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RESUMO

SANTOS, A.C.A. Efeito da desnutricdo proteica sobre aspectos da mobilizagéo,
migragdo e sinalizagcdo celular. Papel da glutamina na modulagdo desses
processos. 2015. 103f. Dissertacdo (Mestrado) — Faculdade de Ciéncias
Farmacéuticas, Universidade de Sdo Paulo, Sdo Paulo, 2015.

A desnutricdo é uma condicao nutricional que pode afetar muitos aspectos da
resposta imunologica, como alteracdes na migracao celular, na fagocitose, na
resposta bactericida, mudancas na producdo de radicais livres e espécies de
nitrogénio e na producdo de citocinas pro-inflamatdrias. Logo, individuos
desnutridos apresentam maior susceptibilidade a infec¢des. Visto que a glutamina
€ um aminoacido de extrema importancia para a funcionalidade de diversas
células do sistema imune e que as mesmas apresentam aumento da utilizacédo
desse aminoacido durante processos infecciosos, investigou-se, neste trabalho,
quais os efeitos da glutamina sobre alguns aspectos da mobilizagéo, migracéo e
sinalizacdo celular em um modelo experimental de desnutricdo proteica. Para
tanto, utilizou-se camundongos da linhagem BALB/c machos, os quais foram
divididos em dois grupos, Controle e Desnutrido, que passaram a receber dietas
isocaldricas contendo 12% (normoproteica) e 2% de caseina (hipoproteica),
respectivamente, durante 5 semanas. Para as avaliagbes in vivo, animais de
ambos 0s grupos receberam por via endovenosa 100uL de solucdo contendo
1,25ug de LPS e apdés 1 hora 0,75mg/Kg de L-glutamina (GLUT). Apds o periodo
de desnutricdo ou de inducdo ao processo inflamatério, os animais foram
eutanasiados e as amostras biologicas coletas. Foram avaliados nos animais
estimulados in vivo hemograma, mielograma, as citocinas IL-10 e TNF-a
circulantes e a expressao de CD11b/CD18 nos granulécitos do sangue periférico.
Foi avaliado, in vitro, a capacidade migratoria, a expressdo de CD11b/CD18 de
polimorfonucleados da medula 6ssea e do sangue periférico, bem como a sintese
de citocinas IL-1q, IL-6, IL-10, IL-12 e TNF-a e a expressao de NF-kB e IkBa em
células cultivadas em meio com 0; 0,6; 2 e 10 mM de GLUT. Os animais
desnutridos apresentaram anemia, leucopenia, hipoplasia medular e diminuicao
na concentracao sérica de proteinas, albumina e pré-albumina. A GLUT, in vitro,
apresentou capacidade de reduzir a producdo de IL-1a e IL-6, bem como a
ativacdo da via do NF-kB. No modelo in vivo a GLUT, em animais estimulados
com LPS, alterou a cinética de migracdo neutrofilica e reduziu a expressédo de
CD18, bem como diminuiu os niveis de TNFa circulantes.

Palavras-chave: Desnutricdo proteica; L-Glutamina; Migracdo; NF-kB;
CD11b/CD18.



ABSTRACT

SANTOS, A.C.A. Effect of protein malnutrition on aspects of mobilization,
migration and cell signaling. The role of glutamine in the modulation of these
processes. 2015. 103f. Dissertacdo (Mestrado) — Faculdade de Ciéncias
Farmacéuticas, Universidade de Sao Paulo, S&o Paulo, 2015.

Malnutrition is a nutritional condition that can affect many aspects of
immune responses, affecting cell migration, phagocytosis, bactericidal response
and changing free radicals production as nitrogen species and production of
proinflammatory cytokines. Therefore, malnourished individuals are more
susceptible to infections. Once glutamine is an amino acid of extreme importance
to the functionality of various immune cells and those cells exhibit increased use of
this amino acid during infectious processes. In this work was investigated, the
effects of glutamine in some aspects of mobilization, cell migration and signaling in
an experimental model of protein malnutrition. For this purpose, we used BALB/c
mice, which received isocaloric diets, normoproteic or hypoproteic, containing
respectively, 12% (Control group) and 2% (Malnourished group) of protein for a
period of 5 weeks. The animals in both groups, for in vivo evaluations, received
intravenous 100 ul of a solution containing 1.25ug of LPS and after 1 hour
0.75mg/kg of L-glutamine (GLUT). After the malnutrition period or the inflammatory
process induction, the animals were euthanized and biological samples were
collected. Were evaluated blood count, bone marrow, the cytokines IL-10 and
TNF-a circulating and expression of CD11b/CD18 in granulocytes from peripheral
blood of animals stimulated in vivo. In vitro were evaluated the migratory capacity,
the expression of CD11b/CD18 polymorphonuclear bone marrow and peripheral
blood, as well as the cytokines synthesis IL-1a, IL-6, IL-10, IL-12 and TNF-a and
the expression of NF-kB and IkBa in cultured cells in media with 0; 0.6; 2 and 10
mM GLUT. Malnourished animals presented anemia, leukopenia, marrow
hypoplasia and lower serum proteins, albumin and prealbumin. The GLUT in vitro
has the capacity to reduce IL-1a and IL-6 as well as the activation of the NF-kB. In
in vivo model, the GLUT altered neutrophil migration kinetics and reduced the
expression of CD18, as well as decreased levels of circulating TNF-a in animals
stimulated with LPS.

Keywords: Protein Malnutrition; L-glutamine; Migration; NF-kB; CD11b / CD18.
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1 INTRODUCAO

1.1 DESNUTRICAO

O termo desnutricdo refere-se, segundo a Food and Agriculture
Organization (FAO), a uma condicao fisiolégica anormal, causada pelo consumo
inadequado, desbalanceado ou excessivo de macronutrientes (carboidratos,
proteina e lipideos) e/ou micronutrientes (vitaminas e minerais) necessarios para

o desenvolvimento do organismo (FAO, 2015).

A desnutricdo pode ser proveniente de dietas baseadas em alimentos com
combinacgdes e/ou proporgdes inadequadas, bem como a deficiéncia de nutrientes
especificos, tanto por perda ou utilizacdo excessiva (SHETTY, 2003). Sendo
classificada em trés categorias: subnutricdo, deficiéncia de micronutrientes e
sobrepeso e obesidade (WHO, 2011; FAO 2015).

Apesar dos numerosos avangos na saude, a desnutricdo ainda € um dos
principais problemas de saude publica do século XXI. Cerca de 805 milhdes de
pessoas, ou seja, 11,3% da populacdo mundial estdo subnutridas. A grande
maioria desse percentual encontra-se nos paises em desenvolvimento, em 1990-
92 a taxa de subnutricdo era de 23,4% nestes paises. A despeito do progresso
feito na diminuicdo deste percentual, ele ainda corresponde a 13,5 % da
populacdo, ou seja, 1 em cada 8 pessoas se encontra subnutrida. Em regides
desenvolvidas, a desnutricdo acomete cerca 14,6 milhBes de pessoas (FAO,
2014).

Atualmente no Brasil a prevaléncia da desnutricdo € menor que 5% da
populacdo do pais, estes indices foram gradativamente diminuindo ao longo dos
altimos anos. A implementacdo de programas sociais que garantem a seguranca
alimentar da populagéo contribuiram de forma significativa para essa redugao
(FAO, 2014). A distribuigéo dos indices de desnutricdo é desigual nas diferentes
areas do Brasil. As regibes Norte e Nordeste concentram um maior nimero de
individuos desnutridos em comparacao as regiées Sul e Sudeste (MONTEIRO,
2003; LIMA et al., 2010). Apesar de a desnutricdo infantil estar em declinio no

pais, em 2010 havia mais de 1 milhdo de criancas com algum grau de
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comprometimento nutricional (IBGE, 2010).

Os grupos mais predispostos a desnutricdo sdo recém-nascidos, criancas
(SAWAYA, 2006), gestantes, lactantes (BHUTTA et al., 2013), idosos (SACKS et
al., 2000), individuos com distarbios alimentares e/ou sob dietas radicais
(MARCOS, 2000; NOVA et al., 2002) ou ainda pacientes hospitalizados,
portadores de neoplasias e/ou doencas cronicas (WAITZBERG et al.,, 1999;
BRUNDTLAND, 2000; AKNER e CEDERHOLM, 2001).

Em paises em desenvolvimento a desnutricdo atinge com frequéncia
lactentes e criangas (BAIN et al., 2013; BHUTTA et al., 2013) e é responsavel por
45% das mortes infantis contabilizando 3,1 milhdes de vitimas por ano (JONES et
al., 2014). Nestes paises a principal causa de desnutricdo é primaria, ja nos
paises desenvolvidos a causa geralmente é secundaria, estando associada a

outras doengas, acometendo tanto criangas como adultos (BARON, 1997).

Na Europa e na América do Norte 40-50% dos pacientes hospitalizados
estdo em risco de desnutricdo (DELGADO et al., 2008). A tendéncia é que ao
longo da internacdo esta situacdo se agrave, cerca de 70% dos pacientes
inicialmente desnutridos sofrem uma piora gradual em seu estado nutricional
durante a hospitalizacdo, afetando a sua condicdo geral e a resposta ao
tratamento (WAITZBERG, 2006; CORREIA et al., 2014). Além disso, a nutricdo
inadequada no periodo pré-operatorio pode prejudicar até mesmo pacientes
nutridos (Zeli¢ et al, 2014).

A maioria das doencas graves tem um grande impacto sobre o estado
nutricional do paciente. A desnutricdo € um importante fator de risco para o
aumento da morbidade, mortalidade, do tempo de internacdo e do custo com
medicacfes (DELGADO et al., 2008). Dessa forma, o monitoramento do estado
nutricional do paciente € essencial para definir estratégias dietéticas que possam
atuar de forma sinérgica ao tratamento da doenca original, garantindo assim o
aporte de nutrientes necessario para o restabelecimento da saude do individuo
(HAMILTON e BOYCE, 2013; MALONE e HAMILTON, 2013).

Entre as formas de manifestacdes clinicas mais graves encontram-se 0
Marasmus e Kwashiorkor, duas sindromes decorrentes da desnutricdo acentuada,

podendo ocorrer de forma isolada ou combinada (sindrome Kwashiorkor-
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marasmatica) (DE ANGELIS, 1986; WHO, 2011). A forma mais comum € o
Marasmus, que compreende a perda de massa muscular, reducdo do tecido
adiposo subcutaneo e auséncia de edema, geralmente € decorrente de severa
restricdo de ingestdo caldrica (carboidratos e proteinas) (BHAN et al., 2003;
GROVER e EE, 2009). O Kwashiorkor é resultante principalmente da ingestao de
dietas com niveis inadequados de proteina, independentemente de apresentar
niveis caloricos apropriados e frequentemente estd associada a processos
infecciosos. Os pacientes com esta sindrome podem apresentar perda de peso
corpoéreo, edema generalizado, abdémen distendido, dermatoses e hepatomegalia
(KRAWINKEL, 2003; GROVER e EE, 2009).

1.2 DESNUTRICAO: HEMOPOESE E MIGRACAO CELULAR

A hematopoese é de um processo dinamico e altamente controlado em que
células tronco hematopoiéticas (CTH) pluripotentes proliferam e se diferenciam
para as linhagens mieloide ou linfoide, originando os diferentes tipos celulares
maduros que compdem o sistema sanguineo (NAKAJIMA, 2010). Para a
manutencdo desta alta taxa de renovacdo e proliferacdo celular os tecidos
hematopoiéticos necessitam de um elevado aporte de nutrientes para o seu
funcionamento adequado (BORELLI et al., 2009).

Deste modo, a desnutricdo pode comprometer 6rgaos linfo-hematopoiéticos,
como medula 6ssea (MO), baco e timo, com consequente modificacdo da
resposta imune. Pode gerar alterac6es histo-funcionais nesses tecidos e até
mesmo levar esses 6rgdos a faléncia, comprometendo assim, a hematopoese, a
resposta inflamatdria e o sistema imune (XAVIER et al., 2007; FOCK, et al., 2010).

Dados do nosso laboratério e de outros autores evidenciam que a
desnutricdo provoca alteracdes hematologicas como a anemia néo ferropriva com
reducado de reticulécitos (DE ANGELIS, 1986; ROBBINS et al., 2003; BORELLI et
al., 2009), sendo que o quadro anémico encontrado € decorrente da reducao da
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producéo de células e precursores eritroides, com baixa resposta a eritropoietina
(BORELLI et al.,, 2007); provoca mudancas no perfil proliferativo das CTHs
(NAKAJIMA et al., 2014) e prejudica a producdo de precursores mieloides e
linfoides, afetando a granulopoiese (BORELLI et al., 2009), contribuindo para
quadros de neutropenia (RUST et al., 2000), leucopenia e linfocitopenia (FOCK, et
al., 2010); também provoca alterag6es histoldgicas na matriz extracelular (MEC),
com atrofia dos compartimentos eritréide e granulo-monocitico e degeneracéo
medular (XAVIER et al., 2007). As alteracbes hematoldgicas quantitativas podem
ser observadas clinicamente durante periodos de caréncia nutricional e sugerem
um estado de faléncia dos 6rgdos linfo-hematopoiéticos (DE ANGELIS, 1986;
ALVES, 1995; LEE e HERBERT, 1999).

O binbmio desnutricdo-infeccdo pode ser visto sob dois aspectos: a
desnutricdo alterando os mecanismos de defesa do individuo e a infeccdo
agravando o estado carencial previamente instalado ou ainda, a doenca
desencadeando-o (BEISEL, 1984; KEUSCH, et al., 1986; POWANDA & BEISEL,
2003; SCRIMSHAW, 2003).

Tem-se estudado os mecanismos celulares e moleculares pelos quais a
deficiéncia proteica pode prejudicar a funcdo imune, uma vez que a mesma é
capaz de modificar a resposta fisiolégica do organismo podendo induzir lesdes
celulares, aumentando assim a suscetibilidade de animais e humanos a doengas
infecciosas (LI et al., 2007). Existem diferencas na extenséo e no tempo da lesao:
tecidos que exibem elevado "turnover" de proteinas sao primeiramente afetados
em relacdo aos que apresentam baixo "turnover" proteico. Portanto, mecanismos
envolvidos com proliferagédo, diferenciagdo e morte celular podem alterar-se na
desnutricdo, afetando diferentemente os distintos tecidos do organismo (DEO et
al., 1975; WATERLOW, 1996).

