferenciacdo entre elas. O kit consiste de uma solucdo fixadora e duas solugdes corantes.



Depois de seca, a lamina era examinada ao Microscopio Optico com objetiva de
100x por imersdo.

A leitura se dava no estirago pela contagem de cem células fazendo-se movimentos
de “zigue-zague” sobre a lamina num unico sentido. Os diferentes elementos eram
contabilizados através da utilizacdo de um contador eletronico da marca Kacil com teclas
correspondentes a cada tipo de célula. A partir dos dados obtidos eram calculados os

valores absolutos e relativos para cada tipo de célula.

5.5. Analise da atividade celular

Para analise da atividade celular (taxa de fagocitose e liberacdo de superdxido)
foram utilizados macrdéfagos do lavado bronco-alveolar obtidos de ratos com idade entre 95
e 100 dias de vida, num total de 77 animais.

Os animais submeteram-se aos mesmos procedimentos (manipulagdo nutricional,
treinamento e estresse), previamente descritos. Encontram-se distribuidos nos
organogramas referentes a taxa de fagocitose (Quadro 4) e liberagdo de superdxido (Quadro
5).

Quadro 4- Organograma referente a distribui¢ao dos animais por grupos, para contagem da

taxa de fagocitose

GRUPOS

Controle Estresse Treino Treino- Glutamina Glutamina/
N=15 N=16 N=10 Estresse N=16 Estresse

N=10 N=10




Antes do procedimento cirurgico, os animais eram pesados e anestesiados por via
intraperitoneal com cloralose a 0.5% e uretana a 12.5% na proporcdo de 1 ml por 100g de
peso corporal do animal.

Os animais foram anestesiados 24 horas a seguir ao término dos
procedimentos de natagdo e suplementagdo com glutamina, e, imediatamente apds o
estresse.

Com o animal anestesiado seguiam-se os procedimentos cirurgicos de
traqueostomia, colocando-se o animal numa superficie plana de parafina em posi¢do dorsal
e prendendo suas patas com agulhas ou prendedores.

Para limpeza da area a ser trabalhada, era utilizado alcool iodado. Apos a limpeza,
cortava-se a pele na por¢do média do pescogo do animal abrindo-se camadas de musculo e

afastando-as até obter acesso a traquéia.

Fig 12- Ttraqueostomia

Fig 13- Lavado Fig 14- Lavado
coletado centrifugado

Com uma pequena pinga isolava-se e prendia-se a traquéia onde era feito um
pequeno corte entre dois anéis da traquéia na parte superior. Apds a abertura do orificio era
inserida uma canula de plastico acoplada a uma seringa contendo 2ml de soro fisioldgico a

temperatura ambiente (figura 12).



. Posteriormente fazia-se a introdug¢do do liquido com movimentos de entrada e
saida por 3 a 5 vezes. O material recolhido era colocado em tubo Falcon de 50ml (figura
13).

O procedimento de coleta do material era realizado até que se completasse cerca de
30 ml de lavado broncoalveolar, por rato. O material recolhido ficava armazenado em

recipiente estéril e em banho de gelo, protegido da luz até que se iniciasse a proxima etapa.

5.5.1.Cultura dos macréfagos

Todo o procedimento com os macréfagos era realizado em capela de fluxo laminar
objetivando ndo contaminar as culturas de células.

O lavado broncoalveolar recolhido era centrifugado a 1500rpm durante 10 minutos.
Apo6s essa etapa o precipitado que corresponde as células (figura 14), era ressuspendido
com RPMI 1640 para lavagem e em seguida, as mesmas eram contadas.

A contagem dos macrdfagos colhidos era realizada na Camara de Neubauer
colocando-se a suspensdo de células e o corante azul tripan a 0.05% em uma dilui¢do de
1:10. O azul tripan é um corante vital que tem a propriedade de corar as células mortas,
excluindo-as das células vivas. Esse corante ¢ utilizado para avaliar a viabilidade e fazer ao
mesmo tempo a contagem das células. Apds obtencdo do numero de macréfagos
recuperados, dividia-se esse total para realizar a taxa de fagocitose e a liberagdo de radical
superdxido.

Apos a contagem, as células eram ressuspendidas em meio de cultura RPMI 1640
contendo soro fetal bovino a 3% e antibioticos (penicilina 100U/ml e estreptomicina (100

ng/ml), anfotericina B (0.25 pg/ml) (SIGMA) em uma densidade de 1x10° células/ml. A



técnica utilizada para obtenc@o e estudo da taxa de fagocitose baseou-se no trabalho de
Malaguefio et. al. (1998).
5.5.2. Estudo da taxa de fagocitose

Anterior a contagem de macréfagos, era realizado o preparo e contagem dos fungos
(Saccharomyces cerevisae.). Os fungos eram lavados duas vezes com Solugdo PBS;
contados 107 células e em seguida misturados na suspensdo de macréfagos (1x10%/ml de
meio de cultura completo, RPMI 1640) recuperados do lavado bronco-alveolar.

As células (macrofagos e fungos) eram entdo distribuidas em laminas de microscopia
optica e incubados a 37°C, em camara (atmosfera) umida durante 1 hora.

A seguir as laminas eram lavadas com agua destilada e secas em temperatura ambiente.
Para a coloragdo, foi utilizado o kit Pandtico Rapido. As laminas foram lidas ao
microscopio Optico com objetiva de 100x sob imersdo. A taxa de fagocitose foi obtida
como percentual de macréfagos que englobaram o fungo em uma contagem total de 100
células.

5.5.3. Estudo da liberac¢io de superéxido

Parte das células contadas era destinada a realizagdo da liberacdo de radical
superdxido por macrofagos. Os grupos formados para analise da liberagdo de radicais
superoxido estdo expressos no organograma abaixo (Quadro 4).

Quadro 5 Organograma referente a distribui¢do dos animais por grupos, para analise da

liberagdo de superdxido

Grupos Experimentais

Controle Estresse Treino Glutamina
N=10 N=10 N=11 N=10




Como anteriormente descrito, apds a ressuspensdo do lavado em meio de cultura
este era colocado em placa com pogos de 35mm de didmetro para cultura de célula
(1ml/pogo, 6 pogos). Para adesdo, as células foram mantidas na placa por 1h a 37°C em
atmosfera imida contendo 5% de CO,. As células ndo aderentes eram descartadas. A
monocamada de células foi corada (Diff-Quik set, Baxter Dade AG, Diidinen, Switzerland)
para avaliag@o da proporcdo de macrofagos.

Estando a propor¢@o de macrdfagos em torno de 95%, estas células eram incubadas
por mais 1h em meio de cultura (RPMI 1640, CULTILAB) com antibidticos e sem soro

fetal bovino.

5.5.4. Determinacio da liberacio de superoxido

O anion superoxido pode ser detectado pela sua habilidade em reduzir quimicamente
um composto aceptor de elétrons. Para isso, neste estudo, utilizou-se o ferrocitocromo C
(30 mg/ml em HBSS, 2.4x 102 M, Ferrocitocromo C de mitocondria de cavalo, tipo VI,
SIGMA Chemical Company, St. Louis, MO), porém este ndo é especifico apenas para a
reducdo do superdxido sendo necessaria a utilizacdo de uma enzima especifica, a
superdxido dismutase (enzima superdxido dismutase de eritrécitos bovinos - SOD, SIGMA
Chemical Company, St. Louis, MO) contendo 3000 u/mg de proteina em solug¢ao final de 3
mg/ml em agua destilada). JOHNSTON , 1984).
Dois sistemas de analise descontinua foram utilizados com avaliagdo a cada 1 hora,
durante um periodo de 2 horas.
Para o preparo destes sistemas foram utilizados macrofagos em cultura (2ml/pogo
com 10° células/ml de meio de cultura) sendo o primeiro sistema adicionado de SOD

(controle negativo) e o segundo com soro (controle positivo). Estes eram mantidos em



incubadora com atmosfera imida a 5% de CO, a 37°C, por um tempo de 10 minutos para
haver a ativag@o da enzima superdxido dismutase (SOD).

No primeiro sistema em que foi adicionado a SOD (utilizada para inibir a produgdo
do radical superoxido formado e garantir a especificidade do experimento), o meio era
acrescido de citocromo e PMA (13-acetato 12-miristato de forbol- PMA, SIGMA)
preparado em solug¢do concentrada de 3000pg/ml em dimetil sulféxido de s6dio (DMSO,
SIGMA). O PMA utilizado para estimular as células, era diluido para uma concentragdo de
2ug/ml em 2,145 ml de Hanks (solugdo salina balanceada HBSS, GIBCO) e colocado nos
pocos da placa de cultura.

No segundo sistema contendo dgua destilada, também era adicionado citocromo C e
PMA, sendo colocados nos pocos e homogeneizados. Em seguida, as amostras de 600 pl
eram retiradas concomitantemente de cada sistema e colocadas em tubos eppendorf. A
primeira aliquota recolhida relativa ao tempo “zero” de cada sistema correspondia ao
branco. A seguir, eram mantidas em banho de gelo para inibir a reagdo. A seguir, pelo
periodo de 1 hora e mais 1 hora, amostras subseqlientes eram retiradas € o mesmo
procedimento anteriormente descrito era realizado.

Determinag@o espectrofotométrica: Ao término da ultima coleta, as amostras eram
centrifugadas a 10.000 rpm por 5 min a temperatura ambiente em microcentrifuga (25000g
- rotor Ra-1M Kubota).

O sobrenadante era levado para determina¢do do grau de redugdo de ferro-
citocromo C (proporcional a producdo do radical superdxido) usando-se cubetas de 1 ml
(quartzo) e espectrofotdmetro com comprimento de onda ajustado para a faixa do vermelho

(550nm).



O valor obtido era multiplicado por um valor constante obtido apés conversdo dos
valores de absorbancia em nanomoles de superoxido/min de acordo com a formula
(superoxido) = 47,7 X valor de absorbancia X volume coletado da amostra.

Os resultados finais eram expressos na primeira ¢ segunda hora em nmoles/min de
radical superéxido formado.

Calculo - [ O ] =K x DO x Volume da amostra, sendo:

Nesse estudo a constante calculada para o volume final de 4,317 ml em cada pogo

era K =205,49.

6. ANALISE ESTATISTICA

Nas analises (representadas em média + erro padrdo) necessarias ao estudo da série
vermelha do sangue (hemacias, hemoglobina e hematdcrito) foi aplicado o teste de Analise
de Variancia (ANOVA) para comparagdes entre os diferentes grupos. Quando a ANOVA
revelava existéncia de diferenca, era utilizado o Teste de TUKEY, a fim de identificar que

grupos diferiam entre si.

Nas andlises (representadas em mediana, valor minimo ¢ maximo), foi utilizado o

Teste de KRUSKAL-WALLIS, seguido do Teste de DUNN quando os grupos diferiam.

A significancia estatistica foi considerada admitindo-se um nivel critico de 5% em todos os

casos.



RESULTADOS



7. RESULTADOS

7.1. Analise da série vermelha — estudo dos indices hematimétricos

Os resultados do numero total de hemécias (n° de células x10°mm’ ), valor de
hemoglobina (g/dl) e hematécrito (%/mm’) foram sempre expressos em média + EP no

texto e nas Tabelas 2 €3.

7.1.1. Hemécias (n° de células x10%/mm®)

Nao houve diferenga na comparagao dos valores do nimero de hemacias entre os
diferentes grupos: estresse (7,26 = 0,28); treino (7,58 + 0,67); glutamina (7,72 £ 0,51);
treino/estresse (7,40 + 0,35) e glutamina/estresse (6,98 = 0,38) em relagdo ao controle

(7,45 £ 0,44);

7.1.2. Hemoglobina (g/dl)

Nao houve diferenga na comparagdo dos valores do nimero de hemoglobina entre
os diferentes grupos: estresse (13,06 £ 0,32); treino (14,08 £ 0,25); glutamina (13,71 *
0,20); treino/estresse (13,76 0,20) ¢ glutamina/estresse (13,11+ 0,29) em relagdo ao

controle (13,85 £ 0,25).

7.1.3. Hematocrito (%/mm°)

Nao houve diferenca na comparagdo dos valores do nimero de hemoglobina entre
os diferentes grupos: estresse (40,68 £+ 0,70); treino (42,12 £+ 0,77); glutamina (43,67 *
0,58); treino/estresse (43,91 0,64) e glutamina/estresse (42,75 = 0,82) em relagdo ao

controle (41,86 + 0,76).



Tabela 2 - Efeitos do treinamento e do estresse sobre a contagem total de hemadcias,

valores de hemoglobina e hematdcrito de ratos adultos.

GRUPOS Hemacias Hemoglobina Hematdcrito
(céls.x10%/mm’) (g/dl) (%mm?)

Controle (C) 7,45+ 0,44 13,85+ 0,25 41,86 £ 0,76

Estresse (E) 7,26 £ 0,28 13,06 + 0,32 40,68 £ 0,70

Treino (T) 7,58 £ 0,67 14,08 £ 0,25 42,12 £0,77

Treino/Estresse (T/E) 7,40 £ 0,35 13,76+ 0,20 43,91+ 0,64

Grupos: Controle (C), Estresse (E), Treino (T) e Treino/Estresse (T/E). Os valores estao
expressos em média (£ EP). Os testes estatisticos foram ANOVA seguido do teste de
TUKEY (p <0,05).

Tabela 3 - Efeitos da suplementacdo com glutamina e do estresse sobre a contagem total

de hemacias, valores de hemoglobina e hematdcrito de ratos adultos.

GRUPOS Hemacias Hemoglobina Hematdcrito
(céls.x10%/mm°) (g/dl) (Yomm®)
Controle (C) 7,45+ 0,44 13,85+ 0,25 41,86 £ 0,76
Estresse (E) 7,26 £ 0,28 13,06 + 0,32 40,68 £ 0,70
Glutamina(GLN) 7,72 £ 0,51 13,71 £ 0,20 43,67 £ 0,58
Glutamina/Estresse
(GLN/E) 6,98 £ 0,38 13,11+0,29 42,75 £ 0,82

Grupos: Controle(C), Estresse(E), Glutamina (GLN) Glutamina/Estresse (GLN/E). Os
valores estdo expressos em média (£ EP). Os testes estatisticos foram ANOVA seguido do

teste de TUKEY (p <0,05).



7.2. Analise da série branca - leucograma
7.2.1. Contagem total de leucdcitos ( n° de células x 10°/mm3)
O numero total de leucécitos, expressos em mediana, valor maximo e valor minimo
foram comparados entre os grupos segundo os tratamentos propostos.
O grupo estresse (7.400; 9.650—4.300) mostrou numero total de leucdcitos menor
que os grupos: controle (12.225; 15.400—8.250) e grupo treino estresse (10.975; 8.000—
13.250) (Figura G1).

Figura G1-Efeito do estresse, e do treino sobre contagem total de leucocitos de ratos

adultos.
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Numero total de leucécitos segundo o estresse, o treino e o treino/ estresse em ratos adultos.
Grupos:Controle(C), Estresse (E), Treino (T), Treino/Estresse (T/E).Valores expressos em
mediana e valores maximos e minimos. Teste estatistico KRUSKAL-WALLIS seguido do

teste de DUNN(a= 0,001 C X E; C X T; C X TE; b= 0,001 T/E X E).



A Figura G2 demonstra a andlise do numero total de leucdcitos segundo a
suplementacdo com glutamina e a aplicagdo do estresse. O grupo estresse (7.400; 9.650—

4.300) mostra valores de leucocitos menor que o grupo controle (12.225; 15.400—8.250) .

