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RESUMO

Objetivo: Neste estudo, objetivou-se avaliar se a suplementacéo de GIn pode
melhorar o balanco redox e a capacidade antioxidante total do HDL, mediada
pelas atividades PON-1 e GPx, em idosos fisicamente ativos. Métodos: 83
idosos, nao praticantes (NP, n=32) e praticantes de um programa de
treinamento fisico combinado (EFC, n=51), foram separados em 2 subgrupos
de acordo com a suplementacéo: grupos GIn (NP-GIn, n=16 e EFC-GIn, n = 26)
e grupos de placebo (NP-PL, n=16 e EFC -PL, n=25). Amostras de sangue
foram obtidas antes (pré) e apds (pos) 30 dias de suplementacdo com GIn
(0,3g / kg / dia + 10g de maltodextrina) ou placebo (10g de maltodextrina) para
avaliar a glicemia, o perfil lipidico, os parametros oxidantes e antioxidantes, e
atividades GPx e PON-1. Resultados: Glicemia mais baixa foi encontrada nos
grupos EFC do que nos grupos NP, tanto pré quanto pdos-suplementacao.
Niveis mais elevados de HDL-c e também atividades de peroxidase total (PRXx)
e GPx foram encontrados nos subgrupos NP-GIn e EFC-GIn po0s-
suplementacdo em compara¢do com os valores anteriores. Além disso, o
aumento da atividade da GPx pdés-suplementacdo nesses subgrupos também
foi superior aos valores encontrados nos subgrupos NP-PL e EFC-PL, no
mesmo periodo. Curiosamente, maior atividade de PON-1 foi encontrada
apenas no subgrupo EFC-GIn pés-suplementacdo do que os valores basais.
Reducdo da razdo entre peroxidos totais e PRx, ferro e PRx, e também
peroxidos totais e GPX foram encontrados nos subgrupos NP-GIn e EFC-GIn
pos-suplementacdo em comparacdo com o0s valores anteriores, enquanto
redugéo da proporgdo entre TBARS e PRx ou GPx foram encontrados nos
subgrupos EFC-GIn péds-suplementacdo em comparacdo com o0s valores
anteriores. Os outros parametros permaneceram inalterados.

Palavras-chave: aterosclerose; lipoproteinas; estresse oxidativo; radicais
livres; antioxidante; glutamina.



ABSTRACT

Objective: This study aimed to evaluate whether GIn supplementation can
improve the systemic redox balance and the total antioxidant capacity of HDL,
mediated by PON-1 and GPx activities, in physically active elderly people.
Methods: 83 elderly, non-practitioners (NP, n=32) and practitioners of a
combined physical training program (CET, n=51), were separated into 2
subgroups according to supplementation: GIn groups (NP-GIn, n =16 and CET-
GIn, n = 26) and placebo groups (NP-PL, n=16 and OBE -PL, n=25). Blood
samples were obtained before (pre) and after (post) 30 days of supplementation
with GIn (0.3g / kg / day + 10g maltodextrin) or placebo (10g maltodextrin) to
assess blood glucose, lipid profile, oxidant and antioxidant parameters, and
GPx and PON-1 activities. Results: Lower blood glucose was found in the CET
groups than in the NP groups, both pre- and post-supplementation. Higher
HDL-c levels as well as total peroxidase (PRx) and GPx activities were found in
the NP-GIn and CET-GIn subgroups post-supplementation compared to the
previous values. Furthermore, the increase in GPx activity after
supplementation in these subgroups was also higher than the values found in
the NP-PL and CET-PL subgroups, in the same period. Interestingly, higher
PON-1 activity was found only in the post-supplementation EFC-GIn subgroup
than baseline values. Reduction in the ratio between total peroxides and PRX,
iron and PRx, as well as total peroxides and GPX were found in the post-
supplementation NP-GIn and CET-GIn subgroups compared to the previous
values, while a reduction in the ratio between TBARS and PRx or GPx were
found in the post-supplementation CET-GIn subgroups compared to the
previous values. The other parameters remained unchanged. Conclusion:
Although most lipid profile parameters or oxidative stress markers in plasma
remained unchanged, a 30-day CET program with GIn supplementation
increased HDL-c levels and the antioxidant activities of PRx, GPx and PON-1,
showing not just an improvement in redox balance, which can supposedly
mitigate atherosclerotic development.

Keywords: aging, taper index, sarcopenic obesity, lipid profile,
cardiovascular disease.
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1. INTRODUCAO

As doencas cardiovasculares (DCV), estao entre as primeiras causas de
morte em individuos idosos, sendo que na maioria dos casos, a causa
subjacente é a aterosclerose 3. E sabido que a aterosclerose é uma doenca
que se desenvolve ao longo da vida *, comecando por vezes em uma idade
muito jovem, mas que se manifesta clinicamente ap0s décadas, principalmente
como Infarto Agudo do Miocardio (IAM), Doenca Cerebrovascular (AVC) ou

doenca arterial periférica °.

Segundo a OMS a DCV alberga um grupo de doencas do coracéo e dos
vasos sanguineos e incluem a doencga coronariana, doenca cerebrovascular,

doenca arterial periférica, trombose venosa profunda e embolia pulmonar *,

A presenca dos fatores de risco classicos como hipertenséao,
dislipidemia, obesidade, sedentarismo, tabagismo, diabetes e historico familiar,
aumenta a probabilidade de ocorréncia da DCV. Varios outros fatores, incluindo
questdes sociodemograficas, étnicas, culturais, dietéticas e comportamentais,
podem também explicar as diferencas no desenvolvimento da DCV entre as
populacdes e suas tendéncias ao longo das décadas. A implementacdo de
politicas de saude, entre elas, o estimulo aos habitos de vida saudaveis, o
acesso a medidas para prevencdo primaria e secundaria de DCV, associadas
ao tratamento de eventos cardiovasculares (CV), € essencial para o controle

das DCV em todos os paises, incluindo o Brasil °.

Como anteriormente citado, as dislipidemias representam importante
fator de risco para a DCV, sendo o colesterol da lipoproteina de baixa
densidade (LDL-c) o mais relevante fator de risco modificavel para DCV .
Existe ampla evidéncia advinda de estudos genéticos ° e clinicos com estatinas
e outros hipolipemiantes, demonstrando que niveis mais baixos de LDL-c se
associam a reducdo proporcional de desfechos cardiovasculares, incluindo
IAM, AVC e morte >°,

-11-



Em oposicéo aos efeitos da LDL-c na DCV, é amplamente aceito que o
colesterol da lipoproteina de alta densidade (HDL-c), a molécula responséavel
pelo transporte reverso do colesterol, ou seja, transporte do colesterol dos
tecidos periféricos para o figado tem ac¢des que contribuem para a protecao do

leito vascular contra a aterogénese.

Dentre essas a¢fes destacam-se a remocdo de lipides oxidados, em
especial a LDL oxidada, atividades anti-inflamatdrias, antitrombadticas pela
inibicdo da fixacdo de moléculas de adesdo e mondécitos ao endotélio,
atividades vasodilatadoras pela estimulagdo da liberacdo de o6xido nitrico e
atividade antioxidante, particularmente devido a enzimas como a Paraxonase 1
(PON 1) e Glutationa peroxidase (GPx) que estdo associadas a HDL !. Estas

em conjunto garantem o papel antiaterogénico dessa lipoproteina *2.

7

A aterosclerose € uma doenca inflamatéria crénica de origem
multifatorial, que ocorre em resposta a agressdo endotelial, acometendo
principalmente a camada intima de artérias de médio e grande calibre 3.
Diversos fatores como dislipidemia, hipertensédo arterial e/ou tabagismo
aumentam o risco de formacdo da placa aterosclerética. Em geral, as lesdes
iniciais, denominadas estrias gordurosas, formam-se ainda na infancia e
caracterizam-se por acumulo de colesterol em macréfagos infiltrantes nas
paredes dos vasos **. Com o tempo, mecanismos protetores levam ao aumento
do tecido matricial, que circunda o nucleo lipidico, mas, na presenca de
subtipos de linfécitos de fenotipo mais inflamatério, a formacédo do tecido
matricial se reduz, principalmente por inibicdo de sintese de colageno pelas
células musculares lisas que migraram para intima vascular e por maior
liberacdo de metaloproteases de matriz, sintetizadas por macrofagos, tornando

a placa lipidica vulneravel a complicacdes **°.

