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RESUMO

Objetivo

Verificar o efeito da administracao intraperitoneal de glutamina, prévia a uma situacdo de estresse, sobre o
numero de leucocitos do sangue e sobre a taxa de fagocitose de macréfagos alveolares de ratos.

Métodos

Ratos machos Wistar aos 90 dias de idade foram divididos em controle (C, n=15), estresse (C+E, n=16),
glutamina (GLN, n=15) e glutamina e estresse (GLN+E, n=15) e mantidos em condicoes padronizadas. Os
grupos GLN e GLN+E receberam, via intraperitoneal (v ip), L-glutamina (0,2g/kg de peso corporal) durante 10
dias. Seus pares receberam, v ip, L-glicina (0,4g/kg do peso corporal). Os animais C+E e GLN+E foram submetidos
ao estresse agudo de contencdo (40min, ap6s 24h da Ultima intervencao com o aminoécido). Leucdcitos totais
foram contados em hemocitémetro e os diferenciais por esfregaco sanguineo. Para avaliacdo da taxa de
fagocitose, os macrofagos alveolares (1x10° em meio de cultura RPMI) e fungos S. cerevisiae (1x107) foram
incubados em estufa (37°C, 5%CO,) durante 1 hora. Foram utilizados os testes estatisticos analise de variancia
(ANOVA) e o teste de Tukey, valores expressos em média do percentual e desvio-padrao.

1 Escola Superior de Educacdo Fisica, Universidade de Pernambuco. Rua Arnébio Marques, 310, 50100-130, Santo Amaro,
Recife, PE, Brasil. Correspondéncia para/Correspondence to: C.G. LEANDRO. E-mail: <cleandro@esef.upe.br>.

2 Laboratorio de Fisiologia da Nutricdo, Departamento de Nutricdo, Universidade Federal de Pernambuco. Recife, PE, Brasil.

3 Laboratorio de Imunopatologia Keizo Asami, Setor de Microbiologia, Universidade Federal de Pernambuco. Recife, PE,
Brasil.

Rev. Nutr., Campinas, 19(4):437-444, jul./ago., 2006 Revista de Nutricao



438 | C.G.LENADRO et al.

Resultados

Comparado ao grupo controle, o C+E apresentou diminuicdo no ndmero de leucécitos e linfocitos e aumento
no numero de neutrdéfilos (p<0,05). A taxa de fagocitose de macréfagos diminuiu no grupo C+E, quando
comparada ao controle (p<0,05). Esta diminuicdo permaneceu no grupo GLN+E e ndo foi alterada no grupo
GLN (p>0,05).

Conclusao

A administracéo, via ip, de glutamina nao atenua o efeito do estresse no nimero de leucécitos e na funcao
fagocitica de macréfagos alveolares em ratos.

Termos de indexacao: estresse; glicina; glutamina; imunonutrientes.

ABSTRACT

Objective

To verify the effect of the intraperitoneal administration of glutamine previously to a stress situation on the
number of blood leukocytes and on the alveolar macrophage phagocytosis rate in rats.

Methods

Male Wistar rats (90 days old) were divided into four experimental group, control (C, n=15), stress (C+E, n=16),
glutamine (GLN, n=15), and glutamine + stress (GLN+E, n=16) experimental groups and kept under standard
conditions. The GLN and GLN+E groups received L-glutamine (0,2g/kg of body weight) intraperitoneally (ip)
during 10 days. Their controls received L-glicine (0,4g of aalkg of body weight) ip. The animals of C+E and
GLN+E groups were submitted to acute restraint stress (40min, 24h after the last amino acid intervention).
Total leukocytes were counted by hemocytometer and for differential leukocytes, count smears were used. To
evaluate the phagocytosis rate, the alveolar macrophages (1x10° in a RPMI culture) and S. cerevisiae (1x107)
yeast were incubated in an incubator (37°C, 5%CO,) for one hour. The ANOVA and TUKEY (post-hoc) tests
were used for the statistical analysis of variance and the values were expressed in mean and standard
deviation.

Results

When compared with the control group, the C+E group presented a decrease in the number of leukocytes and
lymphocytes and an increase in the number of neutrophils (p<0.05). The alveolar macrophage phagocytosis
rate decreased in the C+E group when compared with the control (p<0.05). This decrease remained in the
GLN+E group and did not change in the GLN group (p>0.05).

Conclusion

The administration of L-glutamine intraperitoneally does not attenuate the effect of stress on the number of
blood leukocytes and phagocytic function of alveolar macrophages in rats.