Figura G2= Efeito do estresse e da suplementagdo com glutamina em ratos suplementados

sobre o namero total de leucocitos de ratos adultos.
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Grupos: Controle(C), Estresse (E), Glutamina, (GLN), Glutamina/Estresse (GLN/E).
Valores expressos em mediana e valores maximos e minimos. Teste estatistico KRUSKAL-

WALLIS seguido do teste de DUNN (a =<0,001; C X E; C X GLN; C X GLN/E).

7.2.2. Contagem diferencial de leucdcitos (%)

Os valores de segmentados ou neutréfilos e eosindfilos do grupo estresse (26.0: 17.0--
38.0) mostraram-se mais elevados que o grupo controle (19.5: 10.0-38.0), e o grupo

glutamina/estresse (21.0:14.0-32.0). (Tabela 5).



Os valores de linfocitos do grupo estresse (66.0; 63.00—68.75) apresentaram-se
reduzidos em relag@o ao grupo controle (75.0; 70.0—78.0) e ao grupo glutamina/estresse
(73.5; 67.5—77.0). (Tabela 4).

Os valores de leucdcitos diferenciais dos grupos treino, glutamina,
glutamina/estresse e treino/estresse, ndo apresentaram diferencas em relagdo ao grupo

controle.

Tabela 4- Efeito do estresse e do treinamento de natagdo sobre a contagem diferencial de

leucdcitos de animais adultos.

LEUCOCITOS DIFERENCIAIS (%)

GRUPOS Monocito Basofilo FEosinofilo Bastonete Neutrofilo Linfocito

1.5 0.0 2.0 0.0 19.5 75.0
Controle (C) (1.0-5.0) (0.0-0.0) (0.0-4.0)  (0.0-0.0) (10.0-38.0) (66.0-88.0)

1.5 0.0 4.0 0.0 26.0 66.0 "

Estresse (E) (0.0-4.0) (0.0-0.0) (1.0-10.0) (0.0-0.0) (25.8-34.0) (63.0-68.8)

2.0 0.0 3.0 0.0 18.0 78.0
Treino (T) (1.0-7.0)  (0.0-0.0) (0.0-7.0) (0.0-3.0) (15.0-33.0) (69.3-80.3)
1.0 0.0 2.5 0.0 22.0 73.0

Treino/Estresse(TE) (0.0-3.0) (0.0-0.0) (0.0-7.0)  (0.0-3.0) (17.8-28.0) (68.3-78.0)

Grupos: Controles(C), Estresse (E), Treino (T), Treino/Estresse (TE).Os valores estdo
expressos em mediana, valores maximos e minimos. Teste estatistico KRUSKAL-
WALLIS, seguido do teste de DUNN. [* = indica diferenga em relacdo ao grupo controle

(p < 0,02 para neutréfilos) e (p < 0,001 para linfdcitos].



Tabela 5- Efeito do estresse e da suplementagdo com glutamina sobre a contagem

diferencial de leucocitos (%) de animais adultos.

LEUCOCITOS DIFERENCIAIS (%)

GRUPOS Mondcito Basodfilo Eosinofilo Bastonete  Neutrofilo Linfécito
C 1.5 0.0 2.0 0.0 19.5 75.0
(1.0-5.0) (0.0-0.0)  (0.0-4.0) (0.0-0.0) (14.-24.0)  (70.0-78.0)
E 1.5 0.0 4.0% 0.0 26.0*" 66.5""
(0.0-4.0) (0.0-0.0) (1.0-10.0)  (0.0-0.0) (25.8-34.0) (63.0-68.5)
GLN 2.0 0.0 3.0 0.0 21.0 74.0
(0.0-7.0) (0.0-0.0) (2.0-0.0 (0.0-3.0) (17.03.0) (72.0-80.0)
GLN/E 2.0 0.0 3.0 0.0 21.0 73.5.0
(0.0-5.0) (0.0-0.0) (2.00-9.0) (0.0-2.0) (18.5-5.00)0 (67.5-77.0)

Grupos: Controle (C), Estresse (E), Glutamina (GLN), Glutamina/Estresse (GLN/E).Os

valores estdo expressos em mediana, valores maximos e minimos.. Teste estatistico
KRUSKAL-WALLIS, seguido do teste de DUNN. [a = diferenga em relagdo ao grupo
controle — C X E; C X GLN; C X GLN/E (p <0,02 para eosindfilos); (p < 0,002 para

neutréfilos);

(p < 0,001 para linfocitos)]

glutamina/estresse GLN/E X E ].

7.3. Estudo da atividade celular — macréfagos alveolares

7.3.1.Taxa de fagocitose por macréfagos do lavado broncoalveolar

[b= diferenga em relagdo ao grupo



A taxa de fagocitose do lavado broncoalveolar (BAL) foi determinada através do
percentual de células (macrofagos) que fagocitavam os fungos (Sacaromices cerevisae).
Todos os grupos foram comparados através da ANOVA e quando apresentava diferenca

estatistica, realizava-se o teste de TUKEY. Os resultados estdo expressos em média (+ EP).

A taxa de fagocitose dos animais submetidos a estresse (20,6 = 0,9) apresentou
menor valor que o grupo controle (27,7 = 1.0) e o grupo treino/estresse (26.2 + 1,1).
Enquanto o grupo treino apresentou valores mais elevados que o grupo controle. (Figura

G3).

Efeito do estresse e do treinamento sobre a taxa de fagocitose por macrdfagos do lavado

broncoalveolar de ratos adultos
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Figura G3 Grupos: Controle(C), Estresse(E), Treino(T), Treino/Estresses(T/E). Teste
estatistico, ANOVA seguido de teste de TUKEY (a= 0,001 C X E; C X T; C X TE) (b=
0,001 TE X E).



Na Figura G4 observa-se que tanto o grupo estresse (20.56 + 3.60), quanto o grupo
glutamina/estresse (21.8 + 3.05) apresentaram menor taxa de fagocitose quando

comparados ao grupo controle (27.67 = 3.77).

Efeitos do estresse e da suplementacdo com glutamina sobre a taxa de fagocitose por

macréfgos do lavado broncoalveolar de ratos adultos.
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Figura G4- Grupos: Controle (C), Estresse (E), Glutamina (GLN), Glutamina/Estresse
(GLN/E).Teste estatistico: ANOVA seguido do teste de TUKEY (*=0,001 CX E; CXT;C
XTE).



7.3. 2. Analise da liberacao de superoxido ( O, ) por macrofagos alveolares

Efeito da liberagdo de superoxido durante periodo de duas horas (2h). Os valores
expressos em média = EP em cada hora, demonstra diferenca significativa para todos os
grupos.

Efeito do estresse, do treinamento e da suplementagdo com glutamina sobre a produgdo de
superdxido por macrdfagos alveolares intergrupos durante a primeira e segunda hora apds

estimulacdo com PMA.
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Figura G5 — Grupos: Controle (C), Estresse (E), Treino (T) Glutamina (GLN). Teste
estatistico, ANOVA seguido de teste de TUKEY (*p<0,001= significancia entre a produgdo

de superdxido em todos os grupos segundo o tempo).



De acordo com os dados da Figura G6 verifica-se que o grupo estresse tanto na
primeira hora (20.34 £ 1.40) quanto na segunda hora (30.23 + 1.77) apresentou menor
liberagdo de superoxido ( p < 0,001) em relagdo ao grupo controle ( 26.22 + 1.33 ¢38.44 +

1,56 ) respectivamente na primeira ¢ segunda hora.

Produgdo de superdxido por macrofagos alveolares segundo o estresse, o treinamento e a
suplementacdo com glutamina durante a primeira e segunda hora apds estimulagdo com

PMA.
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FIGURA G6 - Grupos: Controle (C), Estresse (E), Treino (T) Glutamina

(GLN). Teste estatistico, ANOVA seguido de teste de TUKEY (*p<0,001).



DISCUSSAQ



8. DISCUSSAO

A proposta deste estudo experimental foi principalmente avaliar as seguintes
hipoteses: Primeira, o estresse psicologico agudo altera parametros imunes; segunda, o
aparecimento das eventuais alteragdes, € impedido pela suplementacdo com glutamina ou

por programa controlado de treinamento fisico regular e moderado.

Assim, neste trabalho, demonstramos que o estresse agudo reduziu o niumero
total de leucdcitos periféricos com aumento no percentual de neutrofilos e eosindfilos e
reducdo de linfocitos circulantes. Além disso, os animais estressados apresentaram redugdo

na taxa de fagocitose e na liberacdo de radicais superdxido por macrofagos alveolares.

Valores hematimétricos traduzem informacdes acerca do numero de células
vermelhas circulantes, concentragdo de células vermelhas e de hemoglobina. Outrossim, a
avaliacdo desses parametros pode fornecer valiosas informagdes sobre as influéncias que
distintos tratamentos tém na circulagdo, no suprimento de sangue para os tecidos e, por
conseguinte, no funcionamento organico As alteracdes na fluidez sanguinea e na
concentra¢do de hemoglobina podem ser indicadores de risco para trombose ou embolia e

presenca de anemia (NEUMANN et.al., 2000).



No presente estudo, o estresse de contengdo ndo produziu alteracdo no numero de
hemacias, valor de hematdcrito ou concentragdo de hemoglobina. Corroborando os nossos
resultados, Queirds-Santos (2000) ndo detectaram diferencas nos indices hematimétricos
submetendo ratos a estresse de contengdo. Contudo, outros estudos apresentaram resultados
distintos quanto as alteragdes hematimétricas. Assim, Katiukhin e Maslova (1984)
observaram eritrocitose, sem alteracdes nos valores de hemoglobina ou do hematdcrito, em
ratos estressados por imobilizagdo. Por outro lado, o estresse térmico em ratos promoveu
aumento dos valores de hemadcias, hemoglobina e hematocrito (VOGELAERE et. al,1990).
Em atletas, Halson et. al. (2003) observaram aumento de hemoglobina e hematdcrito apos
estresse fisico. Estas divergéncias aparentes podem ser decorrentes da modalidade ou do
tipo de estressor empregado, do tempo de coleta do sangue para realizagdo dos testes
hematimétricos, do estado prévio do individuo ou outras peculiaridades metodologicas
como a comparagao entre animais ¢ humanos.

Segundo a literatura, as mudancas observadas nos niveis hematologicos so
decorrentes do extravasamento transitorio de plasma para os tecidos com subseqiiente
reducdo do volume plasmatico (VOGELAERE, 1990; STEWART e MCKENZIE, 2002). A
partir do céalculo do volume plasmatico e dos valores de hematocrito e hemoglobina
existem evidéncias que o volume de células vermelhas circulantes ndo se altera
(STEWART e MCKENZIE, 2002). Ademais, postula-se que a hemoconcentra¢do seja
decorrente da modulagdo neuroendocrina (STEWART E MCKENZIE 2002). Contudo,
ainda existem controvérsias entre os pesquisadores acerca dos mecanismos subjacentes que
estariam modulando as mudangas transitorias processadas nos indices hematimétricos.

Os valores hematimétricos ndo se alteraram nos ratos submetidos ao treinamento de

natacdo. Estes dados corroboram aqueles observados em atletas de elite por Biancotti et al.,



(1992). Contudo, valores elevados de hemadcias, hemoglobina e hematocrito foram
encontrados em atletas de natagdo (PELLICCIA et. al., 1987). Por outro lado, Boyadjiev ¢
Taralov, (2000) verificaram reducdo de hemacias e hematdcrito em atletas de natagdo. Mas,
de forma similar aos nossos resultados, estudos anteriormente realizados com ratos
treinados e submetidos a estresse fisico, também nao encontraram diferengas significativas
nos indices hematimétricos (MACKINNON et. al., 1997) .

E importante ressaltar que parte das referencias supracitadas realizaram estudos em
humanos e ndo em animais. Ademais, ndo se deve negligenciar as diferengas metodologicas
relacionadas a duragdo, a intensidade, ao tipo do exercicio fisico, ao periodo de treino e ao
estado nutricional.

Neste estudo, a suplementagdo com glutamina também ndo alterou os valores
hematimétricos. A sobrecarga aguda de glutamina provoca elevagdo tanto da concentragdo
plasmatica deste aminoacido quanto de sua concentragdo nas células vermelhas (VINAY et.
al., 1985). A suplementag@o combinada de glutamina e outros aminoacidos (leucina, valina,
isoleucina, arginina,) durante 90 dias melhorou a performance e aumentou o niimero de
células vermelhas, dos valores de hemoglobina e dos indices de hematocrito de atletas
(OHTANI et. al.,, 2001). Estudos mais detalhados sobre a dose e o periodo de
suplementacdo com glutamina devem ainda ser realizados para avaliarem-se as eventuais
mudangas hematimétricas.

No estudo do sangue periférico, além da andlise fisioldgica que as células vermelhas
podem oferecer, foi avaliado outro grupo celular, o dos leucécitos. Neste trabalho, o
estresse provocou leucopenia, neutrofilia e linfopenia. Assim nossos achados corroboram
varios estudos prévios sobre o tema na literatura (SHU et. al., 1993; QUEIROS-SANTOS,

2000; ZAHOREC, 2001). Os leucécitos circulantes sdo considerados as unidades moveis



do sistema imune e expressam parte consideravel do funcionamento imunologico
(DHABAR, 2002). Assim, o nimero e a propor¢do dos leucécitos sdo representativos do
estado de distribui¢do destas células no organismo e da ativagdo da imunidade
(DHABHAR, 1995). A altera¢do periférica de leucocitos pode ser um indicador de
alteracdes hemodinamicas (KARGOTICH et.al.,, 1997; STEFANSKI et. al., 2003;
NIELSEN, 2003), da modulacdo hormonal (McCARTHY et. al., 1991; DHABAR 2002;)
ou da migragdo das células circulantes para outros tecidos (DHABHAR, 2002;
STEFANSKI et. Al., 2003; ENGLER et. Al., 2004).

No estresse, a ativagdo do sistema nervoso simpatico pode reduzir o fluxo sanguineo
para 6rgdos linfoides e estar associado a linfopenia (NIELSEN, 2003). Inicialmente a
ativacdo do eixo simpatico-adrenal parece ser mais sensivel aos estressores do que o eixo
hipotalamo-pituitaria-adrenal (HPA) (ELENKOV et.al.,1999). Assim, a resposta simpatica
¢ constatada mais rapidamente que a atribuida aos glicocorticéides (MCCARTHY et. al.,
1991; BRENNER et. al., 1998).

A variagdo do movimento de leucocitos estd relacionada aos efeitos dos hormoénios;
em particular, os do estresse como corticotropina, glicocorticdides, catecolaminas,
hormdnio do crescimento (ENGLER et. Al., 2003; DHABHAR, 2002; KARGOTICH et.al.,
1997). A influéncia dos hormonios decorre da presenga de receptores para eles em células
do sistema imune e outras (BRENNER et. al., 1998; GAILLARD, 1994). Por exemplo, o
aumento de leucdcitos circulantes esta associado ao incremento de concentracdes séricas de
catecolaminas (BRENNER et. al., 1998; ORTEGA , 1997). J4 a neutrofilia e linfopenia
parecem ser conseqlientes a secrecdo de glicocorticdides por efluxo de neutrofilos da
medula para a circulacdo e por apoptose de linfocitos (MCCARTHY et. al., 1991;

SAKAMI et. al., 2003). Outrossim, segundo Dhabar (2002), o deslocamento de células



periféricas para outros tecidos poderia também estar associada a aumento de resposta a
hipersensibilidade cutanea tardia, exercendo importante efeito imunoprotetor.

