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EFEITOS DA SUPLEMENTAGAO COM GLUTAMINA SOBRE INDICADORES
DE FADIGA MUSCULAR EM RATOS

Silvan Silva de Araujo*??

RESUMO

O lactato € um metabdlito resultante da
glicolise, que ocorre no sarcoplasma,
produzido proporcionalmente a atividade
muscular. A sintese de amdnia muscular
durante exercicios prolongados esta
relacionada com as concentracdes de AMP e
ao catabolismo dos aminoacidos, sendo
equivalente ao aumento da concentracdo de
lactato. O objetivo do presente estudo foi
avaliar o impacto da suplementacdo com
glutamina sobre indicadores de fadiga
muscular em ratos. Utilizaram-se 24 ratos
Wistar, machos, adultos de 6 a 8 meses de
idade, divididos em quatro grupos, Sedentario
(SED), Sedentario Suplementado com
Glutamina (GSED), Treinado (TRE) e Treinado
Suplementado com Glutamina (GTRE). Com
pesos atados a sua cauda (2% a 5% da massa
corporal), os grupos TRE e GTRE foram
submetidos a duas semanas de treinamento
em natacdo. No Ultimo dia todos os grupos
foram submetidos a exercicio agudo, em
seguida foram anestesiados e tiveram o
sangue coletado. A dosagem dos metabdlitos
foi realizada por espectrofotometria. As
concentracbes de lactato e amobnia néo
apresentaram diferencas significantes quando
comparados 0s quatro grupos, embora 0s
grupos TRE e GTRE mostraram-se mais
protegidos contra a hiperamonemia e ao
incremento do lactato. Portanto, foi possivel
concluir que a suplementagcdo com glutamina
associada ao treinamento crbnico inibiu
elevacdes importantes de lactato e de aménia,
quando comparados com 0S  Qrupos
sedentarios, suplementados ou néo.
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ABSTRACT

The impact of glutamine supplementation on
muscle fatigue markers in rats

Lactate is a metabolite resulting from
glycolysis, which occurs in the sarcoplasm,
produced in proportion to muscle activity. The
synthesis of ammonia muscle during prolonged
exercise is related to the concentration of
adenosine monophosphate and the catabolism
of amino acids, equivalent to the increase in
lactate concentration. The purpose of this
study was to evaluate the impact of glutamine
supplementation on indicators of muscle
fatigue in rats. A total of 24 male Wistar rats,
adults aged 6 to 8 months of age, divided into
four groups: sedentary (SED), sedentary
supplemented with glutamine (GSED), trained
(TRA) and trained supplemented with
glutamine (GTRA). With weights tied to its tail
(2% to 5% of body weight), both groups TRA
and GTRA underwent two weeks of swimming
training. On the last day all groups were
submitted to acute exercise, then were
anesthetized and had blood collected. The
determination of metabolites was performed by
spectrophotometry. The levels of lactate and
ammonia was no significant difference when
comparing the four groups, although groups
TRA and GTRE were more protected from
hyperammonemia and the increase in LAC.
Therefore, it was concluded that
supplementation with GLN associated with
chronic training inhibited significant elevations
of lactate and ammonia, when compared with
the sedentary groups, supplemented or not.

Key words: Aerobic exercise, Metabolic
process, Dietary supplements.
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INTRODUCAO muscular prolongada e suprimento a um
provavel esgotamento das reservas de

Estudos experimentais com modelo
animal justificam importantes evidéncias
acerca das respostas metabolicas induzidas
pelo treinamento. E fato que o lactato
sanguineo incrementa na medida em que se
aumenta a intensidade do exercicio em
humanos, o que também pode ser observado
em ratos (Camargo e Colaboradores, 2006;
Voltarelli, Gobatto e Mello, 2002).

Snow e Colaboradores (2000),
verificaram 0 mesmo comportamento com
relagéo aos niveis circulantes de amdnia (NH3
+ NH,") em resposta ao exercicio prolongado.
No contexto do treinamento, a suplementacao
de aminoacidos antes, durante e apés o
exercicio tem demonstrado melhoras no
desempenho, pois viabiliza o suprimento de
carbonos para os intermediarios do ciclo de
Krebs (ciclo do acido tricarboxilico), e no
incremento dos estoques de glicogénio
muscular (Bruce e Colaboradores, 2001;
Gibala e Colaboradores, 2002).