Como consequéncia, a
disfuncdo endotelial aumenta a permeabilidade da intima vascular as
lipoproteinas plasmaticas, favorecendo a retencdo destas no espaco
subendotelial. Retidas, as particulas de LDL sofrem oxidagdo, causando a
exposicao de diversos neoepitopos, tornando-as imunogénicas. O depdsito de

lipoproteinas na parede arterial, processo chave no inicio da aterogénese,

-12 -



ocorre de maneira proporcional a concentracao destas lipoproteinas no plasma.
Além do aumento da permeabilidade as lipoproteinas, outra manifestacdo da
disfuncdo endotelial é o surgimento de moléculas de adeséo leucocitaria na
superficie endotelial, processo estimulado pela presenca de LDL oxidada. As
moléculas de adesdo sao responsaveis pela atracdo de mondcitos e linfocitos
para as camadas mais intimas da parede arterial. Induzidos por proteinas
guimiotaticas, os mondcitos migram para o espa¢co subendotelial, no qual se
diferenciam em macrofagos, que, por sua vez, captam as LDL oxidadas. Os
macréfagos repletos de lipides sdo chamados de células espumosas e sdo o
principal componente das estrias gordurosas, les6es macroscoépicas iniciais da

aterosclerose.

Uma vez ativados, os macrofagos sdo, em grande parte, responsaveis
pela progressdo da placa aterosclerdtica por meio da secrecdo de citocinas,
que amplificam a inflamacdo, e de enzimas proteoliticas, capazes de degradar

colageno e outros componentes teciduais locais *’.

Assim, diversos mecanismos podem estar associados a aterogénese e
suas complicagbes, como a oxidacdo de lipoproteinas (principalmente
lipoproteinas de baixa densidade-colesterol — LDL-c) e a alteragdo fenotipica
do endotélio vascular, produzindo substancias quimiotaticas de linfécitos,
liberando espécies reativas de oxigénio, promovendo vasoconstricdo e

reduzindo propriedades antitrombdticas.

A partir destas alteracdes, ocorre interacdo do fator tecidual da intima

vascular com fator Vlla circulante, levando a geracdo de trombina, ativacao
plaguetaria e formacédo do trombo, determinando as principais complicacdes da

aterosclerose, IAM e AVC 1,

No sentido de diminuir a ocorréncia da aterogénese, vale lembrar que o

organismo possui a HDL-c, que dentre varias acbOes apresenta atividade

by

antioxidante, em especial devido a Paraxonase 1 (PON 1) e Glutationa

peroxidase (GPx), ambas enzimas que estdo associadas a HDL 2% 2,

-13 -



A Paraxonase-1 (PON-1) é uma enzima que em humanos € codificada
pelo gene Ponl ?*, esta localizada exclusivamente na lipoproteina de alta
densidade (HDL) * e é reconhecidamente um importante componente
antiaterosclerético da HDL ?*?°. Foi demonstrado que o gene Ponl é ativado
pelo PPAR-y, que estimula o aumento da sintese e liberacdo da PON-1 a partir
do figado, e isso esta associado & reducéo da aterosclerose %°.

Em se tratando de sua acdo, tem sido observado que a PON-1
associada a HDL é capaz de hidrolisar pesticidas organofosforados, além de
ser responsavel pela metabolizacdo de peroxidos lipidicos o que leva a
reducdo do acumulo de LDL oxidada e maior protecdo do organismo ao
desenvolvimento de aterosclerose. Evidéncias sugerem que esse processo se
deve em grande parte pela reducdo da peroxidacdo lipidica e hidrolise dos
peroxidos lipidicos, levando a diminuicdo na formacéo de células espumosas e

a interacdo com espécies reativas de oxigénio e nitrogénio 2"°,

Estudos evidenciam que a PON-1 purificada é significativamente mais
eficiente que a apolipoproteina Al (apoAl) ou a lecitina-colesterol
aciltransferase (LCAT) na prevencéo da oxidacdo da LDL, embora a presenca
desses Ultimos componentes tenha mostrado ser capaz de aumentar
levemente o efeito da PON1 *°. A PON-1 pode acelerar a quebra de

3133 @ o fator de ativacdo de plaquetas (PAF) 3.

hidroperoxidos fosfolipidicos
Potencialmente, isso gera lipidios, aldeidos e cetonas, o que pode levar a

modificacdo aterogénica da LDL **.

by

Em relacdo a atividade antioxidante da HDL, diferentemente dos
antioxidantes que quebram as cadeias, a presenca de PON-1 favorece que a
HDL evite o acimulo de peréxidos lipidicos na LDL ?°, bem como na parede do
vaso *® por véarias horas, continuando assim por muito tempo apés o

esgotamento dos antioxidantes lipossolaveis.

Interessantemente, o aumento da atividade de PON-1 foi associado a

ingestdao de polifendis encontrados, por exemplo, no vinho, cha e suco de

-14 -



%8 Contudo, foi

frutas®’, bem como na ingestdo moderada de &lcool
evidenciado que a presenca de altos niveis séricos de colesterol (39),
resisténcia a insulina®® e inflamacdo* estdo associados & diminuicdo da
atividade de PON-1. Foi relatado que a alimentacdo rica com acidos graxos
monoinsaturados induziu maior atividade de PON-1 sérica quando comparada
a dietas ricas em &cidos graxos saturados ou poli-insaturados*. Estudos
mostraram que tanto o 6leo de cozinha degrado”®, como uma dieta aterogénica
4445 diminuem a atividade da PON-1 em modelos animais e em seres humanos.
Além destes, o envelhecimento e a menopausa também sao fatores

associados a menor atividade de PON-1.

Em relacdo ao envelhecimento, tem sido destacado que a oxidacao da
LDL desempenha um papel crucial na patogénese da aterosclerose associada

a “teoria do estresse oxidativo do envelhecimento”.

Essas observacdes podem contribuir para que individuos idosos
desenvolvam DCV. Contudo, Bolkovoy & Blair *’ mostraram que a mudanca no
estilo de vida representaria 54% de diminuicdo da taxa de mortalidade por
doencas coronarianas. Na realidade, o que esse estudo sugere € que a adocao
de um estilo de vida adequado, incluindo alimentacdo balanceada e prética
regular de exercicios fisicos, pode contribuir para diminuir a incidéncia de
varias doencas, e principalmente elevar a qualidade de vida da populacéo

idosa.

Assim, manter-se fisicamente ativo é uma atitude que ira beneficiar a

relacdo saude-doenca.

Os efeitos positivos obtidos pela pratica de atividade fisica sob a saude,
de uma forma geral, sdo inquestionaveis. Entre as implicacdes ao sistema
cardiovascular pode-se incluir a: reducéo dos niveis séricos de colesterol total
(CT), do LDL-c, dos triglicerideos (TG) e da pressao arterial, em contrapartida

ao aumento do HDL-c e a contribui¢cdo para o controle glicémico 8
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Vale ressaltar que a OMS recomenda que idosos pratiquem exercicios
fisicos de maneira ndo tdo diferente de adultos mais jovens, apenas
respeitando suas limitacbes e capacidades. Neste sentido, a realizacdo dos
exercicios fisicos deve incluir pelo menos 150 minutos de intensidade
moderada ou pelo menos 75 minutos de intensidade vigorosa ou uma
combinacao equivalente por semana. Exercicios de for¢a ou resistidos também
devem ser incorporados ao regime de exercicios fisicos e devem ser realizados
pelo menos duas vezes por semana. As pessoas idosas que ndo conseguem
atender a essas recomendacdes devido a saude devem realizar atividades

fisicas da melhor maneira possivel, conforme tolerado *°.

Nosso grupo tem mostrado que a pratica regular de exercicios fisicos
combinados (tanto aerdébios quanto resistidos) por um grupo de individuos
idosos favoreceu ndo apenas o aumento dos niveis séricos de HDL-c, mas
também a transferéncia de colesterol livre e esterificado, bem como de
fosfolipidios do LDL-c para o HDL-c, quando comparados a um grupo de idosos
sedentarios *°. Além disso, em outro estudo pudemos mostrar menores niveis
sérios de LDL oxidada no grupo de idosos exercitados em comparacdo ao
grupo de idosos sedentarios *!. Em relacdo a PON-1, estudos demonstraram
gue individuos adultos ou mesmo idosos que tem um estilo de vida ativo com

uma rotina de exercicios fisicos possuem maiores niveis da atividade PON-1 %>
53

Outro aspecto que merece ser salientado sobre a PON-1, diz respeito a
estudos que objetivaram avaliar os efeitos de diferentes farmacos
hipolipemiantes na atividade da PON-1, enquanto um estudo in vitro mostrou
que hepatécitos humanos tratados com uma variedade de inibidores de HMG-
CoA redutase reduziu os niveis de RNA mensageiro da Ponl quando

55-57

comparados com células nao tratadas >*, outros estudos *>>°’, mas n&o todos **

0 sugerem que os inibidores da HMG-CoA redutase aumentam a atividade

PON-1.
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Assim, a busca de intervencbes dietéticas ou farmacoldgicas que
possam favorecer tanto o0 aumento da expressao quanto da atividade da PON-

1 pode ter uma aplicacdo na prevencédo da aterosclerose.

