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Unitermos:
O treinamento intenso e o exercicio exaustivo podem ocasionar o Gjiamina

imunossupressdao em atletas por meio da diminui¢do da e« Nutricio

concentragdo plasmatica de glutamina. O presente estudo verificou ¢ Exercicio

inicialmente o efeito da suplementagdo com L-glutamina e L-alanil-  ° Lja'a”i"F‘8'“tami“a
L-glutamina sobre a resposta ao teste de hipersensibilidade do tipo ~ ° Sistema imune
tardio (HTT) em ratos submetidos ao treinamento intenso em
natacdo durante seis semanas. Posteriormente, foi avaliado o efeito
dessas intervengdes nutricionais sobre a contagem total e
porcentual de leucocitos e concentragdo sérica de anticorpos IgG
anti-albumina de soro bovino, em animais submetidos ao teste de
exaustdo e recuperados durante o periodo de 3 horas. Ndo houve
efeito do treinamento e da suplementagdo sobre a resposta ao teste
de HTT. Animais suplementados apresentaram maior concentra¢do
de glutamina no plasma (P<0,05), contudo, esse aumento da
glutaminemia ndo influenciou a concentragdo sérica de anticorpos
1IgG. O periodo de recuperagdo pos-exercicio intenso acarretou
diminui¢do da glutaminemia em relagdo aos valores obtidos
imediatamente apos o teste de exaustdo (P<0,05). O aumento da
concentragdo de corticosterona induzida pelo exercicio exaustivo
casou leucocitose, neutrofilia e linfopenia durante o periodo pos-
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INTRODUCAO

Exercicio fisico causa mobilizagdo de neutrofilos e
linfécitos para o sangue. Contudo, apds o exercicio inten-
so com durag¢ao superior a uma hora, ocorre a diminui¢ao
de alguns parametros da resposta imune, tais como conta-
gem de linfocitos, atividade de células natural killer, res-
posta ao teste de hipersensibilidade do tipo tardio, concen-
tracao de anticorpos e proliferagao de linfocitos estimula-
da por mitégenos. Durante este periodo de imunossupres-
sdo, referido como fenémeno “open window”, o individuo
estaria mais suscetivel a adquirir algum tipo de infec¢do
(Hall, Wagenmakers, 1998; Rohde et al., 1998a).

Os mecanismos relacionados a imunomodulacao
induzida pelo exercicio sdo provavelmente multifatoriais
e incluem alteragdes circulatorias (hemodinamicas) e
hormonais (liberag@o de cortisol e catecolaminas). Além
disso, a modulagdo da resposta imune mediada pelo exer-
cicio pode estar ligada a fatores metabolicos, tais como a
concentracao de glutamina plasmatica (Hack ez al., 1997;
Bailey et al., 2000).

A glutamina ¢ o aminoacido livre mais abundante no
plasma e tecido muscular e ¢ utilizada em altas taxas por
células de divisdo rapida, incluindo leucocitos, para forne-
cer energia e favorecer a biossintese de nucleotideos
(Nieman, Pedersen, 1999; Koyama et al., 1998; Curi,
2000). Uma alta propor¢ao da glutamina da dieta ¢ utili-
zada pelas células do intestino. Desse modo, para atender
a elevada demanda de glutamina pelos diversos tecidos e
orgaos, este aminoacido deve ser sintetizado pelo organis-
mo. Quantitativamente, o mais relevante tecido de sinte-
se, estoque e liberacdo de glutamina ¢ o musculo
esquelético, que apresenta atividade das enzimas
glutamina sintetase e aminotransferase de aminoacidos de
cadeia ramificada (Castell et al., 1996; Rogero, Tirapegui,
2000).

As concentragdes plasmatica e tecidual de gluta-
mina estdo diminuidas em situagdes clinicas e catabolicas
tais como: traumas, queimaduras, sepse, pos-operatorio,
diabetes ndo-controlado, apods exercicio exaustivo e du-
rante periodos de treinamento intenso. Durante estes even-
tos, a diminui¢ao da concentragdo de glutamina
plasmatica ocorre devido a maior taxa de captacdo e uti-
lizagdo deste aminoacido por diversos tecidos em relagao
a taxa de sintese e liberacao pelo musculo esquelético
(Parry-Billings et al., 1989; Rowbottom, 1996). Estas si-
tuagoes estdo associadas com um aumento na suscetibi-
lidade a infecgdes, sendo sugerido que isto pode ser par-
cialmente devido a diminui¢do do fornecimento de
glutamina para células imunocompetentes, tais como
linfécitos (Rowbottom et al., 1995; Kew et al., 1999).

