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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: 

- Aai!!!!!! 

Para sua surpresa escuta a voz se repetir, em algum lugar da montanha: 

- Aai!!!!!! 

Curioso, pergunta: - Quem é você? 

Recebe como resposta: - Quem é você? 

Contrariado, grita: - Seu covarde!!! 

Escuta como resposta: - Seu covarde!!! 

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

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

Então o pai grita em direção a montanha: - EU ADMIRO VOCÊ! 

A voz responde: - EU ADMIRO VOCÊ! 

De novo o homem grita: - VOCÊ É UM CAMPEÃO! 

A voz responde: - VOCÊ É UM CAMPEÃO! 

O garoto ficou espantado sem entender nada. 

Então o pai explica: 

As pessoas chamam isso de ECO, mas na verdade isso é a VIDA. 

Ela lhe dá de volta tudo o que você diz ou faz. 

Nossa vida é simplesmente o reflexo das nossas ações 

Se você que mais amor no mundo, crie mais amor no seu coração. 

Se você quer mais responsabilidade da sua equipe, desenvolva a sua responsabilidade. 

Se você quer mais tolerância das pessoas, seja mais tolerante. 

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

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

ela.

SUA VIDA NÃO É UMA COINCIDÊNCIA; 

SUA VIDA É A CONSEQ ÊNCIA DE VOCÊ MESMO!!! 

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

sobre parâmetros imunológicos de ratos submetidos ou não a estresse agudo na idade 

adulta. Foram avaliadas: eventuais alterações qualitativas e quantitativas nas séries 

vermelha e branca do sangue, a taxa de fagocitose e a liberação de radical superóxido em 

macrófagos alveolares. Animais jovens recebiam dietas suplementadas com L-glutamina ou 

com L-glicina  durante 10 dias prévios a realização dos estudos. Outro grupo foi submetido 

a treinamento de natação 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 

máximo de 3%. Após 24 horas do término do período de suplementação ou do treinamento, 

eram submetidos ou não a estresse agudo de contenção durante 40 minutos.. O estresse, a 

aplicação de programa controlado de treinamento moderado ou o emprego de 

suplementação com glutamina, não modificaram os níveis hematimétricos nos animais. 

Demonstrou-se que o estresse agudo reduz o número total de leucócitos periféricos com 

aumento no percentual de neutrófilos (p < 0,002) e eosinófilos(p < 0,02) e, redução de 

linfócitos (p < 0,001). Foi demonstrado que o estresse causa redução na taxa de fagocitose  

(p < 0,001) e na liberação de radicais superóxido (p < 0,001) por macrófagos. O modelo do 

treinamento evitou a redução de leucócitos periféricos (p<0,001) e diminuição da 

fagocitose (p<0,001) ocorrida após estresse, mas não alterou a liberação de superóxido. A 

suplementação com glutamina não induziu proteção à redução de leucócitos ou na taxa de 

fagocitose após o estresse e nem alterou a liberação de superóxido. 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 realização 

de exercícios moderados regulares fortalece algumas funções do sistema imune contra as 

reações adversas do estresse psicológico. Além disso indicam que mais estudos devem ser 

realizados para discernirem o real efeito de imunonutrientes como a glutamina, uma vez 

que  não foi detectada mudanças globais na imunidade ou proteção contra reações 

deletérias do estresse agudo em indivíduos sadios, mas, detectou-se efeitos específicos em 

subpopulações leucocitárias. 



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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1. INTRODUÇÃO 

1.1. Estresse e Imunidade  

A população adulta a partir de meados do século XX foi evidentemente marcada por 

uma mudança no estilo de vida associado a um incremento da ocorrência de doenças como 

hipertensão arterial, cardiopatias, distúrbio emocional e outras morbidades. O 

desenvolvimento dessas enfermidades tem sido associado a desequilíbrios homeostáticos. 

Uma vez rompido esse equilíbrio, o organismo pode utilizar mecanismos mais amplos de 

adaptação (MCEWEN, 1997).  

O estresse pode constituir um dos fenômenos de maior relevância na promoção do 

desequilíbrio homeostático, uma vez que o mesmo está associado a redução da atividade do  

sistema vigilante do corpo, o sistema imune (OTTAVIANI e FRANCESHI, 1996; 

GAILLARD, 1994) e não menos freqüente com o desencadeamento de algumas patologias  

supracitadas (MELLO  et. al., 2003; MARGIS et. al., 2003). 

Segundo Selye (1976), o estresse constitui uma resposta não específica do 

organismo a cada situação (GRAY, 1993). Esta é uma definição muito genérica para um 

fenômeno já bem conhecido e experimentado (GRAY, 1993). Ademais, parece haver mas 

ambigüidades semânticas fundamental, relacionadas ao fato de que o estresse tem dois 

lados intimamente associados, o estímulo e a resposta (OTTAVIANI e FRANCESCHI, 

1996). Realmente, estresse pode indicar estímulo, a resposta ao estímulo 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 condição resultante.  

De acordo com Selye (1976), estressores são estímulos que induzem mudanças na 

estrutura e composição química do corpo, enquanto estresse é a reação induzida pelos 



estressores (GRAY, 1993). Não obstante, muitos cientistas relutaram em aceitar o 

desmembramento arbitrário do estresse que consideram fenômeno unitário e indissociável. 

O estresse está associado a alterações anatomo-funcionais, nas quais muitas são de 

conseqüências desconhecidas. A totalidade destas alterações, segundo Selye (1946), é a 

Síndrome da Adaptação Geral (SAG). A SAG evolui em três estágios: inicialmente, a 

reação de alarme; em seguida, o estágio de resistência e, finalmente, o estágio de exaustão 

(OTTAVIANI e FRANCESCHI, 1996).  

Já está bem estabelecido que estressores atingem o encéfalo, particularmente, a 

região do hipotálamo e locus coeruleus, em recíproca inervação com várias regiões do 

sistema nervoso central (SNC) (MELLO et. al., 2003).  Deste ponto, há secreção de várias 

substâncias como pro-opiomelanocortina (POMC) e peptideos relacionados , GH, PRL, 

TSH, LH, FSH e peptideos derivados da pró-enceflaina (GAILLARD, 1994), que 

funcionam como sinais do sistema nervoso em resposta ao estresse, atuando principalmente 

via eixo HPA ou via ativação do sistema nervoso simpático (MELLO et. al., 2003; DE 

CASTRO et. al., 1999). A hipófise é o principal alvo das substâncias liberadas pelo 

hipotálamo (MELLO et. al., 2003). Em seqüência, hormônios hipofisários atuarão na 

tireóide (FORNER et. al., 1996), adrenal, (MCEWEN et. al., 1997), glândulas sexuais 

(GAILLARD, 1994; OTTAVIANI e FRANCESCHI, 199) timo e outros órgãos linfóides 

(GAILLARD et. al., 1994; DE CASTRO et. al., 1999). Indiscutivelmente, os órgãos 

linfóides (STEFANSKI et. al., 2003) e as células imunes (ELENKOV et. al., 1999;  

BRENNER et. al., 1998) constituem um alvo extremamente sensível aos mediadores 

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



As células do sistema imune parecem possuir receptores para opióides, adrenalina, 

cortisol, hormônio do crescimento e diversos outros mediadores envolvidos na reação 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 

et.al., 1999; GAILLARD, 1994). De forma idêntica, os diferentes tipos de células do 

sistema nervoso (neurônios, astrócitos e microgliócitos) também sintetizam citocinas e/ou 

respondem a elas (GAILLARD 1994;  DE CASTRO et.al., 1999).  Com base nestes 

pressupostos, admite-se que substâncias secretadas pelo sistema imune influenciem a 

funcionalidade de estruturas nervosas e o padrão de liberação hormonal. 

O efeito do estresse emocional sobre o sistema imune em humanos, é empiricamente 

bem conhecido, mas apenas “recentemente” vem sendo estudado de forma sistemática e 

científica. A maior evidência em favor de um envolvimento da “mente” na resposta imune 

ao estresse vem de estudos sobre o estresse emocional, psicológico e social (ELENKOV et. 

al., 1999; MELLO et. al., 2003; STEFANSK et. al., 2003).   

A complexidade do sistema imune e a interação entre os sistemas endócrino e nervoso 

permitem a observação de um padrão diverso de respostas imunes desencadeadas no 

estresse a partir de estímulos estressores. Assim, alguns parâmetros mostram-se 

aumentados enquanto outros reduzidos (DHABHAR, 2002; SILBERMAN et. al., 2004; 

CANNON, 1993) 

De modo similar às alterações observadas pelo estresse emocional sobre componentes 

imunes, o exercício físico intenso tem se mostrado como um modelo aplicável e 

reproduzível dessas alterações (PEDERSEN E HOFFMAN-GOETZ, 2000). E, segundo os 

mesmos autores, as mudanças provocadas por situações de estresse físico ou psicológico, 



desenvolvem respostas semelhantes sobre o funcionamento do sistema imune, culminando 

por vezes com o aparecimento de um quadro imunodepressivo. 

A associação entre exercício físico e imunidade, desperta o interesse de pesquisadores 

desde o início do século passado (CANNON, 1993). Postula-se que o exercício físico 

moderado (< 65% do VO2máx) esteja associado a incremento da imunidade enquanto que o 

exercício físico mais intenso (> 65% do VO2max) e prolongado (< 90 minutos) ou o treino 

excessivo parecem enfraquecê-la (PEDERSEN e HOFFAMAN-GOETZ, 2000; WOODS 

et. al., 1997).   

1.2. Exercício físico, estresse e imunidade 

Diferentes tipos e cargas de exercício físico podem provocar alterações distintas no 

sistema imune. Neste sentido, é importante conhecer como o exercício agudo (carga súbita 

de esforço), moderado (entre 50 a 65% do VO2 máx) ou intenso (acima de 65% do VO2 máx)

podem influenciar alguns parâmetros da imunidade tanto celular como humoral 

(CANNON, 1993; PYNE e GLEESON, 1998). 

Encontra-se bem definido que o exercício físico, enquanto modelo mensurável de 

indução de estresse, provoca alterações no sistema imunológico (ESPERSEN et. al., 1996; 

PEDERSEN e HOFFMAN-GOETZ, 2000; BRENNER, 1998). De fato, a ativação do 

sistema nervoso simpático durante a atividade física, estimula a produção e a liberação de 

“hormônios do estresse” (BRENNER et. al., 1998). Essa ativação, modulada via eixo 

hipotálamo-pituitária-adrenal (HPA), e sistema nervoso simpático (MELLO et al., 2003),  

parece possuir uma relação intrínseca com os componentes do sistema imune, não só pela 

presença de receptores hormonais em leucócitos, mas também pela relação anatômica 

observada entre os sistemas (GAILLARD, 1994).



As alterações transitórias causadas no sistema imune por uma súbita carga de 

exercício físico fazem parte do conjunto de respostas orgânicas agudas (ESPERSEN et. al. 