Neste sentido, a L-glutamina, o aminoacido livre mais abundante no
plasma e no tecido muscular, apresenta uma potente acédo antioxidante. A
glutamina (C5H10N203) é um L-a-aminocido, com peso molecular de
aproximadamente 146,15kda e pode ser sintetizada por todos os tecidos do

organismo.

Fazem parte de sua composicdo quimica nas seguintes quantidades:
carbono (41,09%), oxigénio (32,84%), nitrogénio (19,17%) e hidrogénio (6,90%)
6162 E classificada de acordo com seu grupamento R como ndo carregada,
mas €é polar, o que significa uma caracteristica mais hidrofilica, sendo

facilmente hidrolisada por &cidos ou bases °

Como o organismo pode
sintetizar glutamina, esta é considerada como um aminoacido ndo essencial .
Quantitativamente, o principal tecido de sintese, estoque e liberacdo de
glutamina é o tecido muscular esquelético ®*. E amplamente aceito que a
glutamina é o aminoéacido livre mais abundante no plasma e no tecido
muscular, sendo também encontrada em concentragdes relativamente

elevadas em outros diversos tecidos corporais .

Interessantemente, duas enzimas Sdo0 responsaveis pela sintese de
glutamina a partir do glutamato ou por sua degradacao, também em glutamato,

a glutamina sintetase e a glutaminase, respectivamente .

Vale destacar que este aminoacido esta envolvido em diferentes
fungbes, tais como a proliferacdo e desenvolvimento de células, o balanco
acidobasico, o transporte da amoénia entre os tecidos, a doacdo de esqueletos
de carbono para a gliconeogénese, a participacdo no sistema antioxidante e

outras 6258,
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Por meio de técnicas de biologia molecular, foi demonstrado que a
glutamina pode também influenciar diversas vias de sinalizacdo celular, em
especial a expressdo de proteinas de choque térmico (HSPs). As HSPs
contribuem para a manutencdo da homeostasia da célula na presenca de
agentes estressores, tais como as espécies reativas de oxigénio (EROs) e

espécies reativas de nitrogénio (ERNS), que se configuram como radicais livres
69

No intuito de controlar o aumento da producdo de radicais livres e
manter a homeostase, nosso organismo desenvolveu um sistema de defesa
antioxidante, que se intensifica a partir do estimulo dado pelos radicais livres.
Entretanto, quando qualquer estimulo, que leve a producdo excessiva de
radicais livres e/ou a deplecdo de antioxidantes, conduzir a uma significativa
alteracdo do balanco entre a producao e a remocao dos radicais; evidencia-se
0 chamado estresse oxidativo.

No estresse oxidativo a elevada concentracdo de EROs e ERNs pode
causar danos moleculares as estruturas celulares, com alteracdo funcional e

prejuizo de funcdes vitais em diversos 6rgéos e tecidos °.

Assim, de maneira geral, antioxidantes séo definidos como substancias
que, quando presentes em baixas concentracdes em relacdo a um substrato

oxidavel, atrasam ou impedem a oxidacdo da mesma de maneira eficaz *.

Existem dois sistemas interconectados de antioxidantes: um sistema
nao-enzimatico que é constituido por micronutrientes, como, por exemplo,
vitaminas A, C e E, selénio, zinco, manganés, etc., e por um sistema
enzimatico formado pela catalase, superéxido dismutase e glutationa

peroxidase (GPx) .

Segundo a literatura, a glutamina € o principal precursor da sintese de

um dos mais importantes agentes antioxidantes enzimaticos do nosso

72

organismo, a glutationa Desta forma, a deple¢cdao de glutamina, pode
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contribuir para um desequilibrio entre os agentes oxidantes, tais como as EROs
e os antioxidantes, favorecendo a oxidag&do de substancias essenciais para a

integridade celular e pode agravar a leséo tecidual .

Como ja apresentado, a GPx é uma importante enzima presente na HDL
e, desta forma, auxilia na atividade antioxidante desta lipoproteina.
Especificamente a glutationa peroxidase 1 (GPx1) atua reduzindo os
hidroperoxidos lipidicos nos seus correspondentes hidroxidos e, assim, diminui
a concentracdo dessas moléculas oxidativas. Além disso, varios estudos

clinicos sugerem um papel ateroprotetor para GPx1 ™.

-19-



1. JUSTIFICATIVA

Diante das informacfes apresentadas fica evidente que as enzimas
PON-1 e GPx presentes na HDL sdo essenciais para garantir as propriedades
antioxidantes desta lipoproteina. Além disso, a glutamina tem apresentado
capacidade de potencializar atividades antioxidantes de maneiras diversas,
sendo uma das maneiras mais aceitas 0 seu aumento da quantidade e

atividade da glutationa, especialmente, a GPx.

Contudo, até o momento ndo foi encontrado nenhum estudo que tenha
objetivado avaliar o efeito da suplementacdo com L-glutamina na atividade
antioxidante da HDL por meio da avaliacdo das enzimas PON-1 e GPx em

idosos fisicamente ativos.
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3. OBJETIVOS
3.1. Objetivo Geral

Investigar a influéncia da suplementacdo com L-glutamina sobre o
estado redox e a capacidade antioxidante da HDL por meio da atividade das
enzimas paraxonase-1 (PON-1) e glutationa peroxidase (GPx) em idosos

fisicamente ativos.

3.2. Objetivos Especificos

1. Avaliar se a suplementacdo com L-glutamina em idosos fisicamente

ativo favorece o equilibrio redox sistémico.

2. Avaliar se a suplementacdo com L-glutamina em idosos
fisicamente ativo favorece o aumento da atividade de PON-1 na molécula de
HDL.

3. Avaliar se a suplementagao com L-glutamina em idosos fisicamente

ativo favorece o aumento da atividade de GPx na molécula de HDL.
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4. METODOS
4.1 Tipo de Estudo

Trata-se de um ensaio clinico duplo-cego randomizado pré/pés-

intervencao.

4.2 Populacéo Estudada

Este estudo envolvendo 83 idosos, tanto homem (n=18) quanto
mulheres (n=65), que participaram voluntariamente do estudo. Com base no
desenho experimental apresentado no fluxograma (Figura 1) € possivel
verificar que, inicialmente, os voluntarios foram separados em 2 grupos: nao
praticantes (NP, n = 32; homens = 7 e mulheres = 25) e praticantes de

treinamento fisico combinado (EFC, n = 51; homens = 11 e mulheres = 40).

Vale destacar que tanto o recrutamento quanto a selecdo dos voluntarios

foram realizados pelo médico geriatra colaborador deste estudo e responsavel
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Figura 1. Fluxograma e design experimental do estudo




pelo Programa de Atencdo e Cuidados de Saude Priméaria ao Idoso
pertencente & Disciplina de Geriatria e Gerontologia da Universidade Federal
de S&o Paulo (UNIFESP).

Além disso, é importante esclarecer que a maioria dos voluntarios deste

estudo também participou de estudos anteriores do nosso grupo >"°.

Todos os riscos e beneficios do estudo foram fornecidos e discutidos
com os voluntarios antes deles nos darem o consentimento informado por
escrito para sua participacdo e qualquer coleta de dados. O estudo e o Termo
de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) foram aprovados pelo Comité de
Etica em Pesquisa da Universidade Federal de Sdo Paulo (UNIFESP: nimero
de aprovacdo 3.623.247 e numero CAEE: 218170619.3.0 000.5505). Vale
ressaltar que o estudo estava de acordo com as Normas Eticas para a Pratica
do Exercicio Fisico ®, bem como os experimentos foram realizados de acordo

com a Declaracéo de Helsinque %',

Por meio do Questionario de Frequéncia Alimentar, foi possivel obter
dados relacionados ao consumo nutricional diario de calorias, proteinas e
antioxidantes. Além disso, por meio do prontuério foi possivel verificar o uso de
medicacdo de cada voluntario. Assim, com base no registro nutricional, todos
os voluntarios relataram dieta com no maximo 4.000cal/dia ou ingestdo de
proteinas >1,75g/kg de massa corporal (critério de exclusdo 1). J&, pelo
prontuario verificou-se que nenhum dos voluntarios fazia uso de suplementos
antioxidantes/multivitaminicos (critério de exclusdo 2), anti-inflamatorios,
estatinas ou outros medicamentos hipolipemiantes no momento do estudo

(critério de exclusao 3).

Outros dados clinicos e exames fisicos também foram obtidos junto ao
prontuario de cada voluntario na Disciplina de Geriatria e Gerontologia da
UNIFESP. Nenhum dos participantes apresentava doencas neuroldgicas,

renais e / ou hepéticas, neoplasias, diabetes mellitus tipo |, infec¢des crbnicas,
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trombose, doencgas cardiovasculares ou outras que impossibilitassem a

realizacdo de atividade fisica.