M. M. Rogero et al.

A relagdo entre exercicio, sistema imune e gluta-
mina tem sido estudada por diversos pesquisadores, po-
rém a relagao causal entre a diminuigao das concentragdes
plasmatica e tecidual de glutamina decorrente do exerci-
cio intenso e prolongado e o prejuizo da imunocom-
peténcia do atleta ainda ndo foi estabelecida completa-
mente (Shewchuk et al., 1997; Walsh et al., 1998; Anto-
nio, Street, 1999; Bishop et al., 1999). Desse modo, o pre-
sente estudo investigou o efeito da suplementagdo com L-
alanil-L-glutamina e L-glutamina sobre a resposta imune
in vivo mediada por células em ratos submetidos ao trei-
namento intenso em natagao. Posteriormente, foi verifica-
do o efeito dessas interven¢des nutricionais sobre a con-
tagem de leucocitos e concentracao sérica de anticorpos
especificos anti-albumina de soro bovino (ASB) da clas-
se [gG em ratos imediatamente apos e 3 horas depois do
término do exercicio de natagdo até a exaustao.

MATERIAL E METODOS
Materiais

Animais

Foram utilizados ratos da linhagem Wistar, albinos,
machos, adultos, obtidos do biotério da Faculdade de Ci-
éncias Farmacéuticas, Universidade de Sdo Paulo. Os
animais foram alojados em gaiolas individuais e alimen-
tados com ragdo elaborada segundo a recomendagdo do
American Institute of Nutrition — 93 para ratos adultos
(Reeves et al., 1993). Os animais foram mantidos em sala
com temperatura ambiente de 22 + 2 "C e umidade relati-
va de 55 £ 10% e obedecendo a um ciclo invertido 12 h
claro/12 h escuro, com luz acesa as 19:00 horas.

Agua e racio foram fornecidas ad libitum durante
todo o experimento.

Os animais, com peso variando entre 280 a 300 g,
foram divididos em 9 grupos (n=6 por grupo), sendo trés
grupos sedentarios: controle (C-Sed), glutamina (G-Sed)
e alanil-glutamina (D-Sed) e seis grupos treinados, que
foram subdivididos em trés grupos submetidos ao teste de
exaustdo: controle (C-Exa), glutamina (G-Exa) e alanil-
glutamina (D-Exa), e trés grupos submetidos ao teste de
exaustdo e recuperados durante trés horas: controle (C-
Rec), glutamina (G-Rec) e alanil-glutamina (D-Rec).

Todos os grupos foram avaliados inicialmente quan-
to a resposta ao teste de hipersensibilidade do tipo tardio,
visando verificar tanto o efeito da suplementagdo como do
treinamento intenso. No ultimo dia do protocolo experi-
mental, os seis grupos de animais treinados foram subme-
tidos ao teste de exaustdo, sendo que imediatamente apos
o término, os grupos C-Rec, G-Rec e D-Rec foram
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suplementados novamente com agua, L-glutamina e L-
alanil-L-glutamina, respectivamente, ¢ mantidos em re-
pouso durante 3 horas.

Suplementagao

Os animais foram suplementados com o aminoacido
L-glutamina (Ajinomoto Interamericana Industria e Co-
mércio Ltda, Brasil) ou o dipeptideo L-alanil-L-glutamina
(Férmula Medicinal — Suporte Nutricional e Manipulagado
Ltda, Sao Paulo, Brasil) através de sonda gastrica
(gavagem) durante os ultimos 21 dias do protocolo expe-
rimental, sendo que os animais treinados recebiam a
suplementacdo imediatamente apds o término do treina-
mento didrio em natagdo. Aliada a suplementagdo croni-
ca, os grupos G-Rec e D-Rec também foram suplemen-
tados imediatamente apos o término do exercicio até a
exaustao.

A quantidade administrada do dipeptideo foi calcu-
lada para que o total de glutamina fosse o mesmo adminis-
trado na sua forma isolada, ou seja, 1 g de glutamina/kg de
massa corporal. O grupo controle recebeu agua via
gavagem.

Protocolo de treinamento

O treinamento dos animais foi realizado em um sis-
tema de natacdo (Vieira et al.,1988) com agua aquecida
por um sistema central de resisténcia elétrica e tempera-
tura de 31 + 2 °C. O periodo de treinamento foi de seis
semanas, cinco dias por semana, 60 minutos por dia.