No estresse do exercicio, contudo, a proliferagdo de linfocitos e a atividade de células
NK encontram-se reduzidas.NIEMAN et. al., 1995 NIELSEN, 2003) e atividade
fagocitica elevada (ORTEGA et. al. 1996° SU et. al., 2001). Assim, a natureza das
alteragdes neuro-imuno-enddcrinas decorrentes do estresse agudo parece preparar o
organismo para combater uma situa¢do adversa com incremento de algumas respostas em
detrimento de outras.

De modo analogo ao estresse psicoldgico, o exercicio fisico apresenta alteragdes nos
leucécitos circulantes (HALSON et. al., 2003; ALI et.al., 2003). Durante o exercicio, ha
leucocitose, linfocitose e neutrofilia (NIELSEN, 2003; MALM et. al.,, 1999) com
linfocitopenia e persistente neutrofilia pos-exercicio (McCARTHY et. al., 1991; MALM et.
al. 1999). Estas mudangas celulares periféricas s@o transitorias e retornam aos valores
basais 24 horas ap6s o término do esfor¢o fisico (ESPERSEN et. al., 1996; MACKINON,
2000). Em nosso estudo, a coleta de sangue periférico realizada 24 horas apos o término da
ultima sessdo de treinamento, assegurou a auséncia de quaisquer alteragdes agudas
decorrentes da ultima sessdo de exercicio. Assim, observamos que o treinamento nao
modificou as concentra¢des circulantes de leucocitos totais ou diferenciais. Observagdes
estas que corroboram a maior parte dos resultados encontrados na literatura (ESPERSEN
et. al., 1996; MACKINON, 2000; KARGOTICH et. al., 1997; MUJIKA et. al., 1996)

Nossos resultados parecem indicar que o treinamento protegeu os animais do
decréscimo de leucdcitos usualmente observado apos estresse psicologico. O treinamento
regular e moderado parece ser eficaz em prevenir o decréscimo de linfocito T CD 4" apds

estresse fisico (FU et. al., 2003). O treinamento fisico parece levar ao aumento da atividade



de linfocitos NK (NIEMAN et. al., 1995%) e redugdo de infecgdes respiratorias (NIEMAN
et. al., 1993). Em ratos idosos, o treinamento fisico parece induzir producio de linfécitos T
virgem (WOODS et. al., 2003). Outrossim, observou-se em ratos com tumor, aumento na
proliferagdo de linfécitos ndo estimulados (BACUAU et. al., 2000).

A maior atividade de linfécitos decorrentes do treinamento parece estar associada a
expressdo de marcadores celulares: receptores para IL-2 e moléculas CD25. As proteinas
do choque térmico (HSP) sdo mediadores da resposta ao estresse também presentes nos
individuos sob treinamento moderado (CAMPISI et. al., 2003; FEHRENBACH e
NORTHOFF, 2001). A presen¢a dessas proteinas pode contribuir para aumentar a
resisténcia ao estresse em organismos sob a influéncia de exercicio fisico (CAMPISI et. al.,
2003). Outrossim, o treinamento também parece incrementar a via metabodlica de utilizagao
de substratos como glicose e glutamina por linfocitos e macrofagos (BACUAU et. al.
2000).

As alteragdes ocorridas nos parametros imunes de individuos submetidos ao
exercicio agudo, ndo se repetem quando este se torna continuo (FEHRENBACH e
NORTHOFF, 2001). O treinamento parece atenuar a descarga hormonal, modificar a
expressdo de receptores e alterar a sensibilidade das células imunocompetentes (WOODS
et. al.,, 2003; BRENNER et. al., 1998). Entretanto, pela natureza complexa do sistema
imune e da diversidade dos tipos de exercicios fisicos, estudos adicionais ainda sdo
necessarios para elucidar as vias subjacentes a esta modulagao.

Em nosso estudo, a suplementagdo com glutamina ndo impediu a redugdo pds-
estresse dos leucdcitos periféricos. Todavia, parece ter evitado a ocorréncia de neutrofilia e

linfopenia.



A reducdo da concentragdo de glutamina plasmatica durante o estresse diminui sua
disponibilidade para a atividade das células imunocompetentes (NEWSHOLME, 2001).
Sabe-se que redug¢do dos niveis de glutamina plasmatica pode ser um indicio de
imunodepressdo (WALSH et. al., 1998° ; ZIEGLER, 2000 ). Além disso, a redugdo de
glutamina plasmatica pode reduzir a expressio de proteinas do choque térmico (HSP) que,
como ja mencionado, conferem tolerancia celular aos efeitos do estresse
(WEINGARTMANN et. al.,, 1999; OEHLER et. al., 2002). Em decorréncia destas
evidéncias, ha a freqliente recomendagdo da adi¢do de glutamina a dieta. Neste sentido, a
suplementacdo dietética de glutamina parece aumentar a resposta proliferativa de linfocitos
a mitogenos (KEW et. al., 1999), reduzir o crescimento de tumores em ratos (SHEWCHUK
et. al., 1997) e melhorar o quadro de morbi-mortalidade em pacientes internados
(CALDER, 2000; ZIEGLER, 2000).

A protegdo a reducdo de linfocitos observada no nosso estudo apods estresse,
confirmou os achados de Castell ¢ Newsholme (1997) com relagdo a taxa de CD4" /CD8"
ao suplementarem atletas com glutamina pds-maratona. No entanto, Rohde et. al. (1998) ao
suplementarem com glutamina bebidas ofertadas durante e apds o treino ndo observaram
protecdo contra a linfopenia pos-exercicio, porém constataram reducdo no aparecimento de
subseqiientes infecgdes respiratorias. Em adicdo, os resultados referentes a menor
neutrocitose em individuos sadios suplementados com glutamina apds estresse fisico foi
anteriormente demonstrado por Krzywkowski et. al., 2001. No entanto, alguns estudos
clinicos mostram que adicionar glutamina a dieta de individuos debilitados induz aumento
em subpopulagdes linfocitarias (ZIEGLER et. al., 1992; MANHART et.al. 2001;

PICCIRILLO et. al., 2003).



Parece, portanto que os efeitos da suplementagdo com glutamina na restauracdo das
células imunocompetentes circulantes parecem ser mais bem evidenciados em individuos
debilitados. E possivel que seu papel como modulador da imunidade possa ser expresso em
outros pardmetros imunes nio mensurados neste estudo. E importante salientar que os
estudos sobre os eventuais efeitos em diversos pardmetros bioldgicos da suplementagdo
com glutamina sdo de comparagdo complexa. Eles apresentam diferengas metodologicas
quanto a: dose, via de administrac@o, periodo de administra¢do e grau de comprometimento
do estado fisico e/ou nutricional desses individuos (FIELD et. al., 2000; LIN et. al., 2002).

Um dos aspectos mais interessantes do presente estudo foi a analise da atividade
celular, mensurada através da taxa de fagocitose e da produ¢do de anion superdxido por
macréfagos alveolares. Macrofagos atuam como células da defesa inata, responsaveis pelo
processo de internalizacdo e destrui¢do de antigenos; eles sdo, por exemplo, altamente
eficazes no combate, entre outras patologias, aquelas causadas por fungos (RODRIGUEZ-
GALAN, 2003).

Neste estudo, nds demonstramos que o estresse psicoldgico agudo provoca a redugao
da fagocitose em macrofagos. Previamente foi observada redugdo da atividade fagocitica de
macrofagos em ratos submetidos a estresse de hipotermia (SALMAN et. al., 2000). Os
estresses cronicos, fisicos ou psicoldgicos, também podem causar redugdo da atividade
fagocitica de macrofagos (PALERMO-NETO et. al., 2003; RODRIGUEZ-GALAN et. al.,
2003).

Contudo, ¢ importante salientar que o exercicio fisico, sob determinadas condicdes,
por vezes considerado modelo de estresse, produz alteracdes distintas das observadas em
outros modelos (WOODS et al., 2003; ORTEGA et. al., 1996%). Assim, o treinamento ou o

exercicio agudo pode incrementar a capacidade fagocitica (FORNER et. al.,, 1996;



ORTEGA et. al., 1997). Em ratos sob estresse fisico, Ortega et. al. (1996) observaram
aumento da fagocitose, mas reducdo da destrui¢do de particulas fagocitadas. Os diversos
resultados, por vezes contraditdrios, estdo influenciados por diferengas metodoldgicas, pela
intensidade (SU et. al., 2001) e pela duragdo (SUGIURA et. al., 2001) do exercicio fisico
empregado.

Nossos resultados mostraram um efeito protetor do treinamento sobre a redugdo pos-
estresse da fagocitose, corroborando observacdes anteriores (JAPEL et. al., 1992; KIZAK
et. al., 2000) de que o treinamento evita a redugdo da capacidade fagocitica em individuos
sob estresse.

As mudancas decorrentes do exercicio sobre a atividade fagocitica celular podem ser
atribuidas as alteracdes da concentracdo plasmatica de hormonios como prolactina
(ORTEGA et. al., 1996, horménios da tiredide (FORNER et. al., 1996); corticosterona
(ORTEGA et. al, 1996°), beta-endorfina (ORTEGA et. al., 1996°) e catecolaminas
(SHILOV e ORLOVA, 2003). Outrossim, Kizaki et. al., (2000) demonstraram que o
estresse aumenta a expressao de receptores que suprimem a atividade de macrofagos e que
o treinamento de natacdo atenua a geracdo de particulas supressoras. Mecanismos
implicados na modulagdo exercida pelo treinamento na atividade fagocitica incluem:
mudancas na expressdo fenotipica de macréfagos (WOODS et. al., 2003; KIZAKI et. al.
2003), na expressdo em suas superficies de moléculas fixadoras de antigenos (SU et. al.,
2001) e a produgdo de citocinas (WOODS, 1997).

A grande maioria dos trabalhos sobre o importante papel da glutamina para a
fagocitose advém de estudos in vitro. Estas pesquisas indicam que o processo de fagocitose
¢ dependente de concentragdes adequadas de glutamina (WALLACE ¢ KEAST 1992;

PARRY-BILLINGS et. al., 1990; OGLE et. al., 1994; FURUKAWA, 2000). Saito et. al.



(1999) demonstraram que a presenga de glutamina em meio de cultura contendo neutréfilos
aumenta sua capacidade de fagocitar bactérias. A sintese de citocinas estimulatorias
(WALLACE E KEAST, 1992), a restaura¢do da membrana celular de macréfagos (CURI
et. al., 1999) e a expressdo de proteinas de choque térmico (OEHLER et. al., 2002
WEINGARTMANN et. al., 1999) sdo processos dependentes de glutamina.

No presente estudo, a suplementacdo com glutamina parece ndo alterou o processo
fagocitico , uma vez que ndo foi observado nenhum efeito protetor impedindo a reducéo da
fagocitose pds-estresse. Outros estudos também ndo encontraram relagdo entre elevacgao
dos niveis de glutamina e aumento da atividade fagocitica (OGLE et. al., 1994). Em
murinos, a suplementacdo de dieta parenteral total com ou sem glutamina ndo induziu
diferenca na capacidade fagocitica de neutréfilos (IKEDA et. al., 2003). No entanto,
estudos clinicos tém demonstrado que a fagocitose de neutréfilos de individuos pos-
cirargicos depende da concentragdo de glutamina no meio de cultura (FURUKAWA et. al.,
2000).

Os mecanismos de resposta biologica a suplementagdo de glutamina como as
alteracdes do processo fagocitico sdo baseados em sua maioria em estudos in vitro e em
ensaios clinicos com individuos debilitados. A acdo in vivo da glutamina sobre a atividade
celular pode ser influenciada por varios fatores, entre estes, hormonais exercendo efeito
modulador (COSTA ROSA et. al., 1991).

Outro parametro indicativo da atividade celular do macréfago é sua capacidade de
gerar diferentes espécies reativas de oxigénio: anion superoxido, perdxido de hidrogénio e
radicais hidroxila, (KIZAKI et. al., 2000). A producdo de anion superoxido por células da
imunidade inata € crucial para a defesa do individuo contra microorganismos (MANHART

et. al., 1998).



Neste trabalho, também avaliamos a produ¢do de anion superdxido por macrofagos
alveolares estimulados com PMA. Macro6fagos estimulados com PMA liberam superdxido
em fungdo do tempo, por isso, monitoramos sua produ¢do por 2 horas. A cinética desta
fungdo foi realizada previamente em nosso laboratorio por De Castro et. al. (2000). Os
resultados obtidos neste estudo demonstram aumento na liberacdo de anion superoxido na
1* e 2* hora pelos macrofagos. O mais interessante ¢ que o estresse reduz a liberagdo de
superdxido por macréfagos.

Resultado similar foi verificado por De Castro et. al. (2000) em macréfagos
alveolares de ratos sob estresse agudo de contengdo. Billert et. al., (1998) encontraram
diminuicdo da produgdo de superdxido em macrdfagos alveolares estimulados com PMA
em neutrdfilos de individuos sob estresse catabodlico.

Hé uma capacidade potencial dos glicocorticdides em inibir a produgdo e por vezes,
as agoes, de uma variedade de mediadores intercelulares como os derivados do acido
aracdonico ¢ as linfocinas (DE CASTRO et. al.,1995). Por outro lado, hormdnios como
prolactina, tiroxina, parecem exercer efeitos estimulantes (ORTEGA, 1996"). E, por vezes,
¢ comuns a referéncia da concomitancia de reducdo da fagocitose com o aumento da
produgio de superdxido (SALMAN et. al., 1999; ORTEGA et. al., 1996). Assim, ¢ uma
perspectiva de nossos estudos esclarecer os mecanismos subjacentes a inter-relagdo entre os
dois fendmenos (fagocitose e liberagdo de superdxido) em particular sob a influencia das
variaveis estudadas.

O treinamento em nosso estudo apresentou uma tendéncia (ndo significante do ponto
de vista estatistico) em incrementar a sintese de radical oxigénio. Estudos anteriores
demonstraram tanto aumento (SUGIURA et. al., 2001) como redugdo da liberacdo de

superoxido apos exercicio fisico (ORTEGA, 1997). As explicagdes fisioldgicas deste



mecanismo ainda ndo estdo completamente elucidadas, mas postula-se alteragdes
enzimaticas mudancgas da expressdo de receptores e mediadores inflamatorios (WOODS et.
al., 1997) e a interag¢do entre os hormoénios liberados durante exercicio fisico (ORTEGA,
1997).

A participagdo da glutamina no processo de producdo de anion superdxido ja foi
evidenciada em experimentos in vifro (PITHON-CURI et. al., 2002%). A evidéncia que
sustenta a importancia da glutamina para a produgdo de superdxido, resulta, sobretudo da
sua essencialidade na agdo da NADPH oxidase, enzima fundamental na geragdo de espécies
reativas de oxigénio (PITHON-CURI et. al., 2002°; GARCIA et. al., 1998). Alem disso, a
glutamina € necessaria para a expressao de receptores celulares (IKEDA et. al., 2003).

Neste estudo, ndo houve alterag@o da sintese de superoxido por macrofagos alveolares
de ratos submetidos a suplementagdo com glutamina, apesar de também mostrarem
tendéncia ao aumento da liberacdo. Em consonancia com nossos achados, Oegle et. al.,
(1994) também nado encontraram associa¢do entre uso de glutamina, em humanos, ¢
aumento da fagocitose. Em animais, Ikeda et. al. (2003) corroborando nossos achados,
observaram que nutricdo parenteral total suplementada com glutamina ndo acarretou
aumento na produgdo de espécies reativas de oxigé€nio por neutréfilos em murinos. No
entanto, Furukawa et. al. (2000) demonstraram in vitro que a suplementagdo de glutamina
para neutrofilos de pacientes pds-cirurgia produzia aumento na produgdo de superoxido. A
necessidade de glutamina em cultura de células para gera¢do de anion superdxido por
neutrofilos, ja foi bem demonstrada (MANHART et. al., 2001; GARCIA et. al., 1998;
PITHON- CURI, 2002%). Mondcitos e macrofagos também parecem ser dependentes da
disponibilidade de glutamina no meio de cultura para geracdo de anion superoxido.