1996; MACKINON, 2000; ALI et. al., 2003). Embora a significância clínica dessas 

mudanças ainda não esteja totalmente estabelecida, constata-se que alguns parâmetros 

imunes são severamente afetados (NEWSHOLME, 1994; NIELSEN, 2003). Dentre os 

componentes do sistema imune alterados pelo exercício físico agudo, destacam-se as 

alterações no perfil de leucócitos circulantes (MCCARTHY et. al., 1991; ALI et. al., 2003), 

proliferação de linfócitos (PEDERSEN et. al., 1997; PEDERSEN e HOFFMAN-GOETZ, 

2000), atividade de células imunocompetentes (WOODS et. al., 1997; PEDERSEN et. al., 

1997) e mudanças na liberação de vários mediadores químicos (OSTROWSKI et. al. 1999). 

Os efeitos do exercício físico sobre o sistema imune são complexos e podem ser 

vistos como uma particularidade de uma área mais ampla que é a imunologia do esporte 

(PYNE e GLEESON, 1998). De fato, muitas das alterações imunes ocorridas no organismo 

durante o exercício agudo são comuns às encontradas em outras formas de estresse físico ou 

psicológico (ZAHOREC, 2001; SAKAMI et. al., 2003; SILBERMAN et. al., 2004). 

Durante e imediatamente a seguir a um exercício físico, ocorre a liberação de 

mediadores inflamatórios como citocinas, proteínas de fase aguda e ativação de leucócitos e 

do sistema complemento, (OSTROWSKI et. al., 1999; BRUUNSGARD et. al., 1997). 

Observa-se também aumento na concentração e na função das células Natural Killer, 

linfócitos T e B e na atividade fagocítica e citotóxica de monócitos/macrófagos (WOODS, 

1997; PEDERSEN et. al., 1989; TVEDE et. al., 1991). A magnitude e o direcionamento da 

resposta imune são temporários, e diretamente influenciados pela intensidade, duração, 

freqüência e tipo do esforço físico realizado (ESPERSEN et. al., 1996; MUJIKA et. al. 

1996; LEANDRO et.al., 2002).



Exercícios agudos intensos (>65% do VO2max,) por exemplo, provocam alterações 

metabólicas (redução da saturação da hemoglobina arterial e um aumento na temperatura 

corporal) e lesões musculares (STEWART e MCKENZIE, 2002; BRUUNSGARD et. al., 

1997).  A hipóxia aguda não só 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 lesões teciduais induzem a 

alterações na resposta imune com liberação de citocinas, em particular as interleucinas e o 

fator de necrose tumoral (TNF) (OSTROWSKI et. al., 1999; BRUUNSGARD et. al., 1997). 

Os exercícios intensos provocam neutrofilia, imediatamente e algumas horas após 

esforço (PEDERSEN et. al., 1997; MALM et. al., 1999; LEANDRO et. al., 2002). Este 

aumento é resultado da marginação de neutrófilos  ligados às células endoteliais vasculares 

(SUWANNEE et. al., 2002) e da medula óssea (mediado pelo cortisol) ou como parte da 

resposta inflamatória às lesões no tecido muscular (OSTROWSK et. al., 1999).

As respostas das sub-populações de linfócitos T a um exercício físico agudo são 

altamente estereotipadas (ENGLER et. al., 2004; PEDERSEN E HOFFAMAN-GOETZ, 

2000). Dependendo da intensidade do exercício físico, os linfócitos são recrutados de 

órgãos linfóides para a circulação (OTTAWAY e HUSBAND, 1994). Alguns estudos 

estabelecem que durante um exercício de altíssima intensidade (>90% do VO2máx) existe 

um aumento da contagem de linfócitos na circulação. Imediatamente após o exercício, esse 

aumento é cerca de 50% a 100% em relação ao valor basal (PEDERSEN e HOFFAMAN-

GOETZ, 2000).  No período de recuperação (30 minutos após o exercício), a contagem de 

linfócitos diminui de 30% a 50% abaixo dos níveis pré-exercício, (PEDERSEN e 

HOFFAMAN-GOETZ, 2000). A adrenalina, e em menor grau a noradrenalina, parecem ser 

responsáveis pelo efeito imediato do exercício no recrutamento das sub-populações de 



linfócitos (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 esforço 

(PEDERSEN et. al.,1997; MCCARTHY, 1991; BRENNER et. al., 1998).  

Os fagócitos mononucleares (monócitos e macrófagos) são importantes células 

efetoras, altamente regulados por outras células (linfócitos T e B) e por hormônios 

produzidos pelo sistema nervoso simpático e pelo eixo hipotálamo pituirária adrenal (HPA) 

(GAILLARD, 1994; ORTEGA et. al., 1997). Além de seu envolvimento na fagocitose e na 

atividade microbicida e anti-tumoral, os macrófagos manifestam uma função celular 

acessória como apresentadoras de antígenos, promovendo o desenvolvimento e cooperação 

da imunidade mediada por linfócitos (SUWANNEE et. al., 2002).  

As funções de monócitos/macrófagos parecem estar permeadas por controvérsias 

segundo o esforço físico seja agudo ou crônico, intenso ou moderado. Ambos efeitos de 

exercícios agudos, moderados e intensos, em várias espécies animais (humanos, ratos, 

porcos) têm demonstrado incremento na funcionalidade de macrófagos, incluindo 

quimiotaxia, aderência e atividade fagocítica e citotóxica (ORTEGA et. al., 1996b;

ORTEGA et. al., 1997) além da atividade anti-tumoral e produção de ânion superóxido 

(SUGIURA et. al., 2001). Por outro lado, foi verificado que o exercício físico extenuante 

induziu uma redução na capacidade de apresentação de antígenos (WOODS et. al., 1997). 

Assim, a hipótese do exercício ativar os macrófagos para função efetora e suprimir a função 

celular acessória, parece plausível. 

O exercício físico moderado, no entanto, está associado a efeitos de menor 

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



seu término, e uma menor linfopenia, no período de recuperação (CANNON, 1993; 

MACKINNON, 2000).  

 Os efeitos do treinamento crônico sobre o sistema imune são bem menos conhecidos 

e de difícil aquisição (PEDERSEN e HOFFAMAN-GOETZ, 2000). A atividade de 

linfócitos natural killer (NK) tem se mostrado controversa entre os estudos. Alguns 

demonstram incremento da função destas células (NIEMAN et. al., 1993; NIEMAN et. al., 

1995a), enquanto outros não observam efeito similar (NIEMAN et. al. 1995b; TVEDE et. 

al., 1991) ou mesmo decréscimo da função de células NK (PEDERSEN et. al., 1989). 

Questiona-se diante das diversidades de resultados, o período de tempo que se mensurou a 

atividade celular, o tipo de exercício, a intensidade e a duração do mesmo.

 A proliferação de linfócitos tem sido relatada por aumento, ou ainda pouco ou 

nenhum efeito (MACKINNON, 2000; PEDERSEN e HOFFAMAN-GOETZ, 2000) a 

seguir ao exercício. De modo análogo, os níveis de imunoglobulinas e anticorpos na 

mucosa mostram padrão comparável aos encontrados para linfócitos (MACKINNON, 

2000; PYNE e GLEESON, 1998). Na função de neutrófilos, alguns estudos mostram-na 

suprimidos (MALM, 1999) ou sem influência (NIEMAN, et. al., 1995a).

 A evidência que o treinamento físico moderado pode atenuar o efeito do estresse 

sobre os componentes do sistema imune, está embasada na diminuição da concentração de 

cortisol no plasma, modulação do número de receptores hormonais nas células imunes 

(MUJIKA et. al.,1996; BRENNER et. al., 1998), a liberação e ação de outros hormônios 

como prolactina, opióides e triiodotironina (ORTEGA et. al., 1996ª; ORTEGA et. al., 1996b

ORTEGA et. al., 1996c)  e o aumento do mecanismo de defesa antioxidante 

(FEHRENBACH e NORTHOFF, 2001; CAMPISI et. al., 2003). Porém, os mecanismos 

subjacentes a estas alterações ainda não estão totalmente elucidados. 



Portanto, a diferença de resultados e opiniões acerca do exercício físico na modulação 

da função imune advém do uso de diversos tipos e protocolos de esforço físico realizado, da 

complexidade do sistema imune, dos mecanismos de infecção e virulência para cada 

patógeno, do estado físico, emocional e nutricional de cada indivíduo. 

1.3. Glutamina, estresse e imunidade. 

A glutamina é um aminoácido não essencial, sintetizado por diversos tecidos como o 

fígado, tecido adiposo, pulmão e tecido muscular esquelético (CALDER E YAQOOB, 

1999; NASCIMENTO et. al., 2001). Sob condições fisiológicas normais, sua síntese 

endógena é suficiente para manter as concentrações plasmáticas e as demandas orgânicas 

em níveis adequados (CALDER E YAQOOB, 1999; WALSH et. al., 1998a) Contudo, 

situações de estresse têm demonstrado que seus níveis séricos em geral, encontram-se 

reduzidos e que esta redução parece estar diretamente associada a diminuição de várias 

funções imunes (OEHLER et. al., 2002; MANHART et., al., 2001;  NEWSHOLME, 2001; 

WALSH et. al., 1998b ).

Dos aminoácidos mobilizados do meio intra para o extracelular, em resposta ao 

estresse, a glutamina figura entre os primeiros (WALSH et al., 1998a). A mobilização da 

glutamina provavelmente está associada à regulação que os glicocorticóides parecem 

exercer sobre a atividade da glutamina sintetase e sobre o aumento da liberação de 

glutamina pelo músculo esquelético (MUHLBACHER et. al. 1984). Além disso, o estresse 

parece causar aumento da captação da glutamina pelo fígado, rins e intestino (SOUBA et. 

al. 1990; NASCIMENTO et.al., 2001). O incremento no metabolismo da glutamina durante 

situações de estresse possui profunda associação com o aumento da proteólise muscular e 

manutenção do equilíbrio ácido-básico (WALSH et. al. 1998a; MAX et. al. 1988). O 



aumento catabólico promove aumento na liberação de nitrogênio via desaminação e 

transaminação, com incorporação deste ao oxoglutarato ou glutamato, com formação de 

glutamina (GARCIA JÚNIOR et. al., 2000). Neste contexto, ocorre maior liberação 

muscular deste aminoácido que atua como carreador de amônia para o fígado, para a síntese 

de uréia ou para a via neoglicogênica (PERRIELO et. al., 1995). O estado de acidose 

crônica leva o fluxo do aminoácido para o rim e, proporciona a formação de sais de amônio 

(HWANG e CURTHOYS, 1991). A eliminação dos sais de amônia leva a redução do 

excesso de íons hidrogênio, e, portanto, manutenção do equilíbrio ácido-básico (HWANG 

E CURTHOYS, 1991).         

Portanto, estados estressantes ou catabólicos associam-se ao aumento do efluxo de 

glutamina muscular para a circulação, maior transporte para órgãos viscerais (GARCIA 

JÚNIOR et. al., 2000; WALSH et. al., 1998a; PERRIELO et. al., 1995) e 

concomitantemente, diminuição dos seus níveis plasmáticos (NEWSHOLME et. al., 1988; 

NEWSHOLME, 2001). Portanto, as mudanças metabólicas ocorridas no estresse, parecem 

possuir profundas relações com o metabolismo da glutamina no músculo e com a 

integridade das células imunocompetentes. Newsholme (2001) reporta que no estresse, 

qualquer diminuição da disponibilidade de glutamina para as células imunes, pode explicar 

em parte o estado de imunosupressão. 