Indexing terms: glutamine; glycine; immunonutrients, stress.

INTRODUCAO dado muita atencao a influéncia dos nutrientes
na fase inflamatéria aguda, em particular, do trato

intestinal®.

A relacdo entre disponibilidade de
aminoacidos ou de outros substratos metabdlicos,
e o bom funcionamento do sistema de defesa do
organismo vem sendo estabelecida'?. Conside-
raveis esforcos sao realizados na identificacdo de
substancias capazes de melhorar a resposta

Estados hipercatabolicos do organismo sao
observados quando nao ha adaptacdo a agentes
estressores como, por exemplo: o exercicio
exaustivo ou prolongado, as pos-cirurgias, o
transplante de medula dssea e em outras situacoes
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imune, com os chamados imunonutrientes®4. A
imunonutricdo constitui um novo campo de
investigacdo em nutricao*. Atualmente, tem-se

de comprometimento da homeostase organica®®’.
O estresse agudo de contencao tem sido utilizado
como modelo indutor de estresse psicolégico e
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desencadeia alteracoes imunes e um padrdo de
secrecao hormonal similares aos demais tipos de
estimulos indutores de estresse®.

A modulacdo do sistema imunolégico,
induzida pelo estresse ja é um fenémeno bem
conhecido®®, estando descrita a ocorréncia de
neutrofilia, linfopenia e monocitose a seguir a
exposicdo ao estimulo indutor da situacdo de
estresse®. As funcdes anti-microbiana e antitumoral
de macréfagos/mondcitos parecem, também,
diminuir'. A diminuicao dessas funcoes tem sido
associada a uma maior incidéncia de infeccoes e
ao alastramento de tumores em animais subme-
tidos a condices de estresse prolongado’™.

No hipercatabolismo a glutamina é
reconhecida como aminoéacido “condicionalmente
essencial”, e tem despertado interesse dos
pesquisadores por sua capacidade de interferir no
funcionamento de células do sistema imune®°,
Por exemplo, os macréfagos utilizam glutamina
para realizacao da funcao fagocitica e citotoxica'.
Esse aminoacido também é utilizado em altas
taxas para proliferacao de linfocitos e atividade
fagocitica de neutrdéfilos? ™.

O aumento dos niveis plasmaticos de
corticosterona, associado ao estresse agudo, pode
exacerbar a gliconeogénese, causando degra-
dacdo protéica acompanhada de padrao
especifico de liberacdo de aminoacidos para o
sangue'?. Dos aminoacidos mobilizados do meio
intra para o extracelular, em resposta ao estresse,
a glutamina parece ser um dos primeiros'*'*. Ao
mesmo tempo, o estresse pode provocar um
aumento na captacdo da glutamina pelos rins,
figado e intestino’. Se hd um aumento na
utilizacdo e diminuicdo na demanda, a suple-
mentacao poderia ser um fator importante’.
Estudos recentes demonstram que a suplemen-
tacdo oral ou intravenosa de glutamina tem acao
imunoestimulatoéria em linfocitos e neutrofilos'.
Apesar das evidéncias da importancia da
suplementacdo da glutamina, Newsholme’
recomenda maiores investigacdes sobre a
influéncia deste aminoacido sobre o sistema
imune in vivo.
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Este estudo teve por objetivo verificar o
efeito da administracdo via intraperitoneal de
glutamina, prévia a uma situacao de contencao
aguda indutora de estresse, sobre o perfil
leucocitario do sangue periférico e a taxa de
fagocitose de macréfagos alveolares de ratos.

METODOS

Ratos albinos machos da linhagem Wistar
aos 90 dias de idade, com um peso corporal de
309 e desvio-padréo (dp) de 8,3g foram divididos
em dois grupos: controle-C (n=31) e administrados
com L-glutamina - GLN (n=30). Os animais foram
mantidos na Colénia do Departamento de
Nutricdo, Universidade Federal de Pernambuco em
gaiolas coletivas com temperatura ambiente
proxima de 22°C e receberam dieta balanceada
(52% de carboidratos, 21% de proteinas e 4%
de lipideos - Nuvilab CR1-Nuvital®) e agua ad
libitum. Manteve-se um ciclo claro/escuro de
12/12 horas (claro das 6h as 18h; escuro das
18h as 6h). Para o grupo glutamina foi utilizada
a dosagem de 0,2g/kg de peso do animal, via
intraperitoneal, durante 10 dias, segundo a dose
utilizada no estudo de Kew e colaboradores'.
Para os animais C, foi administrado, via
intraperitoneal, o aminodacido L-glicina na dose
de 0,4g/kg do peso do animal, de forma a manter
0 balanco nitrogenado'. O peso corporal dos
animais foi monitorado diariamente durante o
periodo do experimento. Este estudo foi apro-vado
pela Comissao Etica em Experimentacdo Animal
do Centro de Ciéncias Bioldgicas da Universidade
Federal de Pernambuco, e seguiu as normas
sugeridas pelo Comité Brasileiro de Experi-
mentacao Animal (COBEA).

