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Função e apoptose do neutrófilo: modulação
pela maturação sexual, exercício e
suplementação com glutamina
Neutrophil function and apoptosis: modulation by sexual maturation,
exercise and glutamine supplementation
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RRRRRESUMOESUMOESUMOESUMOESUMO – O efeito de uma única sessão de exercício (a 85% da capacidade máxima) na
função e apoptose de neutrófilos de ratos de 60 (imaturos sexualmente) e 90 (maduro
sexualmente) dias foi estudado. Avaliou-se também o efeito da suplementação com
glutamina (1g por kg de peso) na prevenção das alterações induzidas pelo exercício.
As funções estudadas foram: capacidade fagocitária, produção de óxido nítrico (NO) e
de espécies reativas de oxigênio (EROs). Para avaliar a morte de neutrófilos, os
seguintes parâmetros foram determinados: integridade de membrana, condensação de
cromatina, fragmentação de DNA, externalização de fosfatidilserina, potencial
transmembrânico mitocondrial, expressão de genes anti-apoptóticos (bcl-xL), pró-
apoptóticos (bax e bcl-xS) e caspase 3. A maturação sexual por si só reduziu a
capacidade fagocitária, aumentou a expressão dos componentes (gp91, p47 e p22phox)
da NADPH-oxidase e aumentou a produção de óxido nítrico (NO). Além disso, a
maturação sexual aumentou a proporção de células em apoptose, conforme observado
pelo aumento na fragmentação de DNA e despolarização mitocondrial, redução na
expressão de Bcl-xL e aumento da expressão de caspase 3. A sessão de exercício,
reduziu a produção de NO e aumentou a expressão dos componentes da NADPH-
oxidase  nos neutrófilos de ratos de 90 dias. Em ratos de 60 dias, o exercício não
alterou as funções dos neutrófilos (capacidade fagocitária, produção de óxido nítrico e
de espécies reativas de oxigênio - EROs). A sessão de exercício aumentou a proporção
de neutrófilos em apoptose em ratos de 60 e 90 dias. A suplementação oral com
glutamina aumentou a capacidade fagocitária e a produção de EROs nos neutrófilos de
ratos de 60 dias e a expressão dos componentes da NADPH-oxidase nos neutrófilos de
ratos de 90 dias. Além disso, a suplementação com glutamina reduziu o efeito do
exercício na indução de apoptose nos neutrófilos dos ratos de 60 e 90 dias.
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AAAAABSTRACTBSTRACTBSTRACTBSTRACTBSTRACT     - The effect of a single session of intense exercise (85% maximal capacity) on
apoptosis and function of neutrophils from 60 (sexually immature) and 90 (sexually
mature) days-old rats was examined. The possible effect of glutamine supplementation (1
g per kg body weight) to prevent the changes induced by the exercise was also
investigated. The functions studied were: phagocytic capacity, nitric oxide (NO) and
reactive oxygen species (ROS) production. To evaluate the process of neutrophils death,
the following parameters were determined: cell viability, chromatin condensation, DNA
fragmentation, phosphatidylserine externalization, mitocondrial transmembrane
potential, expression of anti-apoptotic (bcl-xL) and pro-apoptotic (bax, bcl-xS and
caspase 3) genes. The sexual maturation per se decreased the phagocytic capacity, raised
the expression of the NADPH-oxidase components (gp91, p47 and p22phox) and increased
nitric oxide (NO) production. In addition, sexual maturation increased the proportion of
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cells in apoptosis as indicated by the increase in DNA fragmentation, mitochondrial
depolarization and in caspase expression, and a reduction in bcl-xL expression. The exercise
session decreased NO production and increased the expression of the NADPH-oxidase
components in neutrophils from 90 days old rats. In 60 days old rats, the exercise did not
affect neutrophil functions studied: phagocytic capacity, NO and reactive oxygen species
(ROS) production. The exercise raised the proportion of neutrophils in apoptosis in both 60
and 90 days-old rats. Oral glutamine supplementation raised the phagocytic capacity and
reactive oxygen species (ROS) production in neutrophils from 90 days old rats. In addition,
glutamine supplementation decreased the effect of exercise on the induction of apoptosis in
neutrophils from both 60 and 90 days old rats.

Keywords: Keywords: Keywords: Keywords: Keywords: neutrophils, sexual maturation, acute exercise, glutamine, and apoptose.

