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RESUMO

CRISMA, AR. Avadliagdo da hemopoese e da resposta imune inata mediada por
macrofagos em camundongos submetidos a recuperagdo nutricional apés desnutrigdo
protéica. 2010. Tese (Doutorado) - Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas, Universidade

de Sdo Paulo, Sdo Paulo, 2010.

A desnutrigdo protéico-energética (DPE) afeta mais de 1 bilhdo de pessoas no
mundo, principalmente criangas, idosos e pacientes hospitalizados. Ela provoca
alteragdes metabdlicas e hormonais, além de afetar o tecido hemopoético. O
comprometimento da hemopoese provoca anemia e leucopenia, modificando a resposta
imune inata e adquirida do organismo. Dessa forma, é comum a associagdo entre
desnutricdo e infecgdo, levando ao comprometimento do tratamento e aumento da
morbidade e mortalidade de individuos hospitalizados. Apés a recuperagdo nutricional, é
relatada a reversdo das alteragées bioquimicas e hormonais, bem como das alteragées na
hemopoese e na resposta imune. Porém, muitos resultados sdo controversos, existindo
dividas quanto a reversibilidade das alteragdes. Assim, nos propusemos a avaliar os
efeitos da recuperagdo nutricional nos pardmetros bioquimicos, hormonais,
hematoldgicos e imunoldgicos em modelo murino de desnutri¢do. Os animais desnutridos
apresentaram perda de peso significativa, redugdo de proteinas totais, albumina, glicose,
insulina e IGF-1, bem como aumento de glutamina plasmdtica, glutamina sintetase
muscular e corticosterona. Houve redugdo dos pardmetros hepdticos e musculares, bem
como alteragdo na sensibilidade a insulina, evidenciada pelos testes de OGTT e ITT.
Todas as alteragées descritas caracterizam o quadro de desnutrigdo. Apds a
recuperagdo nutricional, alguns pardmetros foram normalizados, mas as concentragdes
de glicose, insulina e IGF-1 permaneceram reduzidas. Da mesma forma, as alteragdes na
concentragdo de DNA hepdtico e na sensibilidade a insulina permaneceram nos animais
renutridos. A pancitopenia periférica e hipocelularidade da medula éssea e do bago
observadas nos animais desnutridos foram revertidas apds a renutrigdo. A avaliagdo de

macréfagos peritoniais mostrou reversdo parcial do comprometimento da capacidade e



adesdo e espraiamento, bem como da atividade fungicida nos animais renutridos. A
produgdo de perdxido de hidrogénio continuou baixa apds a recuperagdo nutricional,
enquanto a produgdo de oxido nitrico voltou a aumentar. O comprometimento da
produgdo de citocinas pré-inflamatorias decorrente da desnutrigdo ndo foi
completamente revertido, visto que, em camundongos Swiss Webster, somente a
produgdo de TNF-a retornou ao normal, enquanto em camundongos C56BL/6J a produgdo
de nenhuma citocina foi restabelecida. A avaliagdo da via de sinalizagdo do fator de
transcrigdo NFkB mostrou alteragdo na expressdo de MyD88, TRAF-6, IkKp e IkBa em
animais desnutridos. Apds a recuperagdo hutricional, algumas dessas proteinas ndo
retornaram ao normal. Os animais desnutridos também apresentaram comprometimento
da ativagdo de NFkB, que ndo foi normalizada apés a recuperagdo nutricional. Sendo
assim, é possivel afirmar que o retorno a uma dieta normoprotéica ndo é suficiente para

reverter todas as alteragdes causadas pela desnutrigdo.

Palavras-chave: Recuperagdo nutricional, hemopoese, resposta imune



ABSTRACT

CRISMA, AR. Evaluation of hematopoiesis and innate immune response mediated by
macrophages in mice submitted to nutritional recovery after protein malnutrition.
2008. Thesis (Doctorate) - Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas, Universidade de Sdo

Paulo, Sdo Paulo, 2008.

Protein-energy malnutrition (PEM) affects more than 1 billion people worldwide,
mainly children, elderly and hospitalized patients. It causes metabolic and hormonal
changes, besides affecting hematopoietic tissue. Impaired hematopoiesis causes anemia
and leukopenia, modifying innate and acquired immune response of the organism. Thus, it
is common the association between malnutrition and infection, leading to impaired
treatment and increasing morbidity and mortality in hospitalized patients. After
nutritional recovery, it is reported reversal of biochemical and hormonal changes, as
well as, reversal of changes in hematopoiesis and immune response. However, many
results are controversial, and there are doubts about the reversibility of the changes.
Thus, we proposed to evaluate the effects of nutritional recovery biochemical,
hormonal, haematological and immunological parameters in a murine model of
malnutrition. The malnourished animals showed significant weight loss, reduction in total
protein, albumin, glucose, insulin and IGF-1, as well as increased plasma glutamine,
corticosterone and muscle glutamine synthetase. There was a reduction in muscle and
liver parameters as well as change in insulin sensitivity, evidenced by the tests of OGTT
and ITT. All modifications described characterize the malnutrition. After nutritional
recovery, there was normalization of some parameters, but the concentrations of
glucose, insulin and IGF-1 remained low. Likewise, changes in hepatic DNA concentration
and insulin sensitivity remained in renourished animals.
Peripheral pancytopenia and hypocellularity in bone marrow and spleen observed in
malnourished animals were reversed after refeeding. The evaluation of peritoneal
macrophages showed partial reversal of impairment of adhesion and spreading ability, as

well as fungicidal activity in animals renourished. The hydrogen peroxide production



remained low after nutritional recovery, while nitric oxide production increased again.
Impaired production of proinflammatory cytokines due to malnutrition was not
completely reversed, whereas in Swiss Webster mice, only the production of TNF-a
returned to normal, whereas in C56BL/6J mice no cytokine production was restored.
The assessment of the signalling pathway of ftranscription factor NFkB showed
alterations in the expression of MyD88, TRAF-6 TkKp and IkBa in malnourished animals.
After nutritional recovery, some of these proteins didn't return to normal.
Malnourished animals also showed impaired activation of NFkB, which wasn't normalized
after nutritional recovery. Therefore, it is possible to say that the return to a normal

diet is not enough to reverse all the changes caused by malnutrition.

Key-words: Nutritional recovery, hematopoiesis, immune response
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1. INTRODUCAO

1.1 Desnutrigdo protéico-energética

Desnutrigdo é um termo genérico, usado na referéncia a disturbios alimentares como
obesidade, subnutrigdo ou deficiéncia especifica de nutrientes (MARGETTS et al., 2003).
Entre os tipos de subnutrigdo, encontra-se a desnutrigdo protéico-energética (DPE),
definida pela Organizagdo Mundial da Salde como “conjunto de condigdes patoldgicas que
advém da falta, em proporgdes variadas, de proteinas e calorias” (WHO, 1973). A DPE
apresenta uma variedade de alteragSes clinicas decorrentes da deficiéncia protéica e
energética, alteragdes estas que normalmente sdo agravadas por infecgoes (OLIVEIRA;
MARCHINTI, 1998). As manifestagdes clinicas da DPE dependem do grau e gravidade da
deficiéncia protéico-energética, da causa e duragdo da deficiéncia, bem como da idade do
individuo e da associagdo ou hdo com outras doengas. Dentre as formas clinicas, as mais
graves sdo Kwashiorkor e Marasmus (WATERLOW, 1971). Kwashiorkor decorre de uma
caréncia protéica com ingestdo normal de carboidratos, enquanto o Marasmus esta
relacionado com a deficiéncia prolongada de proteinas e carboidratos. Kwashiorkor e
Marasmus sdo os dois extremos da deficiéncia protéico-energética, porém muitos estados
intfermedidrios decorrentes de vdrios graus de privagdo protéica combinados com diversos
graus de deficiéncia caldrica sdo reconhecidos (DE ANGELIS, 1986). Enquanto a
mortalidade no Marasmus é baixa, o Kwashiorkor e o kwashiorkor-marasmadtico apresentam
altas taxas de mortalidade e morbidade, além de serem de dificil tratamento (JAHOOR et
al., 2008).

Definir os vdrios graus de DPE em adultos € uma tarefa dificil e com limitagdes, em
parte porque muitas definigdes sdo baseadas nas sindromes encontradas em criangas de
paises subdesenvolvidos. Vdrias definigées tém sido propostas para caracterizar os quadros
de DPE, sendo que as mais recentes propdem considerar essa como uma sindrome
kwashiorkor-marasmadtica, com evidéncias clinicas e laboratoriais de redugdo da ingestdo de

proteinas e energia, além de edema, diminuigdo de proteinas viscerais e a existéncia de um
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estado pré-inflamatério sistémico (JENSEN et al., 2009). Nenhuma avaliagdo simples pode
caracterizar de forma adequada o quadro de DPE, sendo necessdrio um conjunto de medidas
que avaliem o consumo didrio de nutrientes, os pardmetros bioquimicos e os indices
antropométricos (MARGETTS et al., 2003). Assim, a auséncia de uma definigdo aceita
mundialmente que reflita a fisiopatologia da DPE e suas consequéncias impede o diagndstico
e o tratamento adequados (MEIJERS et al., 2010).

Em geral, a desnutrigdo pode ser caracterizada pela causa, tipo, nutriente, grau,
consequéncias, duragdo e efeitos. A causa pode ser tanto primdria, ocasionada por uma
dieta inadequada, ou secunddria, causada por absorgdo ou utilizagdo inadequada, aumento
das necessidades ou excregdo excessiva e, ambas, podem ocorrer simultaneamente
(OLIVEIRA; MARCHINI, 1998; STINNET, 1983).

O quadro de desnutrigdo é em geral de evolugdo relativamente lenta. Do ponto de
vista fisiopatoldgico as caréncias nhutricionais se desenvolvem segundo uma seqiiéncia
determinada. A falta de ingestdo de determinado nutriente faz com que o organismo lance
mdo de suas reservas na tentativa de manter a homeostase. Estas reservas sdo maiores ou
menores de acordo com os diferentes nutrientes. Uma vez esgotadas essas reservas
surgem alteragdes bioquimicas seguidas de distdrbios funcionais e, sé depois, surgem
alteragdes ou lesdes anatdomicas. Isso explica porque é pouco comum a manifestagdo clinica
com lesdo anatomica das moléstias carenciais (COTRAN, 2000).

A DPE € o tipo mais frequente de desnutrigdo, afetando mais de 1 bilhdo de pessoas
no mundo (FAO, 2009). Apresenta incidéncia significativa em criangas, idosos e pacientes
portadores de neoplasias, doengas crénicas, sob quimioterapia ou pacientes sob alimentagdo
parenteral (KEUSCH, 2003; NOVA et al.,, 2002; WAITZBERG et al, 1999). A DPE é
observada em quase todo o mundo, tanto em paises desenvolvidos como subdesenvolvidos,
sendo encontrada em maiores propor¢des nos paises da Africa, Asia e América Latina
(WHO, 2000). Dados da FAO (2009) mostram, na América Latina, aumento de 12,8% no
percentual de pessoas desnutridas em relagdo a 2008. Em 2001, um tergo da populagdo

brasileira era considerada mal nutrida, sendo que, deste total, 37% eram trabalhadores
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rurais sem terra e 9% das criangas contidas nesta parcela da populagdo morriam antes de
completar um ano de vida (FAO, 2001). Atualmente, cerca de 4% de criangas abaixo dos 5
anos apresentam algum tipo de desnutrigdo, e, aproximadamente 14% apresentam retardo
no crescimento (WHO, 2010). Embora as desordens nutfricionais sejam particularmente
comuns em paises subdesenvolvidos, sabe-se que ocorrem também em paises desenvolvidos
(CHANDRA, 1991; MARGETTS et al., 2003; OLIVEIRA; MARCHINI, 1998;
VISVANATHAN, 2003), afetando principalmente os idosos (MARGETTS et al., 2003,
VISVANATHAN, 2003) e os pacientes que apresentam neoplasias, doengas crédhicas ou que
estdo sob quimioterapia. Em geral, a DPE atinge cerca de 20-50% dos pacientes admitidos
no hospital e compromete a resposta ao tratamento, aumentando a morbidade e a

mortalidade (SEGURA et al., 2005; VAN BOKHORST-DE VAN DER SCHUEREN, 2005).

1.2 Alteragées hematoldgicas e imunoldgicas

A hemopoese é um fendmeno complexo e altamente regulado, que ocorre em
diferentes locais ao longo de seu desenvolvimento (fisiologicamente, em humanos, apés o
nascimento ocorre essencialmente na medula dssea). Em camundongos, além da medula
ossea, o bago também constitui-se em importante local de hemopoese apés o nascimento.

