‘ RBCM vol. 13 n.1.p65 95 $

NN T 1] o

dp
miversa

REVISTA BRASLEA DE

GMoVIMENTO

ISSN 0103-1716

Funcao e apoptose do neutréfilo: modulacao

pela maturacao sexual, exercicio e
suplementacao com glutamina

Neutrophil function and apoptosis: modulation by sexual maturation,

exercise and glutamine supplementation

LAGRANHA, CJ.; LIMA, T.M.; SENNA, S.M.; CURI, R.; PITHON-CURI, T.C. Funcao e
apoptose do neutréfilo: modulacdo pela maturacdo sexual, exercicio e suplementacio
com glutamina. R. bras. Ci e Mov. 2005; 13(1): 95-108.

Resumo — O efeito de uma tunica sessdo de exercicio (a 85% da capacidade maxima) na
funcdo e apoptose de neutréfilos de ratos de 60 (imaturos sexualmente) e 90 (maduro
sexualmente) dias foi estudado. Avaliou-se também o efeito da suplementacdo com
glutamina (1g por kg de peso) na prevencido das alteracdes induzidas pelo exercicio.
As funcoes estudadas foram: capacidade fagocitaria, producdo de oxido nitrico (NO) e
de espécies reativas de oxigénio (EROs). Para avaliar a morte de neutrofilos, os
seguintes parametros foram determinados: integridade de membrana, condensacdo de
cromatina, fragmentacdo de DNA, externalizacdo de fosfatidilserina, potencial
transmembranico mitocondrial, expressio de genes anti-apoptoticos (bel-xL), pro-
apoptoticos (bax e bcl-xS) e caspase 3. A maturagdo sexual por si s6 reduziu a
capacidade fagocitdria, aumentou a expressao dos componentes (gp91, p47 e p22Pio)
da NADPH-oxidase e aumentou a producdo de oxido nitrico (NO). Além disso, a
maturacdo sexual aumentou a proporcao de células em apoptose, conforme observado
pelo aumento na fragmentacdo de DNA e despolarizacdo mitocondrial, reducéo na
expressao de Bcl-xL e aumento da expressao de caspase 3. A sessao de exercicio,
reduziu a producao de NO e aumentou a expressio dos componentes da NADPH-
oxidase nos neutréfilos de ratos de 90 dias. Em ratos de 60 dias, o exercicio ndo
alterou as funcoes dos neutrodfilos (capacidade fagocitaria, producdo de oxido nitrico e
de espécies reativas de oxigénio - EROs). A sessio de exercicio aumentou a proporc¢ao
de neutréfilos em apoptose em ratos de 60 e 90 dias. A suplementacdo oral com
glutamina aumentou a capacidade fagocitaria e a producdo de EROs nos neutrofilos de
ratos de 60 dias e a expressio dos componentes da NADPH-oxidase nos neutréfilos de
ratos de 90 dias. Além disso, a suplementacio com glutamina reduziu o efeito do
exercicio na inducdo de apoptose nos neutréfilos dos ratos de 60 e 90 dias.
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AssTrRACT - 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, bel-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 p22?) 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 {ragmentation, 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: neutrophils, sexual maturation, acute exercise, glutamine, and apoptose.

Introducao

Os neutrofilos apresentam funcio
importante na defesa do organismo. Uma vez
na corrente sanguinea, essas células entram
em apoptose em 8-10 horas. Portanto, a
modulaciao da funcdo do neutrodfilo e da
apoptose € de extrema importancia.

Nesse estudo, estdo apresentados
dados da modulacao da funcao e apoptose de
neutrofilos pela maturacéo sexual, exercicio
e suplementacdo com glutamina.

Consideragoes sobre os neutréfilos

Os neutréfilos originam-se de células
pluripotentes da medula dssea e, apos sua
formacao, cerca de 90% da populacio
permanece na medula ossea. Os neutrofilos
representam cerca de 50 a 60% dos leucocitos
totais circulantes (60).