Por meio do Questionario Internacional de Atividade Fisica (IPAQ)
validado para a populacdo brasileira %2%, foram avaliados os niveis de
atividades fisicas semanais de todos os voluntarios. Além destas informacdes,
também foram obtidos dados sobre as caracteristicas antropométricas (medida
de peso, altura e indice de massa corporal; IMC) e a composi¢cao corporal,
neste caso determinada por bioimpedancia (BIOSCAN 920-2-S Maltron

International Limited, Reino Unido).

4.3 Programa de treinamento combinado

O grupo EFC seguiu um protocolo de treinamento fisico combinado
consistindo em sessdes de 60-75 minutos, realizadas 3 vezes por semana, em
dias alternados durante 30 dias. Vale ressaltar que os voluntarios participaram
desse treinamento por pelo menos 12 meses antes do inicio do estudo e,
durante todo o periodo, foram orientados e supervisionados pelo mesmo

profissional de Educacéo Fisica.

O protocolo de treinamento foi realizado em intensidade moderada, com
0S exercicios aerobios realizados entre 60 e 75% da frequéncia cardiaca
maxima [estimada pela equacédo (208 - 0,7 x idade)]. O treinamento de forca foi
realizado entre 50 a 60% da capacidade de carga maxima para uma Unica
repeticdo (1-RM), priorizando o treino de pelo menos 2 grupos musculares por
sessdo, utilizando de 5 a 10 exercicios diferentes ®. Para avaliar a intensidade
do esforco durante o treinamento de forca, os voluntarios responderam a

Escala de Esforco Percebido de Borg durante a execucdo dos exercicios .
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4.4. Suplementagédo com L-glutamina ou placebo

ApOGs a separacao inicial dos voluntarios entre nos grupos NP e EFC,
estes foram aleatoriamente separados em 4 subgrupos: NP-placebo (NP-PL,
n=16); NP-L-glutamina (NP-GIn, n=16); EFC-placebo (EFC-PL, n=25); e EFC-L-
glutamina (EFC-GIn, n=26). Os individuos suplementados com GIn nos grupos
NP-GIn e EFC-GIn foram orientados a ingerir 0,3g GIn/kg/dia (Tongliao Meihua
Biological Sci Tech Co. Ltda., China) acrescido de 10g/dia de maltodextrina
(PR Netto Industria e Comércio de Alimentos Ltda., SP, Brasil). Os grupos

suplementados com PL foram orientados a ingerir 10g/dia de maltodextrina.

Os suplementos (L-glutamina ou placebo) foram fornecidos em sachés
para posterior solubilizacdo em 250 mL de agua e ingestdo imediata, por 30

dias consecutivos (Figura 1).

As doses de GIn utilizadas neste estudo estavam de acordo com as

concentracdes prescritas determinadas por Gleeson, 2008 %.

4.5 Coleta dos materiais biolégicos

Amostras de sangue foram coletadas apdés 12h de jejum em duas
ocasides distintas: antes (pré) e apds 30 dias (pds) de suplementacao.

Com relacéo ao grupo EFC, estes voluntarios foram orientados a realizar
a ultima sesséo de exercicios fisicos 24 horas antes da coleta de sangue. As
amostras de sangue para andlise bioquimica foram coletadas em tubo
contendo ou ndo o anticoagulante EDTA para obtencao do soro e plasma apos

coagulacédo ou ndo do sangue no proprio tubo.

Logo apéds, os tubos foram submetidos a centrifugacdo (2000rpm, 10
minutos, a 4°C) e as aliquotas de soro e plasma obtidas foram armazenadas

em freezer -80°C para posteriores andlises bioguimicas.
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4.6 Isolamento da fracdo HDL-c

Fragcbes HDL-c dos voluntarios do estudo foram isoladas a partir da
precipitacdo das fra¢cdes LDL-c e VLDL-c apds mistura de amostras de plasma
com solucdo de sulfato de heparina-cloreto de manganés, seguindo
modificacdo do protocolo descrito por Ruiz-Albusac e colaboradores 26, para

minimizar contaminagdes de lipoproteinas de baixa densidade.

4.7 Determinacgao da glicemia e perfil lipidico

As concentracfes plasméticas de glicose (# K082-3), colesterol total (#
K083-3), HDL-colesterol total (# KO015-1) e triglicerideos (#K117-3) foram
determinadas utilizando kits comerciais colorimétricos (BioClin, Sdo Paulo,
Brasil), seguindo as instrucdes do fabricante. Os coeficientes de variancia intra
e Interensaio foram 2,5-4,5% e 5,0 -6,5%, respectivamente. As concentracdes
plasmaticas de colesterol ndo-HDL-c foram estimadas pela subtracdo dos
valores do colesterol total pelos valores da HDL-c (CT-HDL) e as
concentracbes da LDL-c foram estimadas usando a formula de Friedewald
[LDL-c=CT-HDL- (TG/5)] ¥'.

4.8 Determinacado dos Biomarcadores pro-oxidantes e antioxidantes

Para avaliar o estado redox sistémico, ou seja, as propriedades proé-
oxidantes e antioxidantes nas amostras de nossos voluntarios, foram
determinadas: (i) no plasma, as substancias reativas ao acido tiobarbitlrico
(TBARS, um biomarcador de oxidacao lipidica), o teor de perdéxido lipidico total
(LOOH, um agente pré-oxidante), o teor de acido urico (um antioxidante) e a
capacidade antioxidante equivalente ao Trolox (TEAC, um parametro da
capacidade antioxidante geral no plasma); (ii) no soro, o teor de ferro total (um
metal pré-oxidante que potencialmente, em sua forma ferrosa, catalisa a
formacdao de EROsS/ERNs mais agressivos); e (iii) em fragdes HDL-c; as
atividades da glutationa peroxidase (GPx), da Paraxonase-1 (PON-1) e as
atividades semelhantes a peroxidase (PRX).
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Kits comerciais adquiridos da Bioclin-Quibasa (Belo Horizonte, Brasil) foram
usados para determinar as concentracdes de ferro total (#K017-1) no soro e
acido urico (# K139-1) no plasma. Os peroxidos lipidicos (LOOH) foram
determinados pelo método classico de xilenol-laranja usado no kit comercial
#23280 Pierce™ Quantitative Peroxide Assay Kit adquirido da Thermo Fischer
ScientificTM (Waltham, Massachusetts, EUA).

A capacidade antioxidante foi determinada por meio do método baseado no
decaimento da absorbéncia do radical relativamente estavel ABTSe-, a 405nm.
A peroxidacado lipidica foi avaliada por meio da avaliacdo das substancias
reativas ao acido tiobarbitirico (TBARs) no plasma ®. A concentracdo de
TBARs no plasma foi medida apés o tratamento da amostra com 4% de
hidroxitolueno butilado (BHT, em etanol) e posterior reacdo com 0,375% de
acido tiobarbitarico em 0,25 M de HCI e 1% de Triton X-100 (15min, a 100°C).
O 1,1,2,2-tetroxietilpropano foi usado como padrdo para o célculo de
equivalentes de malondialdeido (umol MDA/mg de proteina) com base na

absorbancia do cromoforo a 535nm.

Amostras com fracdes HDL-c isoladas do plasma, conforme descrito
anteriormente, foram utilizadas para medir as atividades das enzimas
antioxidantes de GPx, PON-1 e PRx. Resumidamente, a atividade da glutationa
peroxidase (GPx) foi analisada indiretamente monitorando o consumo de
NADPH a 340nm em um sistema de reacdo composto por 0,25mM de NaN3
(azida de sddio), 0,25U/mL de glutationa redutase (GR), 1mM de GSH, 5uL de
amostra, 180uL de tampéao fosfato-EDTA (143mM de fosfato de sodio e 6,3mM
de EDTA, pH 7,5) e 0,12mM de NADPH. Apés incubacdo a 37°C durante
aproximadamente 30 segundos, 5uL de hidroperdxido de terc-butilo 10mM (t-
ButOOH) foram adicionados para iniciar a reacdo e monitorizados durante 5
minutos, sendo 200uL de tampéo fosfato-EDTA utilizados como referéncia. A
atividade da GPx foi expressa em Ugpxmg protein™® (1Ugpx = 1mmol NADPH
reduzido por minuto a 25°C, latm), considerando o coeficiente de extingcdo do
NADPH de €=6.22 nM™. Cm™ #°,

-27 -



Ja, a atividade da peroxidase (PRx) dependente de H,O, foi
determinada medidos em tampao fosfato 0,1M, pH=7,4, na presen¢a de 10mM
H,O, e o decaimento da foi monitorado por minuto diretamente a 240nm *.
Finalmente, a atividade da Paraxonase-1 (PON-1) foi medida por fluorescéncia
((lexem = 368/460 nm) usando o kit comercial da Abcam #ab241044

(Cambridge, CB2 0AX, Reino Unido)

4.9 Determinacédo da razao entre os parametros pro-oxidantes e

antioxidantes

Com base nos indices bioguimicos acima mencionados, as razdes dos
parametros pro-oxidantes e antioxidantes (pré-oxidante/antioxidante) foram

calculadas.