O trato intestinal é um importante utilizador de glutamina, seja de origem dietética 

ou endógena (SOUBA et. al., 1990). Estudos indicam que no estresse a glutamina pode ser 

fundamental para a estrutura e função da mucosa intestinal (GIANNOTTI et. al.,1995) 

Atribuí-se parte dessa necessidade ao incremento de sua utilização como substrato 

respiratório em detrimento do menor uso de glicose (NASCIMENTO et.al., 2001). Em 

adição, este aminoácido é precursor essencial para a síntese de purinas e pirimidinas 



(ARDAWI e NEWSHOLME, 1984; CURI et. al., 1999), e de enzimas em enterócitos. 

(NEWSHOLME et. al., 1987). 

O consumo da glutamina, para os diversos fins, por linfócitos, macrófagos, 

neutrófilos, é tão ou mais importante que o da glicose (NEWSHOLME et. al.,1987; 

ARDAWI, 1988). Ensaios in vitro demonstraram que a glutaminase possui alta atividade 

nos órgãos linfóides (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 não é somente 

utilizada na produção de energia. 

A metabolização da glutamina pelas células imunes fornece substratos fundamentais 

na formação de proteínas, purinas, pirimidinas, glicosamina e NAD+ (ARDAWI, 1988; 

CURI et. al., 1999). Esse fluxo nas vias biossintéticas aumenta muito durante a síntese de 

DNA, RNA e lipídios (fosfolipídios, colesterol e triglicerídeos) (CURI et. al., 1998). Estas 

moléculas são necessárias à formação de nova membrana celular durante a atividade das 

células fagocitárias (NEWSHOLME et. al., 1987; CURI et. al., 1999), de citocinas 

(WELLS et. al., 1999; YAQOOB e CALDER, 1998) e de radicais peróxidos (PITHON-

CURI et. al., 2002a PITHON-CURI et. al., 2002b).

Há uma relação direta entre concentração de glutamina, proliferação de linfócitos T

(KEW et. al,. 1999; YAQOOB E CALDER, 1997) e taxa de fagocitose por macrófagos 

(CURI et. al., 1999; PARRY-BILLINGS et. al., 1990). A atividade enzimática e a taxa de 

utilização da glutamina mostraram-se particularmente elevadas durante a mitose em cultura 

de linfócitos do timo de ratos (YAQOOB E CALDER, 1997; NEWSHOLME et. al.,1987). 

Esta proliferação de linfócitos T in vitro, avaliada pela medida da incorporação de timidina 

radioativa ao DNA, é estimulada por adição de mitógenos; geralmente, concanavalina A ou 



fitohemaglutinina (BRAND, 1985; ARDAWI, 1988). Concentrações de glutamina na 

ordem de 0,6 a 1,00 mM/l mostraram-se positivamente relacionadas com incremento da 

proliferação de linfócitos em humanos (PARRY-BILLLINGS et. al.,1990) e em ratos 

(YAQOOB E CALDER, 1997; KEW et. al.,1999). Em ordem similar de concentração da 

glutamina, ocorre também aumento na taxa de fagocitose por macrófagos peritoniais 

murinos (WELLS et. al., 1999). Assim, a fagocitose, a degranulação e a produção de 

citocinas por neutrófilos ou macrófagos mostram-se dependentes da disponibilidade de 

glutamina. 

Há uma estreita relação entre produção de citocinas e a modulação da função imune, 

sendo estas dependentes da presença de glutamina. A adição de glutamina à dieta  aumenta 

a produção por macrófagos do TNF- , IL-1  e IL-6 (WELLS et.al., 1999). Contudo, a 

suplementação dietética de glutamina em ratos não parece afetar a produção de IFN- ; IL-4 

e IL-10, embora incremente a expressão de receptores para IL-2 (KEW et. al., 1999).  

A defesa do organismo contra agentes patógenos também depende da produção de 

espécies de oxigênio reativo por fagócitos (CURI et. al.,1998; PITHON-CURI, 2002a).A

síntese dos radicais-livres de oxigênio parece relacionar-se à disponibilidade de glutamina e 

glicose (GARCIA et. al., 1998; WALSH et. al., 1998a). Estes íons de oxigênio são 

oxidantes, microbicidas e mediadores da inflamação (MANHART et. al., 1998). A NADPH 

oxidase  catalisa a reação de produção de superóxido (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, 2002b). Durante pinocitose ou fagocitose, o 

esqueleto carbônico da glicose ou o da glutamina, pode ser desviado para a síntese de 

lipídios, via formação de piruvato (CURI et. al. 1999); outrossim, pode ser destinado à 



síntese de citocinas. Isto pode comprometer a formação de NADPH e, por conseguinte, as 

propriedades microbicidas das células fagocitárias (CURI et. al., 1998).

 A partir dos achados acerca do metabolismo da glutamina nas células do sistema 

imune, tem-se destacado nas áreas de nutrição e imunidade, referências 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) têm fornecido suporte para o uso da glutamina como 

“imunonutriente” para prevenir ou tratar infecções durante estados de imunossupressão. No 

entanto, ainda permanece sob debate entre os pesquisadores qual a quantidade de glutamina 

ministrada, qual a via de administração que produz melhor efeito, que período de 

suplementação deve ser aconselhável e quais os parâmetros imunes mensurados que 

traduzem maior incremento do sistema imunológico.  

Em adição, seu uso como suplemento sobre as taxas de infecção ou na função imunes 

de indivíduos saudáveis são ainda mais controversos. Uma das populações mais estudadas 

são os atletas, visto que estes freqüentemente encontram-se associados a estados de 

“overreachig” ou “overtraining”, (WALSH et. al., 1998b) redução da concentração de 

glutamina plasmática após realização de variadas séries de exercício físico (ROHDE et. al. 

1998) e aumento da susceptibilidade à infecções (WALSH et. al. 1998b ).  

Rohde et. al., 1998, demonstraram que suplementar atleta após exercício físico a 75% 

do VO2máx abolia a redução da concentração plasmática de glutamina mas não surtia efeito 



no declínio da atividade de células NK, no número de linfócitos circulantes ou na resposta 

proliferativa quando estimulados com fitohemaglutinina.  

Porém, CASTELL E NEWSHOLME (1997) forneceram importantes evidências 

acerca do efeito profilático da suplementação de glutamina oral sobre a ocorrência de 

infecções em atletas. Do total de corredores de maratona e ultramaratona que receberam 

suplementação com glutamina, 81% dos atletas não apresentaram sintomas de infecção do 

trato respiratório enquanto no grupo placebo, apenas 49% não reportou sintomas de 

infecções. 

Apesar dos resultados obtidos nos diversos estudos supracitados, as críticas acerca da 

glutamina com agente imunomodulador permanecem permeadas de intensos debates.  Estas 

críticas advêm do fato de que o uso de fórmulas suplementares contendo outros nutrientes 

pode exercer ação sinérgica ou antagônica ao efeito esperado para o nutriente. Em adição, 

argumenta-se acerca dos parâmetros imunes e do tempo em que foram mensurados e o 

estado nutricional e emocional prévio do indivíduo. Portanto, a partir dos aspectos 

abordados sobre o exercício físico e o papel modulador da glutamina na função 

imunológica, este estudo propõe-se a verificar o efeito da suplementação com glutamina e 

do treinamento físico sobre perfis imunológicos de animais que serão ou não submetidos a 

estresse agudo de contenção. 





2 – JUSTIFICATIVA 

 O estresse é uma das principais preocupações atuais como fator de risco para as 

mais diversas patologias da vida moderna, podendo induzir a imunodepressão e, por 

conseguinte, a maior susceptibilidade a doenças. Igualmente, a procura de estratégias que 

minimizem ou evitem as conseqüências do estresse na homeostase orgânica, em particular, 

sobre o funcionamento do sistema imune tem constituído interesse de pesquisa em diversas 

áreas correlatas como a medicina esportiva, a imunologia, e a nutrição. 

A relação entre exercício físico e predisposição a doenças ou benefícios na 

resistência a infecções vem sendo especulado desde 1920 (CANNON, 1993). Porém, a 

versatilidade das atividades esportivas constitui fator de difícil controle na mensuração de 

seus efeitos benéficos ou adversos sobre parâmetros imunes. Atualmente já se tem bem 

estabelecido diversos efeitos sobre as células imunes decorrentes do exercício agudo 

segundo sua intensidade e duração. No entanto, os efeitos proporcionados pelo exercício 

crônico e sistemático ainda são menos conclusivos, mas supõe-se que este possa trazer 

benefícios para a atividade do sistema imune. É portanto uma área que merece intensa 

pesquisa. A glutamina como aminoácido não essencial, vem sendo advogado como 

imunonutriente desde a demonstração de sua importância para proliferação de linfócitos e 

outras funções das células imunocompetentes (ARDAWI NEWSHOLME, 1984). E de 

forma mais recente, seu uso vem sendo recomendado como fortalecedor do sistema imune 

para indivíduos imunodeprimidos (CALDER, 2000) ou submetidos a condições 

estressantes (CASTEL E NEWSHOLME, 1997). Portanto, a realização de estudos que 

procurem identificar fatores que contribuam para melhorar a atividade do sistema 

imunológico ou ainda que o protejam das eventuais conseqüências perniciosas advindas dos 

estados de estresse, podem trazer valiosas contribuições na aplicação de estratégias, tanto 

nutricionais como na área de educação física, de intervenção clínica ou epidemiológica. 





3 - HIPÓTESES 

O estresse agudo de contenção em ratos adultos promove: 

Redução do número total de leucócitos circulantes 

Redução da taxa de fagocitose e da liberação de radical superóxido por 

macrófagos alveolares 

O treinamento físico moderado de natação em ratos adultos promove: 

Nenhuma alteração sobre a série vermelha e branca do sangue 

Proteção à redução de leucócitos ocorrida após estresse agudo 

Aumento da taxa de fagocitose e da produção de radicais superóxido por 

macrófagos alveolares 

A suplementação de glutamina em ratos adultos  promove: 

Nenhuma alteração sobre a série vermelha e branca do sangue 

Proteção à redução de leucócitos ocorrida após estresse agudo 

Aumento da taxa de fagocitose por macrófagos e da produção de radicais 

superóxido por macrófagos alveolares. 





4 - OBJETIVOS 

4. OBJETIVOS 

4.1 - Geral 

Investigar os efeitos do treinamento físico moderado e da suplementação com 

glutamina sobre parâmetros imunológicos em ratos submetidos ou não a estresse 

agudo na idade adulta. 

4.2 - Específicos 

Avaliar em ratos treinados ou não, suplementados ou não, estressados ou não: 

Alterações qualitativas e quantitativas nas séries vermelha e branca do sangue; 

A taxa de fagocitose por macrófagos alveolares; 

A liberação de radical superóxido em macrófagos alveolares; 





5 – METODOLOGIA 

Esta pesquisa teve a aprovação prévia do Comitê de Ética em Experimentação 

Animal (Anexo-1)

5.1. Delineamento Experimental 

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

de criação do Departamento de Nutrição da Universidade Federal de Pernambuco. Os 

animais criados em biotério sob temperatura de 23  20C e ciclo claro/escuro de 12 horas 

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

animais) recebendo ração de manutenção (LABINA) (ver Tabela 1) e água ad libitum 

durante todo o período do experimento.  