Introdução

Os neutrófilos apresentam função
importante na defesa do organismo. Uma vez
na corrente sanguínea, essas células entram
em apoptose em 8-10 horas. Portanto, a
modulação da função do neutrófilo e da
apoptose é de extrema importância.

Nesse estudo, estão apresentados
dados da modulação da função e apoptose de
neutrófilos pela maturação sexual, exercício
e suplementação com glutamina.

Considerações sobre os neutrófilosConsiderações sobre os neutrófilosConsiderações sobre os neutrófilosConsiderações sobre os neutrófilosConsiderações sobre os neutrófilos

Os neutrófilos originam-se de células
pluripotentes da medula óssea e, após sua
formação, cerca de 90% da população
permanece na medula óssea. Os neutrófilos
representam cerca de 50 a 60% dos leucócitos
totais circulantes (60).

Os neutrófilos formam a primeira linha
de defesa do organismo junto com os
macrófagos. Apresentam a função de eliminar
microorganismos invasores e em seguida
morrem espontaneamente (46). São atraídos
quimiotaxicamente por células secretoras
(mastócitos e basófilos), bactérias e outros
corpos estranhos para áreas de inflamação.
Neste sítio, os neutrófilos fagocitam os
microorganismos, recobertos ou não com
complemento ou anticorpos específicos, são
mortos por proteínas citotóxicas derivadas
dos grânulos citoplasmáticos e por espécies
reativas de oxigênio (ERO), tais como
superóxido, peróxido de hidrogênio e radical
hidroxil (46,35,6).

A geração de ânion superóxido é o ponto
inicial para a produção de outros agentes
reativos inclusive aqueles derivados da

mieloperoxidase (MPO) (107). Após a
fagocitose e a produção de espécies reativas
de oxigênio com a eliminação dos patógenos,
os neutrófilos morrem por apoptose. A
apoptose é um tipo de morte celular que não
gera perda de viabilidade e associação com
processos inflamatório (55).

Resultados e discussão

Efeito da maturação na função eEfeito da maturação na função eEfeito da maturação na função eEfeito da maturação na função eEfeito da maturação na função e
apoptose de neutrófilosapoptose de neutrófilosapoptose de neutrófilosapoptose de neutrófilosapoptose de neutrófilos

A maturação sexual em todos os
mamíferos é o período no qual as gônadas
quiescentes são ativadas por gonadotropinas
hipofisárias, aumentando a secreção dos
hormônios sexuais (10).  É uma condição
vinculada ao eixo hipotálamo-hipófise-
gonadas e que tem interação com outros
hormônios tais como hormônio de
crescimento (GH), fator de crescimento
semelhante a insulina (IGF-1), triiodotironina
(T3), tiroxina (T4), hormônio estimulante da
tireóide (TSH), hormônio liberador do
hormônio luteinizante (LHRH) (49,4). Está
também relacionada com o desenvolvimento
de vários outros sistemas como: maturação
esquelética, composição corporal, sistemas
circulatório e hematopoiético (105,73,64).

A testosterona é responsável pelo
desenvolvimento e manutenção das
características do sexo masculino. Além disso,
aumenta a deposição de proteínas nos
músculos, ossos e peles. No sistema
hematopoiético, a testosterona aumenta a
concentração de hemoglobinas e a massa de
células vermelhas no sangue (32).
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Além desses efeitos, a testosterona é
também responsável pela modulação da
resposta imune, atuando de forma a reduzir a
atividade dos leucócitos (16). Como exemplo
dessa modulação pela testosterona,
McMURRAY et al. (71) demonstraram que
em células Jurkat (linhagem humana de
linfócitos T), a testosterona inibe a proliferação
e aumenta a proporção de células na fase S/
G(2) M do ciclo celular. Este efeito foi também
observado em células Raji (linhagem humana
de linfócitos B). Conforme ZANATO et al.
(111), a concentração de testosterona é mais
elevada (8 vezes) no plasma dos animais de
90 dias em comparação ao de 60 dias.

Em nosso estudo verificamos que a
maturação sexual induz redução da
capacidade fagocitária, e aumento na
produção de espécies reativas de oxigênio. A
maturação sexual também aumentou a
produção de óxido nítrico com concomitante
aumento na expressão da iNOS, enzima
chave para a produção de óxido nítrico sem
alterar a quantidade de proteína iNOS.