Portanto, os valores individuais de (LOOH/PRx), (LOOH/GPXx),
(LOOH/PON-1), (Fe/PRX), (Fe/GPx), (Fe/PON-1), (TBARS/PRX), (TBARS/GPX)
e (TBARs/PON-1) foram calculados e apresentados como valores médios *

desvio padréo (DP) para cada subgrupo participantes deste estudo.

4.10 Anélise estatistica

Todos os dados obtidos no presente estudo foram inicialmente
analisados pelo teste de Shapiro-Wilk para verificar a ocorréncia de distribuicéo
normal e, em seguida, a homogeneidade da variancia foi avaliada pelo teste de

Levene.

Dados antropométricos e parametros fisicos, glicemia, perfil lipidico e
avaliacbes da razdo foram todas consideradas variaveis paramétricas e, por
isso, foram apresentados como média e desvio padrdao (X _+ DP). Nesse
sentido, o teste T de Student foi aplicado para avaliar as diferencas nos
parametros antropomeétricos e fisicos, enquanto um teste ANOVA de duas vias

para medidas repetidas, incluindo o pos-teste de Student-Newman-Keus foi

-28 -



aplicado para avaliar as diferencas na glicemia, perfil lipidico e avaliacdes da

razao.

Dados relacionados aos parametros pro-oxidantes e antioxidantes foram
considerados variaveis ndo-paramétricas e, por isso, foram apresentadas em
mediana e intervalo interquartil. Neste sentido, o teste de Kruskal-Wallis com o
pos-teste de Dunn foi aplicado para avaliar diferencas significativas nessas

variaveis nao paramétricas.
O nivel de significancia foi estabelecido a 5% (p <0.05).
4.11 Aspectos Eticos

O projeto foi encaminhado ao Comité de Etica em Pesquisa (CEP) da
Universidade Santo Amaro (UNISA).
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5. RESULTADOS

A tabela 1 mostra os dados antropométricos e as caracteristicas fisicas
dos voluntarios separados nos 4 subgrupos experimentais descritos
anteriormente. Em geral, os parametros se mostraram semelhantes entre os
subgrupos, exceto para o grupo (NP-GIn) que apresentou peso médio maior
(+21%) e, consequentemente, indice de massa corporal (+14%), do que 0s

demais subgrupos.

Como esperado, ambos os grupos NP (tanto GIn quanto PL) mostraram
ndo apenas niveis mais baixos de atividade fisica (-52% e -32%,
respectivamente), mas também maior tempo na posicdo sentada (+ 45% e +

43%, respectivamente) do que os grupos EFC.

Tabela 1. As caracteristicas fisicas e niveis de atividade fisica [médias + desvio padréo (DP)]
em idosos ndo praticantes (NP) e praticantes de exercicio fisico combinado (EFC) antes da
suplementacdo com L-glutamina ou placebo. Nivel de significancia de * p <0,05.

Voluntarios (n = 3)

Caracleristicas MNao praticantes (MP, n=32) Exercicio fisico combinade (EFC, n=51) Ll;z.r;r
Placebo L-glutamina Placebo L-glutamina
(n=16) (n=16) (n=23) (n=26)
Idade (anos) 734272 T26%55 72556 714589 =0.05
Alfura {m) 1542010 1.60+£0.10 1.56+0.10 156 £0.08 =0.05
Peso (kg) 66.3212.3 747141 6152106 628127 <0.05
indice de massa cerporal (ka/m?) O+44 2BE+3TE 251+34 254+38 <005
Gordura corporal total (%) 4092101 387:96 353738 36375 =0.05
Massa livre de gordura (%) ardxia 61296 B46x7.9 649+73 =0.05
Massa musculoesguelética (kg) 103 +42 216+41 196+ 37 19.5+£3.8 =0.05
IPAQ
Afividade fisica (min/week) 276.8 £ 66.7* 38709827 571.5+63.3 G464+ 785 =0.05
Posicdo sentada (minfweek) 1850 £ 267* 1825 £ 190 1278+ 96.2 1297£104 <0.05

* Diferencgas significativas em comparagao com o grupo EFC

Em concordancia com a Figura 2 apresentada a seguir, nenhuma
diferenca foi observada nos niveis de colesterol total (Figura 2B), triglicerideos
(Figura 2C), LDL-c (Figura 2D), colesterol ndo-HDL-c (Figura 2E) e HDL-c
(Figura 2F) nos subgrupos de voluntarios antes da suplementacéo

(comparacéo apenas das barras nomeadas "pré").
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Por outro lado, os niveis de glicemia (Figura 2A) se mostraram, em
geral, 10% mais elevados nos subgrupos néao praticantes (NP) ndo apenas
antes, mas também apos o periodo de suplementagdo, em comparacao com 0s
seus respectivos subgrupos de idosos praticantes (EFC). Em relacdo as
variacdes pré/pos-suplementacdo, apenas 0s grupos suplementados com L-
glutamina apresentaram maiores concentracfes plasméaticas de HDL-c (NP-
GIn, +12% e EFC-GIn, +11%).

Figura 2. Niveis plasméticos de glicose (glicemia - A) e perfil lipidico (colesterol total - B; triglicerideos - C; LDL-c
- D; colesterol ndo-HDL-c - E; e HDL-c - F) em idosos ndo praticantes e praticantes de um programa de exercicio
fisico combinado, ambos suplementados com L-glutamina ou placebo por 30 dias consecutivos. Barra Branca,
antes dos 30 dias e barra preta apés os 30 dias. Os dados foram analisados estatisticamente pelo teste ANOVA
de duas vias para medidas repetidas com pos-teste de Student-Newman-Keus e foram apresentados como

média e desvio padrao (DP) com um valor de risco de 5% (p <0,05). * p <0,05.
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Os resultados apresentados na Figura 3 mostram que nenhuma
diferenca significativa foi evidenciada entre os niveis basais (apenas
comparando os dados "pré"), ou entre o periodo pré/pés-suplementacao nos
grupos NP e EFC, suplementados com L-GIn ou placebo para o teor de ferro
sérico (Figura 3C), e concentracdes plasmaticas dos peréxidos lipidios (LOOH,
Figura 3A), peroxidacdo lipidica (TBARS, Figura 3B), antioxidantes totais
(TEAC, Figura 3D) e acido urico (Figura 3E).

Figura 3. Niveis plasméticos/séricos de agentes oxidantes (Peroxidos totais - A; TBARS - B; e ferro -
C) e antioxidantes (TEAC - D; e &cido Urico - E) em idosos ndo praticantes e praticantes de um
programa de exercicio fisico combinado, ambos suplementados com L-glutamina ou placebo por 30
dias consecutivos. Os dados foram analisados estatisticamente pelo teste de Kruskal-Wallis com pés-
teste de Dunn e foram apresentados como mediana e intervalo interquartil com valor de risco de 5%

(p <0,05).
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A Figura 4 mostra as atividades enziméticas semelhantes a peroxidase
(PRx, A), GPx (B) e PON-1 (C) em fracdes HDL-c nos grupos de individuos
idosos voluntarios do estudo. Aumento das atividades de PRx (Figura 4A) e
GPx (Figura 4B) nas avaliagcbes dos tempos pré/pés-suplementacao foi
observado em ambos os grupos suplementados com GIn, independentemente
da prética de exercicios fisicos: 5 vezes e 3,8 vezes no subgrupo NP-GIn e 3,6
vezes e 3,3 vezes no subgrupo EFC-GIn, respectivamente. Além disso, maior
atividade de PON-1 nas comparacdes dos tempos pré/pés-suplementacao foi

observada somente no subgrupo EFC-GIn (1,2 vezes, Figura 4C).
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Figura 4. Resultados da atividade enzimatica semelhante & peroxidase (I'mol H,0, min™. mg de
proteina-1, A), GPx (IImol NADPH min™. mg proteina-1, B) e PON-1 (U/L) nas fragbes HDL-c de
idosos ndo praticantes e praticantes de um programa de exercicio fisico combinado, ambos
suplementados com L-glutamina ou placebo por 30 dias consecutivos. Os dados foram analisados
estatisticamente pelo teste de Kruskal-Wallis com pos-teste de Dunn e foram apresentados como
mediana e intervalo interquartil com valor de risco de 5% (p <0,05). * p <0,05; ** p <0,01; *** p
<0,001; **** p <0,0001.
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As razdes individuais de pro-oxidante / antioxidante mostraram que a
suplementacdo com GIn causou diminui¢ao significativa nos niveis plasmaticos
de LOOH expressos por ambas as atividades PRx e GPx, tanto em nao
praticantes quanto em individuos mais velhos que se exercitam (Figuras 5A e
5B). O mesmo efeito foi observado nas razbes (Fe / PRx), embora (Fe / GPx)
ndo tenha mostrado nenhuma diferenca (Figura 5E). Ao contrario, os indices de
peroxidacao lipidica relacionados as atividades antioxidantes, a saber (TBARs /
PRX) e (TBARs/ GPx).