Leucopenia e leucocitose sao situacdes descritas na literatura em processos
de desnutricdo, especialmente em seres humanos, e encontra-se, geralmente,
acompanhada de processos infecciosos ou de doencas crénicas. (ROSEN et al.,
1974; ASCHKENASY, 1975; CATCHATOURIAN et al., 1980; GROSS &
NEWBERNE, 1980).
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As células granulociticas e monociticas exercem suas fung¢des, na maioria
das vezes, em sitios extravasculares (FRUHMAN, 1964). A capacidade dessas
células em aderir ao endotélio, migrar através dos vasos, ingerir e destruir
elementos estranhos tem sido reconhecida desde METSCHNIKOFF (1887).
Contudo, questdes pertinentes aos mecanismos de como substancias exdgenas
exercem acoes especificas ou ndo sobre a mobilizacdo celular ainda sédo objetos

de estudo.

A mobilizagdo entre o0s diversos compartimentos dos 6rgaos
hematopoiéticos e entre sangue periférico (SP) e tecidos pode ser modificada em
situacdes fisiolégicas (ciclo circadiano, alimentacdo, situacdo hormonal) e
patolégicas (WILLIANS et al., 2001). Endotoxinas alteram a mobilizacdo celular
ndo s6 deslocando os granul6citos, mas também modificando o influxo no
compartimento de maturacdo (ATHENS et al.,, 1961), havendo variacdes na
resposta conforme o microrganismo. Muitas variaveis podem modificar a base
desse processo inflamatorio, particularmente a natureza e a intensidade da lesao,
o local e o tecido afetado, a resposta do hospedeiro, existéncia de distirbios
predisponentes ou pré-existentes, a presenca de imunidade adquirida contra o
eventual agente agressor, a presenca ou nao de farmacoterapia, bem como o
estado nutricional do individuo (De ANGELIS, 1986; CHANDRA, 1991; KEUSCH,
1994; CONTRAN et al., 2000; LI et al., 2007; FOCK, et al., 2007; BORELLI et al.,
2009). Entretanto os mecanismos por de tras desses achados ainda ndo estédo

perfeitamente esclarecidos.

As moléculas de adesdo desempenham um importante papel na mobilizacédo
e migragdo celular. Estas moléculas podem facilitar varios processos de adeséo
entre células, leucocitos, sitios de inflamacédo e funcionar como co-estimuladores
da ativacado celular (Imhof & Dunon D, 1995; Springer, 1990). A regulacéo de sua
expressdo e de sua capacidade de adesdo € mediada por citocinas, fatores

quimiotaticos e outros mediadores.

Sédo trés, os subgrupos de moléculas de adesdo do sistema imune: as
selectinas, integrinas e superfamilia das imunoglobulinas. As selectinas séo

encontradas em leucdcitos, plaguetas e células endoteliais. S&o selectinas a E-
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selectina (Endothelial cell adhesion molecule-1 ou E.L.A.M.-1); P-selectina
(Granule Membrane Protein - GMP-140 ou CD62) e a L-selectina (Leucocyte-
endothelial cell adhesion molecule ou L.E.C.A.M.-1, lymphocyte adhesion
molecule - L.A.M.-1). E-selectina € responsavel pela adesdo de neutrofilos,
mondcitos e células T a sitios inflamatorios. L-selectina esta expressa em todos
os leucadcitos, exceto nos linfocitos de memdria ativados, esta selectina contribui
para a migracao de linfécitos e neutrdfilos até os sitios inflamatorios. P-selectina
expressa em ceélulas endoteliais e plaquetas, e é a selectina responsavel, na
célula endotelial, pela fase mais precoce do recrutamento celular no processo
inflamatério (HEEMANN, 1993; COSIO, 1993).

As integrinas sdo compostas por duas cadeias polipeptidicas ligadas nao-
covalentemente, a e . As duas cadeias consistem em segmentos extracelulares,
transmembrana e citoplasmatico. Os segmentos extracelulares possuem um

papel importante na ligacdo com proteinas da MEC.

Na medula 6ssea, as células tronco/progenitoras estdo em contato estrito
com a fibronectina, sendo que integrinas expressas por essas células, VLA-4
(Very Late Antigen-4) (asB; integrina) e VLA-5 (Very Late Antigen-5) (asPB:
integrina), sao reconhecidas como mediadoras da interacdo entre essa populacéo
celular e a fibronectina tanto em camundongos quanto em humanos (WILLIAMS,
2001; LOO, 1998). Alguns estudos demonstraram que a expressdo dessas
integrinas em células progenitoras hematopoiéticas € modulada apds continua
exposi¢do a citocinas em culturas ex vivo (BECKER, 1999; PROSPER, 1998),
sendo que se verifica uma relagcdo importante entre o ciclo celular e a adeséo
dessas células, via VLA-4 e VLA-5.

Para uma resposta inflamatéria adequada €& necesséario a interagédo
complexa entre as células leucocitarias e o endotélio vascular. A migracdo dos
neutrofilos aos sitios inflamatérios depende da interacdo destas moléculas de
adesdo, como as integrinas p1l, VLA-4 e as integrinas B2 LFA-1 (Leukocyte
Function Associated Antigen 1; CD11a/CD18); Mac-1 (CD11b/CD18) e CR4
(Complement Receptor 4; CD11c¢/CD18) com ligantes sobre o endotélio
(HEEMANN, 1993; COSIO, 1993; FRANCISCHETTI et al., 2010).



22

A superfamilia das imunoglobulinas compreende uma variedade de
proteinas de cadeia Unica com multiplos dominios de caracteristicas semelhantes
as das imunoglobulinas e atuam como ligantes de outras moléculas de adeséo,
sendo membro dessa classe os receptores de célula T (T cell receptor-TCR),
CD3, CD4, CD8, antigenos MHC classe | e classe I, LFA-2 (CD2), LFA-3 (CD58),
ICAM-1 (CD54), ICAM-2 (CD56b), ICAM-3 (CD56¢), VCAM-1 (CD108), PECAM-1
(CD31). Sendo que ICAM-1, ICAM-2, VCAM-1 e PECAM-1 funcionam como
ligantes para leucocitos nas células endoteliais (HEEMANN, 1993; COSIO, 1993).

A literatura, em situacdes de desnutricdo apresenta dados muitas vezes
conflitantes em relacdo ao namero de leucdcitos presentes, o que pode ser devido
ao fato do quadro multicarencial estar frequentemente associado a outros
processos patologicos. (ASCHKENASY, 1957, 1966a, 1966b, 1975; WATERLOW,
1996). Embora a resposta leucocitaria seja variavel, evidéncias indicam que
situacbes em que a desnutricAo ndo esteja associada a outras doencas, a
leucopenia é a regra (FRIED et al., 1978; CATCHATOURIAN et al., 1980).

A aparente dificuldade da resposta leucocitaria as infec¢des bacterianas em
desnutricdo proteica seria, segundo SUDA et al., (1976), devido a reducao de
células maduras na medula 6ssea e ndo a dificuldade primaria no processo de
mobilizacdo dos leucécitos do sangue para os tecidos. Entretanto, os dados sobre
a mobilizacdo celular também sédo divergentes (CHANDRA, 1975; GOYAL et al.,
1981; De la FUENTE& MUNOZ, 1992). Estudos tém demonstrado que a
desnutricdo pode alterar aspectos funcionais dos leucécitos (CHANDRA, 1976;
GROSS & NEWBERNE, 1980; REDMOND, et al.,, 1991), uma vez que, se
constatou uma reducdo na fagocitose, atividade bactericida e fungicida e
alteracdo na producdo de espécies reativas de oxigénio (CHANDRA, 1991,
KEUSCH, 1994; BORELLI et al.,, 1995; VITURI et al., 2000; NARDINELLI e
BORELLI, 2001).

1.3 ATIVAGCAO CELULAR MEDIADA POR LPS

A primeira linha de defesa do organismo contra elementos nocivos envolve

a participacdo de fagocitos (macréfagos, monocitos e granuldcitos
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polimorfonucleares), células dendriticas (DC) e células natural killers (NK), bem
como proteinas presentes no sangue, como as do sistema complemento,
citocinas, quimiocinas, moléculas de adesao e imunoglobulinas (ABBAS et al.,
2013). Aminoacidos sdo requisitados para a sintese de vérias proteinas, entre
elas, citocinas e anticorpos, as quais regulam as vias metabdlicas especificas

para a resposta imune contra patogenos (LI et al., 2007).

Diversos tipos celulares sintetizam e secretam citocinas, as quais podem
atuar de maneira autécrina (agem nas proprias ceélulas que as produzem),
paracrina (agem nas células vizinhas) ou enddcrina (agem nas células distantes)
em células que apresentam receptores especificos na superficie de sua
membrana (OPAL e ESMON, 2003). As citocinas exercem um papel muito
importante na regulacdo da resposta inflamatéria e imune, possuem acao pré e
anti-inflamatéria e podem atuar de forma sinérgica ou antagbnica a outras
citocinas (DELVES et al., 2011). A acdo de diversas citocinas pode levar a
ativacdo, proliferacdo, maturacdo, sobrevivéncia ou morte nas células-alvo
(ABBAS et al., 2013). Em condi¢bes de desnutricdo ndo ha, na literatura, um
consenso em relacdo a producdo de citocinas. Fato este, que pode ser
decorrente principalmente, ao periodo, causa e gravidade do quadro de caréncia
nutricional, bem como associacdo com diferentes enfermidades e ainda a

diversos modelos experimentais e tipos celulares utilizados para estudo.

Padrbes moleculares associados a patdgenos (pathogen-associated
molecular patterns - PAMPS) sdo estruturas produzidas por microrganismos e
reconhecidas por receptores do tipo Toll (TLR) (VANDEWALLE, 2008). O
lipopolissacarideo (LPS), uma endotoxina presente na membrana de bactérias
Gram-negativas, é capaz de induzir o sistema imune inato a produzir respostas
ndo-especificas através da ativacdo do TLR4 (LIU et al., 2004). O LPS
desempenha importante fungéo na viabilidade das bactérias (RIESTSCHEL et al.,
1982), sendo reconhecido como uma potente toxina bacteriana e, para diferenciar
das exotoxinas secretadas pelas bactérias, foi chamado de endotoxina. O LPS
possui a capacidade de ativar leucocitos, induzindo a secrecdo de citocinas,

espécies reativas do oxigénio e nitrogénio, sendo esta ativagdo dependente de
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vias de sinalizacdo que culminam com a ativacéo do fator de transcricdo kB (NF-
kB) (RIESTSCHEI et al., 1994).

A proteina ligante do lipopolissacarideo (LBP), que esta presente na corrente
sanguinea é produzida pelos hepatocitos e possui alta afinidade pelo LPS, a
ligacdo entre este dois compostos forma o complexo LPS-LBP (SCHUMANN et
al., 1990). Uma vez formado, o complexo LPS-LBP, liga-se a molécula co-
estimulatéria CD14, presente na superficie de células-alvo, e a molécula
acessoria MD-2 (antigeno linfocitico 96) (FOCK et al., 2007). Estas ligacdes
estimulam o recrutamento de MyD88 (Myeloid differentiation primary response
gene 88), que se associa a IRAK (quinase associada ao receptor de IL-1) que,
apos sua fosforilacdo, liga-se a TRAF-6 (fator associado ao receptor de TNF), o
que resulta na ativacdo de MAP quinases ativadoras de IKK (quinase IkB) 1 e
IKK2 (PERKINS, 2007).

Enquanto inativo, o NF-kB encontra-se no citoplasma na forma de dimero
ligado a uma proteina inibitoria: o IkBa (inibidor kB a). Esse complexo impede a
translocacdo do NF-kB para o nucleo. Assim, a fosforilagdo e a degradacdo do
IkBa sdo necessarias para que ocorra a translocagdao nuclear, IKKs ativas
fosforilam o IkBa, que posteriormente sera degradado nos proteossomos.
Consequentemente o NF-kB dissociado do seu inibidor torna-se ativo. Uma vez
ativo o NF-kB é capaz de translocar-se para o nucleo, onde regula a expresséo de
genes essenciais para a regulacdo do ciclo celular e para o processo inflamatério,
como a producédo de citocinas (BAEUERLE & BALTIMORE, 1996; COURTOIS e
GILMORE, 20086).

A ativacdo do NF-kB se da por meio de duas vias: classica (via candnica) e
alternativa (via ndo-candnica). A via classica é a mais bem conhecida e estudada,
esta relacionado com a resposta imunolégica, na qual regula expresséo de genes
essenciais no processo inflamatdrio, bem como na sobrevivéncia, proliferacdo e
apoptose (XIAO, 2004). A via alternativa, entretanto, estd associada a expressao
de genes que atuam no desenvolvimento e manutencdo de orgdos linfoides

secundarios (linfonodos, baco, tonsilas e placas de Peyer) (ALCAMO et al., 2002).



25

O LPS possui capacidade de causar diversos efeitos fisiopatolégicos, dentre
eles a producdo de citocinas. As principais células afetadas pelo LPS sdo os
leucdcitos que produzem citocinas pro-inflamatorias, que estimulam uma intensa
resposta celular, com liberacdo de mediadores secundarios, quimiotaxia e
ativacdo de granulécitos (OPAL & ESMON, 2003; BEUTLER & RIETSCHEL,
2003), que sao capazes de originar atividades resultantes da interacédo direta
entre as citocinas e a resposta celular (KEUSCH, 1994; FUJIHARA, et al., 2003).