OLINESCU et al. (91) estudaram o efeito
dos hormônios sexuais, testosterona e estrona,
na capacidade fagocitária de neutrófilos de
ratos. Esses autores verificaram que a
testosterona em concentrações baixas (menor
que 10

-5
 M) aumenta a capacidade fagocitária

dessas células. Entretanto, em concentrações
maiores, os hormônios sexuais (testosterona
e estrona) diminuem a capacidade fagocitária
de neutrófilos. Desta forma, a menor
capacidade fagocitária dos neutrófilos de ratos
de 90 dias pode ser devido ao efeito desse
hormônio.

Verificamos que a expressão dos
componentes do complexo da NADPH-
oxidase (gp91

phox
, p47

 phox
 e p22

 phox
 ) é maior

nos neutrófilos de ratos de 90 dias em relação
aos de 60 dias (59). Essas alterações fazem
parte dos eventos complexos que ocorrem na
maturação sexual. FÜLOP et al. (27)
verificaram que, em células de indivíduos
maduros, a atividade da NADPH-oxidase
estava aumentada em relação a jovens. Esses
autores sugeriram que a maturação aumenta
a atividade de proteínas (PKC) que, por sua
vez, eleva a atividade da NADPH-oxidase.

Existem dois tipos de morte celular bem
definidos: a apoptose e necrose. Essas
apresentam características bem distintas, onde
a necrose envolve processos inflamatórios. Na

apoptose, a célula é removida por células
fagocíticas profissionais (macrófagos e
neutrófilos) ou por aquelas que não são
profissionais mas que podem atuar como tal
em determinadas situações tais como as células
mesangiais dos rins (56).

A apoptose pode ser ativada por duas vias
distintas: a intrínseca e a extrínseca. Na via
intrínseca, os agentes indutores da apoptose
levam à formação do poro de transição de
permeabilidade na mitocôndria (PTPC), que
dispara o processo (56). O PTPC é
basicamente formado pelo canal dependente
de voltagem (VDAC) e pela adenina
nucleotídeo translocase (ANT), além de
diversas proteínas da família da Bcl-2. As
células que sofrem apoptose apresentam
alteração no potencial transmembrânico
mitocondrial, que precede a ativação de
caspases e endonucleases (70,93).     Entre os
agentes formadores de poro estão as espécies
reativas de oxigênio, óxido nítrico, alta
concentração de cálcio, ácidos graxos, toxinas,
ligação de glicocorticóides, alterações nas
concentrações de metabólitos essenciais (ATP,
ADP, NADH, NADPH, creatina e carnitina) e
de íons (como Mg

2+
 e prótons). Estes agentes

causam despolarização mitocondrial que
acarreta o vazamento de proteínas, como o
citocromo c, AIF, pró-caspases 3 e 9, Smac/
DIABLO e endonuclease G (55, 62,70).

Parte do vazamento ocorre por
rompimento da membrana externa da
mitocôndria, como conseqüência ocorre
desequilíbrio osmótico. A matriz mitocondrial
possui osmolaridade maior que o espaço
intermembranoso e o citoplasma.  A formação
de um poro gera, portanto, um fluxo de água
para a matriz. Devido ao fato da membrana
interna mitocondrial ter maior superfície do
que a membrana externa, há ruptura desta
última facilitando o vazamento de proteínas
(31). Este aumento de permeabilidade ocorre
antes da fase avançada da apoptose que
compreende ativação da cascata das caspases e
de endonucleases (56,70).

Na apoptose induzida, por exemplo, por
TNF-TNFR e Fas-Fas-ligante, há também
participação da mitocôndria.  A apoptose
induzida por receptores de morte está associada
com a pró-caspase 8. Uma vez ativada a caspase
8, esta pode clivar e ativar as caspases 6 e 3 e/
ou pode clivar e ativar a proteína Bid, a qual
migra para a mitocôndria e induz o vazamento
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de citocromo c.  Como descrito anteriormente,
o citocromo c pode ativar Apaf, que ativa as
caspases 9 e 3 e também a caspase 6. Assim,
ambas as vias indutoras de apoptose
comunicam-se permitindo a amplificação do
sinal apoptótico (63). Ambas as vias intrínseca
e extrínseca convergem para a ativação da
caspase 3 (7,45).