Figura 5. Razdo entre os agentes oxidantes (Perdxidos, TBARS e Ferro) e antioxidantes (Peroxidase e GPx) no plasma de
idosos ndo praticantes e praticantes de um programa de exercicios fisicos combinados, ambos suplementados com L-
glutamina ou placebo por 30 dias consecutivos. Os dados foram analisados estatisticamente usando o teste ANOVA de duas
vias para medidas repetidas com pds-teste de Student-Newman-Keus e foram apresentados como média e desvio padrdo
(DP) com um valor de risco de 5% (p <0,05). * p <0,05; ** p <0,01 e *** p <0,001.
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6. DISCUSSAO

Nossos resultados ndo apenas reforcam os beneficios de exercicios
regulares combinados no controle da glicemia, mas também demonstram que a
suplementacdo com GIn aumentou as atividades de PRx e GPx e,
notavelmente, de PON-1 em promover uma melhora geral da capacidade

antioxidante do HDL-c em idosos praticantes de exercicios fisicos combinados.

Quando acompanhados de nutricdo adequada, os exercicios fisicos tém
sido sugerido como uma intervencdo essencial para garantir uma vida

saudavel, especialmente em individuos em idades mais avancadas *.

A desnutricdo proteica e a deficiéncia de aminoacidos sdo problemas
graves associados ao envelhecimento que tém sido constantemente
associados a sarcopenia, disfun¢gdes neuromotoras, distarbios cognitivos e
alteracdes do humor, como depresséo e ansiedade, em individuos mais velhos
%1 Os beneficios dos exercicios regulares em idosos bem nutridos s&o
desencadeados principalmente por adaptacdes metabdlicas e fisiolégicas de
longo prazo induzidas por estimulos enddcrinos, respiratorios,
cardiovasculares, musculares e cognitivos impostos por exercicios

progressivamente desafiadores 8,

Corroborando os beneficios do treinamento fisico sobre os parametros
metabdlicos associados as DCVs, particularmente em termos de controle da
glicose % %° foi demonstrado que os subgrupos EFC apresentaram valores
de glicemia inferiores aos subgrupos NP, independentemente da
suplementacdo aqui oferecida. Além disso, € importante ressaltar que o0s
notaveis beneficios do EFC no controle da glicemia ndo foram prejudicados
pela ingestdo de maltodextrina, um polissacarideo de glicose, nem alterados
pela suplementacdo de GIn. Alguns estudos em outros lugares demonstraram
que GIn pode auxiliar no controle da glicose através da secrecdo de peptideo

semelhante ao glucagon (GLP) -1 de células L intestinais *’.

Além dessa constatacdo de que o periodo de suplementacdo néo alterou
a glicemia, também foi observado que um programa de 30 dias de treinamento

fisico combinado com suplementacdo de L-glutamina ndo resultou em
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alteracdes significativas no perfil lipidico (Fig.2) ou nos marcadores de estresse
oxidativo (Fig. 3) em plasma/soro de idosos. Por outro lado, a suplementacéo
de GIn causou um aumento nas concentracdes circulantes de HDL-c, o que
poderia ser proporcionado por atividades antioxidantes/antiinflamatérias mais
elevadas encontradas nos subgrupos suplementados com GIn (Fig. 2). Embora
tenhamos mostrado recentemente que os idosos praticantes de EFC exibiram
concentragbes mais altas de HDL-c no soro em comparagdo com um grupo

sedentario !

, a falta de diferencas significativas no perfil lipidico e nos
marcadores de estresse oxidativo observada aqui € realmente plausivel, pois
foram abordados dois grupos de idosos fisicamente ativos, independentemente
das diferencas evidenciadas no IPAQ. Foi presumido que os perfis lipidicos ou
biomarcadores redox podem ser significativamente diferentes se compararmos,
por exemplo, grupos fisicamente ativos com individuos sedentarios, como

estudado anteriormente.

Como mencionado anteriormente, a aterosclerose é uma doenca
progressiva geralmente causada por dislipidemia cronica, hipercolesterolemia,
estresse oxidativo e subsequente inflamacdo vascular avancada . Além do
controle da lipidemia, prevenir e/ou retardar a oxidacdo do LDL circulante pela
acdo do HDL é um fator fundamental para conter a progressdao da

aterosclerose em individuos mais velhos.

Portanto, considerando as limitag@es fisioldgicas impostas pelo processo
de envelhecimento, a eficacia de programas de nutricdo/suplementacao,

associada ou ndo ao treinamento fisico, tem sido estudada em idosos %1%,

Nesse sentido, nosso resultado mostrando que a suplementacdo de Gin
aumentou as concentracdes de HDL-c € uma das novidades deste estudo.
Além disso, € tentador sugerir que o aumento mediado por GIn da
concentragédo de HDL-c também poderia reverter em aumentos do conteudo de
apolipoproteinas A, uma vez que apolipoproteina glutamina | (apoLP-GIn-I ou
apoA-l) e apolipoproteina glutamina Il (apoLP-GIn -ll ou apoA-ll) sdo os
principais componentes proteicos de HDL °'92, Finalmente, as secrecées de
apo A-IV de HDL-c também foram estimuladas pela suplementacdo de GIn in

vitro %%, Mais experimentos sdo necessarios para confirmar esta hipétese.
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Os dados relatados aqui também mostraram que as atividades PRx e
GPx foram aumentadas nas lipoproteinas HDL-c apés a suplementacdo com
GIn. A esse respeito, muitos estudos propuseram gue a suplementacao de Gin
melhora os conteudos de Glutationa (GSH) em 6rgdos e sangue, uma vez que
GIn € um recursor (via conversao anterior de L-glutamina — L-glutamato) da
biossintese de GSH na maioria das células e tecidos '®. Portanto, ndo é
surpreendente que a suplementacdo de GIn afetaria diretamente o
metabolismo redox, especialmente nas defesas antioxidantes dependentes de
tiol 1%, Estudos com roedores apoiam a noc¢&o de que os niveis gerais de GSH
aumentam com a suplementacéo de Gln %%’ No entanto, a suplementacéo
de GIn em humanos mostrou efeitos mais substanciais nas capacidades
antioxidantes em individuos com baixo status de GSH, por exemplo, pacientes
com HIV 1% Além disso, ja foi relatado que a suplementacéo de Gln aumentou
0s niveis de circulacdo de GSH e GSSG em um grupo de mulheres idosas que

praticam exercicios %,

Embora ndo seja avaliado de forma eficaz aqui,
podemos supor que, com base na teoria do envelhecimento dos radicais livres,
os individuos mais velhos estdo cronicamente expostos a diferentes graus de
desequilibrios redox nos tecidos e na circulacdo sanguinea *'°, o que poderia
acelerar o formacdo de ox-LDL ***. E fundamental mencionar que a GPx faz
parte dos principais componentes proteicos das particulas de HDL e esta
principalmente relacionada a sua propriedade antioxidante de proteger o LDL
contra a oxidacéo 2. Finalmente, a atividade PRx residual relatada aqui (Fig.
4) demonstra a capacidade do HDL-c de remover concomitantemente as
moléculas de H202 que também sao potencialmente prejudiciais a LDL,
especialmente na presenca de ions ferrosos (Fe2 +), metais cataliticos da
reacdo de Fenton 3. Portanto, nossos achados sobre a suplementacéo de Gin
corroboram o conceito de que, independentemente do treinamento fisico
combinado, os beneficios da relacdo antioxidante/pro-oxidante foram induzidos

em relagdo ao HDL.

Ao contrario, a atividade da PON-1 aumentou apenas no HDL-c de
individuos EFC suplementados com GIn. Na verdade, esse recurso representa
outra descoberta nova do presente estudo e adiciona uma nova propriedade a

suplementacédo de GIn no contexto da fung&o antioxidante de HDL.
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Curiosamente, a controvérsia ainda prevalece na literatura, uma vez que

114115 5u nao afetar ¢ a

foi relatado que o treinamento fisico pode aumentar
PON- 1 atividades em HDL-c. Até agora, a associacdo entre GIn e PON-1 esta
relacionada a caracteristicas genéticas, uma vez que existem 2 formas
polimorficas principais de PON-1 (Q e R) atualmente identificadas em

humanos.