Durante a primeira semana, 0s animais iniciaram um
treinamento progressivo visando sua adaptacdo ao meio
liquido. No primeiro dia da segunda semana de treinamen-
to foi utilizado o protocolo de teste progressivo para deter-
minac¢ao do limiar anaerdbio metabdlico e sobrecarga ini-
cial de treinamento, sendo que o segundo teste foi realiza-
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do no primeiro dia da quinta semana para a corre¢do da
sobrecarga de treinamento (Marquezi, 1999). O protoco-
lo de teste consistiu de exercicio agudo de natagcdo com
sobrecarga progressiva, sob a forma de pesos atados a
cauda do animal, correspondendo a4, 5, 6, 7 ¢ 8% do seu
peso corporal, durante periodos de trés minutos de natagao
intercalados com um minuto de repouso. Visando
minimizar qualquer tipo de estresse decorrente da mani-
pulagdo dos animais e da mudanca de ambiente, foi reali-
zado um periodo de aquecimento com duracdo de 20 mi-
nutos sem sobrecarga.

Coletas de sangue a partir da veia caudal foram re-
alizadas aos 10 e 20 minutos do periodo de aquecimento
e nos periodos de sobrecarga. O sangue foi coletado por
meio de capilares heparinizados e, posteriormente, foi
realizada a dosagem de lactato. O limiar anaerobio meta-
bolico foi determinado a partir da inflex@o da curva de
concentragdo de lactato sangiiineo pela sobrecarga utiliza-
da. O ponto de inflex@o da curva correspondia a sobrecar-
ga considerada como a carga do limiar anaerdbio metabo-
lico.

No ultimo dia de experimento os animais foram
submetidos ao exercicio até a exaustdo. O tempo de
exaustdo foi caracterizado no momento em que o animal
ndo conseguia manter as narinas fora da d4gua durante 10
segundos.

Obtencao do material de ensaio

Todos os animais foram sacrificados por decapita-
¢ao, entre 10:00 e 12:00 horas (com exce¢do dos animais
submetidos ao teste de exaustdao). O sangue foi coletado,
centrifugado para a separagao do plasma e do soro e arma-
zenados em “freezer” (-80 °C) para subseqiiente determi-
nagdo da concentragdo de corticosterona, glutamina,

Adaptacio Inicio Suplementacao: HTT (24 e 48h) Teste

Ambiente/ragdo Treinamento  Glutamina (1 g/kg) de exaustio
Alanil-glutamina (1,5 g/kg) (6 grupos)

-7d dia 0 dia 21 dias 40 e 41 diaT 42 T

FIGURA 1 - Esquema do protocolo experimental.

Sacrificio grupos:
EXA (3 grupos)
e SED (3 grupos)

Suplementacdo +
Recuperagao 3h +
Sacrificio 3 grupos
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glutamato e anticorpos anti-ASB da classe G (IgG). Uma
amostra de sangue coletado com anticoagulante (EDTA
(K,) liquido 15%) foi utilizada para realizagdo do
leucograma.

Métodos

A determinagdo da concentracdo de glutamina e
glutamato no plasma foi realizada segundo a metodologia
descrita por Lund (1986). A concentragdo de corticos-
terona livre sérica foi determinada por radioimunoensaio
utilizando-se o “kit” Biotrak ™ (Amersham International,
Buckinghamshire, UK). A leitura da reacao foi realizada
em contador de cintilagdo gama (Beckman L600).

As amostras de sangue utilizadas para a realiza¢ao
do leucograma foram inicialmente diluidas (1/20) em li-
quido de Turk, o qual lisa os eritrocitos e preserva as cé-
lulas nucleadas. A contagem global de leucdcitos foi rea-
lizada em camara de Neubauer, obtendo o niimero de
leucocitos/mm?® de sangue (Dacie, Lewis, 1995). Os
esfregacos de sangue utilizados para a contagem relativa
e absoluta das formas leucocitarias foram submetidos a
coloragdo panotica, segundo a técnica de May-Grunwald-
Giensa, modificada por Rosenfeld (1947).