Inducao de estresse

Logo ap6s os 10 dias de administracdo do
aminodacido, os dois grupos foram subdivididos,
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dando origem a quatro grupos experimentais, de
acordo com a posterior sujeicdo, ou nao, a
situacdo de contencdo (indutora de estresse).
Assim, os animais controle foram divididos em
2 grupos: C (n=15), sujeito a administracdo da
L-glicina, e o grupo C+E (n=16), sujeito a
administracao da L-glicina e a situacdo de
contencao aguda. Da mesma forma, os animais
gue receberam glutamina também foram divididos
em 2 grupos: GLN (n=15), sujeito a administracdo
de L-glutamina, e o grupo GLN+E (n=15), sujeito
a adminstracao de L-glutamina seguida por
exposicao a contencdo aguda. Para inducdo da
situacdo de contencdo aguda, nos grupos C+E e
GLN+E, os animais foram colocados num tubo
cilindrico (24cm de comprimento por 8cm de
largura), onde permaneceram contidos durante
40 minutos, de acordo com a técnica proposta
por Selye'®. A contencao dos animais teve lugar
24 horas ap6s o ultimo dia de administracdo do
aminoacido. Uma pequena aliquota de sangue
(0,2ml) foi retirada imediatamente antes e apds
0 periodo de contencao. A seguir, os animais foram
anestesiados e as células (macrofagos alveolares)
retiradas para andlise. O restante dos animais foi
sujeito aos mesmos procedimentos (coleta de
sangue, anestesia e coleta de células), 25 horas
apods o Ultimo dia de administracdo do aminoacido
(grupos C e GLN).

Parametros analisados

- Leucograma: as amostras de sangue
foram diluidas (1:200) em solucao de TURK (acido
acéticoa3%)". Os leucocitos foram contados em
hemocitdmetro com auxilio do microscopio dptico.
O resultado foi obtido com a férmula: Leucécitos
x mm? de sangue = (Lc. x 20 x 10)/4. Na qual:
Lc= numero total de leucécitos contados em
4mm?; 4= fator de conversdo para Tmm?3; 20=
fator de conversao da diluicao utilizada; 10= fator
de conversdo para Tmm? (profundidade da
lamina). Para contagem diferencial de leucécitos
foi utilizada a técnica do esfregaco sanguineo.

Para coloracao do esfregaco foi utilizado o kit
Panotico Rapido LB (Laborclin Ltda, BR). Os
diferentes elementos foram contabilizados por
contador eletrénico KACIL com teclas corres-
pondentes a cada tipo de célula.

- Macrofagos alveolares: os animais foram
anestesiados via ip com solucao cloralose a 0,5%
e uretana a 12,5%, na dose de 0,8ml por 100g
de peso do animal. O exudato broncoalveolar foi
realizado por injecdo de soro fisiolégico (SF) a
temperatura ambiente, através de canula plastica
inserida na traquéia'®. Vérias aliquotas de 2ml de
SF foram injetadas e imediatamente aspiradas.
Ao final, coletou-se um volume de 20ml de lavado
broncoalveolar por animal, que corresponderia a
cerca de 3x10° macrofagos em cada lavado.

- Taxa de fagocitose: foram utilizados
fungos (Saccharomyces sp.) para avaliar a taxa
de fagocitose de acordo com a técnica de
Malageno et al.”. Os fungos foram lavados 2
vezes com solucao tampao fosfato (PBS), contados
107 células e, em seguida, misturados na suspen-
sdo de macréfagos (1x108%ml em meio de cultura
completo, RPMI 1640) recuperados do lavado
broncoalveolar. As células (macrofagos e fungos)
foram distribuidas em laminas de microscopia
Optica e incubados a 37°C, em atmosfera Umida
durante 1 hora. As laminas foram lavadas com
agua destilada e utilizado o kit pandtico rapido
para a coloracdo. As laminas foram lidas ao
microscopio 6ptico com objetiva de 100x sob
imersdo. A taxa de fagocitose foi obtida como
percentual de macréfagos, que englobaram o
fungo em uma contagem total de 100 células.