Em nosso estudo não observamos diferença
na integridade de membrana dos neutrófilos
dos ratos de ambas as idades, o que é sugestivo
de que a maturação sexual não aumenta a
proporção dessas células em necrose (59). Por
outro lado, verificamos que, nos ratos de 90
dias, há maior proporção de células com
fragmentação de DNA e despolarização
mitocondrial.  Esses resultados estão de acordo
com os achados de ALLGAIER et al. (2). Os
autores verificaram que a apoptose em
neutrófilos de indivíduos adultos era mais
intensa do que em células de recém-nascidos.
Os autores também sugeriram que essa
diferença na apoptose era conseqüência de
maior ativação e sinalização do receptor Fas.

HUBER et al. (40) demonstraram que a
testosterona causa apoptose de linfócitos por
redução da expressão de Bcl-2 (gene anti-
apoptótico). Assim, possivelmente, a maior
proporção de neutrófilos em apoptose nos
ratos de 90 dias do que em células de animais
de 60 dias ocorreu por elevação das

concentrações plasmáticas de testosterona. O
efeito deste hormônio na redução da expressão
de Bcl-2 levaria à abertura de poros de
transição na mitocôndria, o que permitiria a
ativação das caspases. A caspase 3 é a principal
caspase executora do processo apoptótico e,
conforme observado em nosso estudo, a
expressão do RNAm da caspase 3 nos
neutrófilos de ratos de 90 dias já se encontra
bem mais elevada do que nas células dos ratos
de 60 dias. LUO et al. (66) demonstraram
que nos neutrófilos circulantes de crianças
recém-nascidas, a expressão, o conteúdo da
proteína e a atividade da caspase 3 estavam
muito reduzidos. Os autores sugeriram que o
RNAm e o conteúdo proteico da caspase 3
aumenta com a idade. Esse seria um evento
regulador importante do processo de morte
celular em decorrência da idade.

Efeito de uma única sessão de exercícioEfeito de uma única sessão de exercícioEfeito de uma única sessão de exercícioEfeito de uma única sessão de exercícioEfeito de uma única sessão de exercício
na função e apoptose de neutrófilosna função e apoptose de neutrófilosna função e apoptose de neutrófilosna função e apoptose de neutrófilosna função e apoptose de neutrófilos

Muitos indivíduos, adultos ou crianças,
normalmente não atletas, realizam sem
condicionamento prévio, atividades físicas em
intensidades que podem chegar a 70-90% de
sua capacidade máxima.  No nosso estudo,
animais de 60 e 90 dias foram submetidos a
um esforço físico intenso que chegou a 95%
da capacidade máxima.

TTTTTabela 1 - abela 1 - abela 1 - abela 1 - abela 1 - Resumo dos efeitos da maturação sexual em neutrófilos de ratos de 90 dias
comparados aos neutrófilos de  60 dias.

NS - NS - NS - NS - NS - não houve     diferença; ↓     redução significativa; ; ; ; ; ↑     aumento significativo.

Parâmetros avaliados
Neutrófilos de

ratos de 90 dias
Fagocitose ↓

gp91phox ↑
p47 phox ↑

Expressão dos
componentes da NADPH-
oxidade p22 phox ↑
Produção de EROs ↑
Produção de óxido nítrico ↑
Expressão de iNOS ↑
Fragmentação de DNA ↑
Despolarização
mitocondrial ↑

Expressão de bcl-xL ↓

↓
Expressão de bax e bcl-xS

↓
Expressão de caspase 3 ↑
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MACHA et al. (67), avaliando a produção
de peróxido de hidrogênio pelos neutrófilos
de maratonistas, HACK et al. (34), avaliando
a capacidade fagocitária também em
neutrófilos de maratonistas, e KRAUSE et al.
(53), avaliando a capacidade fagocitária,
porém em neutrófilos de biatletas,
demonstraram que a produção de peróxido
de hidrogênio e a capacidade fagocitária dos
neutrófilos estavam reduzidas após o exercício
intenso. Entretanto, HACK et al. (33),
avaliando a capacidade fagocitária em
neutrófilos de triatletas, e PYNE et al. (100),
avaliando também a capacidade fagocitária
em neutrófilos porém de nadadores de elite,
demonstraram que, após estes tipos de
exercício intenso, a capacidade fagocitária dos
neutrófilos não se alterava. Desta forma, é
interessante notar que as respostas dos
neutrófilos variam conforme o tipo de
exercício e a intensidade com que o mesmo é
realizado e a condição física do atleta.