O teste de hipersensibilidade do tipo tardio (HTT)
baseado na metodologia descrita por Titus e Chiller (1981)
e modificada por Henningsen et al. (1984) foi utilizado
para avaliar a resposta de HTT em ratos usando albumina
sérica bovina (ASB) (Sigma Chem. CO., USA) como
antigeno. Os animais foram sensibilizados com 100 ug de
ASB em 50 pL de solucado salina estéril homogeneizada
com igual volume de adjuvante completo de Freund
(ACF). Esta sensibilizacao foi realizada 13 dias antes do
sacrificio. Cada animal foi sensibilizado por via subcuta-
nea na base da cauda, sendo desafiados 10 dias apods a
primeira sensibilizagcdo com 50 pug/100 puL de solucdo
salina de ASB na pata direita, sendo esta solu¢cdo aquecida
previamente a inoculagdo por 10 minutos a 60 °C. O mes-
mo volume de solugdo salina estéril foi injetado na pata
esquerda como medida de controle. A reagdo de HTT foi
determinada 24 e 48 horas ap6s o desafio, por meio da
medida da espessura de ambas as patas com o auxilio de
um paquimetro digital (Mitutoyo, Kanagawa, Japao).
Duas leituras foram realizadas para cada pata e o grau de
reacao, em milimetros, foi calculado pela diferenga entre
a espessura da pata direita e esquerda.

A dosagem de anticorpos anti-ASB da classe IgG foi
realizada pela técnica imunoenzimatica (ELISA) seguin-
do-se o procedimento descrito por Engvall e Perlmann
(1972). Para a padronizacao da técnica, utilizou-se como
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controle positivo o soro hiperimune de um rato Wistar
imunizado na base da cauda no dia 0 (200 pg de ASB/
100 pL de salina+100 pl de ACF), por via intraperitoneal
no dia 7 (200 png de ASB/100 pL de salina+100 pL de
adjuvante incompleto de Freund) e pela veia caudal no dia
14 (200 pg de ASB/200 puL de salina estéril). Apos 15 dias
o animal foi submetido a sangria branca e o soro foi esto-
cado a—80 °C. Foram obtidos soros de sete ratos ndo imu-
nizados, os quais foram utilizados como controles nega-
tivos da reagdo. Apo0s as etapas de padronizagao, os soros
dos animais a serem testados foram diluidos a 1:400 e
distribuidos, em duplicata, em placas de poliestireno de 96
pogos (Nunc — MaxiSorp™ Surface, Brand Prod.,
Denmark) previamente sensibilizadas com ASB (300ng
em PBS pH7,2/pogo). A sensibilizagdo foi realizada du-
rante 18 horas a 37 °C. Apds lavar 4 vezes com salina
0,85% acrescida de 0,05% de Tween 20 (Amersham
Pharmacia, EUA), as placas foram incubadas por 45 min
a 37 °C com anti-IgG de rato biotinilada (Southern
Biotechnology Associates Inc., Birmingham, EUA) dilu-
ida a 1:25000 em PBS. Apos nova etapa de lavagem com
salina/Tween, as placas foram incubadas com estrepta-
vidina (Southern Biotechnology Associates Inc.,
Birmingham, EUA) a 1:25000 em PBS por mais 30 min a
temperatura ambiente. A reag¢do foi revelada com
ortofenilenodiamina (OPD — Merck, S.A. Ind. Quim., RJ,
Brasil) por 7 min a 37 °C e bloqueada com 100 pL de so-
lucdo de acido sulfurico 2 N. Os resultados foram avalia-
dos empregando-se o método proporcional onde a razao
entre as densidades Opticas (DOs) da amostra e o valor
médio das DOs de 7 soros negativos foi calculada, sendo
que razdes acima de 2 foram consideradas positivas
(Sanchez, 2000).

ANALISE ESTATISTICA

Os dados experimentais foram separados em trés
blocos e classificados neste estudo como: Suplementagao,
Exercicio e Repeti¢des (ratos), para que o efeito isolado de
cada tratamento e suas possiveis interagdes pudessem ser
analisadas separadamente.

A analise de variancia (ANOVA) foi aplicada ao con-
junto de dados para analisar os efeitos lineares e interativos
das variaveis independentes (suplementagao e exercicio)
sobre o resultado de diferentes determinagdes analiticas,
sendo entdo aplicado o teste de Tukey HSD para identificar
os tratamentos que apresentassem um contraste significati-
vo (p<0,05). O tratamento dos dados e sua analise de
variancia foram executados por meio da utilizagdo do pro-
grama Statistica (versao 6.0) (Bower, 1998).
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RESULTADOS

De acordo com a Tabela I, observa-se que a respos-
ta ao teste de HTT ndo diferiu significativamente entre os
grupos estudados, tanto em relacao ao efeito do treina-
mento intenso, como da suplementag¢do com L-glutamina
ou L-alanil-L-glutamina.