Os neutrofilos formam a primeira linha
de defesa do organismo junto com os
macrofagos. Apresentam a funco de eliminar
microorganismos invasores e em seguida
morrem espontaneamente (46). Sao atraidos
quimiotaxicamente por células secretoras
(mastocitos e basofilos), bactérias e outros
corpos estranhos para areas de inflamacao.
Neste sitio, os neutréfilos fagocitam os
microorganismos, recobertos ou nido com
complemento ou anticorpos especificos, sio
mortos por proteinas citotoxicas derivadas
dos granulos citoplasmaticos e por espécies
reativas de oxigénio (ERO), tais como
superoxido, peroxido de hidrogénio e radical
hidroxil (46,35.6).

A geracao de anion superoxido é o ponto
inicial para a producdo de outros agentes
reativos inclusive aqueles derivados da

o

mieloperoxidase (MPO) (107). Apods a
fagocitose e a producao de espécies reativas
de oxigénio com a eliminacéo dos patogenos,
os neutréfilos morrem por apoptose. A
apoptose ¢ um tipo de morte celular que nao
gera perda de viabilidade e associacao com
processos inflamatorio (55).

Resultados e discussao

Efeito da maturacdo na funcdo e
apoptose de neutroéfilos

A maturacdo sexual em todos os
mamiferos é o periodo no qual as gonadas
quiescentes sao ativadas por gonadotropinas
hipofisarias, aumentando a secrecido dos
hormonios sexuais (10). E uma condicao
vinculada ao eixo hipotalamo-hipofise-
gonadas e que tem interacdo com outros
hormonios tais como hormonio de
crescimento (GH), fator de crescimento
semelhante a insulina (IGF-1), triiodotironina
(T3), tiroxina (T4), hormonio estimulante da
tiredide (TSH), hormonio liberador do
hormonio luteinizante (LHRH) (49.4). Esta
também relacionada com o desenvolvimento
de varios outros sistemas como: maturacao
esquelética, composicdo corporal, sistemas
circulatorio e hematopoiético (105,73,64).

A testosterona ¢é responsavel pelo
desenvolvimento e manutencao das
caracteristicas do sexo masculino. Além disso,
aumenta a deposicao de proteinas nos
musculos, ossos e peles. No sistema
hematopoiético, a testosterona aumenta a
concentracdo de hemoglobinas e a massa de
células vermelhas no sangue (32).
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Além desses efeitos, a testosterona é
também responsavel pela modulacao da
resposta imune, atuando de forma a reduzir a
atividade dos leucocitos (16). Como exemplo
dessa modulacdo pela testosterona,
McMURRAY et al. (71) demonstraram que
em células Jurkat (linhagem humana de
linfocitos T), a testosterona inibe a proliferacao
e aumenta a proporcao de células na fase S/
G(2) M do ciclo celular. Este efeito foi também
observado em células Raji (linhagem humana
de linfocitos B). Conforme ZANATO et al.
(111), a concentracdo de testosterona é mais
elevada (8 vezes) no plasma dos animais de
90 dias em comparacao ao de 60 dias.

Em nosso estudo verificamos que a
maturacdo sexual induz reducao da
capacidade fagocitaria, e aumento na
producio de espécies reativas de oxigénio. A
maturacdo sexual também aumentou a
producio de ¢xido nitrico com concomitante
aumento na expressio da iNOS, enzima
chave para a producdo de oxido nitrico sem
alterar a quantidade de proteina iNOS.

OLINESCU etal. (91) estudaram o efeito
dos hormonios sexuais, testosterona e estrona,
na capacidade fagocitaria de neutrofilos de
ratos. Esses autores verificaram que a
testosterona em concentracoes baixas (menor
que 10~ M) aumenta a capacidade fagocitaria
dessas células. Entretanto, em concentracoes
maiores, os hormonios sexuais (testosterona
e estrona) diminuem a capacidade fagocitaria
de neutrofilos. Desta forma, a menor
capacidade fagocitaria dos neutrofilos de ratos
de 90 dias pode ser devido ao efeito desse
horménio.