Há vários relatos de indivíduos e atletas
que, após grandes competições ou atividades
físicas com intensidades elevadas, apresentam
gripes e resfriados, e mesmo infecções (47).
Para SMITH et al. (103,104), o exercício agudo
intenso agrava a imunodeficiência e aumenta
a susceptibilidade a infecções por reduzir a
capacidade funcional de neutrófilos. Em nosso
estudo, o exercício a 85% da capacidade
máxima não afetou a capacidade fagocitária e
a produção de ERO, em neutrófilos de ratos de
90 e de 60 dias. Contudo, o exercício modulou
a expressão de alguns componentes da
NADPH-oxidase. Com relação à p47

phox
 e

gp91
phox

, o exercício aumentou a expressão
nos neutrófilos de ratos de 90 dias, entretanto,
o mesmo esforço físico reduziu a expressão do
p22

phox
 nos neutrófilos dos ratos de 90 dias.

O exercício não alterou a produção de
óxido nítrico em neutrófilos de ratos de 60
dias. Entretanto, o conteúdo da proteína iNOS
foi elevado. Já a expressão do RNA mensageiro
da óxido nítrico sintase induzível também não
se alterou. Conforme WOODS et al. (109), o
treinamento crônico aumenta a quantidade de
iNOS em macrófagos de camundongos jovens.
Embora o conteúdo de proteína iNOS tenha
sido aumentado pelo exercício não se observou
elevação na produção do óxido nítrico. É
interessante notar que embora a proteína
estivesse aumentada a quantidade de RNA
mensageiro não se alterou. Estes dados são

sugestivos de efeito pós-transcripcional. Uma
vez que o exercício pode ter reduzido a
atividade de proteases.

Em oposição aos dados dos ratos de 60
dias, o exercício reduziu a produção de óxido
nítrico em neutrófilos de animais de 90 dias.
Segundo CUMMING (19), o exercício agudo
usualmente aumenta os valores séricos de
testosterona ao passo que no exercício crônico
prolongado há redução na produção e liberação
desse hormônio. CHAO et al. (16)
demonstraram que a testosterona diminui a
produção de óxido nítrico em macrófagos de
ratos. Por outro lado, FRIEDL et al. (25)
verificaram que esse hormônio inibe a
expressão da iNOS de modo dose dependente.
Dessa forma, o aumento na concentração
plasmática de testosterona durante a
maturação sexual e a associação deste ao efeito
do exercício agudo no incremento dos valores
desse hormônio podem ter reduzido a
produção de óxido nítrico pelos neutrófilos.
Contudo, mais estudos precisam ser realizados
para esclarecer esses achados.

O exercício físico não causou necrose dos
neutrófilos de ratos de 60 e 90 dias.
Entretanto, aumentou a proporção de
neutrófilos com condensação de cromatina e
externalização de fosfatidilserina nos ratos de
60 e de 90 dias. Corroborando com nossos
resultados, MOOREN et al. (76), em estudo
realizado em linfócitos humanos submetidos
ao exercício exaustivo, mostraram aumento
na externalização de fosfatidilserina logo após
o término da atividade.

A fragmentação de DNA apresentou-se
elevada somente nos neutrófilos de ratos de 90
dias. O que está de acordo com os resultados
encontrados por NIESS et al. (85,86) que
verificaram, após exercício exaustivo, aumento
na fragmentação de DNA em neutrófilos,
linfócitos e monócitos humanos.

Como mencionado anteriormente, uma
etapa fundamental da apoptose é a perda da
polaridade mitocondrial. Verificamos que o
exercício agudo aumenta a despolarização
mitocondrial nos neutrófilos de ratos de 60 e
90 dias. De modo semelhante, HSU et al.
(39) verificaram que o exercício físico acima
de 60% do VO2max. induz fragmentação de
DNA e redução no potencial
transmembrânico mitocondrial de neutrófilos
humanos. Entretanto, ainda não se sabe qual
o mecanismo envolvido.
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Além da despolarização mitocondrial com
conseqüente liberação de citocromo c e
ativação de caspases, o processo apoptótico
também ocorre por alteração na expressão de
proteínas reguladoras da apoptose tais como:
bax e bcl-xS (pró-apoptóticos); bcl-xL e bcl-
2 (anti-apoptóticos) (55). Em nosso estudo,
o exercício reduziu a expressão de bcl-xL nos
neutrófilos de ratos de 90 dias. Além disso, o
exercício aumentou a expressão das proteínas
pró-apoptóticas bax e bcl-xS (favorecedoras
da formação de poros na membrana
mitocondrial) nos neutrófilos de ratos de 90
dias, mas reduziu a expressão de dessas
proteínas nos neutrófilos de ratos de 60 dias.
Assim, a maior proporção de neutrófilos em
apoptose nos ratos de 90 dias induzida pelo
exercício, pode ser conseqüência da alteração
na expressão das proteínas bcl-xL, bax ou bc-
lxS. Já para os neutrófilos de ratos de 60 dias,
a maior proporção de células em apoptose,
conforme verificamos por despolarização da
mitocôndria, externalização de fosfatidilserina
e condensação de cromatina, não é devido à
alteração na expressão das proteínas bcl-xL,
bax ou bc-lxS.