O lactato e seu préton de hidrogénio
(H") s&o formados a partir da reducdo do
piruvato pela nicotinamida adenina
dinucleotideo (NADH) (Gibala e
Colaboradores, 2002). Portanto, é resultante
da glicolise, via metabdlica que representa a
decomposicao catalitica da glicose
independente de oxigénio. Segundo Gladden
(2001), a quantidade de lactato livre seria
diretamente proporcional ao trabalho muscular
e que exercicios fisicos entre 50-70% do
VO,méx e a inibicdo da cadeia transportadora
de elétrons também potencializam o acumulo
de lactato celular.

A amébnia também apresenta sua
prépria cinética e suas implicacdes para o
desempenho da contragdo muscular. O
incremento na sintese de amoénia muscular
durante exercicios prolongados esta
possivelmente relacionado a concentragdo de
monofosfato de adenosina (AMP) e ao
catabolismo dos aminoacidos. A génese do
AMP, que envolve a acdo da AMP deaminase,
ocorre quando a utilizacdo do ATP excede a
capacidade celular para a sua ressintese
(Murray e Colaboradores, 2003). Ja o
catabolismo dos aminoacidos propicia a
replecdo de ATP a partir dos esqueletos de
carbono cedidos por estes para ampliarem os
intermediarios do ciclo de Krebs, condi¢ao
necessaria frente as exigéncias da contragao

glicogénio (Wagenmakers, 1998; Snow e
Colaboradores, 2000).

O incremento da aménia em sujeitos
humanos tem alta correlacdo com a
intensidade e o volume da atividade fisica,
sendo proporcional ao aumento da
concentracdo de lactato, ao treinamento
prévio, dieta, heranca genética, e, inclusive a
magnitude da massa muscular. Segundo
Graham e Colaboradores (1997), altos niveis
de aménia reduzem a velocidade de oxidag&o
da glicose durante a sintese de ATP para as
células do sistema nervoso central, que pode
levar, dentre outras enfermidades, ao coma.
Nybo e Secher (2004), afirmam que elevado
nivel de amoénia intramuscular induz seu
transporte para o sangue, o qual a conduz a
outros 6rgaos, inclusive o cérebro, o que leva
a um estado de toxicidade aguda, que apesar
de reversivel, pode afetar a neurotransmissao,
0 metabolismo cerebral e estimular a fadiga
central.

A glutamina, aminoacido condicional-
mente essencial, tem se destacado como
suplemento nutricional de importancia entre
atletas e em estados criticos. Encontrado
amplamente no corpo, exerce papel
fundamental em varios processos bioldgicos,
tais como funcdo imune, sintese de amoénia
renal (Stumvoll e Colaboradores, 1999),
atividade neuroldgica, desenvolvimento e
protecéo contra morte dos enterdcitos induzida
por amdnia (Newsholme e Colaboradores,
2003).

E um substrato anaplerético e
gliconeogénico, o qual contribui para a sintese
de ATP ou glicose (Stumvoll e Colaboradores,
1999). Em estudo com jogadores profissionais
de futebol realizando atividades similares a
uma partida, Favano e Colaboradores (2008),
verificaram niveis mais baixos de fadiga no
grupo que utilizou mistura liquida de
carboidrato e glutamina quando avaliados pela
escala de percepcdo subjetiva de Borg.
Possivelmente, a menor sensacao de fadiga
muscular observada no desempenho dos
jogadores pode ser atribuida a expanséao dos
intermedidrios do ciclo de Krebs, com
subsequente economia de fosfocreatina e
glicogénio muscular.

Antonio e Street (1999), relataram
melhoras na manutencdo da concentracdo de
glutamina intramuscular, no nivel de
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hidratacdo do musculo esquelético resultando Aracaju estado de Sergipe. O estudo
em aumento do volume celular e contribuigdo obedeceu a seguinte aplicagdo: grupos

como substrato para a gliconeogénese, fatos
que, per si, justificam seu uso.

As evidéncias apresentadas
conduziram a seguinte  hipétese: a
suplementacdo com o aminoacido glutamina
minimiza a deplecéo das reservas energéticas
celulares e a producdo dos metabdlitos em
estudo, o0s quais potencializam a fadiga
muscular e subsequente declinio do
desempenho em ratos. Para entender os
mecanismos que envolvem tais processos
metabdlicos, o presente estudo teve como
objetivo avaliar as respostas sanguineas do
lactato e da amdnia plasméticos em ratos
Wistar submetidos a exercicio aerdbio de
natacado e suplementados com glutamina.