Verificamos que a expressio dos
componentes do complexo da NADPH-
oxidase (gp91ph0x, p47 P p22 ") ¢ maior
nos neutrofilos de ratos de 90 dias em relacdo
aos de 60 dias (59). Essas alteracoes fazem
parte dos eventos complexos que ocorrem na
maturacdo sexual. FULOP et al. (27)
verificaram que, em células de individuos
maduros, a atividade da NADPH-oxidase
estava aumentada em relacio a jovens. Esses
autores sugeriram que a maturacfo aumenta
a atividade de proteinas (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 caracteristicas bem distintas, onde
anecrose envolve processos inflamatorios. Na
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apoptose, a célula ¢ removida por células
fagociticas profissionais (macrofagos e
neutrofilos) ou por aquelas que nio sio
profissionais mas que podem atuar como tal
em determinadas situacoes tais como as células
mesangiais dos rins (56).

Aapoptose pode ser ativada por duas vias
distintas: a intrinseca e a extrinseca. Na via
intrinseca, os agentes indutores da apoptose
levam a formacao do poro de transicdo de
permeabilidade na mitocondria (PTPC), que
dispara o processo (56). O PTPC ¢
basicamente formado pelo canal dependente
de voltagem (VDAC) e pela adenina
nucleotideo translocase (ANT), além de
diversas proteinas da familia da Bcl-2. As
células que sofrem apoptose apresentam
alteracao no potencial transmembranico
mitocondrial, que precede a ativacdo de
caspases e endonucleases (70,93). Entre os
agentes formadores de poro estdo as espécies
reativas de oxigénio, 6xido nitrico, alta
concentracdo de calcio, acidos graxos, toxinas,
ligacao de glicocorticoides, alteracoes nas
concentracoes de metabolitos essenciais (ATP,
ADP, NADH, NADPH, creatina e carnitina) e
de fons (como Mgb e protons). Estes agentes
causam despolarizacdo mitocondrial que
acarreta o vazamento de proteinas, como o
citocromo c, AlF, pro-caspases 3 e 9, Smac/
DIABLO e endonuclease G (55, 62,70).

Parte do vazamento ocorre por
rompimento da membrana externa da
mitocondria, como consequéncia ocorre
desequilibrio osmatico. A matriz mitocondrial
possui osmolaridade maior que o espaco
intermembranoso e o citoplasma. A formacdo
de um poro gera, portanto, um fluxo de agua
para a matriz. Devido ao fato da membrana
interna mitocondrial ter maior superficie do
que a membrana externa, ha ruptura desta
ultima facilitando o vazamento de proteinas
(31). Este aumento de permeabilidade ocorre
antes da fase avancada da apoptose que
compreende ativacéo da cascata das caspases e
de endonucleases (56,70).

Na apoptose induzida, por exemplo, por
TNE-TNER e Fas-Fas-ligante, ha também
participacao da mitocondria. A apoptose
induzida por receptores de morte esta associada
com a pro-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 proteina Bid, a qual
migra para a mitocondria e induz o vazamento

97

R. bras. Ci. e Mov. 2005; 13(1): 95-108

$ 26/04/2006, 19:49



NN T 1]

98

R. bras. Ci. e Mov. 2005; 13(1): 95-108

T ‘ RBCM vol. 13 n.1.p65 98

*

de citocromo ¢. Como descrito anteriormente,
o citocromo ¢ 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 amplificacdo do
sinal apoptotico (63). Ambas as vias intrinseca
e extrinseca convergem para a ativacdo da
caspase 3 (7,45).

Em nosso estudo nao observamos diferenca
na integridade de membrana dos neutréfilos
dos ratos de ambas as idades, o que € sugestivo
de que a maturacéo sexual ndo aumenta a
proporcao dessas células em necrose (59). Por
outro lado, verificamos que, nos ratos de 90
dias, ha maior proporcdo de células com
fragmentacdo de DNA e despolarizacido
mitocondrial. Esses resultados estdo de acordo
com os achados de ALLGAIER et al. (2). Os
autores verificaram que a apoptose em
neutrofilos de individuos adultos era mais
intensa do que em células de recém-nascidos.
Os autores também sugeriram que essa
diferenca na apoptose era consequéncia de
maior ativacao e sinalizacao do receptor Fas.