Ainda que seus mecanismos moleculares intracelulares sejam distintos, LPS
e ligantes da familia de receptores do fator de necrose tumoral (TNFR) e de IL-1
resultam na ativacéo da via do NF-kB (JOBIN et al., 1999). Assim, ha inducdo da
producdo das citocinas IL-1a, IL-2, IL-6, IL-8, IL-12 e TNF-a, consideradas
mediadores pré-inflamatérios celulares que controlam a infeccdo através da
liberacdo de mediadores secundarios, da inducdo da quimiotaxia e da ativagao,
sobrevivéncia, proliferacdo, maturacdo e/ou morte de células imunolégicas
(BEUTLER, 2003; GRIVENNIKOV et al., 2009; DA SILVA LIMA et al., 2013). A IL-
6 atua como mediador primario da reacdo de fase aguda, estimulando a producédo
hepéatica de proteinas de fase aguda, como a proteina C reativa (PCR) e
inibidores de proteases (por exemplo, inibidor de protease a-1), sendo que em um
segundo momento ocorre aumento de citocinas anti-inflamatorias, sendo a IL-10 a
principal (PETERSEN &PEDERSEN, 2005). Assim, ocorre a inibicdo da producao
de TNF-q, IL-1, IL-6 e IL-8 através da acdo de IL-10 (FIORENTINO et al., 1991;
BERKMAN et al., 1995, CASSATELLA et al., 1993).

1.4 L- GLUTAMINA

A desnutricdo proteica reduz a concentragdo da maioria dos aminoacidos no
plasma, 0s quais exercem um importante papel na regulacdo da resposta imune,
ativando os linfocitos T, linfocitos B, células NK e macréfagos; atuam também na
expressdo de genes e proliferagdo de linfécitos; produgéo de anticorpos, citocinas

e outras substancias citotoxicas. Logo, o conhecimento do metabolismo dos
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aminoacidos em leucdcitos é fundamental para o desenvolvimento de meios
eficazes em prevenir e tratar a imunodeficiéncia causada pela restricdo proteica
da dieta (LI et al., 2007).

Ehrensvard et al., 1949, descreveu pela primeira vez a importancia da
glutamina (GLUT) na sobrevivéncia e proliferacdo celular in vitro, entretanto
somente com os trabalhos de Eagle foi possivel detalhar melhor este processo
(EAGLE et al., 1956). O metabolismo da GLUT possui duas enzimas principais, a
glutaminase e glutamina sintetase. A partir da glutaminase, ocorre a catalisacéo
da hidrélise da GLUT em glutamato e aménia, que € muito importante para
diversas funcdes celulares. A glutamina sintetase catalisa a conversdo de
glutamato em GLUT, usando a aménia como fonte de nitrogénio (KOMATSU et
al., 2007).

A GLUT é o aminoacido mais abundante nos musculos e plasma humano. O
muasculo esquelético possui um papel importante no metabolismo deste
aminoacido, visto que apresenta elevados niveis de sintese e liberagcdo do mesmo
(NEWSHOLME et al., 2003). No plasma, representa cerca de 20% do total de
aminoacidos livres. Normalmente, a GLUT é considerada um aminoacido n&o
essencial, pois pode ser sintetizada pelo organismo de acordo com suas
necessidades (NEWSHOLME, 2001).

Porém, durante situacdes de estresse como: trauma, septicemia, cancer e
exercicio fisico extenuante, as concentracbes de GLUT no plasma podem
diminuir abaixo da concentracdo fisiol6gica, resultando numa situacdo de
desequilibrio, nessas condi¢cdes um fornecimento extra de glutamina na dieta é
requerido. Por essa razdo, esse aminoacido pode ser considerado
“condicionalmente essencial” (NEWSHOLME, 2001; SMITH & WILMORE,
1990). Em situacbes catabodlicas, assim como na desnutricdo, ocorre a
protedlise muscular, consequentemente tem-se a liberacdo de aminoacidos que
podem ser captados por outros tecidos. Os aminoacidos de cadeia ramificada
leucina, isoleucina e valina, sdo usados diretamente como fonte alternativa de
energia por diversos tipos celulares ou ainda na sintese de alanina e GLUT, que

sao utilizados posteriormente no processo de gliconeogénese (KRAFT et al.,
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2005).

Além de fornecer nitrogénio para a sintese de proteinas, a glutamina é
precursora de &cidos nucléicos, nucleotideos, hexosaminases e do principal
antioxidante, glutationa. Este aminoécido também é um importante combustivel
oxidante para a rapida proliferacdo de células, como as células do trato
gastrointestinal e sistema imune. Dentre as func¢des da glutamina ainda pode-se
ressaltar o papel na indugéo de proteinas do tipo heat shock, na detoxificacéo e
captacdo de amébnia da corrente sanguinea, na participacdo metabolismo
energético celular juntamente com a glicose, atuacdo na gliconeogénese,
regulacdo do equilibrio acido-base renal, diminuicdo da resisténcia a insulina,
modulacdo do sistema imune, na regulacdo da expressdo de genes
relacionados ao metabolismo e da resposta inflamatoria, na transducgéo de sinal
e na ativacdo de vias de sinalizagédo intracelular (BROSNAN, 2003; ALEDO,
2004; CURI et al., 2005; ZIEGLER et al., 2005; YUNEVA et al., 2007; MOK;
HANKARD, 2011).

A GLUT é classificada por alguns autores como um imunonutriente, dado a
sua capacidade de modulagcédo do sistema imune (KIM, 2011). Sabe-se, que a
privacdo deste aminoacido é prejudicial para a funcionalidade dos macréfagos,
visto que a GLUT é essencial para o metabolismo adequado destas células
(ROGERDO, et al., 2008b). A taxa de utilizacdo de glutamina por macréfagos é
similar ou superior a de glicose (FRISINA et al., 1994; ROWBOTTOM et al.,
1995). Contudo, apenas pequena parte dos carbonos da molécula de glicose
(<10%) e do aminoé&cido glutamina (5-25%) sdo completamente oxidados por
macrofagos em meio de cultura. Sendo assim, a maioria das moléculas de
glicose é convertida em lactato (glicélise), enquanto grande parte da glutamina é
convertida em glutamato, aspartato e lactato (glutaminélise) (NEWSHOLME et
al., 1999).

Estudos tém demonstrado efeitos da GLUT diretamente na modulacdo do
sistema imune. A caréncia de GLUT, pode levar a reducdo na capacidade
proliferativa de linfocitos, alteracdo na atividade de mondcitos e macréfagos,
inducdo da apoptose celular, alteracdo do potencial redox celular pela

modulacdo da sintese de glutationa e aumento da atividade do sistema AMPK
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(proteina quinase ativada por AMP) (ROTH, 2007; HARDIE, 2008).

Dados constataram que concentracdes extracelulares de glutamina
regulam a proliferacdo de linfécitos-T, producdo de IL-2, a diferenciagdo de
linfécitos-B e também modulam a fagocitose e producdo de citocinas em
neutrofilos e macréfagos (JAYARAJAN; DALY, 2011). A GLUT pode aumentar a
capacidade de resposta de células do sistema imune (CASTELL e
NEWSHOLME, 2001; NEWSHOLME, 2001), estimulando a proliferacdo de
linfécitos e a capacidade fagocitica de macréfagos, bem como atua na producgéo
de citocinas por esses dois tipos celulares (CALDER e YAQOOB, 1999;
ROGERQO, et al., 2008b).

Todavia, outros grupos demonstraram que a GLUT possui a capacidade
de atuar negativamente na via de sinalizacdo dependente de NF-xB e,
consequentemente, inibir a producao de citocinas pré-inflamatérias, como TNF-
ae IL-8 (WISCHMEYER et al., 2003; HUBERT-BURON et al., 2006; DA SILVA
LIMA et al., 2013).

Resultados do nosso grupo demonstrou que a suplementacdo de GLUT
na dieta de camundongos recém-desmamados modula a capacidade de sintese
de 6xido nitrico, peréxido de hidrogénio, TNF-a, IL-1a e IL-6 por macréfagos
obtidos desses animais (ROGERO, 2008a).

Ha divergéncias na literatura quanto ao beneficio da GLUT na modulacao
do sistema imune. Fato que pode ser o explicado pelas variacbes nas
metodologias utilizadas (in vitro / in vivo), no tipo de modelo experimental
(murino / humano), nos tipos celulares avaliados, nas concentragdes de GLUT

testadas e no periodo de exposicdo a esse aminoacido.
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OBJETIVOS:

Sabendo-se que a desnutricio compromete diversos aspectos da

hematopoese e da resposta inflamatéria e que a glutamina é um aminoacido

condicionalmente essencial com acdo sobre varios mecanismos da resposta

inflamatoria. Avaliamos, nesse trabalho, os efeitos da L-glutamina, in vitro e in

vivo sobre alguns parametros da hematopoese, mobilizacdo e migracao celular,

bem como aspectos da modulagdo de vias de sinalizagdo em um modelo de

desnutricdo proteica.

X/
L X4

Para tanto, foram avaliados:

O perfil nutricional (através do consumo da racédo, da ingestdo de proteina e
perda de peso, proteina total, aloumina e pré-albumina sérica);

O perfil hematolégico (hemograma e mielograma);

Capacidade das células medulares em cultura em sintetizar as citocinas: TNF-
a, IL-1 a, IL-6, IL-8, IL10 e IL-12 quando estimulados com LPS;

Dosagem de TNF-a e IL-10 circulante nos grupos estimulados in vivo;

A expressao das proteinas NF-kB total e fosforilado e IkBa total e fosforilado
nas células medulares em cultura;

A viabilidade dos granulécitos na cultura celular provenientes da medula
0ssea;

A capacidade migratdria dos polimorfonucleados isolados do lavado medular e
do sangue periférico;

A expressdo de CD11b/CD18 nas células medulares em cultura e na sangue

periférico dos animais estimulados in vivo;
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 MATERIAL

3.1.1 Animais

Foram utilizados camundongos BALB/C, de dois a trés meses de idade,
isogénicos, machos, provenientes do Biotério Central do Conjunto das Quimicas
da Universidade de S&o Paulo. Os animais foram submetidos, desde o
nascimento, as mesmas condicdes ambientais (ciclo de luz de 12 horas,
temperatura ambiente entre 22-25°C e umidade relativa do ar a 55 + 10%). Logo
apos o desmame, 0s animais passaram a ser alimentados com racdo Nuviab® e
agua ad libitum até o inicio do experimento. Os animais foram pesados e
distribuidos em gaiolas metabdlicas, pesados a cada 48 horas durante o periodo
de adaptacao (FOCK, et al, 2010), que foi definido pelo ganho e estabilidade do

peso corporeo.

O projeto foi aprovado pelo Comité de Etica em Experimentacdo Animal da
Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas da Universidade de S&o Paulo (Protocolo
CEUA/FCF/394, anexos).

3.1.2 Racgdes

Foram utilizados dois tipos de racédo - normoproteica e hipoproteica - para
0s animais utilizados no modelo experimental, as quais foram preparadas
contendo, respectivamente, 12% e 2% de proteina, sendo esta destinada aos
animais desnutridos e aquela aos animais do grupo controle. Ambas as racfes
foram produzidas em nosso laboratério (in house) na forma de granulado e

armazenadas a -4°C até a sua utilizacao.

A formulagdo das racdes, discriminadas na Tabela 1, foi realizada de

acordo com as recomendacfes do Instituto Americano de Nutricdo (AIN) para
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camundongos adultos — AIN-93M (REEVES et al.,, 1993). Como fonte de
proteina foi utilizada caseina comercial (LABSYNTH®, Diadema, Brasil).

As racdes utilizadas sao isocaloricas (3601,0 kcal/kg), diferindo apenas na
concentracdo proteica que é definida pela quantidade de caseina adicionada.
Como a caseina fornece em torno de 80% de fosfato, na racdo hipoproteica, a
composi¢do da mistura salinica foi corrigida de acordo com a concentragdo
proteica, para que a deficiéncia de fosfato fosse suprida (REEVES et al., 1993).
As misturas salinica (Tabela 2) e vitaminica (Tabela 3) foram preparadas sob

encomenda pela Rhoster® (Rhoster®, Aracoiaba da Serra, Brasil).

Tabela 1: Composicdo das racdes produzidas in house (normoproteica e

hipoproteica)

Constituintes Racdo Normoproteica Racao Hipoproteica
(g/kg de racéao) (g/kg de racao)

Caseina (85% pureza) 120 20
Sacarose 100 100

Oleo de milho 80 80
Mistura salinica 35 35
Mistura vitaminica 10 10

Fibra alimentar 10 10
(celulose)

Bitartarato de colina 2,5 2,5
Metionina 15 1,5
Tert-butilhidroquinona 0,008 0,008

Amido de milho 1000 1000
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Tabela 2: Composicdo da mistura salinica utilizada na producao das racfes in
house (normoproteica e hipoproteica)

Constituintes Racdo Normoproteica  Racao Hipoproteica
(9/kg de mistura (g/kg de mistura
salinica) salinica)
Carbonato de caélcio 357,00 357,00
Fosfato de potassio 236,16 353,21
Cloreto de sodio 74,00 74,00
Sulfato de potassio 46,60 46,60
Citrato de potassio 39,00 0,00
Oxido de magnésio 24,00 24,00
Citrato férrico 6,06 6,06
Carbonato de zinco 1,65 1,65
Meta-silicato de sodio 1,45 1,45
Carbonato de 0,63 0,63
Manganés
Carbonato cuprico 0,30 0,30
SquaFo de potéassio e 0,275 0,275
crébmio
Cloreto de litio 0,0174 0,0174
Selenato de sédio 0,01025 0,01025
lodeto de potassio 0,01 0,01
Acido borico 0,0815 0,0815
Paramobilidato de 0,00795 0,00795
aménio
Fluoreto de sodio 0,0635 0,0635
Carbonato de niquel 0,0318 0,0318
Vanadato de amoénio 0,0066 0,0066

Sacarose 212,646 134,596




33

Tabela 3: Composicédo da mistura vitaminica utilizada na producao das racdes in

house (normoproteica e hipoproteica)

Constituintes Racédo Normoproteica e Hipoproteica
(9/kg de mistura vitaminica)

Acido nicotinico 3,00
Panteonato de calcio 1,60
Acido folico 0,20
Piridoxina-HCI 0,70
Riboflavina 0,60
Tiamina-HCI 0,60
D-biotina 0,02
Vitamina A 0,80
Vitamina B12 2,50
Vitamina E 15,00
Vitamina D3 0,25
Vitamina K 0,075
Sacarose 974,655

3.2 METODOS

3.2.1Inducao a desnutricao

Animais da linhagem isogénica BALB/c foram pesados e separados em
gaioleiros metabdlicos individuais onde permaneceram durante todo periodo
experimental, sendo mantidos sob as mesmas condi¢cdes ambientais descritas no
item 3.1.1. Estes animais passaram inicialmente por um periodo de adaptacao de
1 semana, no qual todos os animais receberam racdo normoproteica e agua ad
libitum, sendo avaliado a cada 48 horas o seu peso e 0 consumo de racdo dos

animais.