Tabela 1. Composição da dieta padrão LABINA (Purina do Brasil), utilizada na 

alimentação dos animais. 

ENRIQUECIMENTO *

 (Kg de ração) 

ENRIQUECIMENTO *

 (Kg de ração) 

NÍVEIS DE GARANTIA *

(%) 

Vitamina A 20000UI Piridoxina 6mg 
Umidade  (máx) 13 

Vitamina D3 6000UI 0,1mg Proteína  (mín)  23 

Vitamina E 30UI 

Biotina  
Colina 

2000 mg Extrato Etéreo (mín) 2.5% 

Vitamina K 6mg 50 mg Matéria Fibrosa (máx)  9.0 

Vitamina B12 10�g

Manganês 
Iodo 

2 mg Matéria Mineral (máx) 8.0 

Vitamina B2 8mg Ferro 65 mg Cálcio (máx) 1.8 

Pantotenato de 
Cálcio

24mg Zinco 35 mg Fósforo 
(mín) 

Niacina 95mg Cobre 26 mg   

Tiamina 4mg Antioxidante 100 mg   

Ácido Fólico 0.5mg     
*Composição da dieta segundo Purina do Brasil 



5.2. Grupos Experimentais 

Os animais destinados à manipulação nutricional, eram mantidos em gaiolas 

coletivas, sem se submeterem a nenhuma intervenção até a idade de 85/90 dias de vida. 

Após esse período, dava-se inicio aos estudos com ou sem aplicação do estresse. 

Animais destinados à manipulação do treinamento físico, após a idade de 60/65 dias 

de vida, eram subdivididos para realizarem treinamento de natação até 24 horas anteriores a 

inicialização dos estudos com ou sem aplicação do estresse. 

Os grupos assim formados foram: controle, estresse, treino, treino/estresse, 

glutamina, glutamina/estresse (Quadro 1). 

Quadro 1 - Organograma Geral da distribuição dos grupos  

5.2.1.Segundo a manipulação nutricional 

Administração via intraperitonial (v. ip.)  de L-Glutamina 

Entre 85 e 90 dias de idade, os grupos foram divididos segundo tenham ou não 

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) diluído 

Grupos

Controle  Estresse GlutaminaTreino 

Meio 
aquáico 

Glicina Meio
aquático

Glicina  Glutamina/e
stressse

Treino/ 
estresse 



em água destilada,durante 10 dias consecutivos. A utilização do período de 10 dias de 

suplementação embasa-se em estudos prévios como o de Manhart et. al. 2001 e Ikeda et. 

al., 2003. Para os animais controle, foi administrado o aminoácido 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 balanço nitrogenado ( dietas isonitrogenadas). 

A opção da dosagem de glutamina acima referida teve como base as quantidades 

utilizadas por Castell e Newsholme (1997) em atletas sadios após exercício físico agudo. 

5.2.2.Treinamento físico moderado 

Os grupos que realizaram treinamento físico moderado (natação), tiveram tempo de 

esforço físico determinado em 45 min/dia e sobrecarga de até 3% do peso corporal, com 

características de exercício moderado segundo Gobatto et. al., 2001. A sobrecarga aplicada 

foi presa por uma liga à cauda do animal (figura 4). Utilizou-se um “tanque de natação”, 

com capacidade de 100 litros e sistema de aquecimento dotado de termostato, para manter a 

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

Fig 1- Aminoácido glutamina (GLN) Fig 2- Aminoácido glicina (GLI) 



O protocolo de treinamento incluiu uma semana de adaptação ao esforço e 5 semanas 

subseqüentes de exercício de natação. Essa adaptação incluiu o aumento progressivo do 

tempo de natação durante 5 dias sem sobrecarga (1o dia=10 min, 2o dia=20 min; 3o dia=30 

min; 4o dia=40 min e 5o dia=45 min). Após o período de adaptação, os animais foram 

submetidos ao treinamento aquático (figura 5) nadando 45 min/dia, cinco dias por semana, 

com incremento da intensidade do esforço (sobrecarga progressiva segundo o peso corporal 

-1a semana=1%; 2a semana=2%; 3a semana=2%; 4a semana=3% e 5a semana=3%) durante 

cinco semanas consecutivas.  

Para controle do estresse aquático, animais controles foram submetidos ao meio 

aquático em uma cuba com água com ±10 cm de profundidade (figura 6) por período de 

tempo igual ao dos animais que realizaram treinamento físico (45 min/dia, cinco dias por 

semana, durante cinco semanas). Para controle do estresse térmico, todos os animais após 

saírem da água, permaneciam por cerca de cinco a oito minutos em câmara de aquecimento 

(figura 7). 

Figura 3B- “ Tanque de 
natação” (visão interna) 

Figura 3A- “ Tanque de 
natação” (visão externa) 



5.2.3. Segundo o estado fisiológico

Após o término da suplementação ou do treinamento de natação, cada grupo 

experimental, era subdividido em animais submetidos ou não a estresse agudo por 

contenção. Para obtenção de estresse agudo, os animais foram colocados em cilindros de 

plástico PVC, com dimensões de 20 cm de comprimento e 8 cm de diâmetro, no qual se 

encaixa em duas outras partes anexas (figura 8), formando um tubo que o mantinha contido 

durante 40 minutos.  

Fig 6- Ratos no controle de 
estresse aquático Fig 7- Ratos em aquecimento pós-treino 

Fig 5- Rato em treinamento de natação 

Fig 8 - Cilindro de contenção do 
animal 

Fig 4- Colocação de sobrepeso na cauda 



5.3. Parâmetros Hematológicos: 

 Imediatamente após o estresse, procedia-se ou a coleta de sangue periférico (figura 

9A e 9B) ou aos procedimentos necessários 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 

câmara contendo algodão embebido em éter anestésico (Merck) até que fosse percebido o 

efeito anestésico. Uma vez anestesiado, o animal era retirado da câmara, realizando-se, em 

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

As amostras de sangue então coletadas, eram distribuídas em tubos de ensaio. Para 

determinações de índices hematimétricos: hemoglobina, hematócrito, número total de 

hemácias e análise do leucograma (contagens total e diferencial de leucócitos), era extraído 

0,5 ml de sangue e depositado em tubo de 5 ml previamente acrescido de uma gota (20 

microlitros) de anticoagulante (EDTA - ácido 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: 

Figura 9B – obtenção do sangue 
periférico Figura 9 A – coleta do sangue periférico 



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 serão descritos os procedimentos específicos para determinação de cada 

estudo. 

5.3.2. Análise da série vermelha – hemácias, hemoglobina e  hematócrito  

Encontra-se disposto no quadro abaixo(Quadro 2) a respectiva distribuição de animais e 

grupos formados para análise da série vermelha do sangue. 

Quadro 2- Organograma referente à distribuição dos animais por grupo, para contagem da 

série vermelha 

5.3.2.1. Contagem total de hemácias 

Esse método consiste na determinação do número de hemácias por 1mm3 de sangue 

(LIMA et. al, 2001). 

Para a contagem das hemácias, foi usada uma solução de PBS (Tampão fosfato de 

sódio) a 0,01M com pH=7.02, para manter a integridade das hemácias e, ao mesmo tempo, 

possibilitar a diluição para quantificação das mesmas.  

As hemácias eram contadas à microscopia (Microscópio óptico, utilizando-se uma 

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

GRUPOS
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N= 15 
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N=17
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N=18
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N=15
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N= 12 
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N=15 



PBS a 0,01M com pH=7.02, na proporção de 1:200 em uma câmara de volume conhecido 

(hemocitômetro ou Câmara de Neubauer - fig. 10) 

Para o cálculo foi utilizada a seguinte fórmula: Hm x 5 X 200 x 10, onde: 

Hm = número total de hemácias contadas (em 1/5 de mm2)

5 = fator de conversão para 1 mm2

200 = fator de conversão da diluição utilizada 

10 = fator de conversão para 1mm3 (profundidade da lâmina)  

O resultado era obtido em número de células / ml ou mm3 de sangue.

Onde:

n: número de eritrócitos contados nos cinco campos hachurados (figura 10) 

5: fator de conversão para 1mm2

200: fator de conversão da diluição utilizada 

10: fator de conversão para 1mm3

Fig 10- Hemocitômetro ou Câmara de 
Neubauer para contagem de hemácias   



5.3.2.2. Determinação de Hemoglobina  

Para a determinação dos valores de hemoglobina foi utilizado o método da 

cianometemoglobina. O princípio da técnica consiste em: extrusão da hemoglobina através 

da lise dos eritrócitos com solução hipotônica; formação do produto colorido 

cianometemoglobina, a partir da reação da hemoglobina com cianetos. A concentração da 

cianometemoglobina é proporcional a presença de hemoglobina; sendo, através da 

intensidade da cor (alaranjado), inferida por espectometria (HAINLINE, 1958). 

Assim, imediatamente após a coleta, utilizando-se pipeta automática, eram retiradas 

amostras de 20 l de sangue em duplicata para a dosagem de hemoglobina. Cada amostra de 

sangue era colocada em tubo âmbar já contendo 5 ml da solução reagente (constituída de 

9,43 mmoles de bicarbonato de sódio; 0,77 mmoles de cianureto de potássio; 0,61mmoles 

de ferrocianeto de potássio). O composto formado era homogeneizado e, posteriormente, 

mantido em repouso à temperatura ambiente por 10 minutos para permitir a formação de 

cianometemoglobina.  Em seguida, eram realizadas as leituras de absorbância (DO) das 

amostras em espectrofotômetro Beckman DU-62, com filtro de 540 nm. A concentração de 

hemoglobina (Hb) em g/100ml foi obtida aplicando-se a seguinte fórmula: Hb = DO da 

amostra x FC (fator de calibração).

5.3.2.3. Determinação de Hematócrito 

 Os valores de hematócrito foram determinados pela técnica de micro-hematócrito. 

Esta consiste em determinar, em percentagem, a concentração de eritrócitos em um 

determinado volume de sangue não coagulado, mediante centrifugação 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 diâmetro, 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 então fluía 

por gravidade para o referido tubo até atingir sua marca. Em seguida, com o dedo 

indicador, o microcapilar era obturado para que o sangue não 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 separação do soro e das células 

vermelhas. Posteriormente, o microcapilar era centrifugado em centrífuga para micro-

hematócrito (Micro-capillary centrifuge, modelo MB - IEC) à uma velocidade de 3000 rpm 

durante 4 minutos.  

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

em leitor de microcapilar (International Microcapillary Reader - IEC)  

5.4. Análise da série branca – Leucograma 

Encontra-se disposto no quadro ( Quadro 3) abaixo, os respectivos grupos formados para 

contagem total e diferencial de leucócitos. 

Quadro 3- Organograma referente à distribuição dos animais por grupos, para contagem da 

série branca 
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5.4.1. Contagem total de leucócitos 

Para contagem dos leucócitos era utilizada uma solução diluidora de leucócitos 

(solução de TURK). A solução de TURK consiste de ácido acético a 3% com a propriedade 

de destruir os eritrócitos e corar ligeiramente o núcleo dos leucócitos (LIMA et al., 2001). 