HUBER et al. (40) demonstraram que a
testosterona causa apoptose de linfocitos por
reducdo da expressao de Bcl-2 (gene anti-
apoptotico). Assim, possivelmente, a maior
proporcio de neutréfilos em apoptose nos
ratos de 90 dias do que em células de animais
de 60 dias ocorreu por elevacdo das
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concentragdes plasmaticas de testosterona. O
efeito deste hormonio na reducao da expressao

de Bcl-2 levaria a abertura de poros de
transicao na mitocondria, o que permitiria a
ativacao das caspases. A caspase 3 € a principal
caspase executora do processo apoptotico e,
conforme observado em nosso estudo, a
expressao do RNAm da caspase 3 nos
neutrofilos de ratos de 90 dias ja se encontra
bem mais elevada do que nas células dos ratos
de 60 dias. LUO et al. (66) demonstraram
que nos neutrofilos circulantes de criancas
recém-nascidas, a expressao, o conteudo da
proteina e a atividade da caspase 3 estavam
muito reduzidos. Os autores sugeriram que o
RNAm e o conteudo proteico da caspase 3
aumenta com a idade. Esse seria um evento
regulador importante do processo de morte
celular em decorréncia da idade.

Efeito de uma unica sessdo de exercicio
na funcéo e apoptose de neutrofilos

Muitos individuos, adultos ou criancas,
normalmente ndo atletas, realizam sem
condicionamento prévio, atividades fisicas em
intensidades que podem chegar a 70-90% de
sua capacidade maxima. No nosso estudo,
animais de 60 e 90 dias foram submetidos a
um esforco fisico intenso que chegou a 95%
da capacidade maxima.

Tabela 1 - Resumo dos efeitos da maturacdo sexual em neutrofilos de ratos de 90 dias

comparados aos neutrofilos de 60 dias.

Parametros avaliados

Neutrofilos de
ratos de 90 dias

Fagocitose

1

Expressao dos

oxidade

componentes da NADPH-

2p91™ 1
P 47 phox
p22™"

Producido de EROs

Producio de 6xido nitrico

Expressao de iNOS

Fragmentacdo de DNA

1
h
1
1
1
1

Despolarizacao
mitocondrial

1

Expressao de bel-xL

Expressao de bax e bcl-xS

Expressao de caspase 3

NS - ndo houve diferenca; ! reducéo significativa; 1 aumento significativo.

o
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MACHA et al. (67), avaliando a producao
de peroxido de hidrogénio pelos neutrofilos
de maratonistas, HACK et al. (34), avaliando
a capacidade fagocitaria também em
neutrofilos de maratonistas, e KRAUSE et al.
(53), avaliando a capacidade fagocitaria,
porém em neutrofilos de biatletas,
demonstraram que a producdo de peroxido
de hidrogenio e a capacidade fagocitaria dos
neutrofilos estavam reduzidas apos o exercicio
intenso. Entretanto, HACK et al. (33),
avaliando a capacidade fagocitaria em
neutrofilos de triatletas, e PYNE et al. (100),
avaliando também a capacidade fagocitaria
em neutrofilos porém de nadadores de elite,
demonstraram que, apos estes tipos de
exercicio intenso, a capacidade fagocitaria dos
neutréfilos nio se alterava. Desta forma, ¢é
interessante notar que as respostas dos
neutrofilos variam conforme o tipo de
exercicio e a intensidade com que 0 mesmo é
realizado e a condicio fisica do atleta.

Ha varios relatos de individuos e atletas
que, apos grandes competi¢cdes ou atividades
fisicas com intensidades elevadas, apresentam
gripes e resfriados, e mesmo infeccoes (47).
Para SMITH et al. (103,104), o exercicio agudo
intenso agrava a imunodeficiéncia e aumenta
a susceptibilidade a infeccoes por reduzir a
capacidade funcional de neutrofilos. Em nosso
estudo, o exercicio a 85% da capacidade
maxima nao afetou a capacidade fagocitaria e
aproducio de ERO, em neutrofilos de ratos de
90 e de 60 dias. Contudo, o exercicio modulou
a expressao de alguns componentes da
NADPH-oxidase. Com relacdo a p47lex
gp9lph0x, 0 exercicio aumentou a expressao
nos neutrofilos de ratos de 90 dias, entretanto,
o mesmo esforco fisico reduziu a expressio do
pZthOX nos neutroéfilos dos ratos de 90 dias.