ApoOs o periodo de adaptacéo os animais foram separados em dois grupos:

controle (nutrido) e desnutrido (experimental), os quais receberam ragbes
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isocaldricas, entretanto com diferentes concentragbes de proteina, sendo
administradas as racdes normoproteica e hipoproteica, respectivamente. O
periodo utilizado para a inducdo a desnutricdo proteica (DP) foi 35 a 40 dias,
sendo que o peso e o consumo de racdo de cada animal foram avaliados a cada
3 dias (FOCK, et al., 2010).

3.2.2Avaliacao da concentracao proteica das ragcdes

A determinacdo da concentracdo de proteina das racfes e a pureza da
caseina utilizadas foram determinadas pelo método micro-Kjeldahl (Instituto
Adolfo Lutz, 1985) no Laboratério de Bioquimica da Nutricdo (Faculdade de
Ciéncias Farmacéuticas, Universidade de S&o Paulo), pela Sra. Ivanir Pires e

sob-responsabilidade do Prof. Dr. Julio Tirapegui.

3.2.3Grupos experimentais

Numa primeira etapa pretendiamos avaliar os efeitos da suplementacéo
com L-glutamina, in vitro, diferentes concentracbes, sobre a capacidade de
células medulares quando estimulados com LPS em sintetizar TNF-a, IL-1a, IL-6,
IL10 e IL-12, a expressdo de proteinas, como NF-kB e IkBa, ambas tanto total
quanto fosforiladas, bem como a capacidade migratéria dessas células e a
expressao de CD11b/CD18.

Para tanto cada grupo foi subdividido em 4 grupos, diferindo de acordo
com a suplementacéo de L-glutamina na cultura celular, 0; 0,6; 2 e 10 mmol/L,

representados esquematicamente na Figura 1.
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Figura 1 — Grupos experimentais in vitro.

CO/LPS — as celulas foram cultivadas na auséncia de glutamina e
estimuladas com LPS

C0,6/LPS — as células foram cultivadas na presenca de 0,6mmaol/L de

Controle _ glutamina e estimuladas com LPS

C2/LPS — as células foram cultivadas na presenca de 2mmol/L de
glutamina e estimuladas com LPS

C10/LPS — as células foram cultivadas na presenca de 10mmol/L de
glutamina e estimuladas com LPS

DO/LPS — as células foram cultivadas na auséncia de glutamina e
estimuladas com LPS

D0,6/LPS — as células foram cultivadas na presenca de 0,6mmol/L de

b trid glutamina e estimuladas com LPS
esnutrido —=
D2/LPS — as células foram cultivadas na presenca de 2mmol/L de

glutamina e estimuladas com LPS

D10/LPS — as células foram cultivadas na presenca de 10mmol/L de
glutamina e estimuladas com LPS

S

O meio sem adicdo de glutamina foi o controle negativo. A escolha pela
concentracdo de glutamina de 0,6 mmol/L durante o periodo de cultura celular
deve-se ao fato dessa concentracdo corresponder aguela observada no plasma
de animais adultos saudaveis. A concentracdo 2 mmol/L é uma concentracéo
padrdo em cultura de células e apesar desse valor estar acima das concentracées
de glutamina in vivo (0,6 mmol/L), experimentalmente 2 mmol/L propiciaram
melhores resultados em condicdes de incubacdo de células por periodos
prolongados (24-72 horas) (EAGLE et al., 1956). A escolha da concentracao de
10 mmol/L — apesar de significantemente superior aquela utilizada em ensaios in
vitro — é devido ao fato de estudos, que utilizaram outros tipos celulares, como
enterdcitos e células mononucleares do sangue periférico, terem verificado efeitos
opostos da glutamina sobre a expressao de genes que codificam para citocinas
qgquando a concentracdo desse aminoacido foi igual ou superior a 2 mmol/L
(WISCHMEYER et al., 2003; HUBERT-BURON et al., 2006).

Em outra etapa, quando se pretendia avaliar o efeito da L-glutamina in vivo
sobre a mobilizacdo de células da medula 6ssea para o0 sangue periférico, bem
como, a expressdo de CD11b/CD18 e capacidade migratéria nos granulécitos e
os niveis de TNF-a e IL 10 circulante, os animais foram subdivididos em quatro

grupos, representados esquematicamente na Figura 2.
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Figura 2 — Grupos experimentais in vivo.

(" C+LPS/-GLN: Grupo Controle estimulado in vivo com LPS
sem estimulo de glutamina
C+LPS/+GLN: Grupo Controle estimulado in vivo com LPS
Controle< e estimulado in vivo com glutamina
C-LPS/+GLN: Grupo Controle sem estimulo com LPS e
estimulado in vivo com glutamina
\CSham: Grupo Controle que receberéa o veiculo

D+LPS/-GLN: Grupo Desnutrido estimulado in vivo com
LPS sem estimulo de glutamina

_ D+LPS/+GLN: Grupo Desnutrido estimulado in vivo com
Desnutrido < | pg ¢ estimulado in vivo com glutamina

D-LPS/+GLN: Grupo Desnutrido sem estimulo com LPS e
estimulado in vivo com glutamina

\._DSham: Grupo Desnutrido que recebera o veiculo

3.2.4Inducéo ao processo inflamatorio

Como descrito no item anterior, os animais dos grupos controle e
desnutridos foram subdivididos em 4 grupos para as avaliacbes do efeito da
GLUT in vivo. Para tanto, os animais dos grupos C+LPS/-GLN, C+LPS/+GLN,
D+LPS/-GLN e D+LPS/+GLN, receberam endovenosamente, 100uL de solucdo
contendo 1,25ug de LPS de Escherichia coli, sorotipo 026: B6 (Sigma® Chemical
Company, USA) diluidos em solucdo fisiologica. Os animais dos grupos
C+LPS/+GLN e D+LPS/+GLN foram inoculados com 0,75mg/Kg de L-glutamina
1h apos a injecéo de LPS. Animais dos grupos C-LPS/+GLN e D-LPS/+GLN né&o
receberam estimulo de LPS sendo administrado somente 0,75mg/Kg de L-
glutamina e os animais dos grupos CSham e DSham foram inoculados somente
com o veiculo das solugBes. ApGs o periodo de trés horas, calculado apos a
primeira intervencdo, os animais foram eutanasiados e as amostras bioldgicas

coletadas.
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3.2.50btencéo de sangue total e soro

Os camundongos foram previamente anestesiados com cloridrato de
quetamina (100 mg/Kg de peso, Ketamina®, Cristdlia, S&o Paulo, Brasil)
associado ao cloridrato de xilazina (10 mg/Kg de peso, Rompun® Bayer
HealthCare Animal Health, Leverkusen, Alemanha), por via intramuscular. As
amostras sanguineas foram obtidas a partir do plexo axilar, com o auxilio de uma
pipeta de transferéncia. Amostras sem anticoagulante foram utilizadas para
obtencado de soro que foi separado através da centrifugacdo da amostra a 2000 g
por 10 minutos a 4°C, para a dosagem das proteinas totais, albumina e pré-
albumina. O soro foi dividido em aliquotas e congelado a -40°C até o momento de
sua andlise. Para obtencéo de plasma, as amostras foram colhidas com EDTA
(sal potassico do acido etileno diaminotetracético) 10% na propor¢do de 50pL
para cada 1,0 mL de sangue total para a realizacdo do hemograma para obtencao
do sangue total, o qual foi utilizado para a realizacdo do hemograma. Apds a
coleta das amostras sanguineas, 0s animais foram eutanasiados por

deslocamento cervical.

O hemograma foi realizado a partir do sangue total. A andlise do volume de
hematécrito, a dosagem de hemoglobina e as contagens globais de hemacias,
leucdcitos e plaquetas foram determinadas pelo analisador automético de células
sanguineas ABC Vet (ABX Diagnostics®, Horiba, Kyoto, Jap&o). A contagem
diferencial de leucécitos foi determinada a partir da preparacdo de extensdes
sanguineas, realizadas apds coleta do sangue e coradas pela coloracdo de May-
Grunwald-Giemsa modificado (ROSENFELD, 1947). As extensdes coradas foram

analisadas por microscopia Optica e foram contados, no minimo, 100 leucdcitos.

3.2.6 Determinacdo das concentracbes seéricas de proteinas totais,

albumina e pré-albumina

A determinagdo de proteinas totais foi realizada pelo método do Biureto
(GORNALL, 1949) e a determinacéo de albumina realizada pelo método do Verde
de Bromo Cresol (RODKEY, 1965; DOUMAS et al., 1971), para tanto foram



38

utilizado “kits" comerciais da Labtest® (Labtest Diagnostica SA, Lagoa Santa,
Brasil). As amostras foram processadas em triplicata e as leituras realizadas em
espectrofotdmetro (EL800 Universal Microplate Reader — Bio-Tek® Instrumentals,
Winooski, EUA). A pré-albumina foi quantificada por nefelometria automatizada,
utilizando-se reagentes comerciais N-ANTISORO pré-albumina (Dade Behring®,

Marburg, USA), seguindo-se a metodologia indicada pelo fabricante.

3.2.70btencao de células medulares

Os animais dos dois grupos, controle e experimental, foram anestesiados,
exsanguinados e por ultimo, sacrificados por deslocamento cervical, conforme
descrito no item 3.2.5. A seguir os fémures foram seccionados entre a articulagéo
fémur-iliaca e fémur-tibial. Com o auxilio de uma agulha e seringa, foi realizada a
lavagem da cavidade femoral e das tibias. A lavagem se deu com 2 ml de meio
RPMI 1640 (Cultilab® Campinas, Brasil), pH 7,4, estéril, contendo 10% de soro

bovino fetal.

Posteriormente, as suspensfes celulares foram centrifugadas (1500 rpm
por 10 minutos), os sobrenadantes foram desprezados e as células foram
cuidadosamente ressuspensas em 1,0 mL de meio de cultura. Foi separada uma
aliquota da suspensdo celular para realizacdo do mielograma e outra para a
contagem de células nucleadas na camara de Neubauer. O material foi mantido

imerso em gelo, por um breve periodo de tempo, até a sua utilizacéo.

Todos os procedimentos de coleta e cultivo celular foram realizados em
fluxo laminar bidirecional, especifico para este fim, para manutencdo da
esterilidade dos materiais, bem como para evitar contaminagdo das culturas

celulares.
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3.2.8Mielograma

A partir das amostras da suspensao de células totais da MO reservadas
para o mielograma, conforme descrito no item 3.2.7, foram preparadas laminas
por citocentrifugacéo (Incibras®, S&o Paulo, Brasil). As laminas foram coradas
pelo método May-Grinwald-Giemsa modificado (ROSENFELD, 1947) para a
analise diferencial com contagem minima de 300 células. A contagem total de
células foi realizada em hemocitometro de Neubauer apds diluicdo das amostras

em liquido de Turk na proporgéo 1:50.

3.2.9 Cultura de células medulares com diferentes concentracfes de L-

glutamina

As células foram coletadas como descrito no item 3.2.7 e cultivadas na
concentracéo de 1x10%mL por 24 horas, em placas de 24 pocos, em 1mL de meio
RPMI 1640 (Cultilab® Campinas, Brasil), pH 7,4, estéril, contendo 10% de soro
bovino fetal, suplementado com quatro diferentes concentracfes de glutamina (O;

0,6; 2 e 10 mmol/L) durante o periodo de incubacéao celular.

Posteriormente, as células foram incubadas com 1,25 pg/mL de LPS de
Eschericia coli, sorotipo 026:B6 (Sigma Chemical Company, USA®), durante 30
minutos. Apds esse periodo, o sobrenadante da cultura celular foi removido e
congelado (-40 °C) para posterior dosagem de citocinas TNF-q, IL-1qa, IL-6, IL10 e
IL-12 e as células foram lisadas para posterior analise da expressdao de NF-kB e

IkB-a (total e fosforilado).

3.2.10 Dosagem de citocinas

A quantificagdo de citocinas foi realizada no sobrenadante das células
medulares cultivadas na diferentes concentracdoes de glutamina. Como descrito

no item 3.2.9, as células ficaram 24 horas em cultura a 37 °C, 5% de COZ, em
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placas de cultura com 24 pocos na concentracdo de 1 x 10° células por poco, e
um volume total de 1 mL e apds este periodo foram estimuladas com LPS durante

30 minutos.

A determinacdo da concentracdo de IL-1a (Catalogo DY400, R&D
Systems), IL-6 (Catdlogo DY406, R&D Systems), TNF-a (Catalogo MTA00, R&D
Systems), IL-10 (Catalogo DY417, R&D Systems) e IL-12 (Catalogo DY419, R&D
Systems), foram dosadas por ELISA, (Enzyme Linked Immuno Sorbent Assay)
(Quantikine® ELISA, R&D Systems, Abingdon, Reino Unido), seguindo as
orientacdes do fabricante.

3.2.11 Determinacao da expressao das proteinas NF-kB e IkBa, ambos total e

fosforilado

Para andlise da expresséo de proteinas foram utilizadas culturas de células
na concentracdo de 1x10° células/mL/poco em placas de 24 wells. Essas células
foram mantidas em cultura e receberam suplementacdo de glutamina nas

concentracdes descritas no item 3.2.9.

Decorrido o tempo de cultura, retirou-se o sobrenadante e as células foram
ressuspendidas em 150 pL de tamp&o RIPA® gelado (25mM TrisHCI pH7,6, 150
mM NacCl, 1% NP-40, 1% deoxicolato de sodio, 0,1% sodio dodecil sulfato, Pierce)
(Pierce, Rockford, EUA), contendo inibidores de fosfatase e proteases (1mM
PMSF, 50 mM NaF, 10 pg/mL leupeptina e 10 pg/mL aprotinina). As amostras
foram sonicadas por 1 minuto e centrifugadas por 15 minutos a 14000 rpm e a
4°C. Separou-se uma aliquota de 20 pL para a quantificacdo de proteinas e os
130 pL restantes foram misturados ao tampéo Laemmli 5x concentrado (Tris HCI
1M pH 6,8, 0,01% azul de bromofenol, 10% SDS, 50% glicerol, 10%
mercaptoetanol) ao sobrenadante na proporcdo de 4 partes de amostra para 1
parte de tampéo. Essa solucéo foi aquecida a 95°C por 5 minutos para desnaturar

as proteinas, e armazenada a -40°C até o seu uso.
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Para a quantificacdo de proteinas, foi utilizado um kit comercial (BCATM
protein assay kit®, Pierce, Rockford, EUA) que se baseia no método de Bradford
(BRADFORD, 1976).