TABELA I - Efeito do treinamento intenso e da suple-
mentacdo com L-glutamina e L-alanil-L-glutamina sobre
o teste de hipersensibilidade do tipo tardio (HTT) em ratos

Grupos! HTT 24 h (mm) HTT 48 h (mm)
C-Sed 1,16 £0,34 1,10 +£0,38
G-Sed 1,23 £0,24 1,13 +£0,30
D-Sed 1,39 +0,24 0,94 £ 0,31
C-Exa 0,91+0,16 0,87 £0,24
G-Exa 1,25+0,42 0,92 +0,20
D-Exa 1,30+0,26 0,94 +0,28
C-Rec 1,18 £0,45 1,03 +£0,31
G-Rec 1,50 £0,32 0,75+0,22
D-Rec 1,21 £0,48 0,73 £0,20

p (suplementagao) 0,068 0,392
p (exercicio) 0,433 0,056
p (interagdo) 0,446 0,383

' Nao foram observadas diferengas significativas (p<0,05)
entre os grupos para ambos os efeitos (suplementacao e

exercicio)

491

Nenhuma diferenca significativa foi observada em
relagdo ao consumo de racdo e tempo de natacdo até a
exaustdo entre os grupos estudados (Tabela II). A concen-
tragdo plasmatica de glutamina foi significativamente
maior nos grupos suplementados com glutamina, tanto na
sua forma livre quanto de dipeptideo. Os animais recupe-
rados apresentaram diminui¢cdo da concentragao
plasmatica de glutamina e glutamato, respectivamente de
19% e 36%, em relag@o aos valores obtidos imediatamente
apos o teste de exaustdo. O exercicio até a exaustio au-
mentou em 28% a concentragdo de glutamato no plasma
em relagdo ao grupo sedentario, enquanto a suplemen-
tacdo com L-alanil-L-glutamina aumentou em 22% a con-
centragdo plasmatica de glutamato em relacao aos animais
suplementados com L-glutamina (Tabela II).

Os animais suplementados apresentaram aumento
da razdo glutamina/glutamato no plasma, ao passo que
essa razao foi menor nos animais submetidos ao exercicio
exaustivo em relagdo as condicdes sedentario e recupera-
do. O exercicio até a exaustao e o periodo de recuperacao
apresentaram aumento da concentracdo sérica de
corticosterona de 2,8 vezes e 32% respectivamente, em
relacdo a condigdo sedentario (Tabela II).

A contagem de leucdcitos e neutrofilos foi significa-
tivamente maior nos animais suplementados com L-
alanil-L-glutamina em relagdo aos animais controles (Ta-
bela III). Os animais recuperados apresentaram aumento
da contagem de leucocitos e neutrofilos em relagdo aos
valores observados nos animais na condi¢do sedentario e

TABELA 11 - Consumo de ragdo, tempo até a exaustao e concentragdes plasmatica de glutamina e glutamato e sérica de
corticosterona em ratos sedentarios e treinados submetidos ao teste de exaustdo aliado a recuperagao

Consumo Tempo Glutamina Glutamato Razao Corticosterona
Grupos de Ragdo exaustao plasmatica plasmatico glutamina/ sérica
(g/dia) (min) (mmol/L) (mmol/L) glutamato (ng/mL)

C-Sed 20,8 +2,5 — 1,03 + 0,09 0,25+0,04 4,3+0,6 55,8 15,7
G-Sed 21,1+24 — 1,16 £ 0,11 0,26 £ 0,02 4,5+0,7 499+12,4
D-Sed 20,8 +4.4 — 1,07+0,17 0,23 +£0,04 4,7+0,8 47,8+ 14,2
C-Exa 21,4+13 140,3+£35,7 0,84+0,22 0,31 +0,08 2,8+0,7 1483+254
G-Exa 21,4+2.1 1352+31,0 1,17+0,13 0,26 +0,04 4,5+0,8 134,1 £24,8
D-Exa 20,6 £ 1,0 140,5+43,3 1,37 £0,41 0,38 £0,07 3,6+0,7 153,9+19,7
C-Rec 21,3+0,9 139,7+40,0  0,74+0,23 0,21 £0,02 3,609 67,3127
G-Rec 22,0+1,3 140,2+41,8  0,91+0,25 0,17 +£0,02 55+1,5 74,7+21.2
D-Rec 21,8+3.8 1443+42,6  1,09+0,17 0,23 £0,01 4,8+0,8 61,2+222

p (suplementagao) 0,845 0,957 0,001 0,009 0,001 0,800

p (exercicio) 0,623 0,837 0,011 0,001 0,002 0,001

p (interag@o) 0,981 0,983 0,088 0,015 0,130 0,310

Valores médios + desvio, com n=6 para cada grupo, com diferenga identificada pelo 2-way ANOVA e teste de Tukey

considerando p<0,05.
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TABELA 11l - Contagem absoluta de leucocitos e concentragdo sérica de anticorpos IgG anti-albumina de soro bovino
em ratos sedentarios e treinados submetidos ao teste de exaustdo aliado a recuperagao