A produgdo de células sangiiineas depende do microambiente medular, uma estrutura
organizada de forma a regular a fisiologia da célula-tronco hemopoética (COWLING;
DEXTER, 1995; McKENNA; COTTER, 1997). O microambiente é constituido por células
sangiiineas em diferentes estados de maturagdo, células estromais, matriz extra-celular
(MEC) e por substdncias sollveis (nutrientes, hormanios e citocinas) (EAVES et al., 1991;
MAYANTI et al., 1984). Estes componentes sdo responsdveis pela regulagdo da hemopoese,
juntamente com mediadores plasmdticos e celulares da resposta inflamatéria e com o
estado nutricional do individuo (ATHENS et al., 1961; BORELLI et al., 2007; VITURI et al.,
2000). Entre esses mediadores encontra-se o TGF-p, que controla proliferagdo e

diferenciagdo celular. Em muitos tipos celulares esse fator induz apoptose e reduz a
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proliferagdo, favorecendo a diferenciagdo celular (ISUFT et al., 2007). A regulagdo da
hemopoese ocorre através de interagdes moleculares entre a célula-tronco hemopoética e
os constituintes do microambiente medular, que controlam o balango entre a auto-renovagdo
da célula tronco e sua diferenciacdo (LEMISCHKA; MOORE, 2003; WILSON; TRUMPP,
2006).

Na DPE sdo observadas comprometimento da resposta imune celular e humoral,
redugdo da atividade do sistema complemento, diminuigdo na atividade microbicida dos
fagécitos e modificagdes da hemopoese (BORELLI et al., 1995, 2001; FRIED, 1978; ORTIZ;
BETANCOURT, 1984). Isso ocorre devido & elevada taxa de renovacdo celular e a sintese
ativa de proteinas dos tecidos linfo-hemopoéticos centrais e tecidos linfoides periféricos
(CHANDRA, 1981). Em individuos adultos, normais, a produgdo didria de células sanguineas é
da ordem de 1-2 x10" células/dia’kg de peso. Estudos em nosso laboratério tém
demonstrado anemia e leucopenia, bem como a existéncia de fibrose esplénica subcapsular,
alteragdes nos centros germinativos esplénicos e hipoplasia na medula éssea (BORELLT et
al., 1995, 1999, 2007; BORSATTO; XAVIER, 1999, 2007). Além disso, temos observado
redugdo dos processos de migragdo e mobilizagdo celular para os focos inflamatérios
(BORELLT et al., 1995; GARCIA, 1992), ocorrendo alteragdes na capacidade de adesdo e
espraiamento, fagocitose e atividade fungicida (SOUZA et al, 2001), e no burst
respiratério de macréfagos peritoniais (BORELLI; NARDINELLI, 2001), bem como ha
produgdo de citocinas (FOCK et al., 2007).

Observagdes de cardter epidemioldgico e experimental evidenciam maior
susceptibilidade de individuos desnutridos a processos infecciosos (CHANDRA, 1981;
BROSTOFF et al., 1991; GROSS; NEWBERNE, 1980; SCHAIBLE: KAUFMANN, 2007),
sendo a associagdo entre desnutrigdo e infecgdo responsdvel pelo aumento da morbidade e
mortalidade, especialmente em criangas (ANSTEAD et al., 2003; BEISEL, 1977;
VICTORIA; HERNANDEZ, 1990; SCHAIBLE; KAUFMANN, 2007). As formas pelas quais a
desnutrigdo compromete os mecanismos de defesa do individuo ainda ndo estdo totalmente

esclarecidos. Em parte isso pode ser explicado por uma modificagdo na liberagdo de
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citocinas na desnutrigdo, afetando ndo s6 a resposta inflamatéria, mas toda a regulagdo do
sistema imune (FOCK et al.,, 2007; KEUSCH, 1986; KLASING, 1988), e em parte pela
propria redugdo da hemopoese (BORELLI et al., 1995; XAVIER et al., 2007).

O tecido hemopoético apresenta elevada exigéncia de nutrientes devido a sua alta
taxa de renovagdo e proliferagdo celular, o que justificaria, por si sé, a alta incidéncia de
anemia e leucopenia observadas em individuos desnutridos. Entretanto, na literatura sdo
encontradas observagdes conflitantes como a ocorréncia de leucocitose, que pode ser
devida a presenga de um quadro multicarencial freqiientemente associado a outros
processos patoldgicos. Alteragées quantitativas como leucopenia, alteragées na produgdo de
eritrécitos, linfocitopenia e neutropenia sdo, pelo menos em parte, reflexo do
comprometimento dos drgdos linfo-hemopoéticos em condigées de desnutrigdo (BARON,
1997: FOCK et al., 2007; XAVIER et al., 2007).

Mudangas na eritropoese ocorrem como parte dos efeitos da DPE no homem. Muitos
estudos descrevem um grau moderado de anemia em decorréncia da deficiéncia de ingestdo
protéica (AKMAN et al., 2004; ASCHKENASY, 1975; WATERLOW, 1996). Em geral, as
hemdcias sdo normociticas e normocromicas, a contagem de reticuldcitos ¢é
aproximadamente normal e, na medula dssea, a linhagem eritréide aparece diminuida
(MEHTA, 2004). A redugdo da eritropoese pode ser conseqiiéncia direta tanto da
diminuigdo do consumo de proteinas, como da redugdo da estimulagdo da medula dssea.

Assim como a redugdo da eritropoese, o comprometimento na produgdo das demais
células mieléides em individuos desnutridos ndo parece ser uma conseqiiéncia apenas da
DPE, mas sim reflexo de modificagées dos fatores de estimulagdo que controlam a
proliferagdo, a diferenciagdo e a liberagdo destas células (BORELLT et al., 1995; VITURI et
al., 2000).

Na literatura sdo encontrados dados bastante restritos a respeito dos precursores
hemopoéticos na desnutrigdo. Alguns trabalhos tém demonstrado, em ratos, redugdo do
ndmero de células tronco (DEO et al., 1975) e alteragbes na dindmica da populagdo de

células tronco no bago e na medula de camundongos (BELL et al., 1976). Foi relatada por
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Borsato (1999) a redugdo no nimero de CFU-GM em culturas de progenitores hemopoéticos
obtidos da medula dssea de camundongos desnutridos. Mais recentemente demonstramos
que ocorre deplecdo de células primitivas CD34", progenitores eritrdides (Ter 119%) e
linféides (CD2/CD3") e que a anemia ndo é ferropriva e nem devido a falta de eritropoitina
(BORELLT et al., 2007). Demonstramos ainda, que na desnutrigdo o nimero de células
hemopoéticas com atividade proliferativa € significativamente menor e que as modificacées
histolégicas observadas ha matriz extracelular da medula éssea pode estar comprometendo

a fisiologia da célula tronco hemopoética (XAVIER et al., 2007).

1.3 Citocinas e desnutrigdo

Citocinas sdo substdncias que desempenham importante papel na coordenagdo da
resposta inflamatoria a vdrios estimulos externos e internos. Ha duas classes de citocinas:
pré-inflamatdrias e regulatérias. As citocinas pré-inflamatorias sdo essenciais para iniciar a
defesa contra o patégeno. Entre elas, podemos citar TNF-a, IL-1p, IL-2, IL-6 e IL-8. As
citocinas regulatérias modulam negativamente o processo inflamatério através da supressdo
da produgdo de citocinas pré-inflamatérias. Nessa classe de citocinas encontram-se IL-4,
IL-10 e IL-3 (ELIZABETH, 2009).

A maioria das citocinas € produzida por linfécitos T e macréfagos durante a fase
efetora da imunidade inata e adquirida, apresentando fungdo imediata no controle da
proliferagdo e diferenciagdo celular, apoptose e na ativagdo ou inibigdo de células efetoras
(ABBAS, 2000). A agdo das citocinas pode ser antagdnica, sinérgica ou redundante. Algumas
citocinas podem influenciar a sintese de outras ou mesmo mediar seus efeitos. A
capacidade de uma citocina de regular a produgdo de outra é importante no controle da
resposta inflamatoria (ABBAS, 2000).

Dentre as citocinas liberadas durante a fase inicial da resposta inflamatdria, as

principais sdo TNF-a, IL-1p e IL-6. TNF-a induz a liberagdo de outras citocinas como IL-1e
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IL-6, além de ativar fagdcitos mononucleares (COTRAN, 2000). IL-1 € uma das principais
desencadeadoras do processo inflamatdrio, sendo a principal responsdvel pela ativagdo de
outras células. IL-6 tem como principal fungdo estimular a sintese de proteinas de fase
aguda pelo figado, além de atuar no hipotdlamo para indugdo de febre (ABBAS, 2000).
Embora a resposta imune seja um componente vital da resposta do hospedeiro, ela
pode ser fatal se ndo for altamente regulada. Entre os mecanismos conduzidos para
controlar o processo inflamatdrio, a agdo de IL-10 desempenha um papel fundamental. Os
mecanismos pelos quais essa citocina exerce sua atividade ndo sdo bem conhecidos, porém
sua atividade antiinflamatéria € através da inibigdo de muitas respostas funcionais de
macréfagos e neutréfilos, como produgdo de espécies reativas de oxigénio, fagocitose e
sintese de citocinas pré-inflamatérias em resposta ao LPS (MALEFYT, 1991).
Comprometimento da resposta inflamatéria é uma das caracteristicas de déficits de
proteina e energia. Em parte, esse comprometimento decorre do aumento da produgdo de
IL-10, conhecida por ter capacidade altamente imunossupressora (HILLYER et al., 2006).
No entanto, estudos mostrando alteragdo da produgdo de citocinas pré-inflamatdrias em
decorréncia da desnutrigdo mostram resultados controversos. Redugdo da produgdo de
citocinas como TNF-a, IL-1 e IL-6 tem sido descrita por diversos autores (ANSTEAD et
al., 2003; FOCK et al., 2007), enquanto outros descrevem aumento da produgdo das

citocinas pré-inflamatérias (AZEVEDO et al., 2005; DEWAN et al., 2009).

1.4 Sinalizagdo ativada por LPS: via do fator de transcrigdo NFxB

Lipopolissacarideo (LPS) é o principal componente da parede celular de bactérias
gram-negativas e um dos mais potentes ativadores microbianos da inflamagdo. Ele ativa
mondcitos e macréfagos, induzindo a produgdo de citocinas pré-inflamatérias como TNF-q,

IL-1, IL-6, IL-8 e IL-12. Macréfagos também secretam uma série de outros mediadores
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bioldgicos em resposta ao LPS, como fator ativador plaquetdrio (PAF), prostaglandinas,
enzimas e espécies reativas de oxigénio (MIYAKE, 2003).

A despeito de sua potente atividade imunoestimulatdria, os mecanismos pelos quais o
LPS é reconhecido sdo complexos e pouco compreendidos (MIYAKE, 2003). Grande
progresso tem sido feito na identificagdo das moléculas que constituem o complexo de
reconhecimento do LPS, sendo identificados como componentes centrais CD14, TLR4 e MD-
2 (FUJTIHARA et al., 2003). Quando o LPS ¢ liberado da parede celular das bactérias gram-
negativas, tende a formar agregados que tem pequena capacidade de ativar o sistema
imune, sendo necessdria a solubilizagdo dessa molécula para ativar macréfagos (FUTIHARA
et al., 2003). Isso é consequido através da ligagdo do LPS & proteina ligante de LPS (LBP)
presente no sangue. Essa proteina transfere monomeros de LPS para o CD14 presente na
membrana celular, que fambém é ligante desse fragmento microbiano (FUTIHARA et al.,
2003; MIYAKE, 2003, 2004). Células que ndo possuem CD14 ancorado d membrana celular
também sdo capazes de responder ao LPS porque a forma sollvel deste receptor presente
na circulagdo pode substituir sua forma ligada @ membrana na ligagdo com o fragmento
microbiano (FUJIHARA et al., 2003). A formagdo do complexo LPS/CD14 (soldvel ou
ancorado @ membrana celular) reduz significativamente a concentragdo de LPS necessdria a
ativagdo de macrofagos, sugerindo um papel importante do CD14 na amplificagdo do sinal
desencadeado pelo LPS (FUTIHARA et al., 2003; MIYAKE, 2004). No entanto, embora seja
de grande importadncia para o reconhecimento do LPS, o CD14 ancorado a membrana celular
carece de dominio transmembrana, ndo sendo capaz de, sozinho, transduzir o sinal ativado
por LPS (PALSSON-McDERMOTT et al., 2004).