Os leucócitos eram contados à microscopia (Microscópio óptico, utilizando-se uma 

lente de aumento de 40x) de uma amostra de sangue cuidadosamente diluída: 1:20 em 

solução de Turk, em uma câmara de volume conhecido (campo de hemocitômetro em 

Câmara de Neubauer). Em seguida, fazia-se a contagem de todos os leucócitos encontrados 

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

 O resultado era obtido utilizando-se a seguinte fórmula:  

Leucócitos / mm3 de sangue = 

Onde:

 Lc = número total de leucócitos contados em 4 de mm2

4 = fator de conversão para 1 mm3

20 = fator de conversão da diluição utilizada 

10 = fator de conversão para 1mm3 (profundidade da lâmina)  

Onde:

n: número de leucócitos contados nos 4 campos marcados em L 

 4: fator de conversão para 1mm2

20: fator de conversão da diluição utilizada 

Lc. x 20 x 10 

          4 



5.4.2. Contagem diferencial de leucócitos 

A contagem diferencial de leucócitos era realizada, utilizando-se a técnica do 

estiraço sangüíneo. Esta técnica permite que os elementos celulares do sangue espalhado 

em camada único sobre a superfície de uma lâmina, quando fixados e tratados por corantes 

especiais, adquiram morfologia e coloração adequadas para o estudo microscópico 

detalhado e preciso (LIMA et. al, 2001). 

O preparo do estiraço consiste em colocar uma pequena gota de sangue sobre uma 

lâmina e com a ajuda de uma outra com inclinação de 450 em relação à primeira, aproximá-

la da gota, permitindo que o sangue toque e espalhe-se pelo vértice do ângulo. Em seguida, 

deslizá-la com um movimento uniforme e para frente, mantendo a mesma angulação e o 

contato inicial entre as duas lâminas. Assim, a gota de sangue é distendida, formando uma 

película.  

Para a coloração do esfregaço foi utilizado o kit Panótico Rápido LB – Laborclin 

Ltda. Este se baseia no método de coloração May-Grünwald-Giemsa e constitui um sistema 

de coloração diferencial dos elementos figurados do sangue, onde as estruturas celulares se 

coram nas mais diversos nuances entre o vermelho e o azul, permitindo a identificação e a 

diferenciação entre elas. O kit consiste de uma solução fixadora e duas soluções corantes.  

Fig 11- Hemocitômetro para  
contagem de leucócitos totais 



Depois de seca, a lâmina era examinada ao Microscópio óptico com objetiva de 

100x por imersão.  

A leitura se dava no estiraço pela contagem de cem células fazendo-se movimentos 

de “zigue-zague” sobre a lâmina num único sentido. Os diferentes elementos eram 

contabilizados através da utilização de um contador eletrônico 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. Análise da atividade celular  

Para análise da atividade celular (taxa de fagocitose e liberação de superóxido) 

foram utilizados macrófagos 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 (manipulação nutricional, 

treinamento e estresse), previamente descritos. Encontram-se distribuídos nos 

organogramas referentes à taxa de fagocitose (Quadro 4) e liberação de superóxido (Quadro 

5).

Quadro 4- Organograma referente à distribuição dos animais por grupos, para contagem da 

taxa de fagocitose 

5.5.1. Obtenção dos macrófagos 
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 Antes do procedimento cirúrgico, os animais eram pesados e anestesiados por via 

intraperitoneal com cloralose a 0.5% e uretana a 12.5% na proporção de 1 ml por 100g de 

peso corporal do animal.  

 Os animais foram anestesiados 24 horas a seguir ao término dos 

procedimentos de natação e suplementação com glutamina, e, imediatamente após o 

estresse.  

Com o animal anestesiado seguiam-se os procedimentos cirúrgicos de 

traqueostomia, colocando-se o animal numa superfície plana de parafina em posição dorsal 

e prendendo suas patas com agulhas ou prendedores.  

Para limpeza da área a ser trabalhada, era utilizado álcool iodado. Após a limpeza, 

cortava-se a pele na porção média do pescoço do animal abrindo-se camadas de músculo e 

afastando-as até obter acesso à traquéia.  

Com uma pequena pinça isolava-se e prendia-se a traquéia onde era feito um 

pequeno corte entre dois anéis da traquéia na parte superior. Após a abertura do orifício era 

inserida uma cânula de plástico acoplada a uma seringa contendo 2ml de soro fisiológico à 

temperatura ambiente (figura 12).  

Fig 12- Ttraqueostomia 
Fig 13- Lavado 

coletado 
Fig 14- Lavado 

centrífugado 



. Posteriormente fazia-se a introdução do líquido com movimentos de entrada e 

saída 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 próxima etapa. 

5.5.1.Cultura dos macrófagos 

Todo o procedimento com os macrófagos era realizado em capela de fluxo laminar 

objetivando não contaminar as culturas de células.  

O lavado broncoalveolar recolhido era centrifugado a 1500rpm durante 10 minutos. 

Após essa etapa o precipitado que corresponde às células (figura 14), era ressuspendido 

com RPMI 1640 para lavagem e em seguida, as mesmas eram contadas.  

 A contagem dos macrófagos colhidos era realizada na Câmara de Neubauer 

colocando-se a suspensão de células e o corante azul tripan a 0.05% em uma diluição 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 é utilizado para avaliar a viabilidade e fazer ao 

mesmo tempo a contagem das células. Após obtenção do número de macrófagos 

recuperados, dividia-se esse total para realizar a taxa de fagocitose e a liberação de radical 

superóxido. 

Após a contagem, as células eram ressuspendidas em meio de cultura RPMI 1640 

contendo soro fetal bovino à 3% e antibióticos (penicilina 100U/ml e estreptomicina (100 

μg/ml), anfotericina  B (0.25 μg/ml) (SIGMA) em uma densidade de 1x106 células/ml. A 



técnica utilizada para obtenção e estudo da taxa de fagocitose baseou-se no trabalho de 

Malagueño et. al. (1998). 

5.5.2. Estudo da taxa de fagocitose
Anterior a contagem de macrófagos, era realizado o preparo e contagem dos fungos 

(Saccharomyces cerevisae.). Os fungos eram lavados duas vezes com Solução PBS; 

contados 107 células e em seguida misturados na suspensão de macrófagos (1x106/ml de 

meio de cultura completo, RPMI 1640) recuperados do lavado bronco-alveolar.

As células (macrófagos e fungos) eram então distribuídas em lâminas de microscopia 

óptica e incubados a 37ºC, em câmara (atmosfera) úmida durante 1 hora.  

A seguir as lâminas eram lavadas com água destilada e secas em temperatura ambiente. 

Para a coloração, foi utilizado o kit Panótico Rápido. As lâminas foram lidas ao 

microscópio óptico com objetiva de 100x sob imersão. A taxa de fagocitose foi obtida 

como percentual de macrófagos que englobaram o fungo em uma contagem total de 100 

células.

5.5.3. Estudo da liberação de superóxido 

Parte das células contadas era destinada à realização da liberação de radical 

superóxido por macrófagos. Os grupos formados para análise da liberação de radicais 

superóxido estão expressos no organograma abaixo (Quadro 4). 

Quadro 5 Organograma referente à distribuição dos animais por grupos, para análise da 

liberação de superóxido 

Grupos Experimentais 

Controle  
N= 10 

Estresse 
N=10

Glutamina 
N=10

Treino 
N=11



Como anteriormente descrito, após a ressuspensão do lavado em meio de cultura 

este era colocado em placa com poços de 35mm de diâmetro para cultura de célula 

(1ml/poço, 6 poços). Para adesão, as células foram mantidas na placa por 1h a 370C em 

atmosfera úmida contendo 5% de CO2. As células não aderentes eram descartadas. A 

monocamada de células foi corada (Diff-Quik set, Baxter Dade AG, Düdinen, Switzerland) 

para avaliação da proporção de macrófagos.  

Estando a proporção de macrófagos em torno de 95%, estas células eram incubadas 

por mais 1h em meio de cultura (RPMI 1640, CULTILAB) com antibióticos e sem soro 

fetal bovino. 

5.5.4. Determinação da liberação de superóxido

O ânion superóxido 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 10-3 M, Ferrocitocromo C de mitocôndria de cavalo, tipo VI, 

SIGMA Chemical Company, St. Louis, MO), porém este não é específico apenas para a 

redução do superóxido sendo necessária a utilização de uma enzima específica, a 

superóxido dismutase (enzima superóxido dismutase de eritrócitos bovinos - SOD, SIGMA 

Chemical Company, St. Louis, MO) contendo 3000 u/mg de proteína em solução final de 3 

mg/ml em água destilada). (JOHNSTON , 1984). 

Dois sistemas de análise descontínua foram utilizados com avaliação a cada 1 hora, 

durante um período de 2 horas. 

Para o preparo destes sistemas foram utilizados macrófagos em cultura (2ml/poço 

com 106 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 úmida à 5% de CO2 a 37oC, por um tempo de 10 minutos para 

haver a ativação da enzima superóxido dismutase (SOD).  

No primeiro sistema em que foi adicionado a SOD (utilizada para inibir a produção 

do radical superóxido 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 solução concentrada de 3000 g/ml em dimetil sulfóxido de sódio (DMSO, 

SIGMA). O PMA utilizado para estimular as células, era diluído para uma concentração de 

2 g/ml em 2,145 ml de Hanks (solução salina balanceada HBSS, GIBCO) e colocado nos 

poços da placa de cultura.  

No segundo sistema contendo água destilada, também era adicionado citocromo C e 

PMA, sendo colocados nos poços e homogeneizados. Em seguida, as amostras de 600 l

eram retiradas concomitantemente de cada sistema e colocadas em tubos eppendorf. A 

primeira alíquota recolhida relativa ao tempo “zero” de cada sistema correspondia ao 

branco. A seguir, eram mantidas em banho de gelo para inibir a reação. A seguir, pelo 

período de 1 hora e mais 1 hora, amostras subseqüentes eram retiradas e o mesmo 

procedimento anteriormente descrito era realizado. 

Determinação espectrofotométrica: Ao término da última coleta, as amostras eram 

centrifugadas a 10.000 rpm por 5 min à temperatura ambiente em microcentrífuga (25000g 

- rotor Ra-1M Kubota). 

 O sobrenadante era levado para determinação do grau de redução de ferro-

citocromo C (proporcional à produção do radical superóxido) usando-se cubetas de 1 ml 

(quartzo) e espectrofotômetro com comprimento de onda ajustado para a faixa do vermelho 

(550nm). 



O valor obtido era multiplicado por um valor constante obtido após conversão dos 

valores de absorbância em nanomoles de superóxido/min de acordo com a fórmula 

(superóxido) = 47,7 X valor de absorbância X volume coletado da amostra. 

Os resultados finais eram expressos na primeira e segunda hora em nmoles/min de 

radical superóxido formado.  

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

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

era K = 205,49. 