Contagem absoluta (x10? células/L)

Grupos Leucocitos Neutréfilos Linfocitos Monbcitos IgG*
C-Sed 44+1.2 1,4+£0,4 2,9+0,7 0,1+0,2 9,82 +1,96
G-Sed 4,9+0,7 1,3+£0,3 3,5+0,5 0,1+0,1 8,84+2,27
D-Sed 4,9+0,5 1,2+0,2 3,6+04 0,1 +£0,1 9,45+ 1,97
C-Exa 4,6 +0,7 1,1 £0,1 34+0,7 0,1 £0,1 9,09 +£2,00
G-Exa 58+1,3 1,3+0,4 43+1,1 02+0,2 8,54+1,64
D-Exa 4,7+1,3 1,3+£0,3 34+1,0 0,2+0,1 8,80 +2.42
C-Rec 5,1+£0,6 1,9+0,6 3,1+0,2 0,1+0,0 9,84 +£3,17
G-Rec 58+1,1 3,5+£0,7 2,0+0,4 0,3+0,2 9,61 +3,40
D-Rec 7,6 +2,1 4,7+1,2 2,6 0,8 0,3+0,3 8,27+214

p (suplementagio) 0,032 0,001 0,828 0,254 0,638

p (exercicio) 0,001 0,001 0,001 0,022 0,789

p (interag@o) 0,033 0,001 0,007 0,210 0,866

Valores médios + desvio com n=6 para cada grupo, com diferenca identificada pelo 2-way ANOVA e teste de Tukey
considerando p<0,05. *Valores expressos como razdo DO da amostra/valor médio de DO de soros negativos

exaustdo. A contagem total de linfécitos diminuiu 22% e
30% durante o periodo de recuperagdo, quando compara-
da as condicdes sedentario e exaustio, respectivamente.
Nenhuma diferenca significativa foi observada em relacao
a concentragdo sérica de anticorpos IgG entre os grupos
estudados (Tabela III).

De acordo com a Figura 2, a suplementagdo com L-
alanil-L-glutamina aumentou a porcentagem de neutrd-

filos e diminuiu a porcentagem de linfocitos em relagdo
aos animais ndo-suplementados. A porcentagem de
neutréfilos foi significativamente maior nos animais recu-
perados em relag@o as demais condigdes. Por outro lado,
a porcentagem de linfocitos apresentou-se significativa-
mente menor na condi¢do recuperado quando comparada
as condigdes sedentario e exaustdo (Figura 3).

(%) 100 -
80
60 - i O MONOCITOS
m NEUTROFILOS
40 - | O LINFOCITOS
20 ||
0

GLUTAMINA CONTROLE

DIPEPTIDEO

FIGURA 2 - Efeito da suplementa¢ao com L-glutamina e L-alanil-L-glutamina sobre a porcentagem de leucdcitos.
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FIGURA 3 - Efeito do exercicio exaustivo e recuperagdo sobre porcentagem de leucdcitos.

DISCUSSAO

Numerosos estudos tém demonstrado a alteragao
significativa das concentragdes plasmatica e tecidual de
glutamina durante e apds exercicio intenso e prolongado
(Castell, Newsholme, 1997; Castell, Newsholme, 1998;
Antonio, Street, 1999). A glutamina ¢ utilizada como
substrato energético por diversas células do sistema imu-
ne, incluindo neutrofilos, linfocitos e macrofagos e, des-
se modo, tem sido sugerido que a diminuigdo da concen-
tragdo plasmatica de glutamina pode contribuir para o
aumento da suscetibilidade a infec¢des do trato respirato-
rio superior em atletas apos o exercicio intenso e prolon-
gado, ou durante o periodo de treinamento exaustivo
(Rohde et al., 1996; Curi et al., 1997, Blachard et al.,
2001). Estudos demonstraram que, durante e apos o exer-
cicio exaustivo, ocorre um aumento da captagdo de
glutamina por diversos 6rgdos, o que supera as taxas de
sintese e liberagdo de glutamina pelo musculo esquelético,
acarretando diminui¢ao do fornecimento desse amino-
acido para as cé¢lulas do sistema imune, o que pode afetar
temporariamente a sua fungdo (Rohde et al. 1998b;
Gibala, 2001).