Atuando em conjunto com o CD14 na transdugdo do sinal gerado pelo LPS estd a
molécula TLR4 (MIYAKE, 2004), sendo que estudos apontam esse como o verdadeiro
receptor para LPS (PALSSON-McDERMOTT et al.,, 2004). Neste caso, tanto o CD14
ancorado a membrana quanto sua forma soldvel teriam apenas o papel de apresentar o LPS
ao complexo TLR4/MD2. TLR4 faz parte de uma familia de receptores do sistema imune

que reconhece padrdes moleculares associados a patdgenos (PAMPs), desempenhando papel
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fundamental na resposta inflamatéria do individuo. LPS é considerado um PAMP de
bactérias gram-negativas. O lipidio A representa a porgdo conservada e é responsavel pelos
efeitos pré-inflamatérios do LPS, enquanto o antigeno O varia com a espécie bacteriana
(FUTIHARA et al.,, 2003). No reconhecimento do LPS pela célula, destaca-se, ainda a
proteina MD-2, que atua como adaptadora extracelular na ativagdo de TLR4, sendo
essencial para a sinalizagdo do sinal gerado por LPS (PALSSON-McDERMOTT et al., 2004).

A principal via de sinalizagdo ativada pela ligagdo do LPS ao complexo CD14, TLR4 e
MD-2 se utiliza de proteinas adaptadoras para transduzir o sinal, sendo que uma delas é o
MyD88. Dessa forma, estudos tem mostrado que a resposta ao LPS mediada pelo CD14 pode
ser dividida em duas categorias: uma resposta a curto prazo dependente de MyD88 e uma
resposta tardia independente de MyD88. Os eventos subsequentes a ativagdo da via MyD88
dependente levam a ativagdo do fator de transcrigdo NFkB e vias da MAPK. De forma
simplificada, a ativagdo de MyD88 leva ao recrutamento e associagdo de IRAK-1 e TRAK-4
ao complexo receptor. Ocorre a autofosforilagdo de IRAK-1, que causa sua dissociagdo
deste complexo e associagdo a molécula TRAF-6. Esta se torna ativada e se associa com
TAB-2, ativando a MAPK quinase TAK1, que estd constitutivamente associada a sua proteina
adaptadora TABI1. Neste ponto, TAKI atua como ativador do NFkB através da ativagdo de
um complexo conhecido como “sinalossomo”. Este complexo é constituido pelas proteinas
inibitorias IKKa e IKKP, junto com uma proteina estrutural denominada IKKy (também
conhecida como NEMO). A ativagdo desse complexo promove a fosforilagdo de uma familia
de proteinas inibitérias (sendo a principal delas IkBa), resultando em sua ubiquitinagdo e
degradagdo (FUJIHARA et al.,, 2003; MIYAKE, 2003, 2004; PALSSON-McDERMOTT et
al., 2004).

A familia de fatores de transcrigdo NFkB é composta por cinco membros (p65 (REL-
A), REL-B, REL-C, p50 e p62), que atuam como homo ou heterodimeros. Os dimeros sdo
mantidos no citoplasma em sua forma inativa por moléculas da familia IkB. A ativagdo deste
fator de transcrigdo envolve a fosforilagdo e protedlise das proteinas IkB e a concomitante

translocagdo dos dimeros para o nicleo (PALSSON-McDERMOTT et al., 2004). Uma vez no
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ndcleo, NFkB se liga a seus elementos responsivos do DNA, promovendo a transcrigdo de
genes que codificam para a produgdo de citocinas, 6xido nitrico sintase indutivel, entre

outros (Figura 1).

LPS/LBP
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Figura 1. Via de sinalizagdo do fator de transcrigdo NFkB ativada por LPS.
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1.5 Metabolismo protéico e desnutrigdo

As proteinas provenientes da dieta fornecem aminodcidos ao organismo. Estes
aminodcidos terdo dois destinos principais: anabolismo e catabolismo. Uma vez na
circulagdo, os aminodcidos sdo captados pelo misculo esquelético, pelos rins e por outros
tecidos, onde entram na sintese de proteinas, visto que eles ndo sdo armazenados na forma
livre no organismo. Esse processo, chamado de anabolismo, requer que todos os aminodcidos
necessdrios estejam disponiveis ao mesmo tempo. Assim, severa restrigdo de aminodcidos
ird inibir a sintese de proteinas via limitagdo de substrato (OLIVEIRA; MARCHINI, 1998;
ZIEGLER; FILER, 1996). Ja o catabolismo corresponde a degradagdo de proteinas que
acontece continuamente em todos os tecidos (OLIVEIRA; MARCHINI, 1998).

Nos estdgios iniciais a DPE estd associada a uma diminuigdo has taxas de sintese
protéica e de degradagdo. Acredita-se que essas alteragdes estejam relacionadas a um
mecanismo adaptativo para conservar energia e aminodcidos quando seu suprimento é
escasso. Isso aumentaria a eficiéncia de utilizagdo do nitrogénio e minimizaria as perdas
(WYKES et al., 1996). Durante o estresse fisioldgico devido a uma infecgdo, o furnover
protéico aumenta, sendo que o aumento da degradagdo protéica providenciaria aminodcidos
para a sintese de proteinas de fase aguda. Esta deplegdo de aminodcidos é capaz de afetar
as fungodes celulares, reduzir o consumo de oxigénio nos tecidos e diminuir a concentragdo
de glicose no sangue (COTRAN et al.,, 2000). Diversos estudos relatam que as taxas de
renovagdo de proteina sdo maiores no Kwashoirkor do que no Marasmus (MANARY et al.,
1998). Ja em um quadro de desnutrigdo crdnica, o organismo ndo consegue manter os
mecanismos de adaptagdo que minimizam as perdas de nitrogénio. Dessa forma, ha redugdo
nas taxas de renovagdo de proteina, ou seja, hd diminuicdo da sintese e aumento do
catabolismo, levando a um comprometimento do crescimento e do desenvolvimento dos
tecidos de todo o organismo. Assim, verifica-se comprometimento da sintese protéica no

musculo esquelético, figado, mucosa do jejuno e no plasma (WYKES et al., 1996).
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O musculo esquelético € o maior reservatorio de proteina do organismo e, portanto, o
compartimento mais afetado pela DPE. Citocinas e hormdnios desempenham importante
papel na regulagdo do metabolismo muscular. Assim, alteragdes hormonais e de citocinas
decorrentes da DPE acabam promovendo catabolismo muscular, inibindo a sintese protéica,
desencadeando apoptose e influenciando a contratilidade e funcionalidade do musculo. Essa
resposta metabélica de fase aguda também afeta o estado nutricional por aumentar o gasto
energético de repouso e os requerimentos energéticos. A eficiéncia da utilizagdo de
proteinas diminui e, consequentemente aumenta as necessidades protéicas oriundas da
alimentagdo. Aminodcidos sdo exportados do musculo para o figado, onde contribuem para
aumentar a neoglicogénese (JENSEN et al., 2009).

A DPE também promove redugdo da sintese de albumina, sendo a principal causa dos
quadros de hipoalbuminemia (KOJIMA et al.,, 2008; KOPPLE, 1994). Por causa disso, a
albumina é considerada um dos principais marcadores do estado nutricional, sendo que
BISTRIAN (1974) foi um dos primeiros a descrever a alta prevaléncia da hipoalbuminemia
entre pacientes hospitalizados. A concentragdo plasmdtica de albumina é decorrente da
taxa de sintese, do catabolismo e do volume de distribui¢cdo. Além da DPE, vdrias outras
condiges afetam a concentragdo de albumina, como estados inflamatdrios, expansdo do
volume plasmdtico e aumento das perdas de albumina (TTIONG et al., 2007). Por causa
disso, e também pelo fato de sua meia-vida ser relativamente longa (cerca de 20 dias), seu
uso como marcador nutricional tem sido questiondvel (GEHRING et al., 2007; JENSEN et
al., 2009). Em muitos trabalhos a pré-albumina tem substituido a albumina como marcador
nutricional devido a sua meia-vida ser menor, porém, visto que sua concentragdo plasmdtica
¢ influenciada pelos mesmos fatores que influenciam a concentragdo da albumina, seu uso

como marcador hutricional também tem sido questionado (JENSEN et al., 2009).
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1.6 Glutamina

A glutamina € o aminodcido livre mais abundante no plasma e no tecido muscular
sendo utilizada em altas taxas por células de divisdo rdpida, incluindo neutréfilos, linfécitos
e macréfagos (NIEMAN; PEDERSEN, 1999; PITHON-CURI et al., 2004; ROGERO et al.,
2002). Uma alta proporgdo da glutamina da dieta € utilizada pelas células do intestino.
Desse modo, para atender a elevada demanda de glutamina pelos diversos tecidos e dérgdos,
este aminodcido deve ser sintetizado pelo organismo. Quantitativamente, o mais relevante
tecido de sintese, estoque e liberagdo de glutamina € o misculo esquelético, que apresenta
atividade das enzimas glutamina sintetase e aminotransferase de aminodcidos de cadeia
ramificada (ROGERO; TIRAPEGUI, 2000; ROGERO et al., 2004). A sintese e o transporte
da glutamina no mdsculo esquelético sdo influenciados pelos glicocorticéides. A atividade da
glutamina sintetase é aumentada durante estados catabélicos e tratamento com
glicocorticdides. Além disso, verifica-se que durante processo catabdlicos, a corticosterona
provoca aumento do efluxo de glutamina a partir do misculo esquelético, da atividade da
enzima glutamina sintetase muscular, da degradagdo protéica e da captagdo de glutamina
pelo figado e rins (WALSH et al., 1998).

Verifica-se que o estresse fisioldgico induzido pela desnutrigdo protéica estd
associado ao aumento da concentragdo sérica de corticosterona em animais, a qual promove
diminuigdo da massa magra e, conseqiientemente, da capacidade de manutengdo da
glutaminemia. Sendo assim, a diminuigdo da glutaminemia pode diminuir a capacidade
funcional de neutréfilos, macréfagos e linfécitos uma vez que esse aminodcido é
considerado indispensdvel para leucdcitos. A determinagdo das concentragdes plasmdticas
de glutamina e corticosterona sdo relevantes, uma vez que ambos atuam na modulagdo da
resposta imune (BOELENS et al., 2001; ROGERO; TIRAPEGUI, 2003; ROGERO et al.,
2006; WELLS et al., 1999)
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1.7 Hormonios e desnutrigdo
1.7.1 Insulina, glucagon, hormonio do  crescimento  (GH),

glicocorticdides

Em individuos sauddveis, rapidas adaptagdes ocorrem entre as refeigdes para manter
a glicemia normal na auséncia de ingestdo de alimento, semelhantes as que ocorrem nos
estdgios iniciais da adaptagdo a desnutrigdo. A diminuicdo da concentragdo plasmdtica da
glicose plasmdtica leva a redugdo da concentragdo de insulina. Ocorre aumento da
concentragdo plasmdtica de glucagon, que, na presenca de baixa concentragdo de insuling,
promove glicogendlise e gliconeogénese hepdticas. A medida que as reservas de glicogénio
hepdtico vdo sendo depletadas, a glicemia vai novamente diminuindo. Além do glucagon,
ocorre também a liberagdo de epinefrina, do hormdnio do crescimento (GH) e de cortisol,
que possuem agdo sinérgica ao glucagon. Os triacilgliceréis armazenados no tecido adiposo
sdo mobilizados e liberados como dcidos graxos livres, que constituem fonte de energia para
alguns tecidos. Estas mudangas ocorrem para aumentar a oxidagdo de dcidos graxos,
diminuindo a protedlise tecidual. Em humanos, apds 30 dias de desnutrigdo, os rins se
tornam um importante orgdo gliconeogénico (DEGROQOT, 1995).