MATERIAIS E METODOS
Amostra
Foram utilizados 24 ratos da linhagem

Wistar (Rattus Norvegicus Albinus), machos,
adultos com idades entre 6 a 8 meses, sem

controles sedentarios, ndo treinaram durante o
experimento, controles treinados, submetidos
ao programa de treinamento, e observagao
pés-teste. A separacdo dos sujeitos da
amostra foi realizada aleatoriamente e os
mesmos divididos em quatro grupos, a saber:
sedentario (SED), sedentario suplementado
com glutamina (GSED), treinado (TRE) e
treinado suplementado com glutamina (GTRE)
(Tabela 1). A massa corporal (MC) dos
animais foi monitorada semanalmente para
ajuste das cargas de treinamento.

Todos os grupos foram alojados em
gaiolas coletivas e submetidos a alimentacgéao
com racdo comercial (Purina®) para roedores
e agua ad libitum. Foi utilizado o mecanismo
foto-periodo em ciclo claro e escuro de 12
horas a uma temperatura termoneutra (25 +
2°C). Todos 0s experimentos com 0s animais
foram realizados mediante a aprovacdo do
Comité de Etica em Pesquisa da Universidade
Tiradentes, registro n°® 090307, e seguiu todos
0s principios éticos de experimentacdo animal
de acordo com a normativa do Colégio

experiéncia prévia em qualquer forma de Brasileiro  de Experimentacdo  Animal

exercicios, cujas mées eram provenientes do (COBEA).

biotério da Universidade Tiradentes (UNIT) —

Tabela 1 - Delineamento dos grupos, suplementacao e atividades realizadas
Grupo N Massa Corporal () Substancia Atividade
SED 6 392,7 Placebo Sedentéario
TRE 6 347,5 Placebo Natagéo
GSED 6 342,0 Glutamina Sedentéario
GTRE 6 374,5 Glutamina Natacdo

Suplementacéo

A suplementacdo com glutamina
(Laboratério Probiética®) foi realizada através
de gavagem, para este procedimento utilizou-
se uma agulha de sonda modelo IC-800,
durante as duas semanas do protocolo
experimental. Na primeira semana de
adaptacao, todos os grupos foram submetidos
a uma simulacdo da gavagem com uma
substancia placebo. Os animais do GTRE
receberam a suplementagdo cronica com
glutamina imediatamente ap6s a sessao diaria
de treinamento em natacao até o Ultimo dia do
experimento em acordo com Rogero e
Colaboradores (2002). A dose administrada de
gluatmina foi calculada a partir da média da
massa corporal para que o total de aminoacido

fosse 0 mesmo administrado na sua forma
isolada, segundo Barbosa e Colaboradores
(2003) que administra 2 ml de solugdo aquosa
correspondente a 0,5 g.Kg™’. Com o objetivo
de expor todos a mesma condicdo de
estresse, 0s demais grupos receberam
solucéo placebo.

Treinamento Fisico

O treinamento dos animais foi
conduzido em um sistema de natacdo em
tanques individuais (100cmx80cmx80cm) de
PVC com temperatura mantida em torno de 31
+ 2 °C. O periodo de treinamento consistiu de
duas semanas, cinco dias por semana de 60
minutos diarios de natacdo, em um volume
total de 10 dias. Uma semana antes do
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programa de treinamento com o propoésito de
reduzir o estresse do animal durante o
experimento, 0s grupos controles treinados
iniciaram um periodo de adaptagdo ao meio
liquido. Neste, o animal era mantido em
contato com agua com profundidade rasa a
uma temperatura de 32 + 2°C, durante 20
minutos. Os animais nadavam com sobrecarga
atada a base da sua cauda, a qual obedecia a
uma variagdo progressiva de 2% e 5% da
massa corporal, na segunda e na terceira
semana, respectivamente. O critério utilizado
para a modificacdo da carga foi a manutencao
do desempenho na duracdo estabelecida, fato
que determinava aumento nha capacidade
aerobica dos controles treinados (TRE e
GTRE). O comportamento que simbolizava a
exaustdo dera-se assim que o0 rato se
mantivesse submerso além de 10 segundos,
de acordo com Rogero e Colaboradores
(2002), um critério subjetivo para interrupgao
da sessdo a fim de se evitar possivel morte
amostral.