3.2.11.1 Preparo do gel de poliacrilamida e eletroforese

Procedeu-se conforme protocolo de Sambrook et al. (1989) e Harlow &
Lane (1988), descrito sucintamente a seguir. Os géis foram preparados em
bicamada, sendo a camada superior (gel de empacotamento) constituida de
acrilamida a 5%, 125 mM Tris pH 6,8, 0,1% SDS, 0,1% persulfato de amonio e 0,1
% TEMED. O gel inferior (resolutivo) foi preparado com 10 % de poliacrilamida,
380 mM Tris.HCI, pH 8,8, 0,1 % persulfato de aménio e 0,077 % TEMED. Um
padrdo de baixo peso molecular (BioRad®, Philadelphia, EUA) foi usado para a

comparacao dos pesos das fragOes separadas.

A eletroforese foi executada a 120 V em tampao de corrida (25 mM Trizma
base, 192 mM glicina, 0,1% SDS e pH 8,3) até que as amostras percorressem

todo o gel.

3.2.11.2 Transferéncia de proteinas do gel para a membrana (nitrocelulose)

Apds a separacdo, a etapa de transferéncia das proteinas para uma
membrana de fluoreto polivinidileno (PVDF) foi realizada em uma cuba de
eletroforese contendo tampéo de transferéncia (25 mM Trizma base, 192 mM
glicina, 20% de metanol e pH 8,3). Um "sanduiche" foi entdo montado na seguinte
ordem: esponja, 2 folhas de papel 3MM, membrana, gel, 2 folhas de 3 MM
(Whatman), esponja. Procedeu-se com a transferéncia em cuba de eletroforese,
sob corrente de 30V por 2 horas.

A eficiéncia da transferéncia foi verificada, corando-se a membrana por 5
min com corante Ponceau (1% Ponceau, 1 % acido acético), seguida de lavagem
com agua destilada ou TBST (Tris, pH 7,5, 20 mM, NaCl 0,9 %, 0,1% Tween 20).
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3.2.11.3 Sondagens das proteinas com anticorpos

Os sitios sem proteinas das membranas foram bloqueados com proteinas
de leite desnatado Molico, a 3 %, em tampao TBST, por 0,5-2 h, a temperatura
ambiente e sob agitacdo. ApGs o bloqueio, a membrana foi lavada 3 vezes com
TBST.

Para a sondagem das proteinas (imunoblot), a membrana foi incubada
overnight a 4°C e sob agitacdo constante, com 0s seguintes anticorpos primarios:
anti-NFkB [total (Catalogo SC-33039, Sant Cruz Biotechnology, Dallas, EUA) e
fosforilado (Catadlogo SC-372, Santa Cruz Biotechnology, Dallas, EUA)] nas
seguintes concentragfes: 1:1.000 (anti-NFkB total), 10:1.000 (anti-NFkB
fosforilado) em TBST; anti-IkBa [total (Catadlogo SC-371, Sant Cruz Biotechnology,
Dallas, EUA) e fosforilado (Catdlogo SC-101713, Santa Cruz Biotechnology,
Dallas, EUA)] nas seguintes concentragdes: 1:1.000 (anti-NFkB total), 2:1.000
(anti-NFkB fosforilado) em TBST.

Posteriormente, a membrana foi novamente lavada 3 vezes, por 10 min e
incubada por 2 horas com o anticorpo secundario (anti IgG de coelho conjugado
com biotina, R&D Systems, Abingdon, Reino Unido) numa diluicdo de 1:10.000
em TBST. Apos a incubacédo, a membrana foi lavada novamente.

3.2.11.4 Revelagdo com sistema quimioluminescente

A revelacgao foi feita por quimioluminescéncia, utilizando o kit de revelagéo
ECL (ECL Plus Western Blotting Detection Reagents®, Amersham Biosciences,
Pittsburgh, EUA). As aquisicbes e andlise das imagens foram feitas no
equipamento ImagiQuanti 400® (GE Healthcare, Pittsburgh, EUA). A B-actina foi
utilizada como padréo para a quantificacdo das bandas formadas (3:1. 000.000).
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3.2.12 Viabilidade celular

As células da medula foram cultivadas como descrito no item 3.2.9 para a
avaliacdo da viabilidade. Apo6s o periodo de cultura as células foram retiradas
com o auxilio do scraper e centrifugadas 1200rpm por 10min. Ao pellet foi
adicionado 50ul de tampao anexina, 2,5ul de anexina V (Catalogo 556419, BD
Pharmingen™) e 8ul de iodeto de propidio (Catalogo 51-66211E, BD
Pharmingen™), nos tubos controles foi adicionado apenas o anticorpo
correspondente. Na sequéncia as amostras foram incubadas por 20 min no
escuro em temperatura ambiente. Ao final foram acrescentados mais 200ul de
tampdo anexina e entdo realizada a analise no citbmetro de fluxo FACS Canto
(Becton and Dickinson, San Jose, CA, USA). Um total de 50.000 eventos foi
adquirido e as analises posteriores a aquisicdo utilizou-se do programa
CELLQuest Pro®. As células foram marcadas pelo iodeto de propidio e anexina V.

3.2.13 Ensaio de quimiotaxia de neutréfilos in vitro

As amostras de sangue total e da medula 6ssea foram obtidas como
descrito no item 3.2.5 e 3.2.7 respectivamente, os neutrofilos foram separados
pelo método de Percoll modificado (Eggleton, 1998). O gradiente de Percoll para
isolar as células do SP foi feito através da lenta adicdo de 2 ml de solucédo de
Percoll a 70% em cima de 2 ml de solu¢cédo de Percoll a 60%, ambas diluidas em
PBS 0,1% BSA. J& para as células da MO foram usados 4ml nas diluicdes de
81% e 62%. Em seguida 2 ml de sangue total ou 4 ml do lavado da medula foram
adicionados lentamente acima do gradiente de Percoll e centrifugados a 1600xg
por 35 min, em temperatura ambiente. Depois da centrifugacdo um halo se
formou entre as solu¢des de Percoll contendo os polimorfonucleados que foram
coletados. Os polimorfonucleados foram lavados com PBS 0,1% BSA através de
centrifugacédo a 1200rpm por 10min a 22°C por duas vezes. Apds a lavagem os
polimorfonucleados foram ressuspendidos a 2x10° células/ml em meio RPMI
1640.
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Na sequéncia, foram preparadas placas de 24 wells com meio RPMI 1640
com as diferentes concentracdes de GLUT e com a adi¢&o de LPS a 1,25 pg/mL.
Em cada poco foi colocado um insert equipado com filtro de poros de 8 pum, dentro
dos quais foram plaqueadas as células na concentragéo de 2x10° células/mL nas
respectivas concentragdes de GLUT. A placa entdo foi mantida em incubadora em
uma atmosfera umidificada a 95%, 5% de CO, a 37°C por 24 horas. Apos este
periodo, o insert foi retirado e as células que migraram foram contadas em

camara de neubauer.

3.2.14 Avaliacdo da expressao de CD11b e CD18 em granulécitos da MO e
SP

As células da medula foram cultivadas como descrito no item 3.2.9 para a
avaliagdo da expressédo de CD11b e CD18. Ap0s o periodo de cultura as células
foram retiradas com o auxilio do scraper e centrifugadas 1200rpm por 10min.

Formando o pellet da amostra.

As células do sangue periférico foram coletadas como descrito no item
3.2.5 e entdo se prosseguiu com a separacdo dos polimorfonucleados, através do
gradiente de Percoll como descrito no item 3.2.13. Entdo foi realizado 2 vezes o
processo de lise dos eritrécitos, o qual consiste em adicionar 3mL de solucao
hipotbnica, por 1 min, em seguida foi colocado 3ml de solucéo hiperténica, por 1
min. Na sequéncia adicionou-se 5mL de PBS 1% e procedeu-se entdo com
centrifugag&o a 1500rpm por 7min. Formando o pellet da amostra.

Em ambos os casos ap0s a preparacdo das amostras, foi adicionado ao
pellet 20uL da solugcdo contendo os anticorpos anti-CD11b (FITC) (Catalogo
553310, BD Pharmingen™) e anti-CD18 (APC) (Catdlogo 562828, BD
Pharmingen™) na concentracdo de 1/200 pL. As amostras foram incubadas
durante 20 minutos no escuro e a temperatura ambiente. Ao final foram
acrescentados mais 200ul de PBS e entdo realizada a analise no citbmetro de
fluxo FACS Canto (Becton and Dickinson, San Jose, CA, USA). Um total de
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100.000 eventos foi adquirido e as analises posteriores a aquisi¢ao utilizou-se do
programa CELLQuest Pro®.

3.2.15 Analise estatistica

Os resultados obtidos foram analisados utilizando o programa GraphPad
Prism for Windows versdo 2.01. Os dados foram primeiramente submetidos ao
teste de homocedasticidade da amostra e classificados em paramétricos ou nao
paramétricos pela aderéncia a curva Normal (curva Gaussiana).

Dados considerados paramétricos foram submetidos a analise estatistica
Teste T de Student, enquanto que os considerados ndo paramétricos foram
submetidos a andlise estatistica Mann- Whitney. Para avaliar o efeito do modelo
foram feitas andlises entre os grupos Controle e Desnutrido. Para a avaliacdo da
acdo da GLUT, foram realizadas comparacdes da diferentes concentracfes
dentro de cada grupo (controle e experimental). O nivel de significancia adotado
foi de 95% (p<0,05).
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4 RESULTADOS

4.1 DETERMINACAO DO CONSUMO DE RACAO E PESO CORPOREO

Apés o periodo de adaptagcdo os animais foram divididos em dois grupos,
controle e desnutridos, que passaram a receber dietas isocaldricas contendo,
respectivamente 12% (normoproteica) e 2 % (hipoproteica) de proteina (Tabela 1)

durante o periodo de inducéo a desnutricao.

Foi avaliado o consumo de racado, a ingestao diaria de proteina de cada
animal, o peso ao final do periodo experimental e a variagcdo do peso corporal.
Calculou-se a ingestdo diaria de proteinas pelos animais a partir do consumo
diario de racédo e do conteudo proteico presente nas racdes utilizadas, que como
descrito no item 3.2.2, realizou-se a dosagem da porcentagem de proteina em
cada lote de ragéo produzida e fornecida aos animais.

O consumo de racdo foi semelhante entre os grupos (Graficol-A), no
entanto, devido as diferentes dietas, a ingestdo de proteina entre os grupos foi
significativamente menor (Grafico1-B) o que resultou em um menor de peso nos
animais desnutridos (Gréaficol-C), sendo que os animais controle ganharam cerca
de 12% enquanto os animais desnutridos perderam cerca de 18% em relacéo ao
peso inicial (Graficol-D). Dessa forma, o tipo de desnutricdo induzido pode ser

classificado como desnutricdo proteica (DP).
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Grafico 1. Consumo de racdo e avaliagdo do peso corpéreo. (A) Consumo diario em
gramas de racdo por animal dos grupos Controle e Desnutrido. (B) Ingestdo diaria em
gramas de proteina por animal dos grupo Controle e Desnutrido. (C) Peso corpéreo dos
grupos Controle e Desnutrido ao final do experimento. (D) Variacdo final do peso
corp6reo dos grupos Controle e Desnutrido. Resultados expressos em média e erro
padrdo. Teste T de Student. ***p<0,001 (n=45). n representa 0 numero de animais
avaliados.

4.2 AVALIACAO DAS CONCENTRACOES DE PROTEINAS TOTAIS,
ALBUMINA SERICA E PRE-ALBUMINA

Apés o periodo de inducdo a DP, os animais foram eutanasiados como
descrito no item 3.2.5 e no soro obtido através da centrifugacdo do sangue
periférico sem anticoagulante foram dosadas as concentracbes séricas de

proteinas totais, albumina e pré-albumina. Camundongos submetidos a racao
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hipoproteica apresentaram valores séricos de proteinas totais, albumina, pré-
albumina significativamente menores que 0s animais do grupo controle (Tabela

4), caracterizando o quadro de DP.

Tabela 4. Resultados das concentracdes séricas de proteinas totais, albumina,
globulinas e pré-albumina, dos grupos controles e desnutridos.

Parametros Controle Desnutrido
(n=12) (n=12)

Proteinas totais (g/dL) 6,09 +0,13  4,02+0,11"

Albumina (g/dL) 2,72+0,07 1,97 +0,08"

Pré-albumina (mg/dL) 12,01+0,12 5,81+0,20"

Tabela 4. Concentracfes séricas de proteinas totais, albumina, globulinas e pré-
albumina, dos grupos controles e desnutridos. Resultados expressos em valores médios
+ 0 desvio padrdo de proteinas totais, albumina e pré-albumina dos animais do grupo
controle e desnutrido. Os animais do grupo controle (n=12 animais) e desnutrido (n=12
animais) receberam, respectivamente, a racdo normoproteica e a ragdo hipoproteica.
Valores significativos para *p< 0,05 e ** p< 0,01. n representa 0 nUmero de animais
avaliados.

4.3 PERFIL HEMATOLOGICO

4.3.1 Hemograma

A DP induzida nestes animais provocou alteragbes significativas no
eritrograma e leucograma dos animais. O grupo desnutrido apresentou diminuicédo
significativa na celularidade de praticamente todas as séries analisadas quando

comparados ao grupo controle.