6. ANÁLISE ESTATÍSTICA 

Nas análises (representadas em média  erro padrão) necessárias ao estudo da série 

vermelha do sangue (hemácias, hemoglobina e hematócrito) foi aplicado o teste de Análise 

de Variância (ANOVA) para comparações entre os diferentes grupos. Quando a ANOVA 

revelava existência de diferença, era utilizado o Teste de TUKEY, a fim de identificar que 

grupos diferiam entre si. 

Nas análises (representadas em mediana, valor mínimo e máximo), foi  utilizado o 

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

A significância estatística foi considerada admitindo-se um nível crítico de 5% em todos os 

casos. 





7. RESULTADOS 

7.1. Análise da série vermelha – estudo dos índices hematimétricos 

 Os resultados do número total de hemácias (nº de células x106/mm3 ), valor de 

hemoglobina (g/dl) e hematócrito (%/mm3) foram sempre expressos em média  EP no 

texto e nas Tabelas 2 e3. 

7.1.1. Hemácias (nº de células x106/mm3 )

Não houve diferença na comparação dos valores do número de hemácias 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 relação ao controle

(7,45  0,44); 

7.1.2. Hemoglobina (g/dl) 

 Não houve diferença na comparação dos valores do número 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) e glutamina/estresse (13,11  0,29) em relação ao  

controle (13,85  0,25). 

7.1.3. Hematócrito (%/mm3)

 Não houve diferença na comparação dos valores do número 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 relação ao 

controle (41,86  0,76). 



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

valores de hemoglobina e hematócrito de ratos adultos. 

GRUPOS Hemácias  

(céls.x106/mm3)

Hemoglobina 

(g/dl) 

Hematócrito

(%mm3)

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 estão 

expressos em média (  EP). Os testes estatísticos foram ANOVA seguido do teste de 

TUKEY (p < 0,05).

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

de hemácias, valores de hemoglobina e hematócrito de ratos adultos. 

GRUPOS Hemácias 

 (céls.x106/mm3)

Hemoglobina 

(g/dl) 

Hematócrito

(%mm3)

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 estão expressos em média (  EP). Os testes estatísticos foram ANOVA seguido do 

teste de  TUKEY (p < 0,05).



7.2. Análise da série branca - leucograma 

 7.2.1. Contagem total de leucócitos ( nº de células x 103/mm3)

O número total de leucócitos, expressos em mediana, valor máximo e valor mínimo 

foram comparados entre os grupos segundo os tratamentos propostos. 

  O grupo estresse (7.400; 9.650—4.300) mostrou número total de leucócitos 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 leucócitos de ratos 

adultos. 
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mediana e valores máximos e mínimos. Teste estatístico 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 análise do número total de leucócitos segundo a 

suplementação com glutamina e a aplicação do estresse. O grupo estresse  (7.400; 9.650—

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

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

sobre o número total de leucócitos de ratos adultos. 
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7.2.2. Contagem diferencial de leucócitos (%) 

Os valores de segmentados ou neutrófilos e eosinófilos 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).

a



Os valores de linfócitos do grupo estresse (66.0; 63.00—68.75) apresentaram-se 

reduzidos em relação 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 leucócitos diferenciais dos grupos treino, glutamina, 

glutamina/estresse e treino/estresse, não apresentaram diferenças em relação ao grupo 

controle. 

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

leucócitos de animais adultos.  

LEUCÓCITOS DIFERENCIAIS (%) 

GRUPOS Monócito Basófilo Eosinófilo Bastonete Neutrófilo  Linfócito 

Controle (C) 

1.5 

(1.0-5.0)

0.0

(0.0-0.0)

2.0

(0.0-4.0) 

0.0  

(0.0-0.0)

19.5

(10.0-38.0) 

75.0 

(66.0-88.0)

Estresse (E) 

1.5 

(0.0-4.0)

0.0

 (0.0-0.0)

4.0

(1.0-10.0)

0.0  

(0.0-0.0)

26.0*

 (25.8-34.0)

66.0 *

(63.0-68.8)

Treino (T) 

2.0 

(1.0-7.0)

0.0

 (0.0-0.0)

3.0

(0.0-7.0) 

0.0  

(0.0-3.0)

18.0

(15.0-33.0) 

78.0 

(69.3-80.3)

Treino/Estresse(TE)

1.0 

(0.0-3.0)

0.0

 (0.0-0.0)

2.5

(0.0-7.0) 

0.0  

(0.0-3.0)

22.0

(17.8-28.0) 

73.0  

(68.3-78.0)

Grupos: Controles(C), Estresse (E), Treino (T), Treino/Estresse (TE).Os valores estão 

expressos em mediana, valores máximos e mínimos. Teste estatístico KRUSKAL-

WALLIS, seguido do teste de DUNN. [* = indica diferença em relação ao grupo controle 

(p < 0,02 para neutrófilos) e ( p < 0,001 para linfócitos].



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

diferencial de leucócitos (%) de animais adultos.  

LEUCÓCITOS DIFERENCIAIS (%) 

GRUPOS Monócito Basófilo Eosinófilo Bastonete Neutrófilo  Linfócito  

 C 1.5 

(1.0-5.0)

0.0 

 (0.0-0.0) 

2.0 

(0.0-4.0)

0.0 

 (0.0-0.0) 

19.5 

(14.-24.0) 

75.0 

(70.0-78.0) 

E 1.5 

(0.0-4.0)

0.0 

 (0.0-0.0) 

4.0*

(1.0-10.0)

0.0 

 (0.0-0.0) 

26.0 a b

(25.8-34.0) 

66.5a b

(63.0-68.5) 

GLN 2.0 

(0.0-7.0)

0.0 

(0.0-0.0)

3.0 

(2.0-0.0

0.0  

(0.0-3.0)

21.0 

(17.03.0) 

74.0 

(72.0-80.0) 

GLN/E 2.0 

(0.0-5.0)

0.0 

 (0.0-0.0) 

3.0 

 (2.00-9.0) 

0.0 

 (0.0-2.0) 

21.0  

(18.5-5.0) 

73.5.0  

(67.5-77.0) 

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

valores estão expressos em mediana, valores máximos e mínimos.. Teste estatístico 

KRUSKAL-WALLIS, seguido do teste de DUNN. [a = diferença em relação ao grupo 

controle – C X E; C X GLN; C X GLN/E (p <0,02 para eosinófilos); (p < 0,002 para 

neutrófilos); (p < 0,001 para linfócitos)] [b= diferença em relação ao grupo 

glutamina/estresse GLN/E X E ]. 

7.3. Estudo da atividade celular – macrófagos alveolares 

7.3.1.Taxa de fagocitose por macrófagos do lavado broncoalveolar 



A taxa de fagocitose do lavado broncoalveolar (BAL) foi determinada através do 

percentual de células (macrófagos) que fagocitavam os fungos (Sacaromices cerevisae). 

Todos os grupos foram comparados através da ANOVA e quando apresentava diferença 

estatística, realizava-se o teste de TUKEY. Os resultados estão 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 macrófagos do lavado 

broncoalveolar de ratos adultos 
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Figura G3 Grupos: Controle(C), Estresse(E), Treino(T), Treino/Estresses(T/E). Teste 

estatístico, 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 suplementação com glutamina sobre a taxa de fagocitose por 

macrófgos do lavado broncoalveolar de ratos adultos. 

0
5

10
15
20
25
30
35

1

C
E
GLN
GLN/E

GRUPOS

(%
) c

él
ul

as
 q

ue
 

fa
go

ci
ta

va
m

 o
s f

un
go

s

* *

Figura G4- Grupos: Controle (C), Estresse (E), Glutamina (GLN), Glutamina/Estresse 

(GLN/E).Teste estatístico: ANOVA seguido do teste de TUKEY (*=0,001 C X E; C X T; C 

X TE) . 



7.3. 2. Análise da liberação de superóxido ( O2
- ) por macrófagos alveolares 

 Efeito da liberação de superóxido durante período de duas horas (2h). Os valores 

expressos em média  EP em cada hora, demonstra diferença significativa para todos os 

grupos. 

Efeito do estresse, do treinamento e da suplementação com glutamina sobre a produção de 

superóxido por macrófagos alveolares intergrupos durante a primeira e segunda hora após 

estimulação com PMA. 
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Figura G5 – Grupos: Controle (C), Estresse (E), Treino (T) Glutamina (GLN). Teste 

estatístico, ANOVA seguido de teste de TUKEY (*p<0,001= significância entre a produção 

de superóxido 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 

liberação de superóxido ( p < 0,001) em relação ao grupo controle ( 26.22  1.33 e38.44 

1,56 ) respectivamente na primeira e segunda hora. 

.

 Produção de superóxido por macrófagos alveolares segundo o estresse, o treinamento e a 

suplementação com glutamina durante a primeira e segunda hora após estimulação com 

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

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





8. DISCUSSÃO  

A proposta deste estudo experimental foi principalmente avaliar as seguintes 

hipóteses: Primeira, o estresse psicológico agudo altera parâmetros imunes; segunda, o 

aparecimento das eventuais alterações, é impedido pela suplementação com glutamina ou 

por programa controlado de treinamento físico regular e moderado. 

Assim, neste trabalho, demonstramos que o estresse agudo reduziu o número 

total de leucócitos periféricos com aumento no percentual de neutrófilos e eosinófilos e 

redução de linfócitos circulantes. Além disso, os animais estressados apresentaram redução 

na taxa de fagocitose e na liberação de radicais superóxido por macrófagos alveolares.  

Valores hematimétricos traduzem informações acerca do número de células 

vermelhas circulantes, concentração de células vermelhas e de hemoglobina. Outrossim, a 

avaliação desses parâmetros pode fornecer valiosas informações sobre as influências que 

distintos tratamentos têm na circulação, no suprimento de sangue para os tecidos e, por 

conseguinte, no funcionamento orgânico As alterações na fluidez sanguínea e na 

concentração de hemoglobina podem ser indicadores de risco para trombose ou embolia e 

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



No presente estudo, o estresse de contenção não produziu alteração no número de 

hemácias, valor de hematócrito ou concentração de hemoglobina. Corroborando os nossos 

resultados, Queirós-Santos (2000) não detectaram diferenças nos índices hematimétricos 

submetendo ratos a estresse de contenção. Contudo, outros estudos apresentaram resultados 

distintos quanto às alterações hematimétricas. Assim, Katiukhin e Maslova (1984) 

observaram eritrocitose, sem alterações nos valores de hemoglobina ou do hematócrito, em 

ratos estressados por imobilização. Por outro lado, o estresse térmico em ratos promoveu 

aumento dos valores de hemácias, hemoglobina e hematócrito (VOGELAERE et. al,1990). 

Em atletas, Halson et. al. (2003) observaram aumento de hemoglobina e hematócrito após 

estresse físico. Estas divergências aparentes podem ser decorrentes da modalidade ou do 

tipo de estressor empregado, do tempo de coleta do sangue para realização dos testes 

hematimétricos, do estado prévio do indivíduo ou outras peculiaridades metodológicas 

como a comparação entre animais e humanos. 