Na DPE, as concentragées plasmdticas de insulina estdo geralmente diminuidas,
elevando-se durante a recuperagdo nutricional. Alguns estudos encontraram diferengas
significativas entre a concentragdo de insulina tanto no Marasmus quanto no Kwashiorkor
(ROBINSON; SEAKINS, 1982). CRACE et al. (1991) demonstraram que a restrigdo protéica
compromete a secregdo de insulina, sendo que apds recuperagdo nutricional a resposta
plasmdtica de insulina d sobrecarga de glicose apresentou melhora, porém continuou inferior
d normal. Como a insulina estimula a sintese protéica no figado e no misculo e parece inibir a
protedlise (PACY et al., 1989), baixas concentragdes deste hormdnio parecem permitir
maior liberagdo de aminodcidos a partir dos misculos a fim de privilegiar a sintese protéica

de outros tecidos.
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Durante a DPE sdo observadas altas concentragdes plasmdticas de glicocorticéides,
que aumentam em situagdes de inanigdo e infecgdo. Os glicocorticdides sdo hormdnios
essencialmente catabdlicos, mas seus efeitos dependem, em parte, do equilibrio entre
insulina e cortisol. Assim, a relagdo insulina/cortisol pode ser um indice Gtil para avaliar o

estado nutricional de um individuo.

1.7.2 Fator de crescimento semelhante a insulina (IGF-1)

O fator de crescimento semelhante a insulina-1 (IGF-1) atua nho organismo
promovendo a proliferagdo celular e a sintese de proteoglicanos pelos tecidos
cartilaginosos, conectivo e dsseo e mediando o efeito anabdlico e de promogdo de
crescimento linear exercido pelo hormdnio de crescimento (GH) hipofisdrio. A maior parte
do IGF-1 é secretada pelo tecido hepdtico e é transportado para outros tecidos (agdo
endécrina), sendo também secretado por outros tecidos, incluindo as células cartilaginosas,
onde age localmente (agdo pardcrina). A relevancia do IGF-1 no organismo pode ser
constatada em camundongos que apresentam “knockout” do gene que expressa a proteina
IGF-1 ou o receptor para IGF-1, uma vez que a auséncia de IGF-1 nesses animais provoca
prejuizo nho crescimento — redugdo do tamanho de camundongos em 40-45% — e no
desenvolvimento muscular (LARON, 2001).

A quantidade e a qualidade nutricional da proteina da dieta afetam o metabolismo
protéico. A ingestdo de dietas deficientes em proteinas ou em aminodcidos indispensdveis
promove a diminuigdo do conteldo de proteina corporal e o aparecimento de um quadro de
desnutrigdo grave. Paralelamente, ocorre a diminuigdo da concentragdo de algumas
proteinas plasmdticas, tais como albumina, pré-albumina e proteina ligadora de retinol
(NOGUCHT, 2000).

O hormdnio anabdlico IGF-1 age principalmente regulando o metabolismo protéico
corporal em diversas condigdes nutricionais. Além disso, a concentragdo plasmdtica de IGF-

1 correlaciona-se com a quantidade e qualidade nutricional da proteina da dieta (AMMANN
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et al., 2000; NOGUCHTI, 2000). Cabe destacar que o conteldo de caseina da dieta regula a
concentragdo plasmdtica de IGF-1 uma vez que a restrigdo protéica acarreta na diminuigdo
da concentragdo plasmdtica e tecidual de IGF-1 (SIMMEN et al., 1998), sendo essa
diminuigdo decorrente da deficiéncia de insulina ou da diminuicdo da disponibilidade de
aminodcidos (THISSEN et al., 1994). Corroborando esse fato, TIRAPEGUI (1999) verificou
diminui¢do significativa de 95% e 42% na concentragdo plasmdtica e muscular de IGF-1,
respectivamente, em ratos em crescimento, que consumiram dieta com 5% de caseina, em
comparagdo ao grupo controle, que consumiu dieta contendo 12% de caseina. Similarmente,
BOURRIN et al. (2000) demonstraram que uma dieta contendo 2,5% de caseina promoveu
diminui¢do de 37% nha concentragdo plasmdtica de IGF-1 em ratas adultas.

Estudos em seres humanos demonstram que a concentragdo plasmdtica de IGF-1 é
influenciada pela quantidade de energia e de proteina da dieta. SMITH et al. (1995)
observaram que a restrigdo calérica (50%) ou a restrigdo protéica (diminuigdo de ingestdo
de 1,0 para 0,66 g/kg de massa corporal/dia), durante seis dias, tanto em adultos quanto em
criangas, promoveu diminuigdo significativa do balango nitrogenado e da concentragdo
plasmdtica de IGF-1. A diminuigdo da concentragdo plasmdtica e tecidual de IGF-1
decorrente da baixa concentragdo de proteina na dieta pode ser revertida pela re-
introdugdo de uma dieta com quantidades adequadas de proteinas (MAITER et al., 1989).
TOVAR et al. (1999) verificaram, em ratos, que a desnutrigdo induzida por dieta contendo
0,5% de caseina durante cinco semanas promoveu diminuigdo significativa da concentragdo
plasmdtica de IGF-1 e de proteinas totais em relagdo ao grupo controle (18% de caseina).
Posteriormente a esse periodo, os animais foram re-alimentados durante trés semanas com
uma dieta com 6% de caseina, o que ndo promoveu reversdo dos pardmetros sangiiineos
avaliados. A reabilitacdo nhutricional com 18% de caseina nha dieta durante 10 e 21 dias
promoveu um aumento de 12 e 21 vezes da concentragdo plasmdtica de IGF-1,
respectivamente, sugerindo-se que a determinagdo da concentragdo plasmadtica de IGF-1
representa um indicador sensivel da evolugdo do estado nutricional de animais previamente

desnutridos submetidos a diferentes concentragdes de proteina na dieta.
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A regulagdo da inflamagdo e da imunidade depende de uma vasta rede de interagdo
entre células e citocinas. Juntamente ds agdes mediadas pelo horménio cortisol, o sistema
enddcrino participa de diversos modos na regulagdo da imunidade por meio das agdes do GH
e IGF-1, em particular (HEEMSKERK et al., 1999).

Estudos demonstram que células imunocompetentes e células estromais da medula
ossea podem expressar IGF-1. Por exemplo, juntamente com o GH, mediadores pré-
inflamatérios tais como TNF-o e prostaglandina E, induzem a sintese de IGF-1 em
macréfagos. Quase todas as células do sistema imune, incluindo linfécitos T e B, células
mononucleares presentes no sangue e células natural killer (NK), expressam o receptor para
IGF-1, ao mesmo tempo em que sdo susceptiveis aos efeitos desse hormanio. Desse modo,
observa-se o papel da regulagdo autdcrina e pardcrina do IGF-1 em relagdo d imunidade
inata e adquirida (ABBOUD et al., 1991; HEEMSKERK et al., 1999).

Em relagdo a imunidade inata verifica-se que o IGF-1, juntamente com fatores de
estimulacdo de coldnias, tais como IL-3, exerce agdes regulatérias na diferenciagdo e
proliferagdo de células da linhagem mieldide. O IGF-1 modula a hemopoese diretamente por
meio da selegdo de células da linhagem mieldide pela indugdo de sinalizagdo de proliferagdo
e anti-apoptética. Além disso, IGF-1 controla o tamanho dsseo durante o periodo de
crescimento e, conseqlientemente, o volume da medula éssea e da produgdo de células
hemopoéticas. A atividade de células NK é aumentada pela estimulagdo com IGF-1, enquanto
esse hormonio diretamente induz a sintese de dnion superéxido em macréfagos e
neutroéfilos. Cabe ressaltar que macréfagos pré-tratados com IGF-1 e, subseglientemente
estimulados com endotoxina demonstram aumento da sintese de TNF-a (HEEMSKERK et al.,
1999).

Os efeitos do IGF-1 sobre a imunidade adquirida sdo claramente refletidos pela sua
capacidade de regular a linfopoese antes e apds a migragdo de células precursoras
derivadas da medula dssea para érgdos linféides secunddrios. A ligagdo especifica de alta
afinidade do IGF-1 para linfécitos T e B tem sido demonstrada /n vitro e o nimero de

receptores para IGF-1 na membrana plasmdtica de linfécitos T € aumentado apés
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estimulagdo /n vitro com mitdgenos para célula T. IGF-1 atua na diferenciagdo de células
precursoras linféides uma vez que esse hormdnio promove aumento da diferenciagdo de
progenitores de célula T timicas, ao mesmo tempo em que estd envolvido na diferenciagdo
de pré-linfécitos B na medula éssea (FUNK et al., 1994; GEFFNER, 1997; HEEMSKERK et
al., 1999).

Diante das evidéncias cientificas acima expostas, verifica-se que a quantidade de
proteina na dieta exerce papel relevante sobre a sintese tecidual de IGF-1 e,
conseqiientemente, sobre a concentragdo plasmdtica desse hormdnio. Ao mesmo tempo,
estudos demonstram que a quantidade de proteina da dieta e a concentragdo de IGF-1
influenciam diversos pardmetros da imunocompeténcia em animais e humanos. Desse modo, a
determinagdo da concentragdo plasmdtica e tecidual de IGF-1 no presente projeto
representa um indicador sensivel da evolugdo do estado nutricional de animais previamente
submetidos a um protocolo de desnutrigdo protéica (2% de proteina) e, posteriormente,

realimentados com uma dieta controle (12% de proteina).

1.8 Recuperagdo nutricional

As alteragdes provocadas pela desnutrigdo protéica e protéico-energética nho
organismo de um individuo sdo amplamente relatadas pela literatura. Dentre essas
alteragdes, podem ser citadas a redugdo dos pardmetros antropométricos, alteragdo dos
pardmetros bioquimicos e nutricionais, alteragdo da hemopoese e comprometimento do
sistema imune. Neste contexto, saber se tais alteragdes podem ser revertidas ou se a
desnutrigdo leva a um comprometimento irreversivel das fungdes torna-se fundamental na
medida em que dados epidemioldgicos mostram que milhdes de pessoas no mundo
apresentam alguma forma de desnutrigdo.

Em geral, na recuperagdo do individuo desnutrido é necessdrio tratar o episédio
agudo, suprimir outras doengas associadas e, finalmente, estabelecer-se uma dieta

adequada (OLIVEIRA; MARCHINTI, 1998). O tratamento da DPE baseia-se na provisdo de
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nutrientes que estdo faltando na dieta, proteinas de boa qualidade e calorias adequadas.
Individuos com desnutrigdo severa requerem vdrios tipos de cuidados e tratamentos de
acordo com seu estado clinico e necessidades nutricionais. Estas necessidades variam
durante a fase aguda do disturbio, a recuperagdo e a reabilitagdo. O tratamento pode ser
dividido em quatro fases: a primeira é a reidratagdo; a segunda é o tratamento da infecgdo
(se esta existir), a terceira é a alimentagdo com alta taxa de proteinas e calorias e a dltima
¢ a reabilitacdo (OMS, 1999).

Existem diversos pardmetros utilizados na avaliagdo do estado nutricional de um
individuo (ZIEGLER; FILER, 1996). Entre eles podem ser citados a resposta imunoldgica
(que € um indice funcional sensivel devido a sua estreita relagdo com o estado nutricional), a
avaliagdo da dieta, exames fisicos para sinais de sindromes da deficiéncia, antropometria e
medidas fisicas, bioquimicas e radioisotépicas da composigdo corporal (CHANDRA, 1991).

Embora a Organizagdo Mundial da Salde descreva um protocolo para o tratamento
de pessoas com desnutrigdo (OMS, 1999) e existam inlimeros estudos sugerindo diversos
protocolos para recuperagdo nutricional e avaliando sua eficdcia, os resultados relacionados
aos efeitos da renutrigdo ainda sdo poucos e, algumas vezes, controversos.

Hd relatos na literatura de que, com a recuperagdo nutricional, desapar'ecem as
lesdes anatomicas, hd normalizagdo das fungdes, corregdo das alteragées bioquimicas
plasmdticas e actimulo normal das reservas de nutrientes (OLIVEIRA; MARCHINI, 1998).
Dentre os efeitos da recuperagdo nutricional, o mais descrito é o ganho de peso corporal
apos o periodo de renutrigdo. O peso corporal reflete a contribuigdo de vdrios
compartimentos. Estes compartimentos incluem tecido adiposo, musculo esquelético, ossos e
orgdos parenquimatosos. Na restrigdo de nutrientes, pode ser observada uma diminuigdo no
peso corporal dos individuos devido as alteragbes bioquimicas que culminam com uma
acentuagdo do catabolismo protéico (ZIEGLER; FILER, 1996).