No presente estudo, a concentracdo de glutamina no
plasma foi maior nos animais suplementados com L-
glutamina e L-alanil-L-glutamina em relagdo aos animais
ndo-suplementados. Este resultado demonstra que a
suplementagdo com glutamina na forma livre e de
dipeptideo representa rotas de eficaz fornecimento de
glutamina para a circulagao periférica, apesar da extensi-
va utilizagdo desse aminoacido pelo leito esplancnico

(Ziegler et al., 1990; Déchelotte et al., 1991). Por outro
lado, verificou-se que o periodo de recuperacgao de trés
horas pos-exercicio exaustivo diminuiu a concentragao
plasmatica de glutamina em relacéo aos valores obtidos
imediatamente apos o exercicio. Este resultado pode estar
relacionado ao aumento da captacdo de glutamina pelos
rins, visando tamponar a acidose sangiiinea decorrente do
aumento da liberacdo de acido latico, a partir do tecido
muscular solicitado durante o exercicio aliado ao aumento
da concentragdo de acidos graxos livres no plasma
(Brosnan, 2000). Alternativamente, a diminui¢ao da
glutaminemia pos-exercicio durante o periodo de recupe-
ragdo pode refletir a diminui¢ao da taxa de liberagao de
glutamina pelo tecido muscular e/ou aumento da taxa de
captacdo por outros tecidos, tais como figado, que utiliza
glutamina como substrato para gliconeogénese
(Mackinnon, Hopper, 1996; Borba-Murad et al., 1998). O
aumento da contagem de leucécitos pds-exercicio, decor-
rente principalmente de neutrofilia, também pode colabo-
rar para a diminui¢ao da glutaminemia pos-exercicio
(Gleeson et al., 1998).

A auséncia de diferenga significativa sobre a respos-
ta ao teste de HTT apresentado pelos animais deste estu-
do demonstrou que o treinamento intenso e a suplemen-
ta¢do cronica ndo alteraram esse parametro de imunidade
celular in vivo. Estes resultados sugerem a ocorréncia de
adapta¢ao ao treinamento intenso, durante o periodo de
seis semanas, associado ou nao a suplementacdo, o que
estaria relacionado a diminuicdo dos efeitos imunos-
supressivos causados por esta situag@o de estresse fisiolo-
gico (Wannam et al., 1997). Aliado a este fato observou-
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se que a sobrecarga corporal individual adotada, de acor-
do com os testes para determinacao do limiar anaerobio
metabolico, ndo diferiu entre os grupos durante o periodo
de treinamento.

As imunoglobulinas apresentam um papel relevante
na resposta imune e, portanto, baixas concentragdes podem
ser indicativas de aumento do risco de infec¢ao. Segundo
Mackinnon (2000), o exercicio moderado exerce pouco ou
nenhum efeito sobre a concentragdo de imunoglobulinas
séricas. Em contraste, a concentragdo de imunoglobulinas
pode estar reduzida durante periodos de treinamento intenso
em atletas. No presente estudo, a suplementacdo com L-
glutamina e L-alanil-L-glutamina e o exercicio agudo (teste
de exaustdo) associado ao periodo de recuperacao de trés
horas ndo provocaram alteragdes na resposta de IgG espe-
cificas para albumina sérica bovina, demonstrando assim
que o sistema imune humoral, particularmente os linfocitos
B, nédo sofreu influéncia pelo menos nesse protocolo expe-
rimental. Paralelamente, observou-se que o tempo de resis-
téncia ao esfor¢o e a sobrecarga corporal foram semelhan-
tes em todos os grupos submetidos ao teste de exaustao, o
que exclui qualquer efeito relacionado ao aumento de de-
sempenho, decorrente da suplementagio adotada no presen-
te protocolo. Resultados semelhantes foram relatados por
Rowbottom e Green (2000), que ndo observaram alteracdes
das concentragdes séricas de IgA, IgE, IgG e IgM em indi-
viduos submetidos a exercicios intensos (70-80% do
VO, ) com duragdo entre 20-120 minutos. Gleeson e al.
(2000) constataram que nadadores de elite submetidos a um
programa de treinamento de 12 semanas nao apresentavam
qualquer modificacdo das concentragdes séricas de
imunoglobulinas. Além disso, Bruunsgaard et al. (1997)
observaram que triatletas vacinados contra difteria e tétano
e com polissacarideos purificados de pneumococos, imedi-
atamente apos uma prova de triatlo, ndo apresentaram dimi-
nuigdo da sintese de anticorpos in vivo duas semanas apos
avacina¢do. Gleeson et al. (1996) constataram que nao ha-
via diferenga na capacidade de sintese de anticorpos séricos
especificos para seis polissacarideos de pneumococos en-
tre nadadores de elite submetidos a um periodo de treina-
mento intenso, comparados a individuos sedentarios.