A estatistica descritiva estd expressa em
média e desvio-padrdo. Para comparar os valores
pré e pés-procedimento da situacao indutora de
estresse foi utilizado o teste “t” test student
pareado. Para comparacdo entre os grupos foi
utilizada a anélise de variancia (ANOVA). Quando
a ANOVA revelou diferenca significativa, utilizou-
-se o teste de Tukey de comparacdo mdltipla. A
significancia foi mantida em 5% em todos os
Casos.
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RESULTADOS

Os animais que receberam glutamina
apresentaram um maior ganho de peso corporal
a partir do sexto dia de administracao do
aminodcido, comparativamente ao grupo controle
(Figura 1).

Na contagem total de leucécitos do sangue
periférico, o grupo C+E apresentou uma diminuicdo
comparativamente aos valores pré estresse de
contencao (pré=12,6 dp=0,7 e p6s=7,3 dp=0,4)
(Figura 2). Da mesma forma, essa diminuicao foi
verificada quando todos os grupos estudados foram
comparados no segundo momento da coleta de
sangue (C=11,9 dp=1,2; C+E=7,3 dp=1,4;
GLN=12,0 dp=1,3; GLN+E=7,6 dp=1,2). Vale
salientar que os animais GLN+E apresentaram
diminuicdo na contagem total de leucocitos
guando os valores pré e pds-estresse de contencao
foram comparados (pré=11,9 dp=1,2 e pds=7,6
dp=1,2) (Figura 2).

Relativamente a contagem diferencial de
leucécitos, quando comparado ao grupo C, o
grupo C+E apresentou uma diminuicao no
percentual de linfécitos (C=76,7 dp=1,2 e
C+E=68,8 dp=1,4 p<0,05) e um aumento no
numero de neutréfilos (C=19,7 dp=2,1 e
C+E=27,7 dp=1,3 p<0,05). Este perfil leucocitario
foi também verificado no grupo GLN+E
(neutréfilos=25,4 dp=2,0 e linfocitos=69,8 dp=2,7
p<0,05), quando comparado ao C (Figura 3).

Nas demais células analisadas, mondcitos,
eosinodfilos e basdfilos, ndo houve diferenca entre
0S grupos.

Os animais C+E apresentaram uma
diminuicdo na taxa de fagocitose quando com-
parado ao C (21,0 dp=1,3 e 26,7 dp=1,9,
respectivamente, p<0,05). O grupo glutamina
permaneceu com os valores similares ao controle
(25,8 dp=1,9). E, finalmente, o grupo GLN+E
apresentou uma diminuicdo em relacdo aos grupos
controle e glutamina (21,8 dp=2,2) (Figura 4).
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Figura 1. Valores médios e desvio-padrao do ganho de peso
corporal dos animais dos grupos controle e injetados
jp com Glutamina (0,2g/kg de peso corporal). Recife,

2003.
Nota: Teste t-student para comparacao entre 0s grupos.
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Figura 2. Valores médios e desvio-padrao da contagem total de
leucocitos dos animais dos grupos estudados. Recife,
2003.

Nota: C=controle; C+E=estresse; GLN=glutamina e GLN+E=
glutamina e estresse. Teste “t" student pareado para com-
paracao dos valores médios pré e pds administracao do
aminoéacido. Teste ANOVA, seguido do teste de Tukey para
comparacao entre os grupos pés-administracdo do
aminoacido. *p<0,05 na comparacao dos valores pré e
pds. #p<0,05, quando comparado ao grupo C).
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Figura 3. Valores médios e desvio-padrdo da contagem total de
leucocitos dos animais dos grupos estudados. Recife,
2003.

Nota: C=controle; C+E=estresse; GLN=glutamina e GLN+E=
glutamina e estresse. Teste ANOVA, seguido do teste de
Tukey. *p<0,05, quando comparado ao grupo C.
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Figura 4. Valores expressos em média e desvio-padréo da per-
centagem de células que fagocitaram o fungo dos
animais dos grupos estudados. Recife, 2003.

Nota: C=controle; C+E=estresse; GLN=glutamina e GLN+E=
glutamina e estresse. (Teste ANOVA, seguido do teste de
Tukey. *p<0,05 quando comparados ao grupo C).