(WALLACE e KEAST, 1992).



Os estudos sobre o uso da glutamina in vivo e eventuais alteragdes de fungdes
celulares ainda estdo longe de serem totalmente esclarecedores. Ha uma aparente
contradi¢do com a solidez das evidéncias produzidas pelos estudos in vitro. Portanto,
estudos adicionais sobre o efeito in vivo da suplementagdo com a glutamina em processos
como os fagociticos em seres vivos, sobretudos sadios, devem prosseguir.

Nosso estudo corrobora a proposicdo compartilhada por varios pesquisadores: O
treinamento moderado e regular parece ativar mecanismos imunologicos e proteger dos
efeitos adversos do estresse. No que concerne ao papel da glutamina em organismos, os
efeitos parecem depender de uma organizagdo conjuntural do meio interno. A
suplementacdo com glutamina parece exercer seus efeitos na dependéncia da higidez do
organismo. Em estudos in vitro em comparacdo com aqueles in vivo, o controle das
variaveis ¢ muito mais apurado. Portanto, fendmenos biologicos que envolvem interagdes
multivariadas como as neuro-imune-enddcrinas constituem em si sistema de dificil
elucida¢do. Muito ja se avangou na compreensdo dos fenomenos aqui descritos, todavia
mais estudos complementares devem ser conduzidos para avaliar ou esclarecer aspectos

que nao foram aqui abordados.



CONCLUSOES



9. CONCLUSOES

. Os tratamentos realizados ndo modificaram os niveis hematimétricos.

. O estresse agudo promoveu deterioracdo de todos os parametros
imunoldgicos analisados.

. O modelo do treinamento evitou a reducdo de leucdcitos periféricos e a taxa
de fagocitose ocorrida apds estresse, mas nao alterou a liberagdo de superoxido.

. A suplementacdo de glutamina ndo alterou liberagdo de superdéxido nem
induziu protecdo a reducdo de leucdcitos ou a taxa de fagocitose em ratos
estressados. Porém, suprimiu a neutrocitose e linfopenia.

= Os achados indicam que a realizagdo de exercicios moderados regulares
fortalece alguns aspectos da resposta imune contra as reacdes adversas do
estresse psicologico. No entanto, os efeitos da glutamina nas subpopulagdes
celulares parecem ser diferentes de um efeito global. Assim, a suplementagdo
com glutamina em individuos sadios ndo parece beneficiar o incremento da

imunidade e conseqliente protecdo contra reagdes deletérias do estresse agudo.



PERSPECTIVAS



10. PERSPECTIVAS

O presente trabalho suscitou o interesse para investigagcdes adicionais sobre o
uso do treinamento moderado e da suplementacdo de glutamina em outras condig¢des

fisioldgicas como:

. Desnutri¢do, senescéncia, adolescéncia e obesidade.
. Estresse cronico

Estas situacdes podem ser estudadas através da:

. Avaliagdo da liberagdo de outras espécies reativas de oxigénio
] Avaliacio da adesividade celular.

. Avaliagao da resposta imune humoral.

. Analise de subpopula¢des linfocitarias.

Analise da secrecdo de citocinas.

Analise da secrecdo hormonal.

] Avaliacdo da liberagdo de superdxido em animais treinados e
estressados e em animais suplementados com glutamina e

estressados.
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CCS - UFPE

Da:  Comissfio de Etica em Experimentagio Animal do CCB-UFPE
Recife, 17 de julho de 2001

Prezado Professor

A Comisséio de Etica em Experimentagdo Animal reuniu-se no dia 26 de junho as 14:00h ¢
encaminhou para um dos membros o Protocolo Para Uso de Animais Experimentais referente ao
seu projeto intitulado * NUTRICAO PARENTERAL COM L-GLUTAMINA E TREINAMENTO
FiSICO: CONSEQUENCIAS SOBRE PARAMETROS IMUNOLOGICOS EM SITUACAO DE
ESTRESSE OU NAO.” Apés cuidadosa leitura do referido texto, consideramos que na atual forma,
o protocolo experimental proposto para manipulagdo ¢ manutengio dos animais encontra-se de
acordo com as normas sugeridas pelo Comité Brasileiro de Experimentagdo Animal (COBEA),
principalmente no que diz respeito as doses anestésicas e 4 forma de eutanasia.

Levando em consideragiio a legislagdio em vigor (Lei 9.605 — art. 32 e Decreto lei 3.179-art
17), estamos conscientes de que a justificativa do projeto esclarece a impossibilidade de realiza-lo
sem o saciificio de alguns dos animais experimentais.

Diante do exposto. emitimos vm parecer favoravel a aprovagio do protocclo proposto para

a utilizagdo dos animais.

Atenciosamente,
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Profa. Belmia Lara da Silveira A, da Costa
Coordenadora da Comissiio de Etica em Experimentaciio Animal
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RESUMD

O exercicio fislco induz alteragdes transitdrias no sistema imu-
nolbgica, A intensidade, a duragio ¢ o tipo de exercicio deter-
minam as alteragtes ocorridas durante ¢ apds exforgo. Ma res-
posta aguda ao exercicio, o5 sistemas imunologico ¢ neuroen-
décrino interagem através de sinais moleculares na forma de
liormanas, citocinas ¢ neurotransmissores, Constata-se @ exis-
tencia de um verdadeiro sistema de inter ¢ intra-comunicagin
que participa, como um tedo, na cotrdenaglo, integragio e
regulagio dos eventos durante o esforgo fisico. Neste artigo,
<0 relatados estudos evidenciando a influéncia dos diferentes
tipos de exercicio fisico sobre o concentragio e o fungio de
compenentes do sistema Imunolégico. Serlo ainda discutidos
pontos relevantes da integracio entre o sistema nervoso, o sis-
tema enddcring ¢ em particular o sistema imuneldgico durante
o excroicio fisico. z

FPalavrad-chave: Exercicio fisico; fecposta imune; Sisiema
nervosd; sistema endocring: sistema imundlogion,
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ABSTRACT
Physical exercise and imniune system: mechanisms and integra.

tion prrodesses

Phyaical exercise indices temporary changes on the immune system.
Exercise-induced changes in the immune systesm are deperdent on the
intemsity, duraiion and type of physical exercise. In the acute phase res-
ponse to physical exercise, the nenroendocrine and che immune fyshems
fngeract chrouph molecular signals fn the form of cytokines, hormones,
and seurtransmitters. Indeed, there is & system of intre and intercom.
muentcation that participates as o whale in the coordimation, integra-
tion, and regudation of the body during physical ¢are. fn thit review,
wit will discuss some earlier studies which described tie infTuenees of
diffesent kinds of physical exercise on the coneentrntion am! (he func-
it of the companents af the rmmune systemn, Fierthermore, we will
discuss tmportant poines of the interaction between the neuiovndocring
and the imimane syseems during and after exercive.

Keywords: Physical exercise; immime respanse; nervous sysiem;
endocrine fystem; immune sy,



INTRODUGAD

Ja estd bem definido que o exercicio fisico (EF),
enquanto modelo mensurdvel de indugao de stress,
provoca alteragbes funcionais no sistema imunologi-
co (S1)7.32.38.74.80,

Diferentes tipos e cargas de EF podem provocar alre-
ragoes distintas nos pardmetros imunes'®. Alguns
pstudas vem demonstrando que o EF moderado
(<60% do VO;,,,,) parece estar relacionado ao
aumento da resposta drs mesanismos de defess
orgdnica® | ETARMESL enguanto que o kE mais mnten-
so e prolongado (=65% da VO.,,..) ou o treino
excessivo parecem enfraquecd-jata 1228,

Na base desta infludncia podera estar a inter-relagio
existente entre o sistema nervoso (SN), o sistema
enddering (SE) e o SB. De fato, durante a actividade
fisica ocorre activagao inicial do sistema nervoso sim-
patico (SNS), que estimula a produgio e a libertacao
de catecolaminas, hormonas e neurotransmissores
relacionados ao siiess??. Além dissc, ha também acti-
vacio do eixo hipotalamo-pituitiria-adrenal (HPA)
que parece possuir uma relagio intrinseca com as
componentes do 51, nio s0 pela presenga de recepro-
res hormonais em leucécitos, mas também pela rela-
¢do anatdmica observada entre os trés sistemas 2637,
Esta revisdo tem por objectivo abordar os pantos
relevantes da influéncia dos diferentes tipos de EF
sobre a concentracio e a funcionalidade de algumas
componentes do Sl Para uma compreensdo mais
abrangente, serdo relatados também estudos eviden-
ciando a irtegracio entre o SN, o SE e, em particu-
lar, o 51, observados durante o EE

EXERCICIO FISICO E A IMUNIDADE

Diferentes tipos e cargas de EF podem provocar alte-
raghes distintas no S1*%, Neste sentido, € importante
conhecer como o exercicio agudo (carga stbira de
EF), moderado (entre 50 a 65% do VOj) ou
intenso (acima de 65% do VO,,;,) podem influen-
ciar alguns parimetros da imunidade tanto celular
como humaorall34s,

Um e=tizdo pioneiro nessa drea fol realizado no inicio
do século XX (1902 por Larrabee (para refs. ver®’),
o qual venficou uma leucocitose em corredores a
seguir uma maratona, decorrente, sobretudeo, do
aumento do namero de neutrdfilos na circulagao.
Contudo, & relaglio entre EF e SI tornou-se mais soli

Everpi e fsjdo # Mslema imuncloge e

da a partir de observagbes realizadas por prsquisadn-
res acerca do aumento da incidéncia de infecedes do
trato respiratdrio superior (IRTS) em atletas apos
treinamentas intensos ou prolongades, e/ou compe-
tiches exaustivas?® 12587780 s efeitos do EF sobre as
componentes do Sl sin empiricamente conhecidos,
apesar de sO recentemente estarem a ser estudados
o3 mecanismos subjacentes a estas infuéncias,

De forma geral, o EF agudo provoca um aumento ra
concentracio de leucacitos na circulagiots. A leuco-
citose observada durante ¢ apés o exercicio decorre
principalmente do aumento da concentragio de neu-
trofiloss45, Este aumento parece resultar da migra-
cao de células do tecido endotelial para o sangue ou
como parte da resposta inflamatdria s lesdes no
tecido muscularTd 458,

Os neutréfilos polimorfonucleares (PMN) com-
preendem a sub-populagio de leucocitos de maior
ntimero na circulagio’. Para desempenhar suas fun-
¢Ges nos wecidos, os PMN migram na diregio de par-
ticulas a serem ingeridas {quimiotaxia}7. Dai entio
podem reconhecer. aderir e engolfar muitos micro-
bios. bactérias e virus (fagocitose) ¢ descarregar o
contetdo de seus granulos citoplasmiticos nos
vacuiolos fagociticos (desgranulagio)™. Para além
disso, os PMN sdo mediadores da lesdo tecidual
durante a inflamagao, via libertagdo de espécies reac-
tivas de oxigénio e outros facrores toxicos (activida-
de oxidativa).

Os estudos sobre o efeito do EF moderado na fungio
de PMN ainda sao conflitaiites. Muitos pesquisado-
res verificaram que o EF moderado parece auxiliar a
quimiotaxia, a desgranulagio ¢ a actividade oxidativa
dos PMN a seguir 1 hora de EF a 60%

VO, 5, F 50608365, Encretante, Pyne et al™ encontia-
ram uma diminulcic na actividade oxidativa de PMN
em atleras a seguir 40 minutos de EF acrébico a
65% do VOy,.5,- Um estudo verilicou um aumento
na actividade oxidativa de PMN tanto em atletas
quanto em sujeitos nio-treinados antes e a seguir |
hora de EF aerdbico a 60% do VO,,,;,%. Muns ct al#?
verificaram win aumento da actividade fagocitica dos
PMMN cny homens treinados 24 horas a seguir uma
corrida de 20 km a 60% do VO,,,,;.. Por outro lado,
Ortega er al*® nio encontraram alteragio significativa
na actividade fagocinca de PMN imediaramente a
seguir 1 hora de bicicleta a 50% do VO, em
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homens sedentirios. A variabilidade do s;empo de
avaliagdo da fungio destas células a seguir o EF o
nivel de aptidio fisica individual e os diferentes pro-
tocolos experimentais utilizados podem justificar os
diversos resultados encontrados.

Contrariamente ao EF moderado, os estudos refe-
rentes i resposta funcional de PMN ao EF Intenso
parecem mais consistentes, Com excepgao da activi-
dade fapocitica e da desgranulacio. as funcoes dos
PMN parecem diminuir a seguir um EF intensobe i
Alguns estudos verificaram que a capacidade oxidati-
va destas células ¢ remporariamente atenuada duran-
te wina carga aguda de EF intenso (>85% do
VO;.4,) € no periodo de recuperagios 78 81,63,
Pedersen e Bruunsgaard™ relatam que a imunossu-
pressao observada é apenas evidente quando o EF é
intenso e de longa duragiio (60 min ou mais).
Robson et al® compararam o efeito de um EF a 80%
VOymix (durante 1 hora) com um EF a 55% VO,
{durante 3 horas) em individues activos. Estes auto-
res verificaram, contudo, que durante ¢ a seguir o
esforgo houve um aumento similar na contagem de
PMN nas duas intensidades#2, Curiosamente, a dimi-
nuicio da actividade oxidativa e anti-bactericida des-
tas células foi mais pronunciada a - eguir o EF mode-
rado®2. Assim, as alteracdes nas [La¢bes dos neutrd-
filos parecem ser dependentes nio somente da
intensidade, mas também da duracio do esforco.
Alids, as alterages funcionais destas células em
reposta a diferentes cargas de EF podem ser clinica-
mente significativas refletindo um estado de stress
ou imunossupressio associados ao EF, assim como
um indicativo de overtraining,

QOutra linhagem de células fagociticas inclui os
monenucleados: monécitos e macrédfagos!o?, Os
mondcitos sdo células disponiveis no sangue perifé-
rico que continuamente se diferenciam em macrifa-
gos apds migrarem para os tecidos!®. Os macrofagos
estdo presentes em virios tecidos, drgios e cavida-
des'®, O EF agudo, independente da intensidade ¢
da duracio, parece provocar uma monocitose tempo-
riria’’ Por outre lade; a quantificagio de macrofagos
nos tecidos em resposia a um EF é relativamente
inacessivel em humanaos!,

Cs fagocitos mononucleares sio importantes células
cfectoras, altamente regulados por outras células
(linfocitos T e B) e por mediadores quimicos produ-

zidos pelo SNS ¢ pelo eixo HPA W', Estio envolvidos
na fagocitose e na actividade microbicida ¢ antitu-
moril, manifestam uma funcio celular acessdria
como apresentadores de antigénio ¢ promovem o
desenvolvimento da imunidade mediada por linfoci-
roieim, Sio também uma fonte de citocinas media-
doras das reacces inflamardrias e fisiopatologicas
que acompanham a lesdo celular'®, Aspectos carac-
teristicos dos maerafagos incluem a capacidade de
aderéncia, a quimictaxia, a producio de ani®o sppe.
roxido e a arotexicidade 7100, Esras edlulas também
possuem a capacidade de manifestar efeitos pra e
antiinflamarérios sobre a fungiio de outros tipos
celularestos,

Q stress provocado pelo EF parece ter um efeito
estimulador na fungio de macrafagosi®!. Tanto o EF
moderado como o intenso podem aumentar virias
fiungdes destas células incluindo a quimiotaxia, a
aderéncia, a produgio de anido superdxido, a taxa de
metabolismo do nitrogénio, a actividade citoréxica e
a capacidade fagocitica?!.53.045853.102, Ox mecanismos
subjacentes a estas respostas ainda permanecem des-
conhecidos, mas podem estar associados a factares
neuroenddcrinos3&063.75101. Ademals, ainda sio
necessdrios estudos que investiguem a significincia
fisiologica das alteragbes funcionais destas células.
Em animais, Woods et al*® observaram gue tanto
uma corrida exaustiva num tapete (18-35 m/min,
5% de inclinagdo, durante 2-4 h) quanto uma mode-
rada (18 m/min, 5% de inclinacio, durante 30 min)
podem provocar um aumento da citotoxicidade anri-
-tumoral de macréfagos peritoniais. Outro estudo
observou um aumento no processo fagocitico de
macrifagos peritoneais de raros submetidos & nata-
730 aré a exaustdo ou submetidos ao treino (90
minutos de nado durante 20 dias)?®. Entretanto,
Dhavis et al'® verificaram recentemente que um EF
extenuante de longa duragio (2.5-3.5 h) pode prove-
car diminuigio na actividade anti-viral de macrifa-
gos alveolares e aumzntar a susceptibilidade de
infeccbes em ratos. Woods et al'™ também verifica-
ram que o EF muita intenso e de curta duracio
induziu a uma redugio na capacidade de apresenta-
¢iio de antigénios por macrdfagos peritoneais em
camundongos. De forma geral, o &F provoca altera-
coes nestas células, contudo o efeito moduladar
parece depender do pardmetro a ser avaliado, da



intensidade, do tipo e mais pronunciadamente da
duracao do exercicio. Todavia, a localizacao tecidual
especifica do macréfago estudado parece ser mais
determinante.