Em geral, o ganho de peso é descrito como um dos primeiros efeitos da recuperagdo
nutricional. Vdrios estudos sugerem que o ganho de peso estd relacionado ao aumento da

massa magra, que ocorreria devido ao aumento da eficiéncia da conversdo energética por



40

parte dos individuos renutridos (BOZA et al., 1999; WALRAND et al., 2000). Este aumento
seria explicado, em parte, por uma diminuigdo da termogénese, permitindo que maior
energia seja utilizada na produgdo de proteinas, lipidios e glicogénio (BOZA et al., 1999).
Neste sentido, indmeros autores descrevem um aumento do gasto energético de repouso
explicado, em parte, pelo aumento da massa magra, especialmente da massa muscular
(MOUKADDEM et al., 1997; WYMELBEKE et al., 2004). Por outro lado, alguns autores
descrevem somente um aumento da massa muscular durante o inicio do processo de
recuperagdo nutricional, relatando que o aumento do peso corporal aconteceria em um
periodo posterior (BRIET, JEEJEEBHQY, 2001; BRIET et al., 2003). De qualquer forma,
sabe-se que a capacidade de recuperagdo de um individuo desnutrido depende da magnitude
do crescimento recuperacional. Este crescimento corresponde ao aumento da velocidade de
crescimento acima do esperado para a idade de um individuo, que ocorre posterior a um
periodo em que este crescimento foi diminuido por alguma condigdo. Os requerimentos
nutricionais durante este periodo ndo estdo totalmente estabelecidos, mas sdo maiores que
os requerimentos de individuos da mesma idade, visto que devem ser suficientes para
satisfazer a demanda de sintese de novos tecidos durante o periodo de recuperagdo (neste
periodo, o aumento de peso de um individuo em recuperagdo € muito maior que o aumento de
peso de um individuo da mesma idade) (WEISSTAUB; ARAYA, 2003).

Muitos estudos tém demonstrado, em ratos adultos, que a desnutri¢do leva a
hipofungdo e a atrofia morfoldgica do intestino delgado (BARBER et al., 1990). No entanto,
a renutrigdo rapidamente restaura a morfologia e a fungdo do intestino, resultando em
reparo da atrofia e normalizagdo da permeabilidade intestinal (BOZA et al., 1999; CANO et
al., 2002; WALRAND et al., 2000). Boza et al. (1999) relatam, além da normaliza¢do das
fungdes intestinais, aumento do balango nitrogenado (que durante o periodo de desnutrigdo
permanece negativo). Este resultado estd relacionado ao aumento da digestibilidade e
diminuigdo da produgdo de fezes.

Entre as alteragdes bioquimicas observadas em individuos desnutridos, a principal é

a diminuigdo da quantidade de proteina tecidual. Esta situagdo tem sido relatada em vdrios
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estudos, assim como a reversdo deste quadro apds a renutricdo (BOZA et al., 1999).
Alteracdes hormonais também tém sido descritas em situacdes de desnutricdo. Em
individuos desnutridos, observa-se diminui¢cdo has concentracdes séricas de insulina e IGF-I
e um aumento de cortisol, sendo essa situagdo revertida apés a recuperagdo hutricional
(CAREGARO et al., 2001; NOGUCHI, 2000; PALACIO et al.,, 2002b; SOLIMAN et al.,
2000).

Em relagdo a hemopoese, anemia e leucopenia moderadas tém sido relatadas em
pacientes desnutridos (LAMBERT et al., 1997, WANG et al., 2001), assim como uma
granulopoese ineficaz, que pode ser decorrente da redugdo da quantidade de GM-CFC na
medula déssea. A quantidade de BFU-E pode ou ndo estar alterada, visto que uma anemia
moderada pode ndo ser suficiente para provocar uma alteragdo no nimero de hemdcias
circulantes (VAISMAN et al., 2004). Dados de nosso laboratério demonstram redugdo na
quantidade de células progenitoras mieldides e eritréides em animais desnutridos (BORELLI
et al., 2007). Além disso, hd uma redugdo da resposta imune inespecifica e especifica
(BORELLT et al., 1995, 2001, 2007; FRIED, 1978; ORTIZ; BETANCOURT, 1984) e
alteragdo na produgdo de citocinas (FOCK et al., 2007; GRIMBLE, 1989).

Vdrios trabalhos relatam que, com a recuperagdo nutricional, hd melhora nos
pardmetros hemopoéticos. VAISMAN et al. (2004) relatam que individuos desnutridos que
recuperam 10% do peso ndo apresentam alteragdo nos valores de hemoglobina e hemdcias,
porém, apresentam aumento significante no nimero de leucécitos, sem, contudo, haver
alteragdo significante na contagem diferencial de polimorfonucleares e linfdcitos. Por outro
lado, WALRAND et al. (2000) relatam aumento do nimero de leucdcitos jd no periodo de
desnutrigdo, sendo esse aumento mantido durante o processo de renutrigdo. Esse aumento
seria devido, em parte, ao aumento do nidmero de neutréfilos durante os periodos de

desnutrigdo e renutrigdo.

Com a recuperagdo nutricional ocorre o aumento da quantidade dos precursores
hemopoéticos e da concentragdo de eritropoietina. A melhora observada nestes pardmetros

pode ser correlacionada com a melhora dos pardmetros nutricionais (VAISMAN et al.,
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2004). Estudos que avaliam a produgdo de citocinas em individuos desnutridos apresentam
resultados muito controversos (CORCOS et al., 2001; RAYMOND et al., 2000), assim como
aqueles que avaliam a produgdo de citocinas durante o periodo de recuperagdo nutricional.
NAGATA et al. (1999) encontraram um aumento na capacidade de produgdo de citocinas
durante a renutrigdo. WALRAND et al. (2000) relatam aumento de TNF-a apds o processo
de recuperagdo nutricional. Ja NOVA et al. (2002) mostraram diminuigdo na produgdo de
TNF-a e IL-6 e aumento na produgdo de IL-1p em individuos desnhutridos, sendo que esta
situagdo ndo foi revertida apés 1 més de renutrigdo.

A recuperagdo do sistema imune tem sido pouco estudada durante a reabilitagdo
nutricional. Diferengas entre os resultados encontrados para atividade microbicida e
fagocitose tém sido encontradas (VASQUEZ-GARIBAY et al., 2002). Walrand et al. (2000)
relatou aumento significante na produgdo de perdxido de hidrogénio de individuos
renutridos em relagdo aos valores de individuos desnutridos. A adesdo e quimiotaxia de
neutréfilos, que estd diminuida na desnutri¢do, também tende a melhorar com a terapia
nutricional (VASQUEZ-GARIBAY et al., 2002; WALRAND et al., 2000).

Em individuos desnutridos hd diminui¢do nho nimero de linfécitos circulantes, sendo
observado aumento percentual de linfocitos imaturos e redugdo percentual de linfdcitos
maduros (CHEVALIER et al., 1996; VASQUEZ-GARIBAY et al., 2002). Com a recuperagdo
nutricional hd uma reversdo deste quadro (CHEVALIER et al., 1996; WALRAND et al.,
2000), porém alguns estudos relatam somente aumento do nimero de linfécitos B, enquanto
o ndmero de linfécitos T permanece diminuido (WALRAND et al., 2000). No entanto, alguns
estudos relatam que a recuperagdo da imunidade celular ndo é concomitante com a
recuperagdo nutricional, sendo que a primeira necessita de um tempo maior para ocorrer
(CHEVALIER et al., 1996). J& VASQUEZ-GARIBAY et al. (2002) relatam que 1 ano apés a
recuperagdo nutricional, a imunidade celular continua diminuida em criangas submetidas a
terapia nutricional. Isso poderia ser explicado por uma alteragdo irreversivel no ciclo

celular de linfécitos.
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2. OBJETIVO

Sabendo-se que a DPE altera o metabolismo e o balango hormonal, levando ao comprometimento
da hemopoese e da imunocompeténcia, nos propusemos a avdliar a reversibilidade de algumas das
alteragdes encontradas na desnutrigdo. Para responder a essa questdo, desenvolvemos um modelo murino

de recuperagdo nutricional, no qual avaliamos:

> 0 estado nutricional dos animais, determinando a:
o concentragdo sérica de proteinas totais e albumina
o concentragdo de proteina, DNA e RNA hepdticos e musculares;
o concentragdo de glutamina plasmdtica e muscular
o atividade de glutamina sintetase muscular
o concentragdo de glicose sérica
o concentragdo de insulina, IGF-1 e corticosterona

o tolerancia oral a sobrecarga de glicose (OGTT) e tolerdncia intraperitonial a insulina (LTT)

> a hemopoese pela realizagdo do hemograma, mielograma, esplenograma e contagem de

reticuldcitos;

> afungdo de células da cavidade peritonial, determinando a :
o sintese de citocinas (IL-1, IL-4, IL-6, IL-10, TNF-a e INF-y)
o produgdo de éxido nitrico e peréxido de hidrogénio
o capacidade de adesdo e de espraiamento
o fagocitose e atividade fungicida
o expressdo dos receptores para LPS (CD14 e TLR4/MD2)
o ativagdo do fator de transcrigdo NFkB
o expressdo de proteinas da via de sinalizagdo ativada por LPS (MyD88, TRAF-6, IKKp,
IkBa, NFkB, e NFkB e IkBa fosforilados)
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3. MATERIAL E METODOS

3.1 Animais

Neste projeto foram utilizados camundongos (Mus domesticus) machos, com 60 dias
de idade, das linhagens Swiss Webster (ndo isogénica) e C57BL/6J (isogénica). Os animais
de ambas as linhagens foram provenientes de coldnias mantidas pelo Biotério de Produgdo e
Experimentagdo da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas e do Instituto de Quimica da
Universidade de Sdo Paulo.

Camundongos de ambas as linhagens foram utilizados nas andlises de peso corporal,
consumo de ragdo e dgua, pardmetros hematolégicos (hemograma, mielograma e
esplenograma), concentragdo sérica de proteinas totais e albumina, produgdo de citocinas e
oxido nitrico por macréfagos peritoniais. Camundongos Swiss Webster foram utilizados nas
andlises de OGTT, ITT, glicose sérica, glutamina plasmdtica e muscular, atividade de
glutamina sintetase, hormoénios (insulina, IGF-1 e corticosterona), proteinas teciduais
(proteina, DNA e RNA hepdtico e muscular), produgdo de perdxido de hidrogénio e
capacidade de adesdo e espraiamento de macréfagos peritoniais. Camundongos C57BL/6J
foram utilizados nas andlises dos receptores CD14 e TLR4 por citometria de fluxo, de
proteinas da via de ativagdo do fator de transcrigdo NFkB por Western Blotting e da
ativagdo deste fator por EMSA.

O presente projeto foi aprovado pelo Comité de Etica e Experimentagdo Animal da
Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas da Universidade de Sdo Paulo (processo CEEA

13/2005).
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3.2 Ragoes

O protocolo experimental foi conduzido utilizando-se dois tipos de ragdo:
normoprotéica, contendo 12% de proteina (Tabela 1, Ragdo Normoprotéica) (REEVES, 1993)
e hipoprotéica, contendo 2% de proteina (Tabela 1, Ragdo Hipoprotéica) (DU et al., 2000).
Ambas foram preparadas em nosso laboratério na forma granulado e armazenadas a -4°C
até o uso. As ragdes sdo isocaléricas (1716,3 kJ/100 g ou 410,6 kcal/100 g) e diferem
apenas ho conteldo protéico, sendo preparadas de acordo com as recomendagdes do
Instituto Americano de Nutri¢cdo para camundongos adultos (Tabelas 1, 2 e 3) (REEVES,
1993). A fonte de proteina utilizada foi a caseina, sendo que tanto seu teor protéico quanto
o das ragdes, foi determinado pelo método micro-Kjeldahl (INSTITUTO ADOLFO LUTZ,
1985). Sabendo-se que cerca de 80% do fosfato da ragdo é proveniente da caseina, a
concentragdo desse mineral na mistura salinica utilizada no preparo das ragdes foi corrigida
de acordo com a concentragdo protéica de cada lote de caseina utilizado e com a quantidade
de caseina empregada em cada uma das ragdes (normoprotéica e hipoprotéica) para se

adequar aos valores normais recomendados (REEVES, 1993).