Coleta e Dosagens Sanguineas

Apéds a Ultima sesséo do programa de
treinamento os animais foram anestesiados na
regido intraperitoneal com tiopental sédico
(Thipentax - Lab. Cristalia®) em uma dose de
40 mg/kg a 2,5%, segundo Carregaro, Castro
e Martins (2005), para que se realizasse a
colheita sangiliinea por punc¢éo cardiaca. Apds
este processo, todos o0s animais foram
sacrificados por deslocamento cervical. Para
as dosagens do Lactato e da Amébnia

utilizaram-se kits comerciais e aplicou-se
método colorimétrico enzimatico em
espectrofotbmetro com absorbéncias de 540
nm e 340 nm, respectivamente.

Estatistica

A andlise dos dados foi realizada
através do pacote estatistico SPSS® software
(Statistical Package for the Social Sciences),
para Windows, versao 15.0 e utilizou-se média
e desvio-padrdo com andlise de variancia
One-way (ANOVA), seguida por teste post-hoc
de Tukey, considerando o nivel de
significAncia de 5% (p < 0,05).

RESULTADOS

Os niveis séricos de glutamina estéo
relacionados com o balanco metabdlico e a
intensidade do esforco muscular, fato que
demonstra a capacidade de sintese e de
captacdo entre tecidos diferentes. As
concentracdes de lactato comportaram-se
equilibradas entre os grupos, enquanto as de
amobnia (tabela 2) apresentaram-se maiores
nos grupos controles sedentarios SED e
GSED. Na comparacdo entre 0s grupos de
acordo com cada metabdlito (Lactato, p =
0,07; Ambnia; p = 0,33), nao ficaram
estabelecidas diferengas significativas, porém
a suplementacdo com glutamina associada ao
treinamento (GTRE), ou o programa de
treinamento isoladamente (TRE),
demonstraram uma tendéncia coerente com a
hipétese inicial do estudo.

Tabela 2 - Médias e desvios padrdo das concentracdes plasmaticas de Amonia e Lactato.

L mmol.L™
Grupos actato (mmol.L™)

Aménia (umol.L™)

Média Minimo-Maximo Média Minimo-Maximo
TRE 4,3+0,18 3,92 - 4,38 26,7 + 10,2 17,8 -42,8
SED 4,4 + 0,04 4,39 — 4,48 443 +32,1 23,8 -100,6
GTRE 4,4 +0,08 4,22 —-4,44 27,7+ 8,1 19,5-39,2
GSED 4,4 +0,04 4,36 — 4,46 37,7+14,4 30,3 -57,7
DISCUSSAO indicativa de uma reduzida capacidade

O presente estudo teve como objetivo
principal avaliar o impacto da suplementacdo
com glutamina sobre variaveis bioquimicas
representativas de fadiga muscular, lactato e
amonia.

A tabela 2 demonstra maior tendéncia
a elevacdo de lactato no plasma dos ratos
destreinados, esta condicdo pode ser

muscular e sanguinea em depurar este
metabdlito durante exercicio. Gladden (2001),
ao revisar as possibilidades do musculo
esquelético como consumidor de lactato,
constatou que fibras musculares de ratos
sedentarios apresentam remog¢do mais lenta,
possivelmente devido ao menor contetdo de
fibras do tipo oxidativo (tipo I). Os mecanismos
moleculares ndo estdo bem definidos para
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explicitar tal comportamento, porém Brooks e
Colaboradores (1999) e Gladden (2001),
apontam as seguintes adaptac6es metabolicas
musculares ao treinamento: 1) incremento da
capacidade oxidativa, 2) elevada atividade da
enzima piruvato desidrogenase, 3) incremento
da lancadeira malato-aspartato que facilita a
oxidacdo da NADH e 4) maior conversao da

lactato desidrogenase muscular para a
isoforma cardiaca.
Diante destes achados pode-se

afirmar que é unanime o entendimento de que
uma maior capacidade de utilizagdo e
transporte de lactato é induzida pelos padrbes
de ativacdo das fibras musculares, ou seja,
tipo e exposicdo a sobrecargas especificas de
treinamento. Ainda em relagdo aos resultados
do lactato do presente estudo, Stumvoll e
Colaboradores (1999), abordam que a maior
disponibilidade de glutamina modula a
homeostase da glicose durante e apoés

exercicio, fato que reflete numa menor
formagdo de lactato e em seu maior
aproveitamento como precursor
neoglicogénico, principalmente em tecido

hepético. Este mecanismo favorece maior
autonomia das reservas energéticas celulares
durante esforco de longa duracdo. Porém,
estudos como os de Bruce e Colaboradores
(2001), nao encontraram resultados
satisfatorios, pois verificaram que uma sintese
energética via fosforilacdo oxidativa, ndo foi
potencializada com a suplementacdo de
glutamina, devido a falha na entrega de
oxigénio ao musculo ou dos grupos acetil ao
ciclo de Krebs.