Segundo a literatura, as mudanças observadas nos níveis hematológicos são 

decorrentes do extravasamento transitório de plasma para os tecidos com subseqüente 

redução do volume plasmático (VOGELAERE, 1990; STEWART e MCKENZIE, 2002). A 

partir do cálculo do volume plasmático e dos valores de hematócrito e hemoglobina 

existem evidências que o volume de células vermelhas circulantes não se altera 

(STEWART e MCKENZIE, 2002). Ademais, postula-se que a hemoconcentração seja 

decorrente da modulação neuroendócrina (STEWART E MCKENZIE 2002). Contudo, 

ainda existem controvérsias entre os pesquisadores acerca dos mecanismos subjacentes que 

estariam modulando as mudanças transitórias processadas nos índices hematimétricos.

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

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



(1992). Contudo, valores elevados de hemácias, hemoglobina e hematócrito foram 

encontrados em atletas de natação (PELLICCIA et. al., 1987). Por outro lado, Boyadjiev e 

Taralov, (2000) verificaram redução de hemácias e hematócrito em atletas de natação. Mas, 

de forma similar aos nossos resultados, estudos anteriormente realizados com ratos 

treinados e submetidos a estresse físico, também não encontraram diferenças significativas 

nos índices hematimétricos (MACKINNON et. al., 1997) . 

É importante ressaltar que parte das referencias supracitadas realizaram estudos em 

humanos e não em animais. Ademais, não se deve negligenciar as diferenças metodológicas 

relacionadas à duração, à intensidade, ao tipo do exercício físico, ao período de treino e ao 

estado nutricional. 

Neste estudo, a suplementação com glutamina também não alterou os valores 

hematimétricos. A sobrecarga aguda de glutamina provoca elevação tanto da concentração 

plasmática deste aminoácido quanto de sua concentração nas células vermelhas (VINAY et. 

al., 1985). A suplementação combinada de glutamina e outros aminoácidos (leucina, valina, 

isoleucina, arginina,) durante 90 dias melhorou a performance e aumentou o número de 

células vermelhas, dos valores de hemoglobina e dos índices de hematócrito de atletas 

(OHTANI et. al., 2001). Estudos mais detalhados sobre a dose e o período de 

suplementação com glutamina devem ainda ser realizados para avaliarem-se as eventuais 

mudanças hematimétricas. 

No estudo do sangue periférico, além da análise fisiológica que as células vermelhas 

podem oferecer, foi avaliado outro grupo celular, o dos leucócitos. Neste trabalho, o 

estresse provocou leucopenia, neutrofilia e linfopenia. Assim nossos achados corroboram 

vários estudos prévios sobre o tema na literatura (SHU et. al., 1993; QUEIROS-SANTOS, 

2000; ZAHOREC, 2001). Os leucócitos circulantes são considerados as unidades móveis 



do sistema imune e expressam parte considerável do funcionamento imunológico 

(DHABAR, 2002). Assim, o número e a proporção dos leucócitos são representativos do 

estado de distribuição destas células no organismo e da ativação da imunidade 

(DHABHAR, 1995). A alteração periférica de leucócitos pode ser um indicador de 

alterações hemodinâmicas (KARGOTICH et.al., 1997; STEFANSKI et. al., 2003; 

NIELSEN, 2003), da modulação hormonal (McCARTHY et. al., 1991; DHABAR 2002;) 

ou da migração das células circulantes para outros tecidos (DHABHAR, 2002; 

STEFANSKI et. Al., 2003; ENGLER et. Al., 2004).  

No estresse, a ativação do sistema nervoso simpático pode reduzir o fluxo sanguíneo 

para órgãos linfóides e estar associado a linfopenia (NIELSEN, 2003). Inicialmente a 

ativação do eixo simpático-adrenal parece ser mais sensível aos estressores do que o eixo 

hipotálamo-pituitária-adrenal (HPA) (ELENKOV et.al.,1999). Assim, a resposta simpática 

é constatada mais rapidamente que à atribuída aos glicocorticóides (MCCARTHY et. al., 

1991; BRENNER et. al., 1998). 

A variação do movimento de leucócitos está relacionada aos efeitos dos hormônios; 

em particular, os do estresse como corticotropina, glicocorticóides, catecolaminas, 

hormônio do crescimento (ENGLER et. Al., 2003; DHABHAR, 2002; KARGOTICH et.al., 

1997). A influência dos hormônios decorre da presença de receptores para eles em células 

do sistema imune e outras (BRENNER et. al., 1998; GAILLARD, 1994). Por exemplo, o 

aumento de leucócitos circulantes está associado ao incremento de concentrações séricas de 

catecolaminas (BRENNER et. al., 1998; ORTEGA , 1997). Já a neutrofilia e linfopenia 

parecem ser conseqüentes à secreção de glicocorticóides por efluxo de neutrófilos da 

medula para a circulação e por apoptose de linfócitos (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 à 

hipersensibilidade cutânea tardia, exercendo importante efeito imunoprotetor.  

No estresse do exercício, contudo, a proliferação de linfócitos e a atividade de células 

NK encontram-se reduzidas.(NIEMAN et. al., 1995c; NIELSEN, 2003) e atividade 

fagocítica elevada (ORTEGA et. al. 1996c; SU et. al., 2001). Assim, a natureza das 

alterações neuro-imuno-endócrinas decorrentes do estresse agudo parece preparar o 

organismo para combater uma situação adversa com incremento de algumas respostas em 

detrimento de outras.  

De modo análogo ao estresse psicológico, o exercício físico apresenta alterações nos 

leucócitos circulantes (HALSON et. al., 2003; ALI et.al., 2003). Durante o exercício, há 

leucocitose, linfocitose e neutrofilia (NIELSEN, 2003; MALM et. al., 1999) com 

linfocitopenia e persistente neutrofilia pós-exercício (McCARTHY et. al., 1991; MALM et. 

al. 1999). Estas mudanças celulares periféricas são transitórias e retornam aos valores 

basais 24 horas após o término do esforço físico (ESPERSEN et. al., 1996; MACKINON, 

2000). Em nosso estudo, a coleta de sangue periférico realizada 24 horas após o término da 

última sessão de treinamento, assegurou a ausência de quaisquer alterações agudas 

decorrentes da última sessão de exercício. Assim, observamos que o treinamento não 

modificou as concentrações circulantes de leucócitos totais ou diferenciais. Observações 

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 leucócitos usualmente observado após estresse psicológico. O treinamento 

regular e moderado parece ser eficaz em prevenir o decréscimo de linfócito T CD 4+ após 

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



de linfócitos NK (NIEMAN et. al., 1995a) e redução de infecções respiratórias (NIEMAN 

et. al., 1993). Em ratos idosos, o treinamento físico parece induzir produção de linfócitos T 

virgem (WOODS et. al., 2003). Outrossim, observou-se em ratos com tumor, aumento na 

proliferação de linfócitos não estimulados (BACUAU et. al., 2000). 

A maior atividade de linfócitos decorrentes do treinamento parece estar associada à 

expressão de marcadores celulares: receptores para IL-2 e moléculas CD25. As proteínas 

do choque térmico (HSP) são mediadores da resposta ao estresse também presentes nos 

indivíduos sob treinamento moderado (CAMPISI et. al., 2003; FEHRENBACH e 

NORTHOFF, 2001). A presença dessas proteínas pode contribuir para aumentar a 

resistência ao estresse em organismos sob a influência de exercício físico (CAMPISI et. al., 

2003). Outrossim, o treinamento também parece incrementar a via metabólica de utilização 

de substratos como glicose e glutamina por linfócitos e macrófagos (BACUAU et. al. 

2000).

As alterações ocorridas nos parâmetros imunes de indivíduos submetidos ao 

exercício agudo, não se repetem quando este se torna contínuo (FEHRENBACH e 

NORTHOFF, 2001). O treinamento parece atenuar a descarga hormonal, modificar a 

expressão 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 exercícios físicos, estudos adicionais ainda são 

necessários para elucidar as vias subjacentes a esta modulação.  

Em nosso estudo, a suplementação com glutamina não impediu a redução pós-

estresse dos leucócitos periféricos. Todavia, parece ter evitado a ocorrência de neutrofilia e 

linfopenia.  



A redução da concentração de glutamina plasmática durante o estresse diminui sua 

disponibilidade para a atividade das células imunocompetentes (NEWSHOLME, 2001). 

Sabe-se que redução dos níveis de glutamina plasmática pode ser um indício de 

imunodepressão (WALSH et. al., 1998b ; ZIEGLER, 2000 ). Além disso, a redução de 

glutamina plasmática pode reduzir a expressão de proteínas do choque térmico (HSP) que, 

como já mencionado, conferem tolerância celular aos efeitos do estresse 

(WEINGARTMANN et. al., 1999; OEHLER et. al., 2002). Em decorrência destas 

evidências, há a freqüente recomendação da adição de glutamina à dieta. Neste sentido, a 

suplementação dietética de glutamina parece aumentar a resposta proliferativa de linfócitos 

a mitógenos (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 proteção a redução de linfócitos observada no nosso estudo após estresse, 

confirmou os achados de Castell e Newsholme (1997) com relação a taxa de CD4+ /CD8+

ao suplementarem atletas com glutamina pós-maratona. No entanto, Rohde et. al. (1998) ao 

suplementarem com glutamina bebidas ofertadas durante e após o treino não observaram 

proteção contra a linfopenia pós-exercício, porém constataram redução no aparecimento de 

subseqüentes infecções respiratórias. Em adição, os resultados referentes a menor 

neutrocitose em indivíduos sadios suplementados com glutamina após estresse físico foi 

anteriormente demonstrado por Krzywkowski et. al., 2001. No entanto, alguns estudos 

clínicos mostram que adicionar glutamina a dieta de indivíduos debilitados induz aumento 

em subpopulações linfocitárias (ZIEGLER et. al., 1992; MANHART et.al. 2001; 

PICCIRILLO et. al., 2003).  



Parece, portanto que os efeitos da suplementação com glutamina na restauração das 

células imunocompetentes circulantes parecem ser mais bem evidenciados em indivíduos 

debilitados. É possível que seu papel como modulador da imunidade possa ser expresso em 

outros parâmetros imunes não mensurados neste estudo. É importante salientar que os 

estudos sobre os eventuais efeitos em diversos parâmetros biológicos da suplementação 

com glutamina são de comparação complexa. Eles apresentam diferenças metodológicas 

quanto a: dose, via de administração, período de administração e grau de comprometimento 

do estado físico e/ou nutricional desses indivíduos (FIELD et. al., 2000; LIN et. al., 2002). 

Um dos aspectos mais interessantes do presente estudo foi a análise da atividade 

celular, mensurada através da taxa de fagocitose e da produção de ânion superóxido por 

macrófagos alveolares. Macrófagos atuam como células da defesa inata, responsáveis pelo 

processo de internalização e destruição de antígenos; eles são, por exemplo, altamente 

eficazes no combate, entre outras patologias, àquelas causadas por fungos (RODRIGUEZ-

GALAN, 2003).

Neste estudo, nós demonstramos que o estresse psicológico agudo provoca a redução 

da fagocitose em macrófagos. Previamente foi observada redução da atividade fagocítica de 

macrófagos em ratos submetidos a estresse de hipotermia (SALMAN et. al., 2000).  Os 

estresses crônicos, físicos ou psicológicos, também podem causar redução da atividade 

fagocítica de macrófagos (PALERMO-NETO et. al., 2003; RODRIGUEZ-GALAN et. al., 

2003).