Tabela 1 - Composigdo percentual da ragdo

RACAO NORMOPROTEICA RACAO HIPOPROTEICA

COMPOSICAO
(g/kg ragdo)

Proteina 120 20
Sacarose 100 100

Celulose 50 50

Oleo de Soja 40 40

Mistura Salinica 35 35

Mistura Vitaminica 10 10
L-Cistina 18 0,257

Bitartarato de Colina 25 25
Tert-butilhidroquinona 0,008 0,008
Amido (q.s.p.) 1000 1000

Composigdo das dietas normoprotéica e hipoprotéica de acordo com o Instituto Americano
de Nutrigdo (REEVES, 1993).
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Tabela 2 - Composigdo da Mistura Salinica

Sais minerais

Ragdo Normoprotéica

(g/Kg de Mix)

Ragdo Hipoprotéica

(g/Kg de Mix)

Carbonato de cdlcio anidro 357,00 357,00
Fosfato de potdssio monobdsico 236,16 353,21
Cloreto de sédio 74,00 74,00
Citrato de potdssio 39,00 0
Sulfato de potdssio 46,60 46,60
Oxido de magnésio 24,00 24,00
Citrato férrico 6,06 6,06
Carbonato de zinco 1,65 1,65
Carbonato de manganés 0,63 0,63
Carbonato clprico 0,30 0,30
Todato de potdssio 0,01 0,01
Selenato de sédio anidro 0,01025 0,01025
Paramobilidato de amdnio tetrahidratado 0,00795 0,00795
Meta-silicato de sédio 9-hidratado 1,45 1,45
Sulfato de potdssio e cromio 0,275 0,275
Cloreto de litio 0,0174 0,0174
Acido bérico 0,0815 0,0815
Fluoreto de sédio 0,0635 0,0635
Carbonato de niquel 0,0318 0,0318
Vanadato de amonio 0,0066 0,0066
Sacarose 212,646 134 596

Composigdo da mistura salinica para as dietas normoprotéica e hipoprotéica de acordo com o
Instituto Americano de Nutrigdo (REEVES, 1993).



Tabela 3 - Composigdo da Mistura Vitaminica

Vitaminas Ragdes Normoprotéica e Hipoprotéica
g/Kg de mix
Acido nicotinico 3,00
Pantotenato de cdlcio 1,60
Piridoxina-HCI 0,70
Tiamina-HCI 0,60
Riboflavina 0,60
Acido félico 0,20
D-biotina 0,02
Vitamina B-12 2,50
Vitamina E 15,00
Vitamina A 0,80
Vitamina D3 0,25
Vitamina K 0,075
Sacarose 974,655

Composigdo da mistura vitaminica para as dietas normoprotéica e hipoprotéica de
acordo com o Instituto Americano de Nutricdo (REEVES, 1993).
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3.3 Delineamento experimental

3.3.1 Indugdo da desnutrigdo

Os animais de ambas as linhagens foram mantidos em gaiolas metabdlicas individuais
sob as mesmas condigdes ambientais, com ciclo de luz de 12h (claro/escuro), temperatura
de 22+2°C e umidade de 55+10%, permanecendo por um periodo de adaptagdo aos gaioleiros
de 15 a 20 dias (Tabela 4, Figura 2). Neste periodo, os animais receberam ragdo
normoprotéica e dgua ad /ibitum, e tiveram seu peso avaliado a cada 48 horas. Apds a
obtencdo da estabilidade do peso corporal, os camundongos foram separados em dois
grupos: Controle e Desnutrido. A separagdo obedeceu a critérios estatisticos, de modo que
a média do peso corporal dos animais do Grupo Controle fosse estatisticamente semelhante
a média do peso corporal dos animais do 6Grupo Desnutrido. O Grupo Controle continuou a
receber ragdo normoprotéica, enquanto o Grupo Desnutrido passou a receber ragdo
hipoprotéica (Tabela 4, Figura 2), dando inicio ao processo de desnutrigdo. Durante todo o
experimento foram avaliados o peso corporal e o consumo de dgua e ragdo dos animais a
cada 48 horas. Cinco semanas apés o inicio do periodo de desnutrigdo (HUANG; FRAKER,
2003), os animais do 6Grupo Desnutrido foram separados em 2 subgrupos: um foi
sacrificado, enquanto o outro foi submetido ao processo de renutrigdo. O Grupo Controle
também foi separado em dois subgrupos: um foi sacrificado simultaneamente ao Grupo
Desnutrido e passou a ser chamado de Controle do Periodo de Desnutrigdo (Controle PD),
enquanto o outro continuou a receber ragdo normoprotéica. Os animais sacrificados foram

utilizados para a obtengdo das amostras biolégicas necessdrias ds andlises.
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3.3.2 Recuperagdo nutricional

Ap6s o periodo de desnutrigdo os animais que restaram do 6rupo Desnutrido foram
submetidos ao processo de renutricdo. Nesta etapa, os animais passaram a receber ragdo
normoprotéica, (Tabela 4, Figura 2) constituindo, assim, o Grupo Renutrido. Tanto a dgua
quanto a ragdo continuaram a ser administradas ad /ibitum. O peso e o consumo de ragdo e
dgua continuaram a ser avaliados a cada 48 horas. Em paralelo ao 6rupo Renutrido foram
mantidos os animais do Grupo Controle que ndo foram sacrificados concomitantemente aos
animais desnutridos, passando a ser chamados de Grupo Controle do Periodo de
Renutrigdo (Controle PR). O processo de renutrigdo foi mantido durante 4 semanas (Tabela
4, Figura 2), sendo que ao final deste periodo, os animais dos Grupos Controle PR e

Renutrido foram sacrificados para obtengdo das amostras bioldgicas.



Tabela 4 - Ragdes e grupos experimentais

RACAO UTILIZADA EM CADA PERIODO
GRUPOS Adaptagdo Desnutrigdo Renutrigdo
(15-20 dias) (5 semanas) (4 semanas)
Grupo Ragdo normoprotéica Ragdo normoprotéica Ragdo normoprotéica
Controle
Grupo Ragdo normoprotéica  Ragdo hipoprotéica
Desnutrido
Grupo Ragdo normoprotéica  Ragdo hipoprotéica Ragdo normoprotéica
Renutrido
DELINEAMENTO EXPERIMENTAL
ADAPTACAO DESNUTRICAO RENUTRICAO
L=
Sacrificio’
”
@ Controle PD
=4 Ragado

Ragao Grupo \ s

normoprotéica
normoprotéica Controle ( (
-

NN
( > =P Sqcrificio}
\ =

Controle PR

N
N

-

& 7w Sacrificio’
hipoprotéica N
@. Ragdo

Grupo “= \, normoprotéica @
Desnutrido K{ § ‘<™= Sacrificio’

/&

Grupo Renutrido

! Coleta de material para as andlises

Figura 2 - Delineamento experimental
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3.4 Obtengdo de amostras de sangue

3.4.1 Sangue total

Amostras de sangue total foram obtidas por pungdo do plexo axilar de camundongos
previamente anestesiados com xilazina (16 mg/kg de peso corporal) e cetamina (120 mg/kg
de peso corporal), utilizando-se EDTA 10% (sal sodico) como anticoagulante, ha proporgdo

de 50 pL de EDTA para cada 1,0 mL de sangue.

3.4.2 Soro

Amostras de sangue obtidas de acordo com o descrito no item 3.4.1, mas sem o uso
de anticoagulante, permaneceram em repouso durante 2 horas a temperatura ambiente.
Apés retragdo do codgulo, foram centrifugadas (2000 rpm, durante 20 minutos, a 4°C) e o
soro obtido foi armazenado a -40°C até a realizagdo das andlises de proteinas totais e
albumina.

Amostras utilizadas para as determinagdes de insulina, glicose, corticosterona e
IGF-1 foram obtidas de animais mantidos em jejum durante 8 horas por decaptagdo. O soro
foi obtido como descrito no pardgrafo anterior e armazenado a -80°C até a realizagdo das

andlises.

3.4.3 Plasma

Amostras de sangue foram obtidas de acordo com o descrito no item 3.4.1
utilizando-se heparina como anticoagulante na propor¢do de 40 L de heparina
(25000UI/5mL) (LIQUEMINE, ROCHE) para 1,0 mL de sangue. Apds coleta, o sangue foi
imediatamente centrifugado (2000 rpm durante 20 minutos, a 4°C) e o plasma obtido foi

armazenado a -80°C até a realizagdo da determinagdo de glutamina.
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3.5 Realizagdo do hemograma e contagem de reticulécitos

Amostras de sangue total obtidas de acordo com o descrito no item 3.4.1 foram
utilizadas para a determinagdo do nimero total de hemdcias e leucdcitos, hematdcrito,
hemoglobina e indices hematimétricos. Estas andlises foram realizadas no analisador
automdtico de células sangiiineas ABC Vet (ABX DIAGNOSTICS). Também foram
preparadas extensdes sangiiineas coradas pelo método May-Grunwald-Giemsa modificado
(ROSENFELD, 1947) para a identificagdo e quantificagdo de leucdcitos em microscépio
optico.

Os reticulécitos foram analisados, com auxilio de microscdpio éptico, em extensdes
submetidas a coloragdo supra-vital com Novo Azul de Metileno, preparadas imediatamente
apés a coleta de sangue (BRECHER, 1949). Foram avaliados 20 campos por ldmina,

estabelecendo-se a porcentagem de reticuldcitos em relagdo ao nimero total de hemdcias.

3.6 Determinagdo de proteinas totais e albumina séricas

A determinagdo de proteinas totais e albumina foi realizada em amostras de soro
obtidas de acordo com o descrito no item 3.4.2. A concentragdo de proteinas séricas totais
foi realizada pelo método de Biureto (6ORNAL et al., 1949) (k/t LABTEST - Proteinas
Totais), enquanto a concentragdo sérica de albumina foi realizada pelo método do Verde de

Bromo Cresol (DOUMAS, 1971) (k/t LABTEST - Albumina).

3.7 Determinagdo da concentragdo sérica de glicose

Amostras de soro obtidas de acordo com o descrito no item 3.4.2 foram utilizadas

para a determinagdo da concentragdo sérica de glicose de acordo com o método de
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BERGMEYER (1974). Este se baseia na avaliagdo da quantidade de quinonimina produzida em
fungdo da glicose oxidada (k7 LABTEST - Glicose PAP Liquiform).

3.8 Determinagdo de insulina, IGF-1 e corticosterona séricos

As andlises foram conduzidas com amostras de soro obtidas de acordo com o
descrito no item 3.4.2. A determinacdo da concentracdo de insulina e IGF-1 foi feita
utilizando-se o método de imunoensaio do tipo ELISA, utilizando-se o 4/t Rat/Mouse Insulin
ELISA (LINCO) e o A/t Mouse IGF-1 Quantikine ELISA (R&D SYSTEM), respectivamente.
A determinagdo da concentragdo de corticosterona foi feita pelo método de imunoensaio

indireto, utilizando-se o A/t Corticosterone EIA (IDS).

3.9 Determinagdo da concentragdo plasmatica de glutamina

Para esta andlise foram utilizadas amostras de plasma coletadas de acordo com o
descrito no item 3.4.3, armazenadas ndo mais do que 7 dias. A determinagdo da
concentracdo de glutamina foi realizada utilizando-se o A/t Glutamine and Glutamate
Determination (SIGMA-ALDRICH) segundo a metodologia descrita por LUND (1986), que
se baseia na conversdo de NAD" para NADH (cuja concentragdo € medida
espectrofotometricamente, em comprimento de onda 340 nm). Esta conversdo é

proporcional a quantidade de L-glutamina inicial.

3.10 Andlises teciduais: figado e musculo

3.10.1 Obtengdo de figado e do musculo gastrocnémio

Animais anestesiados de acordo com o descrito no item 3.4.1 foram exsanguinados por
venossecgdo e sacrificados por deslocamento cervical, procedendo-se a retirada do figado e

dos musculos gastrocnémios direito e esquerdo, que foram imediatamente colocados em
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nitrogénio liquido e, posteriormente, armazenados a -80°C até a extragdo. O figado e o
mulsculo gastrocnémio foram utilizados para a avaliagdo do conteldo de proteina, DNA e

RNA tecidual, atividade da enzima glutamina sintetase e glutamina muscular.