O exercicio nao alterou a producao de
oxido nitrico em neutrdfilos de ratos de 60
dias. Entretanto, o contetido da proteina iNOS
foi elevado. Ja a expressao do RNA mensageiro
da oxido nitrico sintase induzivel também nzo
se alterou. Conforme WOODS et al. (109), o
treinamento cronico aumenta a quantidade de
iNOS em macroéfagos de camundongos jovens.
Embora o contetudo de proteina iNOS tenha
sido aumentado pelo exercicio ndo se observou
elevacio na producio do 6xido nitrico. E
interessante notar que embora a proteina
estivesse aumentada a quantidade de RNA
mensageiro ndo se alterou. Estes dados sao
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sugestivos de efeito pos-transcripcional. Uma
vez que o exercicio pode ter reduzido a
atividade de proteases.

Em oposicao aos dados dos ratos de 60
dias, o exercicio reduziu a producio de 6xido
nitrico em neutroéfilos de animais de 90 dias.
Segundo CUMMING (19), o exercicio agudo
usualmente aumenta os valores séricos de
testosterona ao passo que no exercicio cronico
prolongado ha reducdo na producao e liberacio
desse hormonio. CHAO et al. (16)
demonstraram que a testosterona diminui a
producéo de 6xido nitrico em macrofagos de
ratos. Por outro lado, FRIEDL et al. (25)
verificaram que esse hormonio inibe a
expressao daiNOS de modo dose dependente.
Dessa forma, o aumento na concentracio
plasmatica de testosterona durante a
maturacéo sexual e a associacao deste ao efeito
do exercicio agudo no incremento dos valores
desse hormonio podem ter reduzido a
producio de 6xido nitrico pelos neutrofilos.
Contudo, mais estudos precisam ser realizados
para esclarecer esses achados.

O exercicio fisico ndo causou necrose dos
neutrofilos de ratos de 60 e 90 dias.
Entretanto, aumentou a proporcdo de
neutrofilos com condensacdo de cromatina e
externalizacio de fosfatidilserina nos ratos de
60 e de 90 dias. Corroborando com nossos
resultados, MOOREN et al. (76), em estudo
realizado em linfocitos humanos submetidos
ao exercicio exaustivo, mostraram aumento
na externalizacdo de fosfatidilserina logo apos
o término da atividade.

A fragmentacdo de DNA apresentou-se
elevada somente nos neutréfilos de ratos de 90
dias. O que esta de acordo com os resultados
encontrados por NIESS et al. (85,86) que
verificaram, apos exercicio exaustivo, aumento
na fragmentacdo de DNA em neutrofilos,
linfocitos e mondcitos humanos.

Como mencionado anteriormente, uma
etapa fundamental da apoptose é a perda da
polaridade mitocondrial. Verificamos que o
exercicio agudo aumenta a despolarizacao
mitocondrial nos neutrofilos de ratos de 60 e
90 dias. De modo semelhante, HSU et al.
(39) verificaram que o exercicio fisico acima
de 60% do VO2max. induz fragmentacéo de
DNA e reducdio mno potencial
transmembranico mitocondrial de neutrofilos
humanos. Entretanto, ainda nao se sabe qual
0 mecanismo envolvido.
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Além da despolarizacdo mitocondrial com
consequente liberacao de citocromo ¢ e
ativacao de caspases, 0 processo apoptotico
também ocorre por alteracao na expressao de
proteinas reguladoras da apoptose tais como:
bax e bel-xS (pro-apoptoticos); bel-xL e bel-
2 (anti-apoptoticos) (55). Em nosso estudo,
o exercicio reduziu a expressdo de bcl-xL nos
neutrofilos de ratos de 90 dias. Além disso, o
exercicio aumentou a expressao das proteinas
pro-apoptoticas bax e bel-xS (favorecedoras
da formacdo de poros na membrana
mitocondrial) nos neutrofilos de ratos de 90
dias, mas reduziu a expressiao de dessas
proteinas nos neutréfilos de ratos de 60 dias.
Assim, a maior proporcio de neutrofilos em
apoptose nos ratos de 90 dias induzida pelo
exercicio, pode ser consequiéncia da alteracao
na expressao das proteinas bel-xL, bax ou be-
IxS. Ja para os neutrofilos de ratos de 60 dias,
a maior propor¢do de células em apoptose,
conforme verificamos por despolarizacéo da
mitocondria, externalizacio de fosfatidilserina
e condensacio de cromatina, ndo é devido a
alteracdo na expressdo das proteinas bcl-xL,
bax ou be-IxS.