DISCUSSAO
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A relacdo bidirecional entre os sistemas
neuro-enddécrino e imunoldgico sugere que
alteracoes fisioldgicas em resposta a um estressor
tenham repercussoes na eficiéncia do mecanismo
de defesa organico?®. Neste estudo, a situacao
de contencao promoveu alteragdes nos parame-
tros imunes avaliados, muitos dos quais podendo
ser indicadores de imunossupressao, como a
diminuicdo do percentual de linfécitos do sangue
e da funcao fagocitica de macréfagos. Na
presenca desse estimulo estressor, os animais
apresentaram um aumento no percentual de
neutréfilos do sangue. Estes resultados corroboram
estudos previamente realizados com o mesmo
modelo de inducao de estresse?'23. A diminuicao
observada na dinamica de células parece estar
mais correlacionada com a liberacdo dos
horméonios do estresse, resultando numa redistri-
buicdo de células?*, do que com a disponibilidade
de nutrientes®?. Apesar de ndo termos avaliado
os niveis plasmaticos de glicocorticéides, outros
estudos utilizando o mesmo modelo de inducéo
de estresse ja o fizeram'.

A inducdo de estresse por contencao
também resultou numa diminuicdo da atividade
fagocitica de macrofagos broncoalveolares. Estes

resultados corroboram os de Moinard et al."?, que
verificaram uma diminuicao da atividade fagocitica
de macréfagos peritoniais de ratos fisicamente
estressados em resposta a estimulo com Zimosan.
Também Nascimento et al.?> observaram uma
diminuicado da atividade fagocitica de macréfagos
alveolares em resposta a estimulo com S. cerevisie
nos animais contidos por 40 minutos, tendo
atribuido essa diminuicdo a presenca de niveis
elevados de corticosterona. De fato, 0 mecanismo
subjacente pode estar relacionado com a presenca
aumentada desses hormdnios e com a sua acao
inibidora na expressdo de receptores em
macréfagos'?. A diminuicao da atividade fagocitica
de macréfagos tanto pode comprometer o
mecanismo de defesa inato, como a sequéncia
de eventos da resposta imune adaptativa a
infeccdo?>2°. A eficiéncia dos fagécitos parece ter
uma profunda influéncia no aumento ou supressao
da inflamacao e, se ha problemas na remocao e
reparo dos tecidos no processo inflamatoério, a
autoimunidade ou o cancer podem advir?>?’.

Os macroéfagos sao consumidores de
glutamina, tanto para o seu metabolismo (sintese
de purinas e de coenzimas) como para realizar
suas fungdes?’8. Quando cultivados em meio com
baixa concentracdo de glutamina, apresentam
uma diminuicdo na capacidade de apresentar
antigenos, producdo de anion superoxido,
producdo de citocinas e da atividade fagocitica
de antigenos opsonizados??’. No presente estudo,
a administracdo in vivo de glutamina nos animais
estressados ndo atenuou a diminuicdo da atividade
fagocitica de macréfagos. E possivel que outras
células mais sensiveis aos efeitos do estresse
possam aumentar a captacdo de glutamina da
circulacao™. Ou ainda que a glutamina suplemen-
tada nos dias anteriores possa ter sido utilizada
por outros tecidos como, por exemplo, 0s
adipdcitos™. De fato, os animais deste estudo que
receberam glutamina apresentaram um maior
ganho de peso corporal, comparativamente aos
seus pares que nao a receberam. A velocidade
de utilizacdo da glutamina é influenciada por
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sua disponibilidade, por fatores hormonais, pelo
transporte através da membrana e pela velocidade
catalitica maxima da enzima glutaminase'. Taxas
de utilizacdo da glutamina, tdo ou mais altas que
a da glicose, ocorrem em muitas células'.

Este estudo fortalece as evidéncias dos
efeitos imunossupressores do estresse motivado
por fatores psicoldgicos em animais de laboratério.
Esses efeitos foram verificados tanto relativamente
a concentracdo de células imunes como a funcao
fagocitica de macréfagos. Se essas alteracoes sao
transitérias, simplesmente reflexo de uma
automodulacédo das células imunes em busca da
homeostase, ou se sdo permanentes, comprome-
tendo, dessa forma, a atuacdo dos componentes
do sistema imune, é um assunto a ser conside-
rado. Todavia, é bem provavel que, mesmo de
natureza transitoéria, essas alteracdes tenham
consequéncias fisiopatoldgicas importantes e
merecam ser consideradas na etiologia de
algumas doencas, como, por exemplo, o cancer.

Um dos fatores que pode influenciar a
imunossupressao é a diminuicdo da disponibilidade
de glutamina no plasma. Entretanto, este estudo
verificou que, mesmo aumentando a disponibi-
lidade de glutamina, ndo houve atenuacdo dos
parametros imunes analisados.
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