Os animais recuperados demonstraram diminuigao
do numero de linfdcitos circulantes, enquanto o nimero de
leucocitos e neutrofilos circulantes aumentou em relacao
aos valores observados imediatamente apds o término do
exercicio exaustivo. Segundo Rowbottom e Green (2000),
a magnitude destes fenomenos sdo dependentes da inten-
sidade, duragdo e tipo de exercicio, aliado ao aumento de
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corticosterdides induzido pelo exercicio intenso e prolon-
gado.

A leucocitose observada durante o periodo de recu-
peracdo foi devida quase inteiramente ao aumento do nu-
mero de neutrofilos, sendo esta neutrofilia parcialmente
decorrente do aumento da concentragdo de corticoste-
roides, que induzem a liberacdo de neutroéfilos, a partir da
medula 6ssea, e diminuem o egresso destas células oriun-
das da circulagao sistémica (Rowbottom, Green, 2000).

A ocorréncia de linfopenia observada também nos
animais recuperados pode estar relacionada a liberagao
hormonal de corticosterona, cuja concentragdo aumentou
significativamente durante o exercicio exaustivo e perma-
neceu acima dos valores basais trés horas ap6s o término
do exercicio. Os corticosterdides causam linfopenia por
meio da inibi¢ao da entrada de linfocitos na circulagao
sanguinea, a0 mesmo tempo em que facilitam o egresso
destas células a partir do sangue para os tecidos, fatos es-
tes que estdo relacionados a expressdo de moléculas de
adesdo ao endotélio vascular (Shinkai et al., 1996).

Os animais recuperados apresentaram diminui¢ao
da concentragdo plasmatica de glutamina e da contagem
de linfocitos, os quais tém sido sugeridos como dois dos
fatores que ocasionam o quadro de imunossupressao pos-
exercicio intenso e prolongado (Hall, Wagenmakers,
1998; Rohde et al., 1998a). Contudo, estes resultados su-
gerem que a diminui¢do da glutaminemia e linfopenia
induzidas pelo exercicio intenso e prolongado podem nao
se relacionar com a concentragao sérica de anticorpos IgG.

CONCLUSOES

Em nosso estudo, a auséncia de diferenga significa-
tiva em relagdo ao teste de HTT e a concentracao de IgG
especificas para albumina sérica bovina demonstrou que
estes parametros de imunidade celular e humoral, respec-
tivamente, s30 menos sensiveis as variacdes ocorridas na
concentragdo plasmatica de glutamina decorrentes da
suplementa¢do com L-glutamina e L-alanil-L-glutamina
em ratos submetidos ao treinamento intenso ou exercicio
agudo exaustivo.
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ABSTRACT

Effect of L-glutamine and L-alanyl-L-glutamine

supplementation on the response to delayed-type

hypersensitivity test (DTH) in rats submitted to
intense training

Intense training and exhaustive exercise may cause
immunesupression in athletes by reducing plasma
glutamine concentration. Initially, this study verified the
effect of L-glutamine and L-alanyl-L-glutamine supple-
mentation on the response to delayed-type hypersensitivity
test (DTH) in rats submitted to intense swimming training
for six weeks. Later on, we assessed the effect of these
nutritional interventions on total and differential white
blood cell counts and on concentration of anti-bovine se-
rum albumin IgG antibodies, in animals submitted to ex-
haustion test and a three-hour recovery period. There was
no effect of training and supplementation on the response
to DTH. Supplemented animals presented greatest plasma
glutamine concentration (p<0.05), though this increase in
glutaminemia did not interfere on the serum IgG antibody
concentration. The recovery period after intense exercise
resulted in decreased glutaminemia as compared with the
values obtained immediately after exhaustion test
(p<0.05). Increase in corticosterone levels induced by
strenuous exercises led to leukocytosis, neutrophilia and
lymphopenia in post-exercise period (p<0.05). The
present study does not confirm the hypothesis that changes
in plasma glutamine concentration induced by both sup-
plementation and exercises influence on the response to
DTH or for serum IgG antibody concentration in rats
submitted to training.

UNITERMS: Glutamine. Nutrition. Exercise. L-alanyl-L-
glutamine. Immune system.
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