Como mencionado anteriormente, a
caspase 3 é ativada apos a liberacao de
proteinas (citocromo ¢, AIE, Smac/diablo) do
interior da mitocondria. Nos neutrofilos de
ratos de 60 dias, as proteinas bcl-xL, bel-xS e
bax ndo parecem desempenhar papel
importante no processo de apoptose induzido
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pelo exercicio agudo. Contudo, a expressdo
da caspase 3 foi aumentada pelo exercicio nos
neutrofilos dos ratos de 60 dias. Ja nas células
dos ratos de 90 dias, o exercicio agudo
diminuiu a expressao de bcl-xL e aumentou
de bcl-xS, baxedacaspase3. D e s t a
forma, o exercicio induz apoptose em
neutrofilos por mecanismos distintos
conforme a idade dos animais. O significado
dos nossos achados para as alteracdes
funcionais dos neutroéfilos durante a atividade
fisica permanece para ser esclarecido.

Efeito da suplementacdo oral com
glutamina na funcéo e apoptose de neutrofilos
apos uma Gnica sessao de exercicio

A glutamina esta presente em muitas
proteinas ¢ o aminoacido mais abundante no
plasma e nos tecidos. Nao ¢ considerado um
aminoacido essencial por que pode ser
sintetizada pelo organismo. Contudo, em
algumas condicoes traumaticas (como cancer
ou esforco fisico intenso), a concentracdo
intracelular e do plasma desse aminoacido
diminui em até 50% (58). Assim, quando a
demanda é maior que a producao, estabelece-
se um quadro de deficiéncia de glutamina.
Por essa razdo, este aminoacido foi
reclassificado como “condicionalmente
essencial” (103). Em todas as células, a
glutamina ¢ o doador de dtomos de nitrogénio
durante a sintese de purinas, pirimidinas e
amino-acucares (20).

Tabela 2 - Resumo dos efeitos do exercicio agudo em neutréfilos de ratos de 90 e 60 dias.

Efeito do exerc. Efeito do exerc.
Parametros avaliados em N[O de ratos em N[O de ratos
de 60 dias de 90 dias
: i gpol1” NS 1
xpressdo dos componentes
dal;\IADPH—oxidadpe p47™" NS !
p22™" NS !
Producdo de oxido nitrico NS !
Proteina da iNOS 1 NS
Condensacao de cromatina 1 1
Fragmentacdo de DNA NS 1
Externalizacao de
Fosfatidilserina ! !
Despolarizacdo mitocondrial 1 1
Expressdo de bcl-xL 1 !
bcl-xS 1 1
Expressdo de
bax ! 1
Expressdo de caspase 3 1 1

NS - sem diferenca; ¢ reducio significativa; 1 aumento significativo.

o
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A taxa de utilizacao de glutamina pelos
neutréfilos é similar ou até mesmo maior do
que a de glicose. A utilizacdo desse aminoacido
por neutréfilos de ratos em uma hora de
incubacéo a 37°C é de 12,8 nmol por minuto
por miligrama de proteinas. A glutamina é
convertida em glutamato, amonia, aspartato,
alanina e lactato, e uma proporcao pequena é
oxidada a CO2 (95,96).

FURUKAWA et al. (28,29) demonstraram
que a suplementacdo com glutamina reverte
a diminuicdo da atividade bactericida,
melhorando a capacidade oxidativa e a
capacidade fagocitaria dos neutrofilos de
pacientes pos-operados que apresentavam
reducdo na concentraciao plasmética desse
aminodcido. IKEDA et al. (41) verificaram
que a suplementacdo com glutamina
aumenta a capacidade fagocitaria de
neutrofilos de ratos que receberam nutricio
parenteral apos serem submetidos a peritonite
quimica. Em nosso estudo, a suplementacao
aumentou a capacidade fagocitaria e a
producdo de espécies reativas de oxigénio de
neutrofilos de ratos de 90 dias em repouso e
exercitados. Segundo MOINARD et al. (75),
glutamina e arginina sao capazes de modular
a producao de espécies reativas de oxigénio
por neutréfilos de ratos estressados (condicdo
induzida por reducao de alimento e injecéo
de dexametazona). Esses dados sdo sugestivos
de que apesar do estresse causado a glutamina
é capaz de modular a producéo de espécies
reativas de oxigénio.