Com relacdo aos niveis séricos de
amonia, os dados do presente demonstram o
TRE com menores niveis desse metabdlito
traduzindo  estreita relagdo entre a
treinabilidade e concomitante reducdo da
amoniogénese.

Diversos autores corroboram essa
andlise (Graham e Colaboradores, 1997;
Wagenmakers, 1998, Bassini-Cameron e
Colaboradores, 2008), quando afirmam que
individuos treinados apresentam menor
elevacdo da amonemia quando comparados
com ndo treinados, ou treinados em atividades
anaeroébias (Yuan e Colaboradores, 2002), fato
explicado possivelmente pela reducao da
atividade das enzimas AMP deaminase e
glutamato desidrogenase.

A relacdo entre a suplementacéo da
glutamina e a génese de produtos metabdlicos

durante o exercicio € bastante controversa e
discutida. Como ja estabelecido com relagao
aos musculos esqueléticos, este aminoacido
também promove anaplerose e
neoglicogénese em érgdos como figado e rins.
Estas propriedades da glutamina induzem a
ressintese de glicogénio e o carreamento néo
téxico da amoénia (Armada-Da-Silva e Alves,
2005), conseqientemente minimizando as
possibilidades da fadiga central (Banister e
Cameron, 1990).

Bruce e Colaboradores, (2001),
afirmam que a suplementagdo com glutamina
interfere em diversas vias metabodlicas e
apresentam importantes efeitos para a
manutengdo dos  exercicios de alta
intensidade.

Bassini-Cameron e Colaboradores
(2008) concluiram que a glutamina
suplementada cronicamente protege contra a
hiperamonemia dependendo da intensidade
do exercicio e da duragdo da suplementagéo.

Embora sem significancia estatistica, o
comportamento da amonemia (tabela 2) foi
coerente com o0 estabelecido por alguns
autores (Bassini-Cameron e Colaboradores,
2008; Coster, Mcauley e Hall, 2004;
Newsholme e Colaboradores, 2003; Tanhoffer,
2004), pois destacou que a suplementagéo
com GLN associada ao treinamento protegeu
contra 0 acumulo da amdnia no GTRE em
relacdo, tanto ao GSED, quanto ao SED.
Tanto amonia quanto lactato em
concentracdes elevadas induzem a fadiga
muscular, principalmente em individuos
destreinados, sejam animais ou humanos.

Segundo Allen e Westerblad (2001) e
Armada-da-Silva e Alves (2005), a ativacao
das vias metabdlicas que produzem ATP
durante exercicio exaustivo, além de lactato e
amodnia, também resulta em aumento dos
niveis musculares e plasmaticos de varios
derivados metabdlicos, Mg”, ADP e fosfato
inorganico (Pi), os quais impactam o aparato
contratil. Favano e Colaboradores (2008)
defendem que a manutencao dos estoques de
glicogénio muscular e da glicemia garantem
uma maior taxa de ressintese de ATP com
subsequente inibicdo destes metabdlitos.

CONCLUSAO
O fato de nao terem sido evidenciadas

diferencas significativas pode ser atribuido a
ndo realizacdo de avaliagdo bioquimica e
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metabolica prévias dos sujeitos da amostra,
além de monitoracdo da ingestdo diaria
alimentar. Este controle tornaria a amostra
mais homogénea e menos vulneravel a fatores
intervenientes. Porém, as principais respostas
a suplementacédo do aminoacido glutamina nos
animais situam-se no fato de que a mesma
quando associada ao treinamento mostrou-se
capaz de inibir elevacdes importantes de
lactato e aménia, quando comparados aos
ratos dos grupos sedentarios, inclusive
aqueles suplementados. Outro aspecto que
deve ser destacado é que 0s niveis dos
metabdlitos em estudo podem ter sido
influenciados por uma gama de fatores, os
quais incluem atividade hormonal e a
magnitude da resposta ao estresse, e nado
somente pela limitada capacidade celular de
metabolizar os substratos energéticos a partir
da deplecdo dos estoques de glicogénio
muscular.
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