Contudo, é importante salientar que o exercício físico, sob determinadas condições, 

por vezes considerado modelo de estresse, produz alterações distintas das observadas em 

outros modelos (WOODS et al., 2003; ORTEGA et. al., 1996a). Assim, o treinamento ou o 

exercício agudo pode incrementar a capacidade fagocítica (FORNER et. al., 1996; 



ORTEGA et. al., 1997). Em ratos sob estresse físico, Ortega et. al. (1996) observaram 

aumento da fagocitose, mas redução da destruição de partículas fagocitadas. Os diversos 

resultados, por vezes contraditórios, estão influenciados por diferenças metodológicas, pela 

intensidade (SU et. al., 2001) e pela duração (SUGIURA et. al., 2001) do exercício físico 

empregado. 

Nossos resultados mostraram um efeito protetor do treinamento sobre a redução pós-

estresse da fagocitose, corroborando observações anteriores (JAPEL et. al., 1992; KIZAK 

et. al., 2000) de que o treinamento evita a redução da capacidade fagocítica em indivíduos 

sob estresse. 

As mudanças decorrentes do exercício sobre a atividade fagocítica celular podem ser 

atribuídas às alterações da concentração plasmática de hormônios como prolactina 

(ORTEGA et. al., 1996a), hormônios da tireóide (FORNER et. al., 1996); corticosterona 

(ORTEGA et. al, 1996c), beta-endorfina (ORTEGA et. al., 1996b) e catecolaminas 

(SHILOV  e ORLOVA, 2003). Outrossim, Kizaki et. al., (2000) demonstraram que o 

estresse aumenta a expressão de receptores que suprimem a atividade de macrófagos e que 

o treinamento de natação atenua a geração de partículas supressoras. Mecanismos 

implicados na modulação exercida pelo treinamento na atividade fagocítica incluem: 

mudanças na expressão fenotípica de macrófagos (WOODS et. al., 2003; KIZAKI et. al. 

2003), na expressão em suas superfícies de moléculas fixadoras de antígenos (SU et. al., 

2001) e a produção 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 

é dependente de concentrações adequadas de glutamina (WALLACE e KEAST 1992; 

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



(1999) demonstraram que a presença de glutamina em meio de cultura contendo neutrófilos 

aumenta sua capacidade de fagocitar bactérias. A síntese de citocinas estimulatórias 

(WALLACE E KEAST, 1992), a restauração da membrana celular de macrófagos (CURI 

et. al., 1999) e a expressão de proteínas de choque térmico (OEHLER et. al., 2002

WEINGARTMANN et. al., 1999) são processos dependentes de glutamina.  

No presente estudo, a suplementação com glutamina parece não alterou o processo 

fagocítico , uma vez que não foi observado nenhum efeito protetor impedindo a redução da 

fagocitose pós-estresse. Outros estudos também não encontraram relação entre elevação 

dos níveis de glutamina e aumento da atividade fagocítica (OGLE et. al., 1994). Em 

murinos, a suplementação de dieta parenteral total com ou sem glutamina não induziu 

diferença na capacidade fagocítica de neutrófilos (IKEDA et. al., 2003). No entanto, 

estudos clínicos têm demonstrado que a fagocitose de neutrófilos de indivíduos pós-

cirúrgicos depende da concentração de glutamina no meio de cultura (FURUKAWA et. al., 

2000).  

Os mecanismos de resposta biológica à suplementação de glutamina como as 

alterações do processo fagocítico são baseados em sua maioria em estudos in vitro e em 

ensaios clínicos com indivíduos debilitados. A ação in vivo da glutamina sobre a atividade 

celular pode ser influenciada por vários fatores, entre estes, hormonais exercendo efeito 

modulador (COSTA ROSA et. al., 1991). 

Outro parâmetro indicativo da atividade celular do macrófago é sua capacidade de 

gerar diferentes espécies reativas de oxigênio: ânion superóxido, peróxido de hidrogênio e 

radicais hidroxila, (KIZAKI et. al., 2000). A produção de ânion superóxido por células da 

imunidade inata é crucial para a defesa do indivíduo contra microorganismos (MANHART 

et. al., 1998).  



Neste trabalho, também avaliamos a produção de ânion superóxido por macrófagos 

alveolares estimulados com PMA. Macrófagos estimulados com PMA liberam superóxido 

em função do tempo, por isso, monitoramos sua produção por 2 horas. A cinética desta 

função foi realizada previamente em nosso laboratório por De Castro et. al. (2000). Os 

resultados obtidos neste estudo demonstram aumento na liberação de ânion superóxido na 

1ª e 2ª hora pelos macrófagos. O mais interessante é que o estresse reduz a liberação de 

superóxido por macrófagos.  

Resultado similar foi verificado por De Castro et. al. (2000) em macrófagos 

alveolares de ratos sob estresse agudo de contenção. Billert et. al., (1998) encontraram 

diminuição da produção de superóxido em macrófagos alveolares estimulados com PMA 

em neutrófilos de indivíduos sob estresse catabólico.  

Há uma capacidade potencial dos glicocorticóides em inibir a produção e por vezes, 

às ações, de uma variedade de mediadores intercelulares como os derivados do ácido 

aracdônico e as linfocinas (DE CASTRO et. al.,1995). Por outro lado, hormônios como 

prolactina, tiroxina, parecem exercer efeitos estimulantes (ORTEGA, 1996b). E, por vezes, 

é comuns a referência da concomitância de redução da fagocitose com o aumento da 

produção de superóxido (SALMAN et. al., 1999; ORTEGA et. al., 1996c). Assim, é uma 

perspectiva de nossos estudos esclarecer os mecanismos subjacentes à inter-relação entre os 

dois fenômenos (fagocitose e liberação de superóxido) em particular sob a influencia das 

variáveis estudadas.  

O treinamento em nosso estudo apresentou uma tendência (não significante do ponto 

de vista estatístico) em incrementar a síntese de radical oxigênio. Estudos anteriores 

demonstraram tanto aumento (SUGIURA et. al., 2001) como redução da liberação de 

superoxido após exercício físico (ORTEGA, 1997). As explicações fisiológicas deste 



mecanismo ainda não estão completamente elucidadas, mas postula-se alterações 

enzimáticas mudanças da expressão de receptores e mediadores inflamatórios (WOODS et. 

al., 1997) e a interação entre os hormônios liberados durante exercício físico (ORTEGA, 

1997). 

A participação da glutamina no processo de produção de ânion superóxido já foi 

evidenciada em experimentos in vitro (PITHON-CURI et. al., 2002a). A evidência que 

sustenta a importância da glutamina para a produção de superóxido, resulta, sobretudo da 

sua essencialidade na ação da NADPH oxidase, enzima fundamental na geração de espécies 

reativas de oxigênio (PITHON-CURI et. al., 2002b;  GARCIA et. al., 1998). Alem disso, a 

glutamina é necessária para a expressão de receptores celulares (IKEDA et. al., 2003). 

Neste estudo, não houve alteração da síntese de superóxido por macrófagos alveolares 

de ratos submetidos à suplementação com glutamina, apesar de também mostrarem 

tendência ao aumento da liberação. Em consonância com nossos achados, Oegle et. al., 

(1994) também não encontraram associação entre uso de glutamina, em humanos, e 

aumento da fagocitose. Em animais, Ikeda et. al. (2003) corroborando nossos achados, 

observaram que nutrição parenteral total suplementada com glutamina não acarretou 

aumento na produção de espécies reativas de oxigênio por neutrófilos em murinos. No 

entanto, Furukawa et. al. (2000) demonstraram in vitro que a suplementação de glutamina 

para neutrófilos de pacientes pós-cirurgia produzia aumento na produção de superóxido. A 

necessidade de glutamina em cultura de células para geração de ânion superóxido por 

neutrófilos, já foi bem demonstrada (MANHART et. al., 2001; GARCIA et. al., 1998; 

PITHON- CURI, 2002a). Monócitos e macrófagos também parecem ser dependentes da 

disponibilidade de glutamina no meio de cultura para geração de anion superóxido. 

(WALLACE e KEAST, 1992). 



Os estudos sobre o uso da glutamina in vivo e eventuais alterações de funções 

celulares ainda estão longe de serem totalmente esclarecedores. Há uma aparente 

contradição com a solidez das evidências produzidas pelos estudos in vitro. Portanto, 

estudos adicionais sobre o efeito in vivo da suplementação com a glutamina em processos 

como os fagocíticos em seres vivos, sobretudos sadios, devem prosseguir. 

Nosso estudo corrobora a proposição compartilhada por vários pesquisadores: O 

treinamento moderado e regular parece ativar mecanismos imunológicos e proteger dos 

efeitos adversos do estresse. No que concerne ao papel da glutamina em organismos, os 

efeitos parecem depender de uma organização conjuntural do meio interno. A 

suplementação com glutamina parece exercer seus efeitos na dependência da higidez do 

organismo. Em estudos in vitro em comparação com aqueles in vivo, o controle das 

variáveis é muito mais apurado. Portanto, fenômenos biológicos que envolvem interações 

multivariadas como as neuro-imune-endócrinas constituem em si sistema de difícil 

elucidação. Muito já se avançou na compreensão dos fenômenos aqui descritos, todavia 

mais estudos complementares devem ser conduzidos para avaliar ou esclarecer aspectos 

que não foram aqui abordados. 





9. CONCLUSÕES 

        Os tratamentos realizados não modificaram os níveis hematimétricos. 

        O estresse agudo promoveu deterioração de todos os parâmetros 

imunológicos analisados. 

        O modelo do treinamento evitou a redução de leucócitos periféricos e a taxa 

de fagocitose ocorrida após estresse, mas não alterou a liberação de superóxido. 

        A suplementação de glutamina não alterou liberação de superóxido nem 

induziu proteção à redução de leucócitos ou a taxa de fagocitose em ratos 

estressados. Porém, suprimiu a neutrocitose e linfopenia.  

Os achados indicam que a realização de exercícios moderados regulares 

fortalece alguns aspectos da resposta imune contra as reações adversas do 

estresse psicológico. No entanto, os efeitos da glutamina nas subpopulações 

celulares parecem ser diferentes de um efeito global. Assim, a suplementação 

com glutamina em indivíduos sadios não parece beneficiar o incremento da 

imunidade e conseqüente proteção contra reações deletérias do estresse agudo. 





10. PERSPECTIVAS 

O presente trabalho suscitou o interesse para investigações adicionais sobre o 

uso do treinamento moderado e da suplementação de glutamina em outras condições 

fisiológicas como: 

        Desnutrição, senescência, adolescência e obesidade. 

        Estresse crônico 

Estas situações podem ser estudadas através da: 

        Avaliação da liberação de outras espécies reativas de oxigênio 

        Avaliação da adesividade celular.  

       Avaliação da resposta imune humoral.  

      Análise de  subpopulações linfocitárias.  

        Análise da  secreção de citocinas. 

        Análise da  secreção hormonal. 

        Avaliação  da liberação de superóxido em animais treinados e 

estressados e em animais suplementados com glutamina e 

estressados. 
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