Os animais do grupo controle e desnutrido nao apresentaram altera¢des no
eritrograma quando estimulados in vivo com LPS e/ou glutamina e comparado

com os respectivos grupos Sham. Entretanto, observamos alteracbes na série
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leucocitaria. Animais estimulados com LPS, tanto do grupo controle quanto do
grupo desnutrido, quando comparados com 0s respectivos animais do grupo
Sham apresentaram reducdo do numero de leucdcitos circulantes, que apesar de
ser observado em todas as séries € ocasionado principalmente pela reducdo da
série neutrofilica. Animais dos grupos controle e desnutrido quando estimulados
com LPS e administrado posteriormente a GLUT apresentaram parcial reversao
da leucopenia e neutropenia que fora inicialmente constatada nos grupos

estimulados apenas com LPS.
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Grafico 2. Hemograma. (A) Resultados representam a média e erro padrdo da
guantidade de heméacias do sangue periférico dos grupos Controle (C) e Desnutrido (D)
com os diferentes estimulos. (B) Resultados representam a média da quantidade de
hemoglobina do sangue periférico dos grupos C e D com os diferentes estimulos. (C)
Resultados representam a média da quantidade de hematécrito do sangue periférico dos
grupos C e D com os diferentes estimulos. (D) Resultados representam a média da
quantidade de plaquetas do sangue periférico dos grupos C e D com os diferentes
estimulos. (E) Resultados representam a média da quantidade de leucdcitos do sangue
periférico dos grupos C e D com os diferentes estimulos. (F) Resultados representam a
média da quantidade dos valores absolutos do diferencial leucocitério para neutréfilos do
sangue periférico dos grupos C e D com os diferentes estimulos. (G) Resultados
representam a média da quantidade dos valores absolutos do diferencial leucocitario para
eosindfilos do sangue periférico dos grupos C e D com os diferentes estimulos. (H)
Resultados representam a média da quantidade dos valores absolutos do diferencial
leucocitério para linfécitos do sangue periférico dos grupos C e D com os diferentes
estimulos. (I) Resultados representam a média da quantidade dos valores absolutos do
diferencial leucocitario para mondcitos do sangue periférico dos grupos C e D com os
diferentes estimulos. Resultados expressos em média + desvio padrdo da média (DPM).
Letras diferentes sobrescritas significam diferengas significativas entre os grupos (p <
0,05; ANOVA) (n=6).
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4.3.2 Mielograma

No grupo desnutrido observou-se hipoplasia com significativa redu¢do no
namero de células totais, bem como diminuicdo no nimero de blastos, do nimero
de células da série granulocitica e da série eritrocitaria quando comparados ao
grupo controle.

Os animais do grupo controle e desnutrido ndo apresentaram alteragdes na
série eritréide quando estimulados in vivo com LPS e/ou glutamina e comparado

com 0s respectivos animais do grupo Sham.

Em relacdo a linhagem granulocitica constatou-se diferencas entre animais
estimulados in vivo com LPS e/ou glutamina ao se comparar com 0s respectivos
animais do grupo Sham. Entretanto a comparacdo entre animais estimulados in
vivo com LPS e animais estimulados in vivo com LPS e suplementados com

glutamina néo apresentou diferencas.
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Grafico 3. Mielograma (A) Resultados representam a média da quantidade de células
totais do mielograma dos grupos Controle (C) e Desnutrido (D) com os diferentes
estimulos. (B) Resultados representam a média da quantidade de blastos presentes no
mielograma dos grupos C e D com os diferentes estimulos. (C) Resultados representam
a média da quantidade de eritroblastos jovens presentes no mielograma dos grupos C e
D com os diferentes estimulos. (D) Resultados representam a média da quantidade de
eritroblastos maduros presentes no mielograma dos grupos C e D com os diferentes
estimulos. (E) Resultados representam a média da quantidade de formas jovens
presentes no mielograma dos grupos C e D com os diferentes estimulos. (F) Resultados
representam a média da quantidade de formas em anel presentes no mielograma dos
grupos C e D com os diferentes estimulos. (G) Resultados representam a média da
guantidade de segmentados presentes no mielograma dos grupos C e D com os
diferentes estimulos. (H) Resultados representam a média da quantidade de linfécitos
presentes no mielograma dos grupos C e D com os diferentes estimulos. () Resultados
representam a média da quantidade de mondcitos presentes no mielograma dos grupos
C e D com os diferentes estimulos. (J) Resultados representam a média da quantidade
de eosindfilos presentes no mielograma dos grupos C e D com os diferentes estimulos.
Resultados expressos em média + desvio padrdo da média (DPM). Letras diferentes
sobrescritas significam diferengas significativas entre os grupos (p <0,05; Teste T de
Student) (n=6).
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4.4 DOSAGEM DE CITOCINAS

4.4.11In vitro

Com o objetivo de investigar a participacdo do aminoacido glutamina em
um modelo de desnutricdo na producdo de citocinas in vitro, foram plaqueadas
1x10° células da cultura, em placas de 24 wells e em seguida tratadas como
descrito no item 3.2.9, depois de 24 horas, foi feito estimulo com LPS por 30
minutos, apds esse periodo 0 sobrenadante foi coletado e acondicionado a -40°C
para dosagem das citocinas IL1-q, IL6, IL-10, IL-12 e TNF-a por ELISA.

As células medulares em cultura ndo produziram IL-10 e IL-12 em niveis
detectaveis pela técnica utilizada, ndo sendo possivel a sua quantificacdo. Os
niveis de IL-1a (Grafico-4A) e IL-6 (Grafico-4B) se apresentam mais elevados
nos meios de culturas em que ndo houve suplementacdo de GLUT. Tanto nos
grupos controles quanto nos desnutridos ha diferenca estatistica entre 0os grupos
OmM para os com as diferentes concentracfes de GLUT, para os niveis de IL-1a,
enquanto que nos niveis de IL-6 esta diferenca s6 é observada nos grupos
controles. A dosagem de TNF-a (Grafico-4C) ndo mostrou diferenca significativa
entre 0S grupos.
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Grafico 4. Producéo de IL1-q, IL6 e TNF-a por células medulares em cultura com
diferentes concentracbes de GLUT. (A) Producdo de IL-1a com as diferentes
concentragcbes de glutamina e estimuladas com LPS (n=4). (B) Producéo de IL-6
com as diferentes concentracdes de glutamina e estimuladas com LPS (n=4). (C)
Produgédo de TNF-a com as diferentes concentracdes de glutamina e estimuladas
com LPS (n=4). Resultados expressos em média e erro padrdo, n representa o
namero de animais avaliados. Letras diferentes sobrescritas significam diferencas
significativas entre as concentracbes de GLUT de um mesmo grupo. * significa
diferencas significativas entre os grupos controle e desnutrido tratados com a
mesma concentragdo de glutamina. (p <0,05; Mann-Whitney).
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4.4.2In vivo

Conforme descrito no item 3.2.4 os animais que receberam o estimulo de
LPS, o receberam através de uma injecdo por via endovenosa de 100uL de
solugdo na concentragcdo 12,5 ng/uL de LPS, enquanto que a GLUT foi
administrada na concentracdo 0,75mg/Kg, para a avaliacdo os efeitos da

suplementacdo da GLUT na producéo de citocinas in vivo.

O TNF-a é uma citocina proé-inflamatéria e encontra-se significativamente
aumentada nos grupos em que foi feito o estimulo de LPS. A administracéo de
GLUT posterior ao estimulo de LPS foi capaz de diminuir significativamente o
aumento na producdo de TNF-a causado pelo LPS, tanto no grupo controle

guanto no desnutrido (Grafico 5A).

Os niveis de IL-10 circulante (Grafico 5B) aumentam significante com o
estimulo de LPS, entretanto a administracdo de GLUT nesses animais nao altera

significativamente a producéo desta citocina.
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Gréafico 5. Dosagem de TNF-a e IL-10 no soro dos animais controle e
desnutridos. (A) Dosagem de TNF-a circulante nos grupos estimulados in vivo
(n=4). (B) Dosagem de IL-10 circulante nos grupos estimulados in vivo (n=4).
Resultados expressos em meédia e erro padréo, n representa o numero de animais
avaliados. Letras diferentes sobrescritas significam diferencas significativas entre
os estimulos recebidos de um mesmo grupo (p <0,05; Mann-Whitney).
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4.5 EXPRESSAO DE NF-kB E, IkBa

A expressdo do NF-kB e do seu inibidor foram avaliadas em células
medulares mantidas em cultura como descrito no item 3.2.9 e estimuladas com

LPS pela técnica de Western Blotting, descrita no item 3.2.11.

As bandas foram quantificadas e determinou-se a relacao entre as por¢goes
fosforilada e total de NF-kB (p-NF-kB/ NF-kB) (Gréafico-6). De acordo com o0s
resultados o meio suplementado com 10mM de GLUT apresenta uma diminuicao
significativa na razdo p-NF-kB/ NF-kB em relacdo ao meio sem a presenca de
GLUT, OmM.
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Grafico 6. Expressao de p-NF-kB/ NF-kB em células medulares em cultura nas
diferentes concentracfes de GLUT e estimuladas com LPS (n=4). Resultados
expressos em média e erro padrédo da razéo entre a porcao fosforilada e total, n
representa 0 numero de animais avaliados. Letras diferentes sobrescritas
significam diferencas significativas entre as concentracdes de GLUT de um
mesmo grupo. (p <0,05; Mann-Whitney).

A relacdo entre as porcOes fosforilada e total de IkBa (p-IkBa/lkBa)
(Grafico-7) também foram determinadas depois da quantificacdo das bandas. S6
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foi possivel detectar diferencga significativa no grupo controle entre as células em
cultura na concentragcéo de 2mM de GLUT e as cultivadas com meio sem GLUT,
OmM.
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Gréfico 7. Expressdo de p-lkBa/lkBa em células medulares em cultura nas
diferentes concentracdes de GLUT e estimuladas com LPS (n=4). Resultados
expressos em média e erro padrdo, n representa o nimero de animais avaliados.
Letras diferentes sobrescritas significam diferencas significativas entre as
concentracdes de GLUT de um mesmo grupo (p <0,05; Mann-Whitney).

4.6 VIABILIDADE CELULAR

A viabilidade celular foi avaliada através de um ensaio com anexina e
iodeto de propidio utlizando-se as células medulares em cultura com as
diferentes concentracdes de GLUT e com o estimulo de LPS. O perfil das
populacdes celulares do lavado medular de camundongos dos grupos controle e

desnutrido, obtidos por citometria de fluxo, encontra-se no Grafico 8.
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Grafico 8. Perfil das populagbes das células medulares em cultura adquiridas em
Citbmetro de Fluxo. Representagdo grafica do resultado da populacdo total de
células medulares em cultura de animais controle e desnutrido com aquisicdo de
50.000 eventos. Selecdo do “gate” R1 representativo das células granulociticas.

A presenca de GLUT no meio de cultura ndo alterou significativamente a
viabilidade celular das células provenientes de animais desnutridos, entretanto
nas células provenientes dos animais controles destaca-se um aumento na
viabilidade celular em culturas com 0,6mM de GLUT, interessante salientar que
esta € a concentracdo presente em animais adultos saudaveis.
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Gréfico 9. Viabilidade das células granulociticas medulares em cultura.
Porcentagem das células granulociticas medulares viaveis em cultura com
diferentes concentracdes de GLUT (n=3). Resultados expressos em meédia e erro
padrdo, n representa o numero de animais avaliados. Letras diferentes
sobrescritas significam diferencas significativas entre as concentragcdes de GLUT
de um mesmo grupo (p <0,05; Mann-Whitney).

4.7 ENSAIO DE QUIMIOTAXIA

As amostras de sangue e medula 6ssea foram obtidas como descrito no
item 3.2.5 e 3.2.7 respectivamente e entdo foi realizado o isolamento de

polimorfonucleares e o ensaio de quimiotaxia como descrito no item 3.2.13.

Apesar das médias do numero de células que migraram nos grupos com
suplementacdo de GLUT serem menores do que no grupo sem a GLUT, so6 foi
encontrada diferenca estatistica no grupo controle entre as concentragcbes OmM e
10mM, tanto nas células do SP quanto da MO. Constatando-se que a
suplementacdo do meio com glutamina teve acgdo inibitéria na capacidade

migratéria das células na concentracdo de 10mM.
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Gréafico 10. Ensaio de Quimiotaxia com polimorfonucleados do SP e MO. (A)
Numero de células do sangue periférico que migraram com as diferentes
concentracbes de glutamina (n=6) (B) Resultados representam a média da
quantidade de células medulares que migraram com as diferentes concentracfes
de glutamina (n=6). Resultados expressos em média e erro padréo, n representa
0 numero de animais avaliados. Letras diferentes sobrescritas significam
diferencas significativas entre as concentragdes de GLUT de um mesmo grupo (p
<0,05; Mann-Whitney).
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4.8 EXPRESSAO DE CD11b/CD18

4.8.1Em granuldcitos da MO

Apés o periodo de cultura com as diferentes concentracdes de GLUT e
estimulo de LPS estas células foram retiradas com o auxilio do scraper e

marcadas com anticorpos anti-CD11b e anti-CD18, como descrito no item 3.2.14.

A andlise da média geométrica da intensidade de fluorescéncia foi realizada
a partir do “gate” contendo as células granulociticas, sendo avaliado a expresséo
do CD11b (Grafico 11A) e do CD 18 (Gréfico 11B).

Durante a analise estatistica ndo foi observado diferenca significativa na
média geométrica da intensidade de fluorescéncia de ambas as moléculas de

adesao, entre 0s grupos.
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Grafico 11. Expressdo de CD1lb e CD18 em granulocitos medulares. (A)
Expressdo de CD11lb em granuldcitos medulares provenientes da cultura das
células do lavado da MO com as diferentes concentra¢des de glutamina (n=7). (B)
Expressdo de CD18 em granulécitos medulares provenientes da cultura das
células do lavado da MO com as diferentes concentragbes de glutamina (n=7).
Resultados expressos em média e erro padréo, n representa 0 nimero de animais
avaliados. (Mann-Whitney).
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4.8.2Em granulécitos do SP

Para realizacdo da avaliacdo da expressao de CD11b e CD 18 em células
do SP foram utilizados animais estimulados in vivo, como descrito no item 3.2.4.
Os animais apos receberem os estimulos foram anestesiados, tiveram o sangue
coletado e entdo foram eutanasiados. As amostras de SP passaram pelo
gradiente de Percoll, descrito no item 3.2.13 e pela lise de hemacias, descrito no
item 3.2.14 e entdo foram marcadas com anticorpos anti-CD11b e anti-CD18,
como descrito no item 3.2.14.