Nos tecidos também sao encontradas outros tipos de
células do SI%. Os linfocitos teciduais estao em
equilibrio dinamico com aqueles do sangue ¢ recir-
culam continuamente através de canais vasculares e
linfaticos, de um orgao linfoide para o outro®d, O
aumento da concentragao destas células durante o
i:F agudo, moderado ou intenso, decorre do recruta-
mento de todas as suas populagoes (células natural
kitler (NK), linfécitos T e linfécitos B) para o com-
partimento vascular, constituindo uma resposta alta-
mente estereotipada’07s, Portanto, durante o exerci-
cio, ¢ verificado um aumento de linf6citos em cerca
de 50% a 100% em relagio ao valor basal’6. No
periodo de recuperagio (30 minutos apos o exerci-
cio), a contagem de linfécitos diminui de 30% a 50%
abaixc dos niveis pré-exercicio, permanecendo assim
durante 3 a 6 horas7s.

Dentre as popula¢des de linfécitos, as células NK
parecem ser as mais responsivas imediatamente a
seguir uma carga stibita de EF%7. As células NK sio
conhecidas por desencadearem defesa precoce contra
certas infeccdes intracelulares?”. Deste modo, elas
participam da exterminagao de células tumorais e
células infectadas por virus (actividade citolitica),
sem necessidade prévia de imuniza¢do ou
activagao?:.

Exercicios de varios tipos, duragdes e intensidades
induzem o recrutamento de células NK para o san-
gue, assim como provocam alteragbes na actividade
citolitica destas célulasi™ 7. Tvede et al®¥ estudaram
a resposta das populacoes de linfocitos em ciclistas
dinamarqueses durante 1 hora de EF em trés dife-
rentes intensidades de esforgo (25, 50 e 75% do
VO, Neste estudo, a linfocitose e posterior lin-
fopenia foram observadas durante o EF a 50% e 75%
do VO, Foi ainda verificado que a actividade
citolitica de células NK e da linfocina activadora de
sewutas NK (LAK) aumentou durante todas as ins-
rancias de esforgo ¢ foi suprimida 2 horas pés-esfor-
;o apenas a seguir 0 EF a 75% do VO,

De fato, a seguir 1 ou 2 horas de EF int2nso de
longa duragio (>75 % durante | hora), a concentra-
cio de células NK e a actividade citolitica diminuem

Evercicio lisieo o sistemna imunsiagicn

em cerca Jde 25 - 40% Jdo nivel basal37.73, E esta
redugao pode prolongar-se por até 2 - 4 horas a
seguir o EF7273, Um estudo demonstrou que o EF
exaustivo de forga (sets de 10 repeticoes a 65% de 1-
RM até a fadiga) em atleras treinados também pro-
voca uma diminuigao na fungao citolitica das células
NK no periodo de recuperagio (2 horas pos-
esforgo) 8, Da mesma forma, alguns pesquisadores
observaram uma diminui¢ao da actividade citolitica
destas céludas em aticias reradores submetidos a
um kF muito intenso ae cunta duragiao (6
minutos)s. Neste sentido, a intensidade, mais do
que a duragao, parece s.. responsidvel pelo grau de
incremento de células NK na circulagio e pelas alte-
ragoes funcionais destas células. Vale salientar que a
diminui¢ao da actividade citolitica das células NK no
periodo de recuperagio pode suscetibilizar o indivi-
duo a infecgdess.

Durante um EF agudo ocorre também um aumento
da cuncentragao dos linfécitos T, seguido de uma
diminuigao no periodo de recuperagao’s. Os linfoci-
tos T podem ser divididos em sub-popula¢oes de
acordo com as moléculas antigénicas de superficie
co-receptoras: células T auxiliares (CD4+) e células
T citotéxicas ou supressoras (CD8+)3. As células T
CD8+, entre outras fungoes, sdo responsaveis pela
destrui¢ao de células infectadas por virus ou de célu-
las tumorais3s. As células T CD4+ actuam na liber-
tac3o de LAK, além de interferirem na estimulagao,
proliferagio e maturagao de linfécitos B3,

Um EF a 50% do VO,,,;, parece nao alterar a con-
centracao de células T CD4+ e T CD8+ 40769192 Um
estudo nao verificou modificagao na percentagem de
células T CD4+ e T CD8~ em 18 adultos jovens
sedentarios submetidos a cinco cargas repetidas de
EF submdximo em cicloergémetro® . Conrudo,
alguns estudos tém cbservado que um EF a 75% do
VO, tende a provocar uma diminuicdo na concen-
tracdo de células T CD4+, sem alterar a concentra-
¢do de células T CD8 + 12376, Dessa forma, a propor-
¢ao de CD4+/CD8+ diminui refletindo um maior
aumento de células T CD8+3. E este aumento pods
estar associado com estados de imunossupres-
sagddsie,

Um linfécito activado deve proliferar antes que sua
prole se diferencie em células efectoras para a prodlu-
¢ao de linfocitos especificos em ntimero suficiente
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para combater uma inf2cgio’™. A duragio e a intensi-
dade do EF parecem ser determinantes na resposta
proliferativa de linfocitos™, Em humanos, a resposta
proliferativa de linfocitos T em resposra a um EF a
50% e 75% do VO,,,,, (durante 1 hora) parece dimi-
nuir ne periodo de recuperagao®' ), Contudo, duran-
te e apas um EF maximo de curta duracio (6 minu-
tes) ndo ocorrew alteracao da resposta proliferativa
de linfocitos®®, Da mesma forma, ndo foi encontrado
alteragio na proliferacin de hntesiras a sgpaie nm kP
de resisténcia de forga®™. Estes resultados decorrem,
provavelmente, da presenga de factores neurorndo-
crinos e de mediadores libertados por células imunes.
A seguir exercicios intensos de longa duragio (ex.
ciclismo, natagio, maratona) ocorre uma diminuigio
em cerca de 70% na concentragio salivar da imuno-
globulina A (IgA) por virias horas pas-esforgos4o,
As lg sao glucoproteinas secretadas por linfécitos
B7, Elas combinam-se especificamente com a subs-
tincia que induziu sua produgao e formam o bragn
humaral da resposta imune™. A IgA constitui 10 a
15% do total de imunoglobulinas, sendo a principal
classe de anticorpo das mucosas®,

Alguns estudos relatam a niio ocorréncia de alteragfes
na concentra¢do salivar de IgA e e IgE, no soro,
durante um exercicio moderado” 535657,
Conrrariamente, Blannin er al# encontraram baixas
concentracdes de lgA apos uma corrida de 31 Km a
65% do VO... ... Outros estudos encontraram também
uma diminuigio na concentragdo de IgA, tanto na
saliva quanto na mucosa nasal a seguir um EF intenso
de longa duragio*?33.5, Dessa forma, os pesquisado-
res estiio a associar a coincidéncia desta reduciio com
aaumento da prevaléncia de ITRS em atletas’s,

De faro, os estudos epidemioldgicos relatam uma alta
incidéncia de ITRS em maratonistas uma ou duas
stmanas a IE'E'I.IiI' uma pl‘m’a ou um !'l'l!il'lﬂl'ﬂﬂl[ﬂ
intenso!? 22956, Um estudo verificou que os sinto-
mas de ITRS ocorridos em maratonistas forani na
ordem de 33.3%., enquanto o5 ocorridos no grupo
controle foram de 15.3%77, Embora os estudos reve-
leon um aumento dos sintomas de ITRS a scguir um
wrercicio ienso ¢ de longa duragio, nio existem
iformagdes s esses sintomas sdo decorrentes do
processo infeccioso em si, ou se sio devidos a uma
inflamacio local ou sistémica causada pelo
exercicio™s,

Muitos aspectos da relacic existente entre exercic'o
fisico ¢ imunidade ainda ndo estio totalmente escla-
recidos. Factores como: o periodo de avaliagio da
alteracio e da resposta imunolégica, o nivel de apti-
dio fisica e nutricional do individuo, o estado psica-
logico, o overtraining, as condigfes climidticas ¢ os
precedentes alérgicos ¢ inflamatdrios no trato respi-
ratario, merecem ser considerados® . Ademais: a
natureza transitdria das alteracdes observadas pode,
sirnplrsmentc, reflerir uma antomodulacio das célu.
las imunes em busca da homeostase.

EXERCICIO FISICO E A INTEGRAGAO ENTRE 0S
SISTEMAS NERVOSO, ENDOCRINO E IMUNE.

Dwrante e a seguir uma carga subita de EF ocorrem
alreraches na concentracio ¢ na funcionalidade de
ctlulas do SI76. Todavia, essas alteragbes ndp devemn
ser vistas iscladamente, mas como parte de uma com-
plexa rede bidirecional de sistemas interligados32.is,
Durante o exercicio, & verificado um aumento nas
concentraydes Je dopamina ¢ noradrenalina a nivel
cerzhral?. Em conseqliéncia, hd secregio da hormona
libertadora da corticotroping (CRH) a nivel hipotala-
mico’. A corticotropina (ACTH) e as b-endorfinas
sdo entio libertadas pela pituitdria anterior?. A des-
carga de ACTH estimula o cériex adrenal a produzir
glucocorticoides e aminas biogénicas®. De faio, a
activaciao do SNS e os eventos seqiienciais do cixo
HPA parecem possuir uma relagio intrinseca com as
compenentes do Sl, ndo so pela presenca de recepro-
res hormonais em leucécitos, mas também pela rela-
¢ao anatdmica observada entre o3 trés sistemas2hes,
As células do SI parecem possuir receptores para as
b-endorfinas, catecolaminas, cortisol, hormena do
crescimento (GH) e diversos outros mediadores
envolvidos na reaglio ao stress 2664

Em resposta tanto & um EF prolongado e intenso
(=>70% do VO,,,,) quanto a um exercicio de curta
durigio e muito intenso (>85% do VO,,.,.) ncorre
um aumentoaas concentragies de b-endorfinas na
circulagio™ %, E interessante notar que os leuchcinns
expressam recepiores para as B-endorfinasr, Fary
constatagio levanta a hipdtese de uma possiv,
influéncia desses mediadores na fungio de céiuli. 2
Sl durante o exercicio. Estudos coni humanos suge-
rem que as b-endorfinas podem diminuir a produgio
de imunoglobulinas'h#. Recentemente foi verificado



em ratos gue as bendorfinas inibem a peoliferagio de
linfécitos e parecem estar envolvidas no aumento da
quimiotaxia ¢ da fagocitose de macrofagos
peritoneals!*#!, Da mesma forma, parece aumentar a
acrividade citolinica de células NK durante o stress
crdnico, mas ndo o recrutamento destas células para
rirculacio™ss,

O recrutamento de PMN ¢ das populagdes de linfoci-
18 para o compartimento vasculir durante o EF
marcce ser mediado pela adrenaling, e em menor
grau pela noradrenalinas”. Durante o EF, a adrenali-
na e a noradrenalina sio libertadas da medula adre-
1al & a noradrenalina dos ierminais nervosos simpi-
licos®.76, A concentragio sanguinea desses mediado-
res aumenta linearmente com a duragio do exercicio
¢ exponencialmente com a intensidade do mesmo™s,
A expressdo de b-receprores nas diferentes células
imunes fornece a base molecular para acgdo das cate-
colaniinas®¥%.%, Contudo, a densidade de receptores
adrenérgicos ¢ a eficiéncia do sistema de transdugio
AMPe diferem nos virios tipos de células imunc-
competentes®26685, Os PMN e as células NK pare-
cem apresentar maior nomero de receptores em
comparagio a outras células imunes?®, Neste senti-
do, & provivel que a resposta imediata destas células
aos efeitos do EF agudo, mederado ou intenso,
decorra do efeito modulador das catecolaminas®’.
Quando o exercicio se prolonga, prossegue o aumen-
1o da concentracao de PMN e linfécitos devido, pro-
vavelmente, a elevagio das concentragdes de cortisol
no plasma®. O cortisol, em pequenas quantidades,
melhora a fungdo imune, visto que um dos papéis
deste hormonio no SI & o de estimular a migragio de
celulas da medula para a circulagio, assim como, dos
linfonodos para os tecidos lesionados®,

Contudo, o aumento da concentragio de cortisol no
sangue pade causar linfocitopenia, monocitopenia ¢
neutrofilia em humanos™, Esta hormona inibe a
migracio de células inflamatdrias para locals lesiona-
dos, proliferagio de linfécitos, e € inibidura da fui-
cio de macréfagos ¢ lirnitadora da actividade das
células NKMT200 | Pars além disse, parece induzir
baixa na regulagio Ju receptoses de linfdcitos T e
aumentar a taxa de catabolismo, reduzindo as reser-
vas de aminodcidos que sio necessarios para prolife-
racao de iinfocitos B e sintese deaimunoglebuli-

nad =20, Alguns estudos velatam ainda, que EF

Erercicio huico o sHmma inuhelugics

litenso de longa durugio parece induzir a apopiose
de linfcitos decorrente do aumento dos niveis de
cortisol*), Portanto, os efeitos do aumento da con-
eentragho do cortisol podem estar relacionados &
imunossupressio evidenciada apos treinamentos
exaustivos ou EF intensos e de longa duragio

Ainda relacionado com o intensidade do esforgo. a GH
¢ também libertada da pioncing anterior durante o
EF7. Nos mononucleares pode-se verificar receproges
para a GH=, [ interessante notar CUC ¢ TOSPOLL b
stress fisico, o GH guaindo comblnada coti w aaieiing
ni provoca neutrofilia’. Contude, parece nao anuar no
recrutamento de linfocitos para a circulagio’s,