A diferenca entre as formas polimérficas Q e R reside em um Unico
aminoacido encontrado na posicdo 191 (glutamina ou arginina, GIn191 ou
Argl91, respectivamente). Também foi relatado que a presenca do alelo R
(levando a mutacdo Argl91) em homozigotos apresenta um alto risco para
doenca cardiaca coronéria, enquanto a presenca de alelos Q / R e Q / Q séo

mais protetores contra patologias cardiacas '

. Assim, de acordo com a
literatura, o alelo Q, que é mais abundante que o alelo R, esta intimamente
associado ao efeito protetor do PON-1 contra aterosclerose 8. Apesar de nao
termos avaliado as caracteristicas genéticas dos voluntarios idosos
participantes de nosso estudo, € improvavel que a suplementacdo de Gin
possa ter afetado os padrfes genéticos de expressdo de PON-1 em nossos
voluntarios. Sdo escassas as informacdes sobre o efeito do GIn, ou fatores de
transcricdo desencadeados pela suplementacdo de GIn, no aumento da

expressao do gene Pon-1.

A Fig. 6 apresenta 0s possiveis mecanismos pelos quais a
suplementacdo de GIn poderia melhorar a capacidade antioxidante geral do
HDL-c e, subsequentemente, proteger as particulas de LDL da oxidacao. Esta
figura ilustra as atividades enzimaticas induzidas por L-glutamina da glutationa
peroxidase (GPx / PRx) e da paraoxonase-l1 (PON-1), como efeitos
ateroprotetores, em HDL de adultos mais velhos se exercitando (além de apoA-
| e lecitina-colesterol aciltransferase, ApoAl e LCAT, respectivamente), GPx /
PRx removem peroxidos LOOH e/ou H202, potenciais promotores de radicais
muito agressivos alcoxil (LO <) e hidroxil (HO ¢), enquanto PON-1 hidrolisa
ligacbes éster de compostos pro-inflamatérios dentro de LDL, como 5'-

hidroxiacil-fosfatidilcolina.
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Figura 6. Funcdes biolégicas propostas da paraxonase-1 (PON-1) e glutationa peroxidase
(GPx / PRx) em lipoproteinas HDL isoladas de individuos idosos suplementados com L-
glutamina em programas regulares de exercicios. Embora os acidos graxos 5-hidroxilados néao
sejam frequentes na fisiologia normal, compostos de acidos graxos oxidados ja foram
detectados durante processos inflamatérios em macréfagos e células dendriticas devido a
atividade catalitica dos citocromos P-450 e 5-lipooxigenase. PON-1 hidrolisa uma grande
variedade de substratos enddgenos ou exdgenos, alguns dos quais estdo envolvidos na
progressédo da arteriosclerose. Adaptado de: Lou-Bonafonte et al. (2017).

O ajuste preciso de intensidade, duracéo e tipos de exercicios € a chave
para planejar corretamente os programas de exercicios fisicos voltados para a

populacéo idosa e suas comorbidades #*

Embora um efeito "imediato" no perfil lipidico e nos marcadores de
estresse oxidativo ndo tenha sido observado (na verdade, apdés 30 dias de
intervencdo), € tentador sugerir que beneficios vasculares de longo prazo
foram obtidos devido ao aumento de GPx, PRx e PON- 1 atividades no
conteudo circulante mais alto de lipoproteinas HDL em individuos mais velhos

exercitados + GIn suplementados.

Deve-se notar que a suplementacdo de GIn a longo prazo nédo deve
exceder> 40 g / dia devido aos seus efeitos negativos em muitas vias
bioguimicas e de sinalizacédo 119 A glutamina ndo sé6 compete pela absorcao
contra outros aminoacidos, como a cistina, mas também prejudica a sintese de
glutamato endogeno. Além disso, a suplementacédo de GIn pode aumentar a
producdo de amdbnia, a0 mesmo tempo que prejudica o transporte e a

desintoxicacéo da aménia **°).
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7. CONCLUSAO

Nossos resultados mostraram que um programa de 30 dias de
exercicios fisicos combinados (EFC) com suplementacdo de L-glutamina néo
resultou em alteracdes significativas na glicemia, na maioria dos parametros do
perfil lipidico, ou mesmo nos marcadores de estresse oxidativo no plasma/soro
de idosos. No entanto, podemos demonstrar, pela primeira vez, que a
associacdo de EFC com L-glutamina aumentou a concentracdo de HDL-c e
também as atividades de PRx, GPx e PON-1, o que pode levar a uma melhora
das defesas antioxidantes e, consequentemente, mitigar o desenvolvimento da

aterosclerose em individuos idosos praticantes de exercicios fisicos

Embora a amostra seja probabilistica (ou seja, representa os pacientes
selecionados para procedimento cirdrgico de varizes no hospital onde foi
realizada a pesquisa por meio da amostragem sistematica) nao representa a
populacdo geral de pessoas da cidade de Sédo Paulo (ou de qualquer outra
grandeza) que estejam passando por situacdo de internacdo hospitalar e
cirurgia. Ainda, é importante considerar que ter lido as instrucfes, questdes e
alternativas das escalas de autopreenchimento possa ter gerado algum tipo de

viés de informacao aos resultados apresentados.
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ANEXO A - TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO (TCLE)

Estes esclarecimentos estdo sendo apresentados para solicitar sua
participacdo livre e voluntaria, no projeto (AVALIACAO DOS EFEITOS DA
SUPLEMENTACAO COM L-GLUTAMINA NA ATIVIDADE ANTIOXIDANTE DO
HDL EM IDOSOS FISICAMENTE ATIVOS: FOCO NA PARAXONASE-1 E
GLUTATIONA PEROXIDASE), do Programa de Pds-Graduacdo em Ciéncias
da Saude da Universidade de Santo Amaro - UNISA, que sera realizado pelo
pesquisador (Renier Soares Pires) como Trabalho de Conclusédo de Curso sob

orientacdo do Prof. (André Luis Lacerda Bachi).

As doencas cardiovasculares (DCV), estao entre as primeiras causas de morte
em individuos idosos, sendo que na maioria dos casos, a causa subjacente é a
aterosclerose. O aumento da quantidade e atividade do HDL-c também esta
associado a reducdo do desenvolvimento da DCV. A Paraxonase (PONL1),
enzima que esta localizada exclusivamente na HDL, e Glutationa Peroxidase
(GPx), sdo responséaveis pela metabolizacdo de perdxidos lipidicos levando a
reducdo de LDL oxidada e consequentemente do desenvolvimento de
aterosclerose. Embora evidéncias apontem que a atividade de PON1 e a GPX
diminuam com o avanco da idade, a ado¢&o de um estilo de vida ativa favorece
a manutencdo da atividade PON1 e GPx em idosos. Além disso, intervencdes
dietéticas que possam favorecer tanto o aumento da expressao quanto da
atividade da PON1 e GPx devem ser implementadas e podem ter uma
aplicacdo na prevencdo da aterosclerose. Neste sentido, a Glutamina, um
aminoacido, apresenta uma potente acdo antioxidante e com isso pode levar a

reducado da peroxidacdo lipidico.

Este projeto tem como objetivo avaliar a influéncia da suplementagdo com L-
Glutamina sobre a expressdo e atividade da PON1 e GPx em idosos
praticantes de um programa de exercicios fisicos combinados, minimizando, o

desenvolvimento e ocorréncia das DCV.
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Os voluntarios serdo separados em dois grupos: grupo LG, que fara ingestao
de dose diaria de 0,3g/kg/dia de L-Glutamina; e grupo PLA, que fara ingestao

de dose diaria de placebo.

Amostras de soro, obtidas antes e apds 30 dias de suplementacédo, serdo
utilizadas para avaliar a quantidade e a atividade de PON1 e GPx, bem como
dos niveis de HDL.

Dados antropométricos, de composi¢cdo corporal, capacidade funcional, nivel
de atividade fisica e funcdo muscular, serao utilizados para caracterizacao dos

grupos de voluntarios do estudo.

Todos os participantes do estudo serdo submetidos a testes funcionais que
caracterizam o risco de ocorréncia de quedas em idosos como: Timed Up & Go
TUGT, velocidade de marcha, Bateria Curta de Teste de Desempenho Fisico

(Short Physical Performance Battery).

Sera aplicado questionarios para avaliacdo do habito alimentar e estado
nutricional através de recordatorio de 24 horas. Para averiguar se 0s grupos de
voluntarios do estudo sdo sedentarios, ou o nivel de atividade fisica diaria das

amostras, sera utilizado o Questionario Internacional de Atividade Fisica IPAQ.