3.10.2 Proteina, DNA e RNA tecidual
3.10.2.1 Extragdo de proteina, DNA e RNA

O figado e o gastrocnémio esquerdo obtidos de acordo com o item anterior foram
pulverizados mecanicamente. Ao tecido pulverizado acrescentou-se 6 mL de uma solugdo de
dcido tricloroacético 10% gelado. Esta suspensdo foi centrifugada (3000 rpm, durante 15
minutos, a 4°C), sendo o sobrenadante descartado e o sedimento ressupensos em 10 mL de
dcido perclérico 2% gelado. Novamente a suspensdo foi centrifugada (3000 rpm, durante 15
minutos, a 4°C), sendo o sobrenadante descartado. Apds ser ressuspenso em 10 mL de
hidréxido de sédio 0,3N, o sedimento foi incubado em “banho-maria” a 37°C durante 1 hora.
Apés este tempo, a suspensdo foi homogeneizada, sendo 2 mL retirados e armazenados a -
40°C para a determinagdo de proteina. O restante da suspensdo foi resfriada em gelo e
acrescida de 2 mL de dcido perclérico 20%. Apdés homogeneizagdo, a suspensdo permaneceu
em banho de gelo por 10 minutos, sendo posteriormente centrifugada (3000 rpm, durante 15
minutos, a 4°C). O sobrenadante obtido foi retirado e armazenado a -40°C para a
determinagdo de RNA total. Adicionou-se 10 mL de dcido perclérico 2% ao sedimento e, apds
homogeneizagdo, a suspensdo foi centrifugada (3000 rpm, durante 15 minutos, a 4°C). O
sobrenadante foi descartado e 10 mL de dcido perclorico 8% foram adicionados ao
sedimento, sendo que essa suspensdo foi incubada a 70°C durante 45 minutos.
Posteriormente, as amostras foram centrifugadas (3000 rpm, durante 15 minutos, a 4°C),
sendo que o sobrenadante obtido foi armazenado a -40°C para a determinagdo de DNA total.
O processo de extragdo foi baseado na metodologia padronizada pelo Laboratério de
Bioquimica da Nutrigdo da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas da Universidade de Sdo

Paulo.
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3.10.2.2 Determinagdo de proteina tecidual

A concentragdo de proteinas totais do figado e do mdsculo gastrocnémio foi
determinada nos extratos obtidos conforme mencionado no item anterior, sendo utilizada a
metodologia descrita por LOWRY (1951), na qual é utilizado o reagente Folin-Ciocalteau para

a quantificagdo das proteinas.

3.10.2.3 Determinagdo de RNA tecidual

A determinagdo de RNA total foi realizada a partir da leitura, em
espectrofotometro, dos extratos de figado e do muisculo gastrocnémio obtidos de acordo
com o descrito no item 3.10.2.1. Os extratos foram diluidos em dcido percldorico 2%
(proporgdo de 1:20) e lidos em comprimento de onda de 260 nm contra um branco de dgua
deionizada. Apds a leitura, as amostras foram neutralizadas com hidréxido de sédio 6M (100
UL de hidroxido de sddio 6M para cada 2 mL de amostra), sendo utilizadas para a
determinagdo de proteina residual conforme o método de LOWRY (1951). A absorbancia
obtida na determinagdo de proteina foi descontada daquela obtida na leitura de RNA, e a
absorbdncia resultante foi utilizada no cdlculo da concentracdo total de RNA tecidual de

acordo com o método proposto por MUNRO;FLECK (1966).

3.10.2.4 Determinagdo de DNA tecidual

A determinagdo da concentragdo total de DNA foi realizada em extratos de figado e de
muisculo gastrocnémio obtidos de acordo com o descrito no item 3.10.2.1. A 500 (L de amostra foram
adicionados 1 mL de reagente difenilamina (1,5 g de difenilamina; 100 mL de dcido acético glacial; 1,5
mL de dcido sulfdrico concentrado; 500 pL de acetaldeido), sendo essa suspensdo incubada durante 3
horas a 50°C. Apds este tempo, foi realizada a leitura das amostras em comprimento de onda de 600

nm e a absorbancia obtida foi utilizada para calcular a concentragdo total de RNA tecidual.
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3.10.3 Glutamina

3.10.3.1 Extragdo de glutamina muscular

O musculo gastrocnémio direito foi pulverizado mecanicamente e acrescido de 1 mL
de dcido perclorico 0,05M. Apds homogeneizagdo a suspensdo foi centrifugada (3000 rpm,
durante 15 minutos, a 4°C). Ao sobrenadante foi adicionado 600 pL de bicarbonato de
potdssio 0,5M. Apéds agitacdo da suspensdo, esta foi colocada em banho de gelo durante
alguns minutos para sedimentagdo do precipitado formado. O sobrenadante foi retirado e
acrescido de 400 mL de dgua deionizada, sendo agitado vigorosamente. O extrato obtido foi

utilizado no mesmo dia para a determinagdo de glutamina muscular.

3.10.3.2 Determinagdo de glutamina muscular

A partir do extrato muscular obtido conforme descrito no item anterior foi realizada
a determinagdo de glutamina muscular de acordo com a metodologia de LUND (1986),
utilizando-se o A/t Glutamine and Glutamate Determination (SIGMA-ALDRICH). A

concentragdo de glutamina foi expressa por grama de fecido.

3.10.4 Glutamina sintetase

3.10.4.1 Extragdo de glutamina sintetase muscular

O musculo gastrocnémio direito obtido de acordo com o item 3.10.1 foi pulverizado
mecanicamente. Adicionou-se 1 mL de imidazol 50mM ao tecido pulverizado, sendo a
suspensdo centrifugada em seguida (4500 rpm, durante 15 minutos, a 4°C). O sobrenadante

obtido foi congelado a -80°C, ficando armazenado por um prazo ndo superior a 21 dias.
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3.10.4.2 Atividade de glutamina sintetase

A determinagdo da atividade de glutamina sintetase foi realizada em extratos do
musculo gastrocnémio obtidos conforme descrito no item anterior. Adicionou-se a 300 pL de
amostra, 20 yL de ADP (8mM), 100 pL de arsenato de sédio (78 g/L), 80 pL de cloreto de
manganés (3,146 g/L), 400 pL de glutamina (18,2625 g/L em imidazol 5,957 g/L) e 100 L de
hidroxilamina (15,32ml/L). O branco da reagdo foi constituido por todos os reagentes, com
excegdo da amostra e de ADP (substituidos por dgua deionizada e imidazol 50mM). Todos os
tubos (branco e amostras) foram incubados a 37°C durante 20 minutos. Posteriormente,
adicionou-se em todos os tubos (inclusive o branco), 2 mL de uma solugdo de STOP (cloreto
de ferro IIT 2,42% e dcido tricloroacético 1,45% em HCl 1,82%). As suspensées foram
centrifugadas (3000 rpm durante 10 minutos, a temperatura ambiente) e a partir do
sobrenadante foi lida a absorbdncia em comprimento de onda de 540 nm (MINET et al,

1997). O cdlculo da atividade foi feito a partir de uma curva padrdo de glutamina sintetase.

3.11 Teste de tolerdncia oral a glicose (OGTT)

Os animais de todos os grupos foram submetidos a jejum de 8 horas, apés o qual
tiveram sua glicemia avaliada (tempo 0). Em seguida, receberam, por gavagem, uma solugdo
de dextrose (200 mg/mL), na dose de 1 g/Kg de peso corporal (sendo que o volume total
administrado ndo excedeu 500 pL) (FRAULOB et al., 2010). A glicemia desses animais foi
avaliada nos tempos 30, 60, 90 e 120 minutos apds a administragdo da solugdo de dextrose.
Os valores obtidos foram utilizados para determinar a curva glicémica apés sobrecarga de
dextrose. As amostras de sangue para determinagdo da glicemia foram obtidas por pungdo
da veia caudal dos animais. A glicemia foi determinada no glicosimetro Accu-Chek Performa®

(Roche Diagnostics®).
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3.12 Teste de tolerdncia a insulina (ITT) intraperitonial

Para a determinagdo da curva glicémica apds administragdo de insulina, foi injetado,
intraperitonialmente, em animais que permaneceram em jejum por 8 horas, uma dose de
insulina humana (Humulin NPH Lilly®) na dose de 0,75U/Kg de peso corporal. A glicemia foi
determinada com glicosimetro Accu-Chek Performa® (Roche Diagnostics®) em amostras de
sangue obtidas por pungdo da veia caudal nos tempos O (antes da administragdo de insulina),
10, 20, 30, 40 e 50 minutos apés administragdo de insulina (SOUZA et al., 2010). Os valores
obtidos foram utilizados para calcular a constante da taxa de desaparecimento da glicose

plasmadtica (Ki++) de acordo com método proposto por BONORA et al (1989).

3.13 Obtengdo de células da medula éssea (MO) e realizagdo do mielograma

Animais anestesiados de acordo com o descrito no item 3.4.1 foram exsanguinados
por venossecgdo e sacrificados por deslocamento cervical. Procedeu-se a retirada do fémur
esquerdo, seguida do corte das epifises. As células da MO foram obtidas por lavagem da
cavidade femural com 0,5 mL de meio de cultura McCOY’S 5A® modificado (SIGMA®,
CHEMICAL COMPANY, USA). A suspensdo celular obtida foi utilizada para contagem do
ndmero total de células nucleadas em camara de Neubauer (utilizando-se como diluente o
liquido de Turk) e para a confecgdo de laminas obtidas por citocentrifugagdo e coradas pelo
método May-Grunwald-Giemsa, modificado (ROSENFELD, 1947), que foram analisadas em
microscépio optico a fim de se realizar a identificagdo e quantificagdo das populagdes

celulares (contando-se, no minimo, 300 células por lamina).

3.14 Obtengdo de células do bago e realizagdo do esplenograma

Animais anestesiados de acordo com o descrito no item 3.4.1 foram exsanguinados

por venossecgdo e sacrificados por deslocamento cervical, procedendo-se a retirada do
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bago. Este foi dissociado mecanicamente em placa de Petri contendo meio de cultura
McCOY’S BA modificado (SIGMA®, CHEMICAL COMPANY, USA) para obtengdo das
células esplénicas. O material obtido foi transferido para tubo de ensaio pldtico e de fundo
conico e permaneceu em repouso durante 10 minutos, sendo o sobrenadante coletado,
centrifugado (1000 rpm durante 10 minutos, a 4°C) e ressuspenso em meio de cultura
McCOY’ S 5A modificado (SIGMA®, CHEMICAL COMPANY, USA), de modo a se obter uma
suspensdo celular livre do estroma. Esta suspensdo foi utilizada para contagem do nimero
total de células nucleadas em cdmara de Neubauer (utilizando-se como diluente o liquido de
Turk) e para a confecgdo de laminas obtidas por citocentrifugagdo e coradas pelo método
May-Grunwald-Giemsa, modificado (ROSENFELD, 1947), que foram analisadas em
microscépio dptico a fim de se realizar a identificagdo e quantificagdo das populagdes

celulares (contando-se, no minimo, 300 células por lamina).

3.15 Obtengdo de células da cavidade peritonial

Animais anestesiados de acordo com o descrito no item 3.4.1 foram exsanguinados
por venossecgdo e sacrificados por deslocamento cervical. Apés sacrificio, a cavidade
peritonial foi lavada com 5 mL de meio McCoy's 5A® modificado (SIGMA®, CHEMICAL
COMPANY, USA), ph 7,4, estéril e apirogénico, aspirando-se, em seguida, o lavado contendo
as células. A viabilidade da suspensdo celular obtida foi avaliada em cdmara de Neubauer
utilizando-se azul de tripano 0,1%. Todas as amostras obtidas apresentaram viabilidade
acima de 90%.

A andlise morfoldgica das células presentes no lavado peritonial foi realizada em
laminas obtidas por citocentrifugagdo e coradas pelo método May-Grunwald-Giemsa,
modificado (ROSENFELD, 1947), analisadas em microscépio 6ptico para identificagdo e

quantificagdo dos tipos celulares (contando-se, no minimo, 200 células por lamina).
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3.16 Cultura de células peritoniais

Células obtidas de acordo com o descrito no item anterior foram plaqueadas na
concentragdo de 1x10°/mL em placa de cultura de 24 pogos e incubadas durante 1 hora, a
37°C, 5% CO; e em atmosfera Umida. Apés este tempo, os pogos foram lavados com meio de
cultura a fim de se remover as células ndo aderentes e enriquecer a preparagdo com
macréfagos peritoniais (PAPADIMITRIOU; BRUGGEN, 1988). As células aderidas foram
cultivadas na presenga ou auséncia de 1,25 pg/mL de LPS (O55:B5) (SIGMA-ALDRICH)
durante 30 minutos, 24 e 48 horas, a 37°C, 5% CO, e em atmosfera Umida. Posteriormente, o
sobrenadante foi coletado e armazenado a -40°C até a determinagdo de éxido nitrico e de

citocinas.

3.17 Avaliagdo da sintese de citocinas

A andlise de citocinas foi realizada em amostras do sobrenadante de cultura de
células peritoniais obtido apds 24 horas de cultivo de acordo item anterior. A concentragdo
de IL-1p, IL-4, IL-6, IL-10, TNF-a e IFN-y foi determinada por meio de imunoensaio do tipo
ELISA, utilizando-se A/t Quantikine (R&D System, USA), segundo metodologia escrita pelo

fabricante.