As células imunocompetentes parecem, portanto, pos-
suir ndo so receptores hormonais, mas também a
capacidade para produzir e secretar algumas hormo-
nas ¢ neuropeptidecs™, De forma idéntica ao que
acantece em células da pituitiria, a producio destes
peptideos por células do Sl respondem, na maioria
dos casos, a factores inibitorics ou estimuladores do
hipotilame, bem como a hormonas envolvidas na
regulacio do feedback negative?® 2, Entretanio, a quan-
tidade de hormonas e neuropeptideos produzidos
pelas células do Sl é pequena, sugerindo que estas
substancias actuam de forma pardcrina ¢
autécrinaléM,

O brago reciproco da relagdo bidirecional entre os
sistemas neuroendocrinog ¢ imune é constituido por
mensageiros libertados das células imunes activadas,
chamados citocinasi™%,

As citocinas sdo pequenas proteinas soliveis secreta-
das por leucdcitos, e outras células, ¢ que tém por
fungio modular a resposta imunei”. A resposta local
para uma infeccio ou tecido lesionado envolve a pro-
ducdo desses mediadores que vio faciliiar o influxo
dos virios tipos de leucocitos para a regido atingi-
da®6.47. Para além da sua accio mediadora no 51, as
citocinas podem também actuar no SN e SE, modifi-
canda as suas funches?® 1747, Agsim, o estimulo
induz as ¢élulas do Sl a produzirem citocinas que,
BIM TESPOSTA, Pirecem actuar nos trés nivels: hipota-
lamico, pituitdric = adren s De forma idéntica; o5
difercntes tipeee G om0 thas 4 SN (nelronias, asino-
Citos ¢ microe'has bt tamssem sintetizam cltocinas
o/ ou respondem a elas~+", A lista de citocinas ¢
longa ¢ inclui uma varedade de maléculas cuja ori-
b’l:'l'ﬂ. CEITLITAIT II..I.!'I!:if_" wm ‘-.Idﬂ ll'."'-'lHl(!ilS.-
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Do forma geral. o EF agudn intensa afecia o produ-
o tecidual e sistémica de citocinas, especificamente
as interleucinas (IL) ¢ o factor de necrose tumoral
(TNF), assemelhanda-se & resposta inflamatéria a
algum trauma ou infecgiiofTs7,

Particularmente os EF excéntricos, of EF muito
intensos de curta duragio (> 100% VO ,,...) ou o3
intensos de Jonga duragio (=80% V0., por mais
de 60 mun) provocam alieragbes metabdlicas {redu-
g0 da saturagio da hemoglobina arterfal e um
aumcnto na temperatura corporal) e lesbes muscula-
rest LRt A lipoxemia e as lesdes teciduais asso-
ciadas a esies ripos de exercicio induzem a altera-
¢ies na resposta imune com libertaglio de citocinas
pré-inflamatdrias incluindo a IL-1, a IL-6 ¢ o TNF-
alB12.27.6567, Entretanto, mais estudos sio necessd-
rios para afirmar se essas alteragdes contribuem para
imunemaodulacio relacionada ao exercicio,

Meste sentido, a concentragio plasmiitica de IL-1
parece aumentar significativamente em resposta
tanto a um EF e longz duragio a 60% do VO,
quanto a um EF de curta duragio a 75% do

VO, 14T, D mesma forma, um estudo verificou
um aumento de 1L-1 a seguir um EF de resisténcia de
forca excéntrico (4x10 repetiches a 100% -1RM)47. A
IL-1 ¢ produzida e sesposta i infeccdo nos tecidos
periféricos por mon “citos e macrdfagos e no cérebro
por microgliocitos e astrécitos®, E suposto que a IL-
| opere como sinal aferente, estimulando o hipotdla-
mo a libertar CRHS. A sud administragio aumenta
consideravelmente as concentragdes de ACTH no
plasma, constituindo-se como um importante esti-
mulador do eixo HPAL2, A [L-1 estimula a activagio
de linfécitos T e induz a proliferagio de células.
Assim, o aumento da concentragio desia citocina
pode estar associado a resposta proliferativa de linfd-
citos T a seguir uma carga sabita de ER

Outro potente mediador da resposta orginica de fase
aguda é a IL-647, Esta citocina é produzida por virias
células imunes (linfécitos ¢ mondcitos) ¢ por células
nao-imunes (condrdcitos, astrdcitos e células
gliais) s, A sua adminisrragio aumenta a produgho
de ACTH pela pituitinia, estimulando o chrrex adre-
nal a libertar plucocarticdicdes?. A IL-6 funciona
corno um factor co-esiimulador da activagio de lin-
fécitos T em resposta a um antigénio e & fundamen-
tal para maturagio de linfocitos B2, De forma geral,
o EF associado a lesoes musculares induz um

AU N0 transiioniy na concentragao de IL-6 no
plagmattt, Um estudo abservou um aumento de 11-
b (29 vezes acima do valor basal) durante 2.5 horas
de tapete ergométrico a 75% do VO, % Em
homens sedentirios (ol relatado um aumento dos
niveis de IL-6 a seguir um EF a 75% do VOy,,. por
60 min?:. Moldoveanu ex al¥ verificaram um aumen.
10 desta citocing (18 vezes acima do valor basal) em
jovens atleras submeridos a 3 horas de EF a 65% do
VO, Ot estodn também verificou um aumen-
wh e il s =ia e goseguir um BF de forca excén-
trico (100% de IRM)*. A magnitude da resposta
deponde Ja inseusidade, do tipe e da duragio do
esforgo. Todavin parece nio estar associada ao nivel
de aptidio fisica individual,

Muitos dos papéis fisiolégicos do TNF-a asseme-
lham-se dqueles da IL-1 e da IL-647. O TNF-a ¢ pro-
duzido por linfécitos T, células de Kuppfer, células
neurais e ctlulas endoteliais. contudo, os fagdcitos
mononucleares sio os principais produrores de TNF-
a'’. A presenca desta citocinag wambeém estd associada
ao aumento nos niveis de ACTH no sangue!. O
I'™NF-a induz a expressio de moléculas de adesio na
superlicie das células endorelials, promovendo,
assim, a migragio de leucdcitos para os locais de
inflamag@o®?. Apesar de existir alguma controvérsia
devido ao perfodo de avaliagio dessa cirocina no
plasma, muitos investigadores encantraram um
aumento de TNF-a a seguir 2 - 3 horas de um EF
intenso de longa duracdo (ex maratona, ciclisma)
818504, Um estudo verificou um aumento de TNF-a
em resposta a 2 horas de ciclismo a 60% do VO,,,.%
Dutro estudo observou um aumento de 90% a
seguir 3 horas de um EF aerdbico a 65% do
VO, Assim, a resposta desta citocina a um EF
parece ser influenciz da pela intensidade ¢ duragio
do esforco, Todavia, mais estudos sio necessdrios na
avaliagio do papel fisiologico do aumento da concen-
tragio de TNF-a em resposta a um ER

Muitas dreas da imunologia do exercicio ainda nio
estio toralmente elucidadas, incluindo o padrio da
resposta imunoeidgica do exercicio agudo em outros
tecidos que nio o sangue; a integragdo entre o mis-
cule esquelétioo e as oflula: munes: e, se, as
mudangas neurocnddninas <5 sransiidrias apos fre-
quentes séries de BF awande oo se relletem adapta-
Bes Hormanals persistent<s que também cstio pre-
sentes durante o eSO,



CONCLUSOES

Intmeros estudos tem evidenciado alteractes na
concentragio e na fungio de algumas componentes
do S provocadas pelo exercicio fisico, As evidéncias
disponiveis demonstram que o EF tem efeitos modu-
latdrios importantes sobre a dinimica de células
imunes ¢, possivelmente, sobre sua lungio.

Os factores neuroendéerinos que actuam na redistri-
buigio de células e a liberracio de citocinas em res-
posta ao exercicio [adon parecen weaing 2 1elagio
entre 0 5l e 0 EE

Apesar dos aspectos malifactuiian ¢ das lacunas
ainda existentes, essa nova drea de investigagio a
“imunologia do desporto” vem se desenvolvendo nos
iltimos anos. O grande desafio dos investigadores,
portante, seria estabelecer um modelo baseado na
intensidade, na duragio, na freqiiéncia e nos diferen-
tes tipos de esforgo fisico de forma a instituir o
bindmio exercicio/saude.

CORRESPONDERNCIA

Dra. Célia M.M.B, de Castro

LIKA - Departamento de Medicing Trop s
Universidade Federal de P naiibace - UFPE
Campus Universitario = n Cilade Universitania
Recife-Pernambuco

Brasil CEP 50670-901

constrog@lika. ufpe

CCs

Exercicio lisaco & sistema imuncldgics

HEFEHEW BIBLIOGRAFICAS

12.

13.

14,

15

5.8

7. D Castro CB. Manhlcs-de-Casiro R, Meus

Armstrong RB, Ogilive RW. Schwane JA (1983). Eccentric
exercise-induced injury to rat skeletal muscle. | Appl
Physiol 54 (1): 80-93

Baumann H, Gauldie | {1994). The acute phase response.
Immunal Today 15: 74-B0

Berk LS, Nieman [2C, Tun SA (1989). Maximal excreise
modifies lymphocvies and subpopulations T helper and T
suppressor and ratio in man. Mad S0 Sporss Exircis
19.543-544

Besedovski HO, Del Rey A, Soekin, E. Dinarello CA
(1986). Immunorcgulaory feedback between interleukina-
1 and glucocorticold hormones. Soemer. 223, 625.454
Blalock JE (1993). The syntax of immune-neuroendocrine
communication. mmunol Today 15: 504-511

Blannin, AK, Robson PJ, Walsh NI? Clark AM, Glennon L,
Gleeson M. (1998), The effect of exercising ro exhaustion
at different intenzities on saliva immunoglobulin A, pro-
tein and elecirolyie secretion. Ine | Sports Med. 19; 547-552
Brenner |, Shek PN, Zamecnik J, and Shephard R (1998).
Stréss Harmones and the immunological responses 1o heat
and exercise. Int ) Spores Med 10: 130-143

Hrenner 1K, Natale VM, Vasiliou P Maldoveanu Al, Shek
PN, Shephard R] (1999). Impact of three different types of
exerzise on componenis of the inflammatory response. Eur
J Appl Physiol Oceup Physiol: 80(5):452-60

Brines R, Hoflman-Goetz L. and Pedersen BE (1996). Can
you exercise to make your Immune svstem fitter? lmminol
Today 17: 252-254

. Bruunsgard H, Galbo H, Halkjser-Kristensen J, Johansen

TL, Mac Lean DA, and Pedersen BK (1997). Exercise-indu-
ced increase interleukin-6 is related o muscle d-nnﬂm.- J
Phyiol 499; 833.841

Bury TB, Luis R, Radermaker MF. Pirnay F (1996). wlood
manonuclezr cells mobilization and cytokine secretion
during prolonged exercises. Ine | Spores Med 17 156-160
Cannon )G, Fielding RA, Flataroni MA, Orencole 5F,
Dinarefle CA, Evans W] (1989). Increased interleukin |
beta in human skeletal muscle after exercise, Am J Physiol,
257: R451-R455

Cannon JG (1993). Exercise and resistance (o miection. |
Appl Phystal 74: 973-981,

Carlson 5L, Brooks WH, Roszman TL (1989).
Neurotransmitter-lynphocyte mteractions: dual recepror
modulation of lymphocyte proliferation and camp produ:.
tion. | Newoimmunol, 24: 155-162

Duvis JM, Kohut ML, Hertler-Calbert M, Jackson DA,
Ghaffar A, Mayer EP (1937). Exercise, alveolar macropha-
ge (uncrion, and suscepribility to respiratory infection, |
Appa‘myml 83:1461-1466

D¢ Castro CB, Manhdes-de-Castro R, Queirds A, Costa
JA., Brande CT (1999). Estresse: Interagtes nevroenddor-
nas e imunclogicas. Anais Feculd de Med CCS - I'FPE. 34
(23 132 - 137

roa AF
Queirds A, Ferreira WT, Lima Filho JL. (2000 Frieer ot
stress on the production of 037 in alveolar tadopines. |
Newrotmmzne!, 103 (1) 68 - 72

Deenth JPHL Vanlun SHM, Van Dewrer: M, Pesman G,
Van der Ven Jongekrug |, Vim der Meer JW (1995)
Erdurance run increascs circulating [L-6 and 1L Tra b
down regulates ex vivo TNF-a aml 1L Ib production, | Appl
Physol. 79: 1497-1503

B



Caral Leandro. Elizabeth do Nasomenta, Raul Manhles-ce-Castra Jood Albena Duarte. Célia M. M. B de-Castre

14,

20.

21

24

&)

25,

26.

27,

28.

3L

32

33,

14

35,
38,

[T L T

Dulaux B, Order L. (1989), Plasira elastase al-antitnyp
sin, neoprerin, tumor necrosis factor, and soluble interleu-
kime-2-receptor after prolonged exercise. Int, | Sports Med,
10:434-438
Ferrandez MD, De la Fuente M (1999). Effects of age, sex
and physical exercise on the phagocytic process of murine
peritoneal Acta Physiol Scand 166(1):47-53
Field CJ. Gougeon R, and Marliss EB. (1991). Circulating
mononuclear cell numbers and functon during tntense
exercise and recovery. | Appl Phyiol 711 1089- 1097
Futzgerald L. (1991), Overtraining increases the suscepuibi-
lity to infection. Inr | Sports Med 12: 55-58
Forner A, Barriga €. and Oricga E. (1996). Exercisc-mdu-
wed stimulation of mutine macrophage phagocvtosis may
be mediated by thyroxine. ) Appl Physiol. 80:899.903
Fridén |, Sjostrom M, Ekblom B. (1983). Myofibrilar
damage following intense eccentric exercise in man. Ini, ).
Spores Med 4: 170-176
Fry RW, Morton AR, Crawford GE Keast D (1992}, Cell
numbers and in vitro responses of leukocytes and
lymphocyte subpopulations following maximal exercise
and interval training sessions of different intensities. Ewr |
Appl Physiol 64:218-227
Gaillard RC (1994). Nevroendocrine-lmmune system inte-
ractions. The Immune-hypotalamo-pituitary-adrenal axis.
Trends in Endoc Metabol (TEM) 7(5):303-309
Haahr PM, Pedersen BE, Fomsgaard A, Tvede N, Diamant
M, Klariund K, Halkjaer-Kristenson |, Bendizen K (1991).
Effect of physical exercise on m vitre produciion of inder
leukin 1, interleukine €, tumor necrosis lactor-a, interleu-
kin 2 and interferon-g. Int J Spores Med. 12: 223-227.
Hack V. Strobel G, Rau JB and Weicker L. (1992). The
:I’rm of mazimal ¢ *reise on the actvity of neutrophil
lbc?'let in highly trained athletes in 2 moderate trai-
mn; period. Eur | Appl Phyiol 65: 520-524

. Heath G'W, Ford E.5: Craven T.E, Macera CA, Jackson K.L,

Pare R.R. (1991). Exercise and the incidence of upper res
piratory tract infections. Med Sc Spores Exercise 23: 152157

. Hellstrand K, Hermodsson 5, Strannegard O. (1985).