Como mencionado anteriormente, a
caspase 3 é ativada após a liberação de
proteínas (citocromo c, AIF, Smac/diablo) do
interior da mitocôndria. Nos neutrófilos de
ratos de 60 dias, as proteínas bcl-xL, bcl-xS e
bax não parecem desempenhar papel
importante no processo de apoptose induzido

pelo exercício agudo. Contudo, a expressão
da caspase 3 foi aumentada pelo exercício nos
neutrófilos dos ratos de 60 dias. Já nas células
dos ratos de 90 dias, o exercício agudo
diminuiu a expressão de bcl-xL e aumentou
de bcl-xS, bax e da caspase 3. D e s t a
forma, o exercício induz apoptose em
neutrófilos por mecanismos distintos
conforme a idade dos animais. O significado
dos nossos achados para as alterações
funcionais dos neutrófilos durante a atividade
física permanece para ser esclarecido.

Efeito da suplementação oral com
glutamina na função e apoptose de neutrófilos
após uma única sessão de exercício

A glutamina está presente em muitas
proteínas é o aminoácido mais abundante no
plasma e nos tecidos. Não é considerado um
aminoácido essencial por que pode ser
sintetizada pelo organismo. Contudo, em
algumas condições traumáticas (como câncer
ou esforço físico intenso), a concentração
intracelular e do plasma desse aminoácido
diminui em até 50% (58). Assim, quando a
demanda é maior que a produção, estabelece-
se um quadro de deficiência de glutamina.
Por essa razão, este aminoácido foi
reclassificado como “condicionalmente
essencial” (103). Em todas as células, a
glutamina é o doador de átomos de nitrogênio
durante a síntese de purinas, pirimidinas e
amino-açúcares (20).

TTTTTabela 2 - abela 2 - abela 2 - abela 2 - abela 2 - Resumo dos efeitos do exercício agudo em neutrófilos de ratos de 90 e 60 dias.

Parâmetros avaliados
Efeito do exerc.
em N∅ de ratos

de 60 dias

Efeito do exerc.
em N∅ de ratos

de 90 dias
gp91 phox NS ↑
p47 phox NS ↑

Expressão dos componentes
da NADPH-oxidade

p22 phox NS ↓
Produção de óxido nítrico NS ↓
Proteína da iNOS ↑ NS
Condensação de cromatina ↑ ↑
Fragmentação de DNA NS ↑
Externalização de
Fosfatidilserina ↑ ↑

Despolarização mitocondrial ↑ ↑
Expressão de bcl-xL ↑ ↓

bcl-xS ↓ ↑
Expressão de

bax ↓ ↑
Expressão de caspase 3 ↑ ↑

NS - NS - NS - NS - NS - sem diferença; ↓     redução significativa; ; ; ; ; ↑     aumento significativo.
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A taxa de utilização de glutamina pelos
neutrófilos é similar ou até mesmo maior do
que a de glicose. A utilização desse aminoácido
por neutrófilos de ratos em uma hora de
incubação a 37°C é de 12,8 nmol por minuto
por miligrama de proteínas. A glutamina é
convertida em glutamato, amônia, aspartato,
alanina e lactato, e uma proporção pequena é
oxidada a CO2 (95,96).

FURUKAWA et al. (28,29) demonstraram
que a suplementação com glutamina reverte
a diminuição da atividade bactericida,
melhorando a capacidade oxidativa e a
capacidade fagocitária dos neutrófilos de
pacientes pós-operados que apresentavam
redução na concentração plasmática desse
aminoácido. IKEDA et al. (41) verificaram
que a suplementação com glutamina
aumenta a capacidade fagocitária de
neutrófilos de ratos que receberam nutrição
parenteral após serem submetidos à peritonite
química.  Em nosso estudo, a suplementação
aumentou a capacidade fagocitária e a
produção de espécies reativas de oxigênio de
neutrófilos de ratos de 90 dias em repouso e
exercitados. Segundo MOINARD et al. (75),
glutamina e arginina são capazes de modular
a produção de espécies reativas de oxigênio
por neutrófilos de ratos estressados (condição
induzida por redução de alimento e injeção
de dexametazona). Esses dados são sugestivos
de que apesar do estresse causado a glutamina
é capaz de modular a produção de espécies
reativas de oxigênio.