Asuplementacio com glutamina aumentou
phox phox phox
a expressao de gp91 |, p22° e p47
componentes da NADPH-oxidase, nos
neutréfilos 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
expressdo dos componentes da NADPH-oxidase
em neutrofilos de ratos em cultura, além de
estimular a producao de anion superoxido.

A suplementacio com glutamina
também aumentou a expressio da iNOS, sem
alterar a producdo de o6xido nitrico e a
quantidade da proteina iNOS nos neutréfilos
de ratos exercitados de 90 dias. Esses dados
vém de acordo com os achados de MURPHY
& NEWSHOLME (79) que mostraram que a
producdo de nitrito (sem arginina extracelular)
estava reduzida em macrofagos e monocitos
em cultura com a presenca do inibidor de
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glutaminase, 6-diazo 5-oxo norleucine,
sugerindo a importancia da glutamina para a
producao de oxido nitrico.

NUNN et al. (90), estudando neutrofilos
humanos em fase inicial de apoptose,
verificaram que as concentracoes de lactato e
glutamina estavam reduzidas em 45% e que
as de arginina, glicina, alanina, aspartato e
glutamato nao apresentavam alteracéo.
PITHON-CURI et al. (98) verificaram que a
glutamina previne parcialmente a ocorréncia
de apoptose em neutrofilos de ratos por manter
o potencial transmembranico mitocondrial.
Esses dados reforcam os nossos achados, de
que a glutamina retarda a ocorréncia do
processo apoptotico em neutrofilos.

A suplementacéo com glutamina reduziu
a fragmentacdo de DNA, a externalizacéo de
fosfatidilserina e a despolarizacao
mitocondrial nos neutrofilos de ratos
exercitados de 90 dias. Entretanto, esse
aminoacido ndo foi capaz de abolir a
despolarizacao da mitocondria induzida pelo
exercicio nos neutrofilos dos ratos de 90 dias.
Além disso, a suplementacao com glutamina
reduziu a condensacdo de cromatina, a
fragmentacdo de DNA, a externalizacdo de
fosfatidilserina e a despolarizacao
mitocondrial nos neutréfilos de ratos
exercitados de 60 dias. Esses resultados sao
sugestivos de que o efeito anti apoptético da
glutamina no processo de morte de neutrofilos
de ratos induzido pelo exercicio ndo ocorre
de forma total. Entretanto, tem um
importante efeito redutor da morte celular
induzida pelo processo apoptotico.

CHANGetal. (15), estudando a apoptose
induzida pelo receptor de morte (Fas) e seu
ligante (FasL) em linfécitos humanos,
verificaram que o metabolismo de glutamina
desacelera a progressio do processo
apoptotico por manter o equilibrio redox
celular (NADVNADHZ = NADP/NADPH2)
e por elevacao da concentracao de glutationa.
Em nosso estudo, a suplementacdo com
glutamina reduziu a expressao da proteina
anti-apoptotica (Bcl-xL) nos neutrofilos dos
ratos de 60 dias. Nas células dos ratos de 90
dias, contudo, a glutamina aumentou o
conteido de RNAm dessa proteina. Além
disso, nos animais de 3 meses de idade a
suplementacdo com glutamina reduziu o
conteudo de RNAm das proteinas pro-
apoptoticas (Bcl-xS e Bax).
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Tabela 3 - Resumo dos efeitos da suplementacio com glutamina em neutrofilos de ratos em

repouso de 90 e 60 dias.