Evidence for bera-adrenorecpetor-mediated of human
natural killer cells. Immuneph . 134: 4095-4099
Hoffman-Goctz L, Simpson JR, Cipp N, Arumugam Y, and
Houston ME. (1990). Lymphocyte subset responses (o
repeated submaximal exercice in men. | Appl Phyriol 68:
1069-1074

Holfman-Goetz L and Pederzen BK (195 3). Exercise wd
the immune system: a model of the stress tesponse?
Imunol Today 15(8): 382-387

Jones, DA, Newnhan D), Round JM and Toifree SE]
{1986). Experimental human muscle damage:

cal ¢ in relation to other indices of damage. Am [
Physiol 375: 453443,

Jenhson EQ, Kamilaris TC, Chrousos GF and Gold PW.
(1992), Mechanism of stress: a dynamic overview of hor-
monal and behavioral homeostasis, Newrows Boreadr Rev
16:115-130

Keast D, Cameron K, Morton AR Faefo
ne response (1988). Sports Mes 5 238.267
Kendall A, Hoffman-Goez L, Houson M., Mached B,
Arumugam Y. (1990), Excrcise and blood lymphocyte sub-
et responses: intensity, duration, and subject fitness
elfects, ) Appl. Physal 6% 251-260

3 T e

i

8.

9.

40

1]

4.

43

44.

45,

4h

47.

49,

3

52

53

il
e

Klokker M, Kjacr M, Secher NH. Hanel B, Worm L, Kappel
M. Pedersen BE (1995), Nagural killer ¢ell response o
exercise in humans: effect of hypoxia and epidural anes-
thesia. J Appl Physiol 78: 709-716
Landmann R, Muller FB. Perini CH. Wesp M, Emne P
Buhler FR (1984). Changes of immune-regulatory cells
induced by psychological and physical stress: relation 1o
catecholamines. Clin Exp fmmunol 58: 127-135
Macha M. Shlafer A, Kluger M) (1990), Human neutrophil
hydrogen perexide generation following physical exercise.
] Sports Med Py Fitness 300412419
Mackinnon LT, Chick TW, Yanas A, Tomas« TH {1987). The
clfect of exerciie On Lecreiary and natoral immanine Ads
Exp Mrd Biol 216: 869876
Mackinpon LT (1998). Future directions inexercise and
immunology: regulation and integration, Int, J. Zpets
Med., 19: 8205-5211
Mackinnon LT and Heoper 5. (1994), Mucosal (secretony,
immune system responses to exercise of varying intensity
and during overtraining. Int | Sports Med 15 suppl: 5179.5183
Mars M, Govender S, Weston A, Naicker V. and Chururgoon
A. (1998). High intensity excrcise: 3 cause of lymphocyte
apoptosis? Biochem Biophys Rey Commun 19: 356-370
Mathews PM, Froelich CJ. Sibbic WL Jr, Bankhurst AD
{1983). Enhancemert of natural citotoxicity by beta-
endorphin. immunopharmacelogy 1301658-1662.
MeCarthy DA ¢ Dale MM (1988). The leucocytosis o
exercise. A review and madel. Spores Med 6: 333-363.
Moldeveanu Al, Shephard R), Shek PN (2000). Prolonged
excrcise clevates plasma levels but not gene expression of
IL-1b, IL-6, and TMF-a in circulation mononuclear cells, |
Appl Physiolo 89:1499-1504
Moldeveanu AL Shephard R]. Shek PN (2001). The
cytekyne response to physical activity and training. Spoves
Med, 31 (2): 115-144
Morgan EL, McClarg MR. Janda JA (1990). Suppression of
human B lymphocyvte activation by beta-endorphin. |
Neurotmmunology 28: 209-217
Muns G (1994). Effect of long-distance running on poly-
morphonuclear neutrophil phagocytic funciion of the
upper airways. Int J Sports Med 15(2):96-9
Muns G, Rubinstein I, Singer P (1996). Neutrophil chemo-
tactic activity is increased in nasal secretions of long-dis-
tance runners. Inr | Spores Med 17(1):56-9
MNascimen.o E, Manhdes.de.Castro R, De Castro CB,
Leandro ©G (2001). Pode = glutamina modular a inwenida-
de? Anais raculd de Med CCS - UFPE. 46: 67470
Mehlsen-Cannarella 5L, Fagoaga OR, Nieman DC, Henson
DA, Butterworth DE, Schmit RL, Bailey EM, Warren RJ,
Utrer A, Davis M. (1997). Carbohydrate and ¢ytokine res-
ponse to 2.5 h of running. | Appl Physiol. 82: 1662-1667
Nehlsen-Cannarella 5L (1598). Cellular responses 1o
maderate and heavy excrcite, Can |, Physiol Pharmacol 76
{5): 485-489

. Newsholme EA (1991). Biochemical mechan-srs to caplon
immunoseppression in well-trained and overioaned hle-
1es. Int | Sports Med 15: (suppl 3); 51425147

. Mielsen HRB, Secher NH, Kappel M, Hanel B, Peiorion BY
(1996). Lymphosyte, NK and LAK cell responses to masis

mal exercise. Ing | Sparcs Med 172 60065

-'t"i!.-rnd-.'l B C, Johanssen LM, Lee W, Arabaczis 5. (1990a).
Inteciions episades in runners before and after the Fos
Angeles Marathon, | Sparts Al Phys Feeeess 30; 316328



7.

59

Bl

Bbl.

62,

63,

65,

67.

7

. Pedersen BE, Bruunsgaard HLIT995)

Mieman DC, Nehlsen CSL, Markall PA, Balk Lamberton
A), Yang H Chritton DB, Lee JE Arabatzis K. (1990b) The
effects of moderate exercise tralning on natural killer cells
and acute upper respiratory tract infections. Int | Sporis
Med 11: 467473

Mieman DC, Henson DA, Sampson €S, Herring JL, Suttles
). Conley M, Stone MH, Butterworth DE, Davis JM (1995)
The acute immune response to exhaustive resistence cxer-
cise. lnr ] Spores meed 16:322-328

Mieman DG (2000). 1s infecrien risk nked w exercie
workload? Aed Sei Spors Evere 32(7):5406-411

Ortega E, Barriga C. De la Fuente M (1993). Sundy of the
phagocvtic function of neutrophils from sedentary men
after acute moderate exerciee. Eur | Appl Physiol 66:00-64
Ortega E, Forner MA, Barriga € (1996). Effect of beia-
endorphin on adherence, chemotaxis and phagocytosis of
Candida Albicans by peritoneal macrophages. Comp
Immumol Microbiol Infect Dis 19(4):267-74

Ortega E, Forner A, and Barriga C. (1997). Exercise-indu-
ced stimularion of murine macrophage chemotaxis: role of
corticosterane and prolactine as mediators. | Physiol (Lomd)
498:729-734

Ortega E, Farner MA, Garcia JJ, Rodriguez AB, Barriga C
(1999), Enhanced chemotaxis of macrophages by stre-
nuous exercise in trained mice: thyroid hormones as possi-
ble mediaiors, Mal Cell Biachem 201(1-2):41-7

. Ostrowski K, Hermann C, Bangash A, Schjerling R} Nielsen

M, and Pedersen BE. (1998a). A trauma-life clmtmn in
plasma cviokines in humans in response to treadmill run-
ning. J Physiol {Lond) 508: 949.953

Ostrowski K, Rhode T, Zacho M, Asp 5, Pedersen BK.
{1998b). Evidence that 1L-6 is produced in skeletal muscle
during intense long-term muscle activity. | Physiol (Lond)
S08: 904-906

. Ostrowski K, Rhode T, Asp 5. (1998¢). The sequential

release of cvtokines in strenuous exercise. Int | Sports Med

19%:Suplpl. 3: 5216-217

Ostroweki K, Rhode T, Asp 5. Schjerling B Pedersen BK.

(1999), The cytokine balance and strenubus excrcise:
TMNF-ulpha, 1L-2beta, IL-6. IL-1ra, sTNF-r2, and IL-10. |

Physiol (Lond) 515: 287-291

Orttaviani E, Franceschi © (1996). The neuroimunclogy

stress from invertebrates to man. Pragr Neurobiol, 48: 421-

440

. Ouaway CA and Husband A (1954), The influence of

neuroendocrine pathways on ivmphecvte migration.
Immperiol fodsy 15: 511-517

. Pannen BH and Robotham JL. (1995), The acute-phase

respanse. Ne Horizone 3: 183-197

. Parry-Bilings M, Budgett R, Koutedakis Y, Blomstrand E,

Brooks 5, Willlams C. Calder P, Pilling 5, Baigrie R,
Mewsholme E4. {1992). Plasma amino acid concentriation
in the owertaining system: possible effects an the immune
eystem. Med Sci Sporte Exercise 24: 1351-1358

Haw physical exerci-
sfinfMuences the establishtent of mtectiong, Sparts Mad
19: 1934000

Pedersen BE, Tveds . Christensen LIV Klarund K,
Kragbak S, Halkjrhristenson J. (1953, Ssatural killer coll
activity in peripheral blood of highly trained and untrained
eSO et | S_pull#;'l.]'ﬁ.[ 10 129-131

74,

75,

78

79

85,

87

B8,

) 1.5

L] |

Exercicio hiaro o sistema imuncligica

Pedersen BR. Kappe! M, Xlokker M, Nigleen HB, and
Secher WH. (1994). The immune system during exposure
to extreme physitologie conditions, Int | Sperts Med 15
Suppl: 5116-5121

Pedersen BE, Bruunsgaard H, Klokker M, Kappel M,
MacLean DA, Nielsen HB, Rohde T, Ullum H, and Zacho
M. (1997). Exercise-induced immunomaodulation: possible
roles of neurcendocrine facrors and metabolic factors, fut |
Sporic Med 18 Suppl: 52.57

Pedersen kB ¢ Hoffman-Goetz L (2000, Exercise and the
immune sysiem: regulation, imiegration il dduipl-'-liml
Mhpsiol Rev B00(3): 1055-1081

semey AT and Materan ED (1963 Ulira marathon run-
ity watdd apper respiratoey tract infectiond: An epldomio-
logical survey, South African Mel | 64, 382584

*ne TR 11094). Regulation of neutrophil function during
exercise. Sports Med 17(4):245-58

Pyne DB, Baker MS, Smith JA, Telford RD, Weidemann M)
(1998). Exercise and the neutrophil oxidative burse: biolo-
gical and experimental variability, Eur [ Appl Physiol Ocoup
Physiod 74(6):564-7]

Pyne D.B ¢ Gleeson M. (1998). Effects of intensive exerci-
e training on immunity in athletes. Iz | Sports Med 19:
138-194

. Pyne DB, Smith JA, Baker M5, Telford RD, Weidemann

M].(2000) Neutrophil axidative activity is differenrially
affected by exercise intensity and type. | Sei Med Sport
3(1):44-54

. Robson PJ, Blannin AK, Walsh NP Castell LM, Gleeson M

(1999), Effects of exercise intensity, duration and recovery
on in vitre neutrophil function in male athleres. Int | Spores
Med 20: 128:135

. Smith JA, Tellord RD, Mason 1B, and Weider-an M).

(1990). Exercise, training and neutrophil mi-robicial acri-
vity. In | Sports Med 11: 179-187

Smith LL (1991). Acute inflammation: the underving
mechanism in delayed onset muscle soreness? Med Scf
Sports Exercise 23; 542-551

Smith JA, Gray AB, Pyne DB, Baker M5, Telford RD, and
Weideman MJ. (1996). Moderate exarcise triggers both
priming and activation of neutrophil subpopulations. Am |
Phyiol 270: RE3B-RE4S

Smith JA. Pyne DB (1997) Exercise, training, and neutro-
phil funcrion. Exerc Immunol Rev3:96-116

Smith LL, Anwar A, Fragen M, Rananto C, Johnson R,
Holbert D (2000). Cytokines and cell adhesion me!viu.es
associated with high-intensity eccentric exercise. Eur [ Appl
Physiol : §2(1-2):61-7

Sweensberg A, Toft AD, Schjerling P Halkjner-Knstensen |,
Pedersen BK. (2001). Plasma interleukin-6 during stre-
nuous exercise: role of epincphrine. Am | Physial Cell
Physiol 281(3):C1001-1004

o Sternfeld B, (1992), Cander and the protective effect of

physical azuivity: the epidemiological evidence. Med Sar
Sports Exerc. 240 1195-1209

Tonnesen B, Christensen M), and Pesdorien Bl (1987)
Nawural Kitler cell activity during comisol and adrenalime
infusien in healthe volunteers. Fur § Chn Ineesr 150 497503
Tvede X Pedersen BE, Handen FR Bendix T, Chnstensen
1D, Galbo H and Halkjrer-Kristensen | (1989). Effect af
phvialcal exercise oi blood mononiclear cell subpopula-
vons and 1 viteo proliferative responses. Seand. ). Immuns!
29: I51-3R0

49



Carol Leandro, Elizabeth do Nascimento, Raul Manh3es-de-Castro. José Alberto Duarte. Celia M. M. B. de-Castro

92. Tvede N, Steensberg ], Baslund B, Halkjaer-Kristensen |,
and Pedersen BK (1991). Cellular immunity in highly trai-
ned elite racing cyclist during periods of training with high
and low intensity. Scand ] Med Sci Sports1: 163-166

93. Tvede N, Kappel M, Halkjaer-Kristensen ], Galbo H, and
Pedersen BK. (1993). The effect of light, moderate and
severe bicycle exercise on lymphocyte subsets, natural and
lymphokine activated killer cells, lymphocyte proliferative
response and interleukina-2 production. Int J Sports med
14: 275-282

94, Tvede N, Kappel M, Krarlund K, Duhn'S,
Halkjaer-Kristensen J, Kjaer M, Galbo H. and Pedersen
BK. (1994) Tyides,on that the off_ 20 of Siovelzexercise on
blood monenuclear cell proliferative response and subsets
is mediated by epinephrine. Int J Sports med 15: 100-104

95, Ullum H, Haahr P31, Diasmant i, raime I Halkjaer-
Kristensen J, and Pedersen BK. (1994). Bycicle exercise
enhances plasma IL-6 but does not change IL-lalpha, IL-
Ibeta, IL-6, or TNF-alpha pre m-RNA in BMNC. J Apll
Physiol 77: 93-97

96. Van Den Bergh P, Rozing J, and Nagelkerken L. (1993).
Identification of two moieties of beta-endorphin with
opposing effects on rat T-cell proliferation. Immunology
79:18-23

97. Whiteside TL, and Herberman RB. (1989). The role of
natural killer cells in human disease. Clin Immunol
Immunophatol 53: 1-23

98. Woods JA, Davis JM, Mayer EP, Ghaffar A, Pate RR.
(1993). Exercise increases inflammatory macrophage anti-
tumor cytotoxicity, | Appl Physiol 75(2):879-86

99. Woods JA, Davis M, Kohut ML, Mayer EP, Ghaffar A, and
Pate RR. (1994). Effects of exercise on macrophage activa-
tion for andtumor cytotoxicity. J Appl Physiol 76: 2177-2185

100. Woods JA, Ceddia MA, Kozak C, Wolters BW (1997).
Effects of exercise on the macrophage MHC Il response to
inflammation. Int | Sports AMed 18(6):483-8

101. Woods JA (1999). Exercise and neuroendocrine modulation
of macrophage function. Int | Sports Med 20 (5): 322-327

102. Woods JA, Davis JM, Smith JA, Nieman DC (1999).
Exercise and cellular innate immune function. Med Sci
Sports Exerc. 31(1): 57-76

103. Woods ], Lu Q, Ceddia MA, Lowder T (2000). Special fea-
ture for the Olympics: effects of exercise on the immune
system: exercise-induced modulation of macrophage func-
tion. Int | Sports Med 21 §1:524-30

Fepwist w0 stigiees- e Ddngias o Degpacta 2003 -2 7= 5iRe=%0]



1 -PONTODE VISTA

PODE A GLUTAMINA MODULAR A IMUNIDADE?
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RESUMO:Dentre os diversos nutrientes pesquisados, denominados “imunomoduladores™ ou
“imunonutrientes”, lem-s¢ ressaltado o papel da glutaming, que é um aminodcido nilo essencial, sintetizado
pelo organismo em quantidades suficienics nos estados fisiologicos. Possui relevante parlicipacio em
numerosas vias metabalicas, sobretudo, as relacionadas com a homeostase orginica. Entretanto, estados
hipercatabdlicos, como o estresse, encontram-se associados ao aumento da demanda orginica de glutamina,
Mesta revisio, serfo discutidos o papel metabdlico da glutamina e as implicagoes de sua disponibilidade no
funcionamento das células imunes.