A suplementação com glutamina aumentou
a expressão de gp91

phox
, p22

phox
 e p47

phox
,

componentes da NADPH-oxidase, nos
neutrófilos de ratos de 60 e 90 dias. Esses dados
corroboram com resultados anteriores obtidos
pelo nosso grupo (99). Neste estudo, foi
demonstrado que a glutamina aumenta a
expressão dos componentes da NADPH-oxidase
em neutrófilos de ratos em cultura, além de
estimular a produção de ânion superóxido.

A suplementação com glutamina
também aumentou a expressão da iNOS, sem
alterar a produção de óxido nítrico e a
quantidade da proteína iNOS nos neutrófilos
de ratos exercitados de 90 dias.  Esses dados
vêm de acordo com os achados de MURPHY
& NEWSHOLME (79) que mostraram que a
produção de nitrito (sem arginina extracelular)
estava reduzida em macrófagos e monócitos
em cultura com a presença do inibidor de

glutaminase, 6-diazo 5-oxo norleucine,
sugerindo a importância da glutamina para a
produção de óxido nítrico.

NUNN et al. (90), estudando neutrófilos
humanos em fase inicial de apoptose,
verificaram que as concentrações de lactato e
glutamina estavam reduzidas em 45% e que
as de arginina, glicina, alanina, aspartato e
glutamato não apresentavam alteração.
PITHON-CURI et al. (98) verificaram que a
glutamina previne parcialmente a ocorrência
de apoptose em neutrófilos de ratos por manter
o potencial transmembrânico mitocondrial.
Esses dados reforçam os nossos achados, de
que a glutamina retarda a ocorrência do
processo apoptótico em neutrófilos.

A suplementação com glutamina reduziu
a fragmentação de DNA, a externalização de
fosfatidilserina e a despolarização
mitocondrial nos neutrófilos de ratos
exercitados de 90 dias. Entretanto, esse
aminoácido não foi capaz de abolir a
despolarização da mitocôndria induzida pelo
exercício nos neutrófilos dos ratos de 90 dias.
Além disso, a suplementação com glutamina
reduziu a condensação de cromatina, a
fragmentação de DNA, a externalização de
fosfatidilserina e a despolarização
mitocondrial nos neutrófilos de ratos
exercitados de 60 dias. Esses resultados são
sugestivos de que o efeito anti apoptótico da
glutamina no processo de morte de neutrófilos
de ratos induzido pelo exercício não ocorre
de forma total. Entretanto, tem um
importante efeito redutor da morte celular
induzida pelo processo apoptótico.

CHANG et al. (15), estudando a apoptose
induzida pelo receptor de morte (Fas) e seu
ligante (FasL) em linfócitos humanos,
verificaram que o metabolismo de glutamina
desacelera a progressão do processo
apoptótico por manter o equilíbrio redox
celular (NAD

+
/NADH2 = NADP

+
/NADPH2)

e por elevação da concentração de glutationa.
Em nosso estudo, a suplementação com
glutamina reduziu a expressão da proteína
anti-apoptótica (Bcl-xL) nos neutrófilos dos
ratos de 60 dias. Nas células dos ratos de 90
dias, contudo, a glutamina aumentou o
conteúdo de RNAm dessa proteína. Além
disso, nos animais de 3 meses de idade a
suplementação com glutamina reduziu o
conteúdo de RNAm das proteínas pró-
apoptóticas (Bcl-xS e Bax).
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Parâmetros avaliados 60 dias 90 dias
Fagocitose NS ↑
Produção de espécie
reativa de oxigênio NS ↑

gp91phox ↑ ↑
p47 phox ↑ ↑Expressão da NADPH-oxidade

p22 phox ↑ ↑
Expressão da iNOS ↑ ↑
Proteína da iNOS ↓ NS
Condensação de cromatina ↓ NS
Fragmentação de DNA ↓ ↓
Externalização de
Fosfatidilserina ↓ ↓

Despolarização mitocondrial ↓ ↓
Expressão de bcl-xL
(anti-apoptótico) ↓ ↑

bcl-xS ↓ ↓Expressão de genes
pró-apoptóticos bax ↓ ↓
Expressão de caspase 3 ↓ ↓

TTTTTabela 3 - abela 3 - abela 3 - abela 3 - abela 3 - Resumo dos efeitos da suplementação com glutamina em neutrófilos de ratos  em
repouso de 90 e 60 dias.