Parametros avaliados 60 dias 90 dias
Fagocitose NS 1
Producdo de espécie NS
reativa de oxigénio !

gp91™ 1 1
Expressdo da NADPH-oxidade p47" 1 1

p22"" 1 t
Expressdo da iNOS 1 1
Proteina da iNOS l NS
Condensacdo de cromatina ! NS
Fragmentagdo de DNA ! !
Externalizacao de
Fosfatidilserina l l
Despolarizacao mitocondrial ! !
Expressao de bcl-xL
(anti-apoptotico) l !
Expressdo de genes bel-xS | !
pro-apoptoticos bax | !
Expressdo de caspase 3 ! !

@ NS - sem diferenca; | reducéo significativa; 1 aumento significativo.

Tabela 4 - Resumo dos efeitos da suplementacio com glutamina em neutrofilos de ratos
exercitados de 90 e 60 dias.

Parametros avaliados 60 dias 90 dias
Fagocitose NS i
Produgao de espécies NS
reativas de oxigénio !

phox

Expressdo dos g1 1
componentes da p47"“”* 1 1
NADPH-oxidade 22 o ¢ A
Producao de oxido nitrico NS 1
Expressdo da iNOS 1 1
Proteina da iNOS B NS
Condensacdo de cromatina 1 1
Fragmentacdo de DNA ! !
Externalizacdo de

Fosfatidilserina ) l
Expressdo de bcl-xL ! 1
Expressdo de genes belS | !
pré-apopléticos b aj‘ .
Expressdo de caspase 3 | !

NS - sem diferenca; | reducao significativa; 1 aumento significativo.
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Esses achados sio sugestivos de que a
glutamina protege a célula contra a apoptose
induzida pelo exercicio, por mecanismo que
parece envolver reducao na expressao de
caspase 3.

Conclusoes

A maturacdo sexual em ratos machos
reduz em neutréfilos a capacidade fagocitaria,
aumenta a producéo de espécies reativas de
oxigénio e nitrogénio. Além disso, aumenta a
propor¢ao de células em apoptose (por
mecanismo que envolve despolarizacéo
mitocondrial e caspase 3).
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MATURAGAO
SEXUAL

A Produgéo de
EROs e NO
N Fagocitose

“Mdespolarizagao
mitocondrial
/N caspase 3

Uma Unica sessdo de exercicio a 85% da
capacidade maxima aumenta nos neutrofilos
de ratos de 60 dias a producéo de ¢xido nitrico
e a apoptose (por mecanismo que envolve
despolarizacao mitocondrial e aumento de
caspase 3). A mesma intensidade e o mesmo
tipo de exercicio em ratos de 90 dias reduz a
producdo de oxido nitrico, e aumenta a
apoptose (por mecanismo que envolve
despolarizacio mitocondrial, aumento de bax
e bcl-xS e aumento de caspase 3).

A produgao de
6xido nitrico

NEUTROFILOS
RATOS DE 60 DIAS

NEUTROFILOS
RATOS DE 90 DIAS

Mda
apoptose

AMdespolarizagao
mitocondrial
A caspase 3

1 produgéo de
oxido nitrico

A da
apoptose

“Ndespolarizagao
mitocondrial

“Nbax e bcl-xS
/N caspase 3

A suplementacdo oral com glutamina
aumenta nos neutrofilos dos ratos
exercitados de 60 dias a expressiao dos
componentes da NADPH-oxidase e reduz a
apoptose (por mecanismo que envolve
reducio de bax e bel-xS e reducao de caspase
3). A suplementacdo oral com glutamina
aumenta nos neutrofilos dos ratos
exercitados de 90 dias a capacidade
fagocitaria, a producédo de espécies reativas
de oxigénio e nitrogénio e a expressao dos
componentes da NADPH-oxidase. Além
disso, diminui a apoptose (por mecanismo
que envolve aumento de bel-xL, reducéo de
bax e bcl-xS e reducao de caspase 3).
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60 dias

A dos
componentes da
NADPH-oxidase

o

Suplementagdo
oral com
glutamina

Neutréfilos
Ratos de

Suplementagdo
oral com
glutamina

Neutréfilos
Ratos de
90 dias

I da
apoptose

NFagocitose
A produgdo de
EROs

/N dos omponentes
da NADPH-oxidase

1 da
apoptose

A de bel-xL
. de bel-xS e
bax

L caspase 3

| de bel-xS e
bax
1 caspase 3
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