UNITERMOS: Glutamina; Imunidade; Imunonutriente.

INTRODUCAO

Proteinas shio o5 principais elementos plasticos que
compdem a célula, participando do seu crescimento, repara
e funcionamento. As proteinas sio formadas por seqii€nci-
as de aminodcidos. A deficiéncia ou falla de um deles, pode
limitar ou interramper a sintese da estrutura protéica. Al-
guns aminodcidos nio podem ser produzidos pelo corpo
ou o sdo em guantidades insuficicntes. Sdo denominados
“pssenciais”, fazendo-se necessdrio o seu suprimento. A
grande maioria dos outros aminodcidos pade ser sinletiza-
da a partir de intermedidrios metabdlicos, sendo por conse-
guinte, considerados “niio essenciais”. Alguns destes ain-
da sfio “condicionalmente essenciais™, em estados nos quais
a necessidade ultrapassa a sintese enddgena,

E importante a relagiio entre disponibilidade de
aminodcidos ou outros substratos metabdlicos, ¢ o bom
funcionamento do sistema de defesa do orpanismo. Esta-
dos hipercatabdlicos sdo observados durante o exetcicio

Considerdveis esforgos vém sendo realizados na identi-
ficagiio de substincias capazes de melhorar a resposta imu-
ne', os “imunonuirientes™. A imunonutri¢io constitui um
novo campo de investigagiio em nutrigio. Atualmente, lem
s¢ dado muita atengfio 4 influéneia dos imunonuirientes na
fase inflamatdria aguda, em particular, do trato intestinal,

O sistema imune 4 essencial 21 prevengdo e limitagio de
infeccoes, bem como em todo processo que envolva reparo
e recuperagio de injlrias®, Todavia, a adequada atividade ¢
fungdo imune depende do fornecimento apropriado de
substratos metabdlicos. Virios destes sfo derivados de
glicose e glutamina®. Sob condiges fisiologicas, a gltamina
¢ sintetizada pelo organismo em quantidades suficientes.
Contudo, no hipercatabolismo a glutamina é reconhecida
como aminodcido “condicionalmente essencial”, e tem des-
pertado interesse dos pesquisadores por sua capacidade
de interferir no funcionamento de componentes do sistema

exaustivo ou prolongado, nas pos-cirurgias, no transplante
de medula dssea e em outras situagdes de compromelimen-
to do estado fisiol6gico ou nutricional. Associados ao au-
mento catabdlico, ¢ relevante considerar a constantc ocor-
réncia de redugiio do funcionamento das células imunes' e,
por vezes, manifestagfio de quadro infeccioso™”.

imune**.

Assim, o ohjetive desta breve revisio é abordar aspec-
tos relevantes do metabolismo da glutamina associados &
homicostase, Serdo apresentadas evidéncias experimentais
que tratam da influéneia da glutamina sobre a fungdio
imune,
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Tecidos e metabolismo da glutamina:

A glutamina participa de numerosas vias metabalicas™,
sendo um aminodcido neutro produzido por diversos teci-
dos corporais, preferencialmente, miisculo esquelético, oé-
rebro, figado, rins®. Nestes tecidos, a sintese relaciona-se
dirctamente a presenga da glutamina sintctase, enzima
amplamente distribuida no organismo®”,

Ja a degradagiio da glutamina ocorre sobretudo nos
rins, figado, linfonodos, tate intestingl e leucdeitos, aos
quais, torna-se imprescinaivel a aglio da enzima
glutaminase. Intestino, figado, rins, ¢ tecidos linfiticos
utilizam glutamina em quantidades bastantes elevadas para
finalidades distintas,

O consumo de glutamina pelas células intestinais rela-
ciona-se tanto ao seu papel no metabolismo energético
como sua parlicipagio estrutural. Taxas de utilizagio da
glutamina, tio ou mais altas que a da glicose, ocorrem em
colondcitos®, Outrossim, células imunes, presentes na
mucosa intestinal (placa de Peyer), também utilizam
glutamina em elevadas quantidades®.

O figado, apesar de conter glutamina sintctase ¢
glutaminase, nio é grande i:rodumr ou consumidor de
glutamina. No hepatocito, a desaminagiio com formagio
de urdia parcce ser mais relevante”. O esqueleto carbénico
entdo liberado ¢ utilizado no fornecimento de energia (oxi-
dagfo via Ciclo de Krebs) ou transformado em outros com-
postos: lipidios, aminodcidos e, principalmente, glicose.
Portanto, no figado, o uso da glutamina relaciona-se so-
bretudo & sintese da uréia e da neoglicogénese. Este pro-
cesso, a partir da glulamina, parece ser tfio ou mais impor-
tante quanto aquele, a partir da alanina’®,

A utilizagio renal de elutamina relaciona-se diretamen-
te a0 hipercatabolismo!'. A metabolizagiio de grandes quan-
tidades de proteinas pode desencadear quadro de acidose,
um estimulo & protéalise. A redugdo do pH sangiiineo re-
sulta em sobreearga renal no tamponamento ¢ eliminagio
de ions H', com requerimento adicional de glutamina®®. No
rim, ¢ grupo amina da glutamina € removido e conjugado
aos ions hidropénios em excesso, os quais serfio elimina-
dos como ions aménio.

Excluindo -se a taurina, a glutamina € o aminodcido li-
vre mais abundante no masculo esquelético ¢ no plasma.
A concentragiio de glutamina é cerca de 19,5mM/ por peso
umido de musculo, € de 0.6mM/, no plasma de humanos
adultos. Visto que a maior parte da glutamina dietética (50%
ou mais) ¢ captada ¢ utilizada pelas células intestinais, a
manutcm;&n de suas taxas deve ser suprida pela produgio
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enddgena.

Hi ampla distribuigio da glutamina sintetase nos diver-
sos lecidos, Contudo, por constituir-se na maior parte da
massa corporal, o tecido musculzr contém a maior quantida-
de da enzima®. Assim, o misculo esquelético € o principal
dredo implicado na regulaco da sintese®, do estoque™ ¢ da
liberaciio de glutamina para a circulagio™". A manutengio
da concentragdo da glutamina no plasma ¢ dentro das célu-
las ¢ fungito do melabolisimo intramuscular,

A panticipagio ubiquitiria da glutaming no organismo ¢
forte indicio de sua importdncia funcional. Ressalie-se o pa-
pel regulador do misculo esquelético no “turnover™ da
glutamina. Demandas enerpéticas altas caracterizam-se por
alteragdes do metabolismo da glutamina ¢ por grandes re-
percussdes no misculo';

Estresse e glutamina

Freqiientemente, associam-se 45 siluagdes estressantes,
aumentos nas concentragbes de hormdnios “catabdlicos ou
do estresse” (ex.:CRH, ACTH, glicocorticdides,
catecolaminas, etc). A descargadesses horménios na eircu-
lagiio exacerba a neoglicopénese, causando degradagiio
protdica acompanhada de padrio especifico de liberagio de
aminodcidos para o sangue. Dos aminodcidos mobilizados
do meio intra para o ex*racelular, em resposta ao estresse, a
glutamina figura entre o5 primeiros . A mobilizagio da
glutamina provavelimente esti associnda d regulagiio que os
glicocorticdides parecem exercer sobre a alividade da
glutamina sintetase', e sobre o aumento da liberagio de
glutamina pelo masculo esquelético”. sdemais, o estresse
parece causar aumento da captagio da glutamina pelos rins,
fipado e intestino!]

Redugio da massa muscular, presenga de balango
muogcnadu ncgaly.ro ¢, por conseguinte, perda de peso,
sdo e\pfessaﬂ das mudangas ocasionadas pelo estresse no
merabolismo muscular, Intensa saida de glutamina
intramuscular para 0 meio extracelular pode levar a redugiio
dos estoques celulares e conseqiiente estimulo & protedlise’”,
Esta tem por objetivo restaurar a glutamina a partir da degra—
dagio de outros aminodcidos; sobretudo, os de cadeia
ramificada (leucina, isoleucina e valina)''*. Outrossim, na
atividade muscular intensa, a leucina, isoleucina, valina,
glutamate, aspartato ¢ asparagina siio utilizados ou para oxi-
dagiio, ou para formagiio de intermediirios do ciclo de Krebs,
ou para a sintese de glutamina ou alanina,

Paralelo ao efluxo de glutamina do misculo esquelético
para a circulagdio ¢ ao seu maior transporte para orgdos
viscerais, observa-se a diminui¢iio dos seus niveis



plasmaticos’ ¢ incremento da susceptibilidade dinfecgbes.
Portanto. as mudangas metabolicas ocorridas no estresse,
parecem possuir estreitas relagdes com o metabolismo da
glutamina no miusculo ¢ com a fungdo do sistema imune.
Newsholme!'” reporta que, no estresse, qualquer diminui-
¢iio da disponibilidade de glutaming para as eélulas imuncs
pode explicar em parte o estado de imunossupressio.

Elos entre s alutamin ¢ eflulus do sistem:a imumne

O consumo da glutiming, para o5 diversos fins, por
linfocitos, macrdfagos, neutralilos, & 130 ou mais imporan-
te que o da plicose'”. Ensaios in vitre demonstraram que a
glutanminase possii alta atividade nos drgos linfgides™'",
Entretanto, apenas 25% oumenos da glutamina ¢ complet-
mente oxidada nestas células ' Portanto. a gluamina niio
¢ somente ulilizada na produciio de energia, Estudos in
vitro demonstraram que os principais catabolitos interme-
didrios da via oxidativa da glutamina, em linféeitos™ e
macrifagos, sdo o glutamato, aspartato, lactate, amonia,
alanina ¢ piruvato, Estas substincias exercem varindo pa-
pel funcional no organismo. A magnitude do consumo de
glutaming por linfacitos, macrafagos, neutrafilos™, reflele-
se namedida dos metabolitos finais e na atividade catalitica,
de enzimas-chave relacionadas ao metabolisme intracelular.

A metabolizagio da glutamina pelas eélulas imunes for-
nece substratos fundamentais na formagio de proteinas.
purinas. pirimidinas, glicosamina ¢ NAD+" Y, Esse fluxo
nas vias biossinéticas aumenta muito duranie a sintese de
DNA. RNA ¢ lipidios (losfolipidios. colesterol e
triglicerideos)’. Estas moléculas sio necessirias & forma-
¢do de nova membrana celular durante a atividade das célu-
las fagocitarias". de citocinas™ e de fnions superdxido’,

Hii uma relagiio direta entre concenttagiio de gltaming,
proliferagio de linfocitos T#'** ¢ taxa de fagocitose por
macrofagos?. A atividade enimatica™ e ataxa de utilizagio
da glutamina® mostraram-s¢ particularmente elevadas du-
mnte amitose em culiura de linfécitos do timo de ratos. Esta
proliferagio de linficitos T i viteo, avalinda pela medida
daincorporacdo de timiding radioativa ao DNA, € estimula-
da por adigio de mitégenos; geralmente, concanavalina A
ou fito-hemaglutining®. Concentragdes de glutaming na or-
dem de 0.6 a 1.00 mMA mostammese posiivamente relacio-
nadas com incremento da proliferagio de linfocitos em hue
manos’ ¢ em mios”™ . Na mesma ordem de concentragio da
glutaming. ocone lambém aumento mi 1axa de fazocitose
por macrdfagos peritonias murinos™ —*

A alta atividade da glutaminase, verificada em
macrdfaeos peritoneias'” ¢ neutrdfilos isolados de ratos, se
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relacionn provavelmente & fagocitose. secre¢iio de protel-
nas, citocinas ¢ restauragio da membrano celular <4, Ou-
trassim, i expressdo de varias moléeulas de superficie celu-
Inr ¢ de interagio entre células mosira-se dependente da
voncentmgio de glutaming no meio™ %, Assim, o fagocitose,
a deagranulagio ¢ o produgiio de citocinas por
newralilos™ *ou macrofagos® tambem mostram-se depen—
dentes da disponibilidade de glutamina'”,

Dentre as citocinas, mediadores quimicos entre as
celilas™, destaca-sc o fator de necrose tumoral (TNI) e as
interleucinas (1LY, (3 TNF possui diversas fungoes: age
mediando a imunidade natoral e adquirida; estimula o funci-
onamento de linfocitos T ¢ B: ativa neutrdfilos. monacitos
e muerdfigos: auto-regula a produgio de moléculns de su-
perficie, ¢ inicina producio de citocinas inflamatdring como
as 11-1 e 1L-6" Entre as interleucinas, a HL-1 também age
estimulando a proliferagdo ae linfocios Te B e regulandoa
liberagiio = outras citocings como 11.-2 ¢ IL-6, mediadoras
da resposta imunologica.

11 uma estreita relacio entre produgdio de citocinas e a
odulagie da lungio imune, sendo estas dependentes da
presengide plutaming, A adigio de glutaming & dieta au-
menia a produgiio por macréfagos do TNF-a. [L-1b e 1L-6™.
Contudo, a suplementagdo dictética de glutaming em ratos
o parece afetar 2 producio de IFN-g; 114 ¢ 1L-10, embora
haja expressio de r2ceptores para 11-2°,

A defesa do organismo conira agentes patogenos am-
bém depende da produgio de espéeies reativas de oxigénio
por neutrdfilos ¢ macrolfgos™. A sintese dos radicais-li-
vres de oxigenio parece relacionar-se a disponibilidade de
alutaming ¢ glicose™"”, Estes ions de oxigénio sio oxidantes,
microbicidas ¢ mediadores da infiamagio™. A NADPH
oxidase’ catalisa a reagio de produgiio de superdxido. ©
suprimento de MADPH. fundamental para a enzima’, deriva
da via pentose-fosfato ou da via da’ glutamina”. Durante
pinocitose ou fagoecitose. o esqueleto carbomico da ghcose
aly o dn glutmning, pode ser desviado para @ sintese de
lipidios. vin formagio de piruvato™; outrossim, pode ser
destingdo 4 sintese de citocinas, Isto pode comprometer a
formagiio de NADPH ¢, por conseguinte, as propriedades
microbicidas das eélulps fagocitirias'.

Nos ltimos anos, tem se acumulado evidéneias quu::
permiten entender o implicagio dos aminodcidos nas vari-
as vins membolicas. 1sto wem sobremaneira contribwido para
aplicabilidade werapéunca dos efeitos da suplementagio de
aminodacidos sobre a funedo do sistema imune na defesa di
organismda,
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Mascimento E, Manhies de Castro R, de Castro CMMB, Leandro CG. Can the glutamine modulate the
immunity? An. cac. Med, Univ. Fed, Pernamb. Recife, 46(1), p.67-70, 2001,

ABSTRACT:Among several researchied nutrients, the so-called “immunomodulatory™ or
“immunonutrients,”, the role of glutamine has been poinied out. The glutamine is an amino acid non-
essential, and it is synthesized in enough amounts by the organism in physiologic states. In addition, its
participation is important in numerous metabolic pathways, especially, that related with the organic
homeostase. However, hipercatabolic states, as the stress, are associated with the inerease of the glutamine
uptake. In this review, will be discussed the metabolic role of the glutamine and its implications on the

availability in the function of the immune cells.

KEYWORDS: Glutamine; lmmunity; Immunonutrient.
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