O exercicio fisico constituido pelo programa de treinamento combinado,
consistira em treinos de 3 (trés) dias por semana, com 1 (uma) hora de treino
para cada dia. Durante todo o estudo, todos os voluntarios serdo
supervisionados por um profissional de Educacdo Fisica, para garantir a

continuidade do programa de exercicios fisicos combinados propostos.

A periodizacdo, frequéncia e intensidade utilizadas no programa de
treinamento, serdo baseadas nas recomendacfes do Colégio Americano de
Medicina do Esporte e da Associacdo Americana de Cardiologia, que
preconizam: para atividades aerobias de intensidade moderada, acumular pelo

menos 30 até 60 minutos por dia, em sessfes de no minimo até 10 minutos
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cada, totalizando 150 a 300 minutos por semana que podem ser distribuidos
em até 5 dias, ou ainda realizar 20 a 30 minutos por dia de atividade em
intensidade vigorosa, totalizando 75 a 150 minutos por semana, que podem ser
distribuidos de 2 a 3 dias.

O programa de treinamento combinado sera constituido por exercicios aerébios
(variando entre 60 a 75% frequéncia cardiaca méaxima), associados a
exercicios de resisténcia muscular localizada (musculacéo), variando entre 50

a 60% de 1RM (repeticdo maxima).

Cada sessao de treinamento aerdbio, sera constituida por 30 minutos de
exercicios aerobios, de intensidade moderada, que variam de 60 a 75% de sua
frequéncia cardiaca maxima (Fc-max), avaliada por meio de um frequencimetro
(marca Polar, modelo FT1, Polar - Finlandia), realizados tanto com exercicios
para a melhoria da estabilizacdo postural e do ritmo (com aulas de danca),

como exercicios realizados em equipamentos como step e cama elastica

(jump).

O treinamento com exercicios resistidos localizados serd realizado em
intensidade moderada, variando entre 50 a 60% de 1RM (repeticAo maxima),
respeitando as diretrizes preconizadas pela ACSM para a prescricdo de

exercicios resistidos.

Os exercicios envolverdo 5 a 10 diferentes exercicios para 0s seguintes
grupos musculares: membros inferiores e superiores, abdémen, gliteos e
agueles relacionados a estabilizacdo postural, incluindo dorsal e lombar. Os
exercicios serdo realizados em 2 séries de 10 a 20 repeti¢des, 30 minutos por

dia, com uso de anilhas ou pesos livres, logo ap6s o término do treino aerdbio.

O treino resistido sera aplicado 2 a 3 vezes por semana e, cada sessdo de
treino, envolvera diferentes combinacdes de dois grupos musculares descritos

acima, sendo realizados em 4 dias consecutivos.
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O paciente tem o direito de ndo responder as perguntas que ndo se sentir a
vontade, n&o participar de todo estudo, ou de todas as avaliagoes.

Os riscos decorrentes de sua participacdo na pesquisa sdo minimos, podendo
haver pequeno desconforto no momento da coleta das amostras de material
biolégico, como, por exemplo, formacdo de pequeno hematoma (mancha roxa)
no momento de coleta de sangue. Com relacdo aos demais procedimentos a
serem realizados como: avaliacdo clinica e fisica com énfase nas analises
antropomeétricas e de composicao corporal, da capacidade funcional, nivel de
atividade fisica e funcdo muscular, ndo havera risco nenhum. Além disso,
cansaco ou aborrecimento ao responder 0s questionarios; constrangimento ao
se expor durante a realizacdo de testes de qualquer natureza; alteracdes na
autoestima provocadas pela evocacdo de memorias ou por reforcos na

conscientizacao sobre sua condicao fisica; quebra de sigilo.

Todos os voluntarios terdo acompanhamento clinico, com acesso aos
resultados de seus respectivos exames realizados, assim como ciéncia da
respectiva avaliacdo da composicdo corporal e consciéncia do seu atual nivel
de atividade fisica. Sera disponibilizado suporte técnico e especializado para
uma pratica segura de exercicios fisicos, ofertados pelos colaboradores deste

projeto.

A execucéo do estudo trara evidente contribuicdo para melhor compreenséao de
como se dao as alteracbes na funcdo e massa muscular, bem como da
resposta imune e inflamatoria do idoso, além de possibilitar a implantacao de

novas estratégias de promocao de saude desta populacéo.

E garantido o acesso, em qualquer etapa do estudo, aos profissionais
responsaveis pela pesquisa para esclarecimento de eventuais duvidas ou
informacgdes sobre os resultados parciais das pesquisas, quando em estudos

abertos, ou de resultados que sejam do conhecimento dos pesquisadores.
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Se vocé tiver alguma consideracdo ou duvida sobre a ética da pesquisa, entre
em contato com o Comité de Etica em Pesquisa (CEP-UNISA) — Rua Prof.
Enéas de Siqueira Neto, 340, Jardim das Imbuias, SP — Tel.: 2141-8687.

E garantida sua liberdade da retirada de consentimento a qualquer momento e
deixar de participar do estudo, sem qualquer prejuizo a continuidade de
qualquer beneficio que vocé tenha obtido junto a Instituicdo, antes, durante ou
apos o periodo deste estudo. As informacdes obtidas pelos pesquisadores
serdo analisadas em conjunto com as de outros participantes, ndo sendo

divulgada a identificagdo de nenhum deles.

Ndo ha despesas pessoais para o participante em qualquer fase do estudo,

incluindo exames e consultas.

Também ndo ha compensacédo financeira relacionada a sua participacdo. Se
existir qualquer despesa adicional, ela serd absorvida pelo orcamento da
pesquisa. (No caso de ressarcimento de despesas dos participantes da
pesquisa e delas decorrentes, tais como transporte e alimentacao, explicitar

COmMo ocorrera esse ressarcimento e suas condicdes — Res. 466/12.11.21).

Em caso de dano pessoal, diretamente relacionado aos procedimentos deste
estudo (nexo causal comprovado), a qualquer tempo, fica assegurado ao
participante o respeito a seus direitos legais, bem como procurar obter

indenizacdes por danos eventuais.

Uma via deste Termo de Consentimento ficara em seu poder.

Sao Paulo, / /

Se vocé concordar em participar desta pesquisa assine no espac¢o determinado

abaixo e coloque seu nome e o n°® de seu documento de identificacao..
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Nome: (dO PArtiCIPANTE): ..oiiiiieieeee it

Do To [0 (=T o) 1] o= Vo= Lo LA

A S S e

Nome: (do representante legal)
Doc. Identificacao:

Nivel de representacdo: (genitor, tutor, curador, procurador.)
Nome do participante: ...........cccceeeeiieeeeeeeeeeeeereeeeiee e

Declaro (amos) que obtive (mos) de forma apropriada e voluntaria o
Consentimento Livre e Esclarecido deste participante (ou do representante
legal deste participante) para a participacdo neste estudo, conforme preconiza
a Resolucdo CNS 466, de 12 de dezembro de 2012, IV.3 a 6.

Assinatura do pesquisador responsavel pelo estudo
Data.
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ANEXO B - TERMO DE COMPROMISSO E CONFIDENCIALIDADE

(Elaborado de acordo com a Resolucéo 466/2012-CNS/CONEP)

Em referéncia a pesquisa intitulada ( Avaliacdo dos efeitos da
suplementacdo com L-Glutamina na atividade do HDL em idosos
fisicamente ativos: Foco na Paraxonase-1 e Glutationa Peroxidase, eu
(Renier Soares Pires) e minha equipe, composta por (André Luis Lacerda
Bachi, nome de todos da equipe), comprometemo-nos a manter em
anonimato, sob sigilo absoluto, durante e apos o término do estudo, todos os
dados que identifiguem o sujeito da pesquisa, usando apenas para divulgagéo

os dados inerentes ao desenvolvimento do estudo.

Asseguro o compromisso com a privacidade e a confidencialidade dos dados
utilizados, preservando integralmente o anonimato e a imagem do participante,

bem como a sua néo estigmatizarao.

Asseguro também, a ndo utilizacdo das informacdes em prejuizo das pessoas
e/ou da comunidade, inclusive em termos de autoestima, de prestigio e/ou

econdmico financeiro.

Comprometemo-nos também com a destruicdo, apos o término da pesquisa,
de todo e qualquer tipo de midia que possa vir a identifica-lo tais como

filmagens, fotos, gravagfes, questionarios, formularios e outros.

Local, data: _ / /

Pesquisador Responsavel:

Assinatura e carimbo

Assinatura de todos os membros da equipe
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ANEXO C - APROVACAO COMITE DE ETICA EM PESQUISA
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