A andlise da média geométrica da intensidade de fluorescéncia foi
realizada a partir do “gate” contendo as células granulociticas, sendo avaliado a
expressdo do CD11b (Grafico 12A) e do CD 18 (Grafico 12B).

No grupo controle a administracdo da GLUT ap6s o estimulo de LPS néo
alterou significativamente a média geométrica da intensidade de fluorescéncia em
ambas as moléculas de adesao, entretanto no grupo desnutrido constata-se que a
GLUT reduziu a mesma quando avaliado em relagéo ao CD 18.
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Gréfico 12. Expressao de CD11b e CD18 em granuldcitos do Sangue Periférico.
(A) Expressdao de CD11lb em granulocitos do SP provenientes de animais
estimulados in vivo com LPS e LPS e GLUT (Controle n=3; Desnutrido n=5). (B)
Expressdo de CD18 em granulécitos do SP provenientes de animais estimulados
in vivo com LPS e LPS e GLUT (Controle n=3; Desnutrido n=5). Resultados
expressos em média e erro padrdo, n representa o numero de animais avaliados.
* significa diferencas significativas entre os grupos controle e desnutrido tratados
com a mesma concentragéo de glutamina. (p <0,05; Mann-Whitney).
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5 DISCUSSAO

A desnutricao é globalmente um dos maiores fatores de risco para doencas
e morte, afetando principalmente criancas e mulheres gravidas. Este fato se da
devido ao comprometimento da resposta imune, que inclui imunidade inata,
produgédo de citocinas e de anticorpos (AMARE et al, 2012). Sabe-se que a
deficiéncia de alguns nutrientes pode reduzir a funcdo imune do hospedeiro,
prejudicando a resisténcia do organismo as doencas e aumentando o risco de
mortalidade (PAPIER et al., 2014). Alguns trabalhos demonstraram que a
desnutricdo provoca alteracbes morfofuncionais em tecidos e 6rgaos linfo-
hematopoiéticos, essenciais para ontogenia e maturacao de células imunoldgicas,
e modifica a resposta efetora de células das imunidades inata e adaptativa,
aumentando assim a susceptibilidade do individuo desnutrido a agentes
infecciosos (BORELLI et al., 1995; VITURI et al., 2000; XAVIER et al., 2007).

Nas ultimas décadas muitos trabalhos tém sido desenvolvidos com o intuito
de desvendar a relacdo entre infeccdo/desnutricio e, embora muitos
conhecimentos tenham sido obtidos, os mecanismos pelo quais esta interacao
ocorre, ainda ndo estdo totalmente esclarecidos. Quanto a relacdo da resposta
inflamatéria em situacdes de desnutricdo a literatura € um pouco controversa. O
gue pode ser devido aos diferentes modelos experimentais, ja que grande parte
destes estudos € realizada em animais e 0s mesmos possuem diversas
caracteristicas distintas, como: diferenca entre as espécies, isogenicidade ou néo
das espécies, sexo, idade, tipos e formas de desnutricdo e ainda diferentes

estimulos infecciosos.

Em nosso trabalho induzimos um modelo de desnutricdo proteica em
camundongos BALB/c machos devido a sua caracteristica isogénica e com a
intencdo de evitar flutuagcdes hormonais provocadas pelo ciclo estral das fémeas.
Optamos por animais com cerca de dois a trés meses de idade por considerar
gue animais adultos jA tenham atingido a maturidade hematopoiética, sendo
consenso que a hematopoese apresenta importantes alteracbes em funcdo da
idade tanto em animais quanto em humanos (BANNERMAN, 2007; FOCK, 2005).
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Com o objetivo de controlar de forma mais meticulosa a composicao
nutricional da racéo fornecida durante o periodo experimental, adotou-se o uso da
racdo produzida in house no lugar da racdo comercial, que pode apresentar

variacfes na sua composicao de acordo com o lote fabricado.

Dados anteriores do nosso grupo permitiram a padronizacdo do modelo
murino experimental de desnutricdo. Ensaios demonstraram que a variacdo do
peso dos camundongos desnutridos foi semelhante apds os periodos de cinco ou
nove semanas de inducdo a desnutricdo (dados ndo demonstrados)
(HASTREITER, 2014). Com o intuito de otimizar o tempo experimental
selecionou-se o intervalo de cinco semanas para induzir a desnutricdo. Sendo
que, segundo Quinn, o periodo de cinco semanas para 0 camundongo tem
grandeza semelhante a dois anos para o homem (QUINN, 2005), pode-se

considerar como cronica a desnutricao induzida em nosso modelo experimental.

Na literatura ndo ha um consenso entre a vinculo entre o consumo de
racdo e as dietas hipoproteicas. Alguns trabalhos relataram comportamento
anorético dos animais (BECK et al., 1989; MERCER et al., 1994), enquanto outros
relataram o aumento do consumo (COLOMBO et al., 1992; WHITE et al., 1998;
NAKAJIMA et al., 2014). Considerando que 0s animais consumiram quantidades
semelhantes de racdo, e ponderando que as racdes foram formuladas e
preparadas com uma composicdo isocaldrica, pode se considerar que 0s

camundongos estiveram submetidos a uma dieta somente de restricdo proteica.

Além do consumo de ragdo como parametro nutricional, foram avaliados
outros critérios com a finalidade de verificar o perfil nutricional dos animais, ao
longo do periodo de inducéo da dieta os animais do grupo desnutrido perderam
cerca de 18% do peso corpdreo comparando-se ao peso no primeiro dia de
inducdo da dieta, ao passo que o0s animais do grupo controle ganharam uma

meédia de 12% de peso no periodo supramencionado.

Por ser um reservatério de proteina no organismo o tecido muscular
esquelético € sensivel a desnutricdo proteica. Portanto, quando h& déficit no
balanco nitrogenado na dieta, este tecido torna-se alvo de deplecédo, provocando
a perda de peso verificada em individuos desnutridos (ALVES, et. al. 2008). A

musculatura lisa do intestino também pode disponibilizar aminoacidos (EMERY,
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2005), mas a principal fonte é proveniente do catabolismo muscular esquelético
em casos de restricdo proteica (HUANG; FRAKER, 2003; ALVES et al, 2008;
MALAFAIA, 2010). Os aminoacidos uma vez presentes no sangue periférico sao
captados pelo figado sendo utilizados na sintese proteica e/ou na gliconeogénese
(CARPENTIER et al., 1982). Ademais dependendo da intensidade da desnutricdo
verifica-se a degradacao de tecido adiposo para a sustentagdo do metabolismo
energético (GROVER e EE, 2009), contribuindo para a perda de peso do

organismo.

Conforme esperado a dieta hipoproteica administrada aos animais
desnutridos reduziu significativamente as concentragfes séricas de proteinas
totais, albumina e pré-albumina. O nivel de proteinas, entre elas, principalmente o
nivel da albumina esta frequentemente associado ao estado nutricional e a sua
diminuicdo € proveniente da menor biossintese hepatica, limitada ao substrato
proteico restrito em casos de desnutricdo (CUPPARI e KAMIMURA, 2009).
Apesar dos niveis de proteinas se alterarem em outras situa¢cdes como é 0 caso
de processos inflamatérios (TAPPENDEN et al, 2013), ao levar em consideracdo
a associacdo da perda de cerca de 18% do peso corpéreo, ingestdo diaria de
proteina juntamente com a reducdo de proteinas totais, albumina e pré-albumina
e ainda dados do hemograma tem-se bons indicadores da instalagdo da DP no

modelo experimental.

Em relacdo aos dados hematoldgicos, os animais do grupo desnutrido
apresentaram-se leucopénicos e anémicos, além de terem comprometimento

medular em relacdo ao grupo controle.

Os resultados dos leucogramas dos animais desnutridos mostraram uma
diminuicdo quantitativa significativa de leucdcitos, que foi caracterizada num
menor valor absoluto de linfécitos, neutrofilos e mondcitos circulantes no sangue
periférico, entretanto nenhuma alteracdo qualitativa foi identificada. Esta
leucopenia pode comprometer tanto a imunidade inata, quanto a adquirida,
conforme descrito em trabalhos anteriores do nosso grupo (FOCK et al, 2007,
2010; LIMA, 2013).

O quadro anémico foi caracterizado pela reducédo do nimero de hemacias

com consequente reducdo na porcentagem do volume do hematdcrito e pela
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baixa concentracdo de hemoglobina. Dados de nosso laboratorio demonstram
que a anemia provocada pela DP é hipoproliferativa, com redu¢cdo no numero de
reticulocitos (BORELLI et al.,, 2009), baixa responsividade a eritropoetina
(BORELLI et al., 2007) e com um maior numero de células tronco hematopoiéticas
em fase GO do ciclo celular (NAKAJIMA, 2010). O numero de plaquetas foi
semelhante nos dois grupos avaliados e estd4 de acordo com dados da literatura

descritos desde 1978 (FRIED et al., 1978).

Observou-se também que os animais estimulados com LPS e/ou GLUT
nao apresentaram alteracdes significativas no eritrograma, ja na série leucocitaria
constatou-se que animais estimulados com LPS apresentam uma reducdo no
namero de leucdcitos, consequentemente com a diminuicdo de todas as séries
leucocitarias no SP. Esta reducdo dos leucécitos pode ser ocasionada pelo
aumento da migracdo destas células para tecidos, como o pulmédo (FOCK, 2005).
Apés 30 a 90 minutos do estimulo de LPS aumenta-se a producao de IL-1 e
TNFa, que por sua vez levam a ativacdo de diversas cascatas inflamatdrias,
incluindo outras citocinas, espécies reativas de oxigénio, mediadores de lipidios,
além de aumentar as moléculas de adesao que resultam em uma maior migracdo
celular para os tecidos (COHEN, 2002).

Quando comparado o grupo em que foi administrado apenas a GLUT com
0 que ndo recebeu estimulo, Sham, ndo se observa efeito algum, no entanto
guando comparados 0s grupos apenas com estimulo de LPS e o com LPS e
GLUT, constata-se que a GLUT possui capacidade de reverter, parcialmente, a
leucopenia e neutropenia causada pelo LPS.

Isto posto, a hipoplasia medular observada nos grupos desnutridos
corrobora as alteracbes hematoldgicas encontradas nestes animais. A reducdo
das células nucleadas na MO induzida pela DP €& resultante da baixa
disponibilidade de substrato, a qual prejudica a sintese proteica essencial para a
proliferagcéao celular, ou de alteragdes no microambiente medular, que modulam as
células tronco hematopoiéticas (BORELLI et al., 1995; VITURI et al., 2000;
XAVIER et al., 2007). Na celularidade da MO n&o foi observado efeito decorrente

da GLUT frente ao estimulo de LPS, como aquela presente no SP.
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Ensaios prévios do nosso grupo demonstraram que o estimulo de LPS por
30 minutos era suficiente para a produgdo de citocinas e sem provocar morte
celular. A avaliacdo da viabilidade celular das células medulares em cultura de
24horas nas diferentes concentracdes de GLUT e com 30 minutos de estimulo de
LPS na concentracdo de 1,25 pg/mL encontra-se entre 75,2-86,3% nos grupos
analisados. Sendo que a maior viabilidade foi verificada no grupo Controle 0,6mM,

mesma concentracdo observada em animais adultos saudaveis.

Sabe-se que a estimulacéo de células por LPS resulta na ativacdo da IKK,
a qual promove a fosforilagdo do inibidor do NF-kB (IkB-a). Este fato resulta na
degradacéo do IkB-a e, subsequentemente, na liberagéo e translocagdo do NF-kB
para 0 nucleo, onde o NF-kB - um fator de transcricdo ubiquo que regula a
transcricdo de diversos genes envolvidos em respostas imunes e inflamatorias -
promove a ativacdo do gene que codifica diversas citocinas pré-inflamatorias
(BEUTLER, 2003; BEUTLER et al., 2006).

Notou-se neste trabalho uma tendéncia na diminuicdo de expressao da
relacdo de p-NFkB/NFkB em células medulares em cultura quando comparados o
grupo OmM de GLUT com os demais na presenca de GLUT (0,6, 2 e 10mM). Logo
h& menor expressao de proteina ativa, ou seja, menor quantia de NF-kB capaz de
ativar expressado génica. Sendo que se constatou diferenca significativa apenas
guando comparados os grupos OmM e 10mM de GLUT em ambos 0s grupos,
controle e desnutrido. Semelhantemente, as células cultivas na presenca de
GLUT apresentaram uma tendéncia na diminuicdo da expressao da relagcao de p-
IkBa/lkBa (ou seja, menor degradacdo do IkBa) do que aquelas cultivadas na
auséncia de GLUT, sendo encontrada diferenca significativa quando comparados

0S grupos controle OmM e 2mM.

Esses resultados corroboram com os dados encontrados na producao das
citocinas pro-inflamatérias. Apesar da producdo de TNF-a in vitro ndo ter
apresentado alteracdes significativas entre os grupos, os niveis de IL-1a e IL-6 in
vitro e TNF-a in vivo foram reduzidos na presenca de GLUT. A citocina anti-
inflamatoéria IL-10 in vivo, apresentou médias menores, porém sem diferenca
estatistica quando administrado a GLUT. O que nos leva a correlacionar que a

diminuicdo na producdo das citocinas observadas pode estar diretamente
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relacionada a diminuicdo da expressao da porcéo fosforilada do NF-kB (RENARD
et al., 1997; FITZGERALD et al., 2007).

Esse fato pode ser explicado, em parte, pela capacidade da glutamina de
aumentar intracelularmente a quantidade de GSH (glutationa reduzida) reduzindo
a atividade de quinases sensiveis ao estado redox. Sendo assim, ndo ha
liberacdo do NF-kB para o nucleo. O NF-kB encontra-se no citoplasma celular na
forma inativa devido sua associacdo com IkB e sendo sensivel ao estado redox
celular, onde pode ser fosforilado, ubiquitinado e posteriormente degradado,
liberando o NF-kB para o nucleo, aonde ira se ligar a sequéncias especificas do
DNA regulando a transcricdo de diversos genes (ROTH et al., 2002; CAAMANO;
HUNTER, 2002; LI; VERMA, 2002).