TTTTTabela 4 - abela 4 - abela 4 - abela 4 - abela 4 - Resumo dos efeitos da suplementação com glutamina em neutrófilos de ratos
exercitados de 90 e 60 dias.

Parâmetros avaliados 60 dias 90 dias
Fagocitose NS ↑
Produção de espécies
reativas de oxigênio

NS ↑

gp91phox↑ ↑
p47 phox ↑ ↑

Expressão dos
componentes da
NADPH-oxidade

p22 phox ↑ ↑
Produção de óxido nítrico NS ↑
Expressão da iNOS ↑ ↑
Proteína da iNOS ↓ NS
Condensação de cromatina ↓ ↓
Fragmentação de DNA ↓ ↓
Externalização de
Fosfatidilserina ↓ ↓

Expressão de bcl-xL ↓ ↑
bcl-xS ↓ ↓Expressão de genes

pró-apoptóticos bax
↓ ↓

Expressão de caspase 3 ↓ ↓

NS - NS - NS - NS - NS - sem diferença; ↓     redução significativa; ; ; ; ; ↑     aumento significativo.

NS - NS - NS - NS - NS - sem diferença; ↓     redução significativa; ; ; ; ; ↑     aumento significativo.
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Esses achados são sugestivos de que a
glutamina protege a célula contra a apoptose
induzida pelo exercício, por mecanismo que
parece envolver redução na expressão de
caspase 3.

Conclusões

A maturação sexual em ratos machos
reduz em neutrófilos a capacidade fagocitária,
aumenta a produção de espécies reativas de
oxigênio e nitrogênio. Além disso, aumenta a
proporção de células em apoptose (por
mecanismo que envolve despolarização
mitocondrial e caspase 3).

Uma única sessão de exercício a 85% da
capacidade máxima aumenta nos neutrófilos
de ratos de 60 dias a produção de óxido nítrico
e a apoptose (por mecanismo que envolve
despolarização mitocondrial e aumento de
caspase 3). A mesma intensidade e o mesmo
tipo de exercício em ratos de 90 dias reduz a
produção de óxido nítrico, e aumenta a
apoptose (por mecanismo que envolve
despolarização mitocondrial, aumento de bax
e bcl-xS e aumento de caspase 3).

A suplementação oral com glutamina
aumenta nos neutrófilos dos ratos
exercitados de 60 dias a expressão dos
componentes da NADPH-oxidase e reduz a
apoptose (por mecanismo que envolve
redução de bax e bcl-xS e redução de caspase
3).  A suplementação oral com glutamina
aumenta nos neutrófilos dos ratos
exercitados de 90 dias a capacidade
fagocitária, a produção de espécies reativas
de oxigênio e nitrogênio e a expressão dos
componentes da NADPH-oxidase. Além
disso, diminui a apoptose (por mecanismo
que envolve aumento de bcl-xL, redução de
bax e bcl-xS e redução de caspase 3).

MATURAÇÃO
SEXUAL

ádespolarização
mitocondrial
á caspase 3

á da
apoptose

á Produção de
EROs e NO
á Fagocitose

NEUTRÓFILOS

NEUTRÓFILOS
RATOS DE 60 DIAS

ádespolarização
mitocondrial
á caspase 3

áda
apoptose

á produção de
óxido nítrico

EXERCÍCIO

NEUTRÓFILOS
RATOS DE 90 DIAS

á da
apoptose

EXERCÍCIO

ádespolarização
mitocondrial
ábax e bcl-xS
á caspase 3

↓produção de
óxido nítrico

Suplementação
oral com
glutamina

Neutrófilos
Ratos de
60 dias

↓ de bcl-xS e
bax
↓caspase 3

á dos
componentes da
NADPH-oxidase

↓ da
apoptose

Exercício

Suplementação
oral com
glutamina

Neutrófilos
Ratos de
90 dias

á de bcl-xL
↓ de bcl-xS e
bax
↓caspase 3

áFagocitose
á produção de
EROs
á dos omponentes
da NADPH-oxidase

↓ da
apoptose

Exercício
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