Em nosso grupo ja foram encontrados resultados semelhantes, células de
macrofagos peritoneais provenientes de animais desnutridos cultivadas com
glutamina em concentracdes de 2 ou 10 mmol/L, apresentaram reducédo da
proteina fosforilada IkBa e diminuicdo da expressdo de NF-kB fosforilado, bem
como reducdo na producdo de citocinas pro—inflamatérias como TNF-a e IL1-a
(LIMA et al.,, 2013). Também em concordancia com nossos resultados,
Wischmeyer e colaboradores relataram que a suplementacdo com GLUT acima
de 4 mM possui capacidade de diminuir a producdo de citocinas TNF-a em
células mononucleares do SP estimuladas in vitro com LPS (WISCHMEYER et al.,
2003). Outros trabalhos demonstraram que os efeitos no pré-tratamento com
glutamina nas células epiteliais do intestino humano, diminui a ativacao do NF-kB
e reduz a producao de citocinas pré-inflamatérias (HUBERT-BURON et al., 2006)
e que a glutamina diminui a producao de IL1, IL6 e IL8 e aumenta a producéo de
IL10 na mucosa duodenal de humanos (COEFFIER et al., 2001; 2003).

Por outro lado, Cruzat e colaboradores demonstraram, in vivo, que a
suplementacdo com GLUT na forma livre ou como dipeptidio diminui a liberacéo
de TNF-a imediatamente apdés o exercicio fisico intenso e que a razdo
GSH/GSSH no mdusculo séleo e no figado encontra-se aumentada (CRUZAT et
al., 2009). Segundo Wallace and Keast, 1992 e Yassad et al., 1997, o aumento da
secrecdo de IL1 e IL6 por macrofagos estimulados por LPS foi dependente da

concentracdo extracelular de glutamina e Rogero et al., 2010, mostrou que
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macréfagos peritoneais, quando estimulados com LPS e tratados com glutamina,
apresentam reducdo na expressdo das proteinas IKK-B e IkB-a, levando a um
aumento da expressdo do NF-kB e consequentemente aumentando também a

sintese de TNF-a.

As citocinas pr6 inflamatérias, TNF-a e IL-la, possuem efeitos pro-
migratérios sobre os neutrofilos, sendo capaz de promover a ativacdo de
integrinas na superficie nessas células e induzir a expressédo de selectinas e
ICAM-1 na superficie das células endoteliais, favorecendo assim a migracao
celular durante a resposta inflamatéria (Wagner and Roth 2000). A migracao é
rigorosamente controlada por uma combinacdo de processos quimicos,
mecanicos e moleculares que permite a transicdo de componentes celulares do
sangue para os tecidos, processo essencial para homeostasia dos tecidos
(ALVES-FILHO et al., 2008).

Os ensaios de quimiotaxia apresentam uma tendéncia na diminuicdo da
migracdo celular de polimorfonucleados em cultura provenientes tanto do SP
guanto da MO, no entanto, s foi possivel constatar diferenca significativa entre

0s grupos controle OmM e 10mM de GLUT.

Para a avaliacdo dos efeitos da GLUT na modulacdo das moléculas de
adesdo dos granuldcitos, foi avaliada a expressao de CD11b e CD18 in vitro e in
vivo. Na andlise in vitro utilizou-se de células provenientes da MO que foram
cultivadas nas diferentes concentracbes de GLUT, ndo sendo detectado
diferencas estatisticas entre 0s grupos para as médias geométricas de
intensidade de fluorescéncia, tanto para CD11b quanto CD18. Para a analise in
vivo utilizou-se de amostras de SP provenientes de animais estimulados in vivo
com LPS e GLUT. Sendo que a administracdo de GLUT reduziu
significativamente apenas a média geométrica de intensidade de fluorescéncia do

CD18 em animais desnutridos.

Outros autores ja relataram resultados que corroboram estes dados.
Segundo Chu, o pré-tratamento com GLUT reduz o infiltrado de leucdcitos devido
a inducéo de colite (CHU et al.,, 2012). Um estudo realizado em camundongos
com sepse por ligacdo cecal demonstrou que a GLUT aumenta a expressao de
CD11a/CD18 em linfécitos e diminui a expressdao de CD11b/CD18 em
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polimorfonucleados (YEH et al., 2006). Lin descreveu que a suplementacao de
GLUT diminui a expressdo de CD11b/CD18 apés gastrectomia em rastos wistar
(LIN et al., 2009). A GLUT é capaz de reduzir a expressédo de CD11a/CD18 em
camundongos diabéticos (TSAI et al.,, 2011) e em camundongos expostos ao
arsénico (PAI et al., 2008).

Entretanto, em contrastes com nossos resultados, segundo Kim, a
migracdo de células da polpa dental humana imortalizadas é aumentada de
maneira dose dependente de GLUT (KIM et al., 2014). Da mesma maneira, um
estudo realizado com cultura de mondcitos humanos em 7 diferentes
concentragbes de GLUT entre 0,05 e 2mM revelou que quanto maior a
concentracdo de GLUT maior a expressdao de CD11c¢/CD18, CD11b/CD18 e
ICAM-1/CD54 (SPITTLER et al., 1995).
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6 CONCLUSOES

Os resultados obtidos permitem concluir que a DP induzida acarretou em
anemia, leucopenia e diminui¢cdo da celularidade medular, além de comprometer
0 estado nutricional dos animais.

A GLUT, in vitro, ndo comprometeu a viabilidade celular, bem como a
expressdo de CD11/C18, porém células de animais controles tratadas em
concentracbes de 10mM de GLUT apresentaram capacidade de migracao
reduzida. A GLUT in vitro foi capaz de reduzir a producdo de IL-1a e IL-6, bem
como a ativacdo da via do NF-kB.

No modelo in vivo animais estimulados com LPS e administrado GLUT
observamos alteracdo na cinética de migracdo neutrofilica, e reducdo da

expressao de CD18, bem como diminui¢do dos niveis de TNFa circulantes.
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ANEXO |

UNIVERSIDADE DE SAO PAULO

Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas
Secretana de Pos-Graduacéo

Informacoes para os Membros de Bancas Julgadoras de
Mestrado/Doutorado

1. O candidato fara uma apresentacdo oral do seu trabalho, com duracao
maxima de trinta minutos.

2. Os membros da banca fardo a argiiicio oral. Cada examinador
dispora, no maximo, de trinta minutos para argiiir o candidato, exclusivamente sobre
o tema do trabalho apresentado, e o candidato dispora de trinta minutos para sua
resposta.

2.1 Com a devida anuéncia das partes {examinador e candidato), é
facultada a argliicdo na forma de didlogo em até sessenta minutos por examinador.

3. A sessdo de defesa sera aberta ao publico.

4. Terminada a arglicao por todos os membros da banca, a mesma se
reunira reservadamente e expressara na ata (relatorio de defesa) a aprovacao ou
reprovacao do candidato, baseando-se no trabalho escrito e na argliicao.

4.1 Caso algum membro da banca reprove o candidato, a Comissao
Julgadora devera emitir um parecer a ser escrito em campo exclusivamente indicado
na ata.

4.2 Sera considerado aprovado o aluno que obtiver aprovacao por
unanimidade ou pela maioria da banca.

5. Duavidas poderao ser esclarecidas junto a Secretaria de Pos-
Graduacao: pafarma@usp.br, (11) 3091 3621.

Sao Paulo, 23 de maio de 2014.

Prof. Dr. Adalberto Pessoa Junior
Presidente da CPG/FCF/USP

Av. Prof Lineu Prestes, 580, Bloco 13 A - Cidade Universitaria - CEP 05508-800 - 530 Paulo - SP
Fone: (11) 3081 3821 - Fax (11) 3081 3141 - e-mail: pgfarma@usp.br
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ANEXO Il

UNIVERSIDADE DE SAO PAULO

FACULDADE DE QIENCIAS FARMACEUTICAS
Comisséao de Etica no Uso de Animais - CEUA

Oficio CEUA/FCF 132013

CERTIFICADO

A Comissdo de Etica no Uso de Animais da
Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas da Universidade de S3o Paulo
(CEUA/FCF/USP) CERTIFICA que o Projeto “Efeito da desnutrigiao
protéica sobre aspectos da mobilizagdo, migragédo e sinalizagdo
celular: Papel da glutamina na modulacio desses processos’
(Protocolo  CEUA/FCF/394), de responsabilidade do(a) Prof. Dr.
Ricardo Ambrésio Fock, estd de acordo com as normas do
Conselho Nacional de Controle de Experimentagdo Animal (CONCEA)
e foi APROVADO em reunido de 18 de fevereiro de 2013.

Sao Paulo, iro_de Z2013.

Av. Prof. Lineu Prestes, 580 - Bloco 13 A - Cidade Universitaria - CEP 05508-300 - Sao Paulo - SP
Fone: (11) 3091-3622 / Fax: (11) 3091-3677 - e-mail: ceuafcf@usp.br



ANEXO Il

UNIVERSIDADE DE SAO PAULO

FACULDADE DE QIENCIAS FARMACEUTICAS
Comissio de Etica no Uso de Animais - CEUA

Oficio CEUA/FCF 2.2014-P394

Sao Paulo, 24 de fevereiro de 2014.

Prezado(a) Senhor(a),

A Comissdo de Etica no Uso de Animais da Faculdade de
Ciéncias Farmacéuticas da Universidade de Sao Paulo (CEUA/FCF/USP), em
reunido realizada em 21 de fevereiro de 2014, aprovou as alteragdes propostas
para o projeto de pesquisa “Efeito da desnutri¢ao protéica sobre aspectos da
mobilizagdo, migracéo e sinalizagao celular: Papel da glutamina na modulacao
desses processos” (Protocolo CEUA n°® 394), a saber: inclusédo de pesquisadora

responsavel (Andressa Cristina Antunes Santos).

MR N
de Oliveira Martins
da CEUA/FCF/USP

Cordialmente,

Coordenada

limo(a). Sr(a).

Andressa Cristina Antunes Santos
Orientador(a)/supervisor(a): Prof. Dr. Ricardo Ambrésio Fock
FBC/FCF/USP

Av. Prof. Lineu Prestes, 580 - Bloco 13 A - Cidade Universitéria - CEP 05508-900 - Sao Paulo - SP
Fone: (11) 3091-3622 / Fone/Fax: (11) 3091-3677 - e-mail: ceuafcf@usp.br
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ANEXO IV

Composicéo da racdo comercial CR-1 Nuvilab®

Constituintes Racao CR-1 Nuvilab®
(g/kg de racéo)

Proteina bruta 220

Umidade 125

Material mineral 90

Matéria fibrosa 70

Gordura bruta 40
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ANEXO V

Composicéo da mistura salinica da ragéo comercial CR-1 Nuvilab®

Constituintes Racéo CR-1 Nuvilab®(g/kg de racao)
Célcio 12
Cobalto 0,0015
Cobre 0,01
Ferro 0,05
Fosforo 8
Flaor 0,08
lodo 0,02
Manganés 0,06
Selénio 0,00005
Sadio 2,7

Zinco 0,06




ANEXO VI

Composicao da mistura vitaminica e de aminoacidos da racdo comercial CR-1
Nuvilab®

Constituinte Racéao CR-1 Nuvilab®

(mg/kg, g/kg, Ul/kg de racéo)

Lisina 12g/kg
Metionina 4g/kg
Vitamina A 13000Ul/kg
Vitamina B1 5mg/kg
Vitamina B2 6mg/kg
Vitamina B3 60mg/kg
Vitamina B5 20mg/kg
Vitamina B6 7mg/kg
Vitamina B7 0,05mg/kg
Vitamina B8 1900mg/kg
Vitamina B9 1mg/kg
Vitamina B12 22mg/kg
Vitamina D3 2000Ul/kg
Vitamina E 34Ul/kg

Vitamina K3 3mg/kg
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ANEXO VII
Resultados ndo demonstrados (parte 1)

Expresséo das Moléculas de Adeséao
em granulécitos
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Expressédo de CD11b e CD18 em granuldcitos medulares. Expressdo de CD11b e CD18
em granulécitos medulares provenientes da cultura das células do lavado da MO com as
diferentes concentracbes de glutamina (n=7). Resultados expressos em média e erro
padrdo, n representa o nimero de animais avaliados. Letras diferentes sobrescritas
significam diferencas significativas entre as concentragcbes de GLUT de um mesmo
grupo. * significa diferengas significativas entre os grupos controle e desnutrido tratados
com a mesma concentracao de glutamina. (p <0,05; Mann-Whitney).

Expressao de CD11b
em granulécitos do SP
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L-glutamina - + - +
LPS - + + -

Média Geométrica da
Intensidade de fluorescéncia

Média Geométrica da Intensidade de Fluorescéncia do CD11lb em granuldcitos do
Sangue Periférico. Média Geométrica da Intensidade de Fluorescéncia do CD11b em
granulécitos do SP provenientes de animais estimulados in vivo com LPS e/ou GLUT
(Controle n=3; Desnutrido n=5). Resultados expressos em média e erro padrdo, n
representa 0 numero de animais avaliados. Letras diferentes sobrescritas significam
diferencas significativas entre as concentracdes de GLUT de um mesmo grupo. * significa
diferengas significativas entre os grupos controle e desnutrido tratados com a mesma
concentracdo de glutamina. (p <0,05; Mann-Whitney).
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ANEXO VII

Resultados ndo demonstrados (parte I1)

Expresséo de CD18
em granuldcitos do SP
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Média Geométrica da
Intensidade de fluorescéncia

Média Geométrica da Intensidade de Fluorescéncia do CD11lb em granuldcitos do
Sangue Periférico. Média Geométrica da Intensidade de Fluorescéncia do CD11b em
granulécitos do SP provenientes de animais estimulados in vivo com LPS e/ou GLUT
(Controle n=3; Desnutrido n=5). Resultados expressos em média e erro padrdo, n
representa 0 numero de animais avaliados. Letras diferentes sobrescritas significam
diferencas significativas entre as concentragdes de GLUT de um mesmo grupo. * significa
diferengas significativas entre os grupos controle e desnutrido tratados com a mesma
concentracdo de glutamina. (p <0,05; Mann-Whitney).
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