3.18 Avaliagdo da sintese de 6xido nitrico

A andlise da sintese de 6xido nitrico foi conduzida em amostras do sobrenadante de
cultura de células peritoniais obtido apds 24 e 48 horas de cultivo conforme item 3.16. A
determinagdo foi realizada em placa de 96 pogos segundo a metodologia de GRIESS (1879),
na qual o 6xido nitrico é convertido a nitrito, sendo esta Ultima a espécie detectada

colorimetricamente.
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3.19 Auvaliagdo da sintese de perdxido de hidrogénio

A determinagdo de peréxido de hidrogénio foi realizada pelo método de oxidagdo da
peroxidase dependente do vermelho de fenol descrito por PICK; MIZEL (1981). Células
peritoniais residentes foram obtidas por lavagem da cavidade peritonial com 5 mL de PBS
(pH7,4) estéril e gelado. O lavado peritonial foi centrifugado (1000 rpm durante 5 minutos,
a 4°C) e o sedimento ressuspenso em 1 mL de PBS (pH7,4). Apés a determinagdo da
viabilidade celular com azul de tripano 0,1%, as células foram novamente centrifugadas
(1000 rpm durante 5 minutos, a 4°C) e o sedimento ressuspenso em solugdo de vermelho de
fenol, na proporgdo de 1 mL da solugdo de vermelho de fenol para cada 2,0x10° células. Em
placa de 96 pogos, cada amostra foi plagueada em octuplicata, ha presenga ou auséncia de
PMA (phorbol miristate acetate) (SIGMA-ALDRICH) (10 ng/pogo). A placa foi incubada a
37°C, 5% CO; e em atmosfera Umida durante 1 hora. Apés este periodo, o sobrenadante foi
transferido para outra placa e a reagdo interrompida adicionando-se 10 pL de hidréxido de
sédio IM em cada pogo. Foi realizada a leitura da placa em espectrofotometro no
comprimento de onda de 630 nm. Os valores foram obtidos em comparagdo com uma curva-

padrdo de peréxido de hidrogénio e expressos em nmol/2x10° células.

3.20 Teste de adesdo de células da cavidade peritonial

Células da cavidade peritonial obtidas de acordo com o descrito no item 3.15 foram
plaqueadas em placa de 96 pogos na concentragdo de 1x10°/150 L e incubadas durante 1
hora, a 37°C, 5% CO; e em atmosfera Uimida. Apds este tempo, os pogos foram lavados com
meio de cultura a fim de se remover as células ndo aderentes e enriquecer a preparagdo
com macréfagos peritoniais (PAPADIMITRIOU; BRUGGEN, 1988). As células aderidas
foram cultivadas na presenga ou auséncia de 1,25 pg/mL de LPS (cepa O55:B5) (SIGMA-
ALDRICH), durante 2 e 24 horas a 37°C,5% CO; e em atmosfera Umida. A quantidade de
células aderidas foi avaliada pelo método do cristal violeta (LEE; WARREN, 1987). Os pogos
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foram lavados com PBS pH 7,4 e as células fixadas com 30 pL de paraformaldeido 4%
durante 10 minutos, em temperatura ambiente. Apés a fixagdo, 50 pL de solugdo de cristal
violeta em metanol (0,25 g de cristal violeta; 10 mL de metanol PA; 40 mL de dgua
deionizada) foi adicionada em cada pogo. A placa foi mantida ao abrigo da luz, durante 30
minutos, em temperatura ambiente. Apds lavagem dos pogos com PBS pH 7,4, adicionou-se
50 uL de citrato de sdédio 0,1M pH 4,2 . O sobrenadante foi transferido para outra placa e
sua absorbdncia lida em comprimento de onda de 550 nm. Os resultados foram expressos

em absorbancia/1x10° células.

3.21 Teste de espraiamento de células da cavidade peritonial

Células da cavidade peritonial obtidas de acordo com o descrito no item 3.15 foram
plaqueadas na concentragdo de 5x10°/mL em placa de cultura de 24 pogos contendo, em
cada pogo, uma laminula de vidro redonda e estéril. A placa foi incubada durante 1 hora, a
37°C, 5% CO; e em atmosfera Umida. Apds este tempo, os pogos foram lavados com meio de
cultura a fim de se remover as células ndo aderentes e enriquecer a preparagdo com
macréfagos peritoniais (PAPADIMITRIOU; BRUGGEN, 1988). As células aderidas foram
cultivadas na presenga ou auséncia de 1,25 pg/mL de LPS (cepa O55:B5) (SIGMA-
ALDRICH), durante 2 e 24 horas a 37°C e 5% CO,. Apds a incubagdo, as laminulas foram
lavadas com PBS pH 7,4 e coradas pelo método May-Grunwald-Giemsa, modificado
(ROSENFELD, 1947) para avaliagdo morfoldgica das células presentes na preparagdo. Foram
consideradas como células espraiadas aquelas que estavam aderidas d laminula emitindo

pseuddépodes (RABINOVITCH; DESTEFANO, 1973).
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3.22 Teste de fagocitose e atividade fungicida, /in vitro, de células peritoniais

3.22.1 Obtengdo de soro homélogo normal (SHN)

Apés serem anestesiados de acordo com o descrito no item 3.4.1, procedeu-se a
coleta de sangue de 10 camundongos Swiss, machos, adultos por pungdo axilar, sem uso de
anticoagulante. Apds retragdo do codgulo, o sangue foi centrifugado (2000 rpm, durante 20
minutos, a 4°C) para obtengdo do soro. Com as amostras constituiu-se um poo/, que foi
filtrado e esterilizado em condigdes assépticas, utilizando-se membrana de 0,22 pm, e
posteriormente fracionado em volumes de 2 mL e armazenado a -80°C até o uso. O soro
obtido nessas condigdes foi utilizado para opsonizagdo de Candida albicans. Todo o
processamento foi realizado em condi¢es assépticas, sendo que os materiais utilizados

estavam estéreis.

3.22.2 Preparo e opsonizacdo da suspensdo de Candlida albicans

As leveduras foram obtidas apés cultura de 24 horas em meio dgar-Sabouraud
(Difco®). A suspensdo de Candida albicans foi preparada em 3 mL de tampdo PBS Dulbecco
estéril (pH 7,4) e mantida durante 3 minutos em tubo Falcon®. Apés este tempo, o
sobrenadante foi retirado e transferido para outro tubo Falcon® (constituindo a Suspensdo
A). A partir da suspensdo A, foi preparada uma nova suspensdo de Candida albicans em PBS
Dulbecco estéril (pH 7,4) e SHN, perfazendo um total de 3,75 x 10°/1,5 mL (constituindo a
Suspensdo B). Esta suspensdo foi incubada a 37°C, sob agitagdo de 10 rpm, durante 30
minutos. Todo esse procedimento foi realizado em condigdes assépticas e empregando-se

materiais estéreis.
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3.22.3 Obtengdo da suspensdo de células peritoniais

Animais anestesiados conforme descrito no item 3.4.1 foram exsanguinados por
venossecgdo e sacrificados por deslocamento cervical. Células da cavidade peritonial foram
obtidas de acordo com o descrito no item 3.15. A suspensdo de células foi ajustada para a
concentracdo de 0,75 x 10°/mL e mantida no gelo até o momento do uso (constituindo a

Suspensdo C).

3.22.4 Ensaios de fagocitose e de atividade fungicida

Em microtubos estéreis, foram adicionadas as suspensées B e C na proporgdo de 1:5,
constiutindo-se assim a Suspensdo D. Os tubos foram incubados a 37°C, em sistema
rotatério, a velocidade de 10 rpm, durante 30, 60, 90 e 120 minutos. Como controle da
reagdo foram utilizados tubos contendo PBS Dulbecco estéril (pH 7,4) e apenas a suspensdo
de células do lavado peritonial (Suspensdo C). Apds os tempo acima mencionados, aliquotas
da Suspensdo D foram retiradas e utilizadas para o preparo de citocentrifugados, corados
posteriormente pela técnica de May-Grunwald-Giemsa modificada (ROSENFELD, 1947).
Para avaliagdo da fagocitose, foram contadas, ho minimo, 200 células por ldmina, sendo
consideradas como tendo realizado fagocitose as células que apresentaram, pelo menos, uma
Candida albicans internalizada. A atividade fungicida foi avaliada pela técnica de coloragdo
proposta por HERSCOWITZ (1981). Nesta técnica, leveduras vivas coram-se de azul pelo
corante May-Grunwald-Giemsa, enquanto leveduras mortas ndo se coram. A atividade
fungicida foi avaliada contando-se, no minimo, 200 células que fagocitaram Candida albicans.
Como o nimero de leveduras fagocitadas e mortas varia de célula para célula, a atividade
fungicida foi expressa por meio de escore conforme critério estabelecido por CORAZZINI

(1993) e descrito abaixo (Tabela b):
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Tabela 5 - Valores de escore para atividade fungicida

RESULTADO ESCORE
n® de macréfagos com zero Candida albicans morta x0
n° de macréfagos com 1 a 2 Candida albicans mortas X1
n® de macréfagos com 3 a 4 Candlida albicans mortas X2
n® de macréfagos com + 4 Candida albicans mortas X3

3.23 Avaliagdo da expressdo do receptor de LPS

Em amostras de células peritoniais obtidas de acordo com o descrito no item 3.15, os
antigenos de superficie CD14 e TLR4/MD2 foram detectados por citometria de fluxo,
utilizando-se anticorpos monoclonais conjugados a fluorocromos. Uma vez que se desejava
avaliar a expressdo desses antigenos em macrofagos, também foi utilizado anticorpo anti-
F4/80, que é um marcador de macréfagos murinos (Tabela 6).

Apés a coleta, a viabilidade das células do lavado peritonial foi determinada com azul
de tripano 0,1% e aliquotas de 1,5x10°/mL foram incubadas a 37°C, 5%CO; e em atmosfera
dmida, durante 1 hora na presenga ou auséncia de 1,25 pg/mL de LPS (cepa O55:B5)
(SIGMA-ALDRICH). As amostras foram lavadas com PBS-BSA-azida (BSA 0,5% e azida
0,01%) e incubadas com 5 uL de anticorpos monoclonais durante 20 minutos, sob agitagdo,
em temperatura ambiente e ao abrigo da luz (Tabela 7). Apds este periodo, foram
centrifugadas (1500 rpm, 4°C, durante 5 minutos) e lavadas duas vezes com PBS-BSA-azida.
Apés a Ultima lavagem, o sedimento foi ressuspenso em 500 pL de PBS-BSA-azida e
submetido a andlise por citometria de fluxo em um citdmetro modelo FACS Calibur (BD)
com um laser de argdhio (488 nm). Os resultados foram analisados empregando-se o
programa Cell Quest. Foram utilizados controles de cadeia conjugados aos fluorocromos PE

e FITC (Tabela 6). A viabilidade das amostras utilizadas foi sempre superior a 90%.
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ANTICORPOS MONOCLONAIS

Anticorpo Cadeia Fluorocromo
CD14 clone rmC53 (BD Biosciences) Rat IgGla, k FITC
TLR4/MD2 clone MTS510 (eBiosciences) Rat IgG2a, Kk PE
F4/80 clone BM8 (eBiosciences) Rat IgGla, k FITC
F4/80 clone BM8 (eBiosciences) Rat IgG2a, Kk PE
Tabela 7 - Imunofenopipagem
TUBO MARCACAO
Células peritoniais ndo estimuladas CD14 FITC
Células peritoniais estimuladas por LPS F4/80 PE

Células peritoniais ndo estimuladas

Células peritoniais estimuladas por LPS

TLR4/MD2 PE
F4/80 FITC

Células peritoniais ndo estimuladas

Células peritoniais estimuladas por LPS

CD14 FITC
TLR4/MD2 PE
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3.24 Avaliagdo da via de ativagdo do fator de transcrigdo NFkB

A expressdo das proteinas MyD88, TRAF-6, IkKp, IkBa e NFkB, bem como das
formas fosforiladas de IkBa e NFkB, foi determinada pela técnica de Western Blotting‘em

SDS-PAGE.

3.24.1 Obtengdo de células peritoniais e preparo do lisado de

proteinas

Células da cavidade peritonial obtidas e cultivadas por 30 minutos de acordo com os
itens 3.15 e 3.16, foram utilizadas no preparo do lisado de proteinas. Apés lavagem com PBS
pH 7,4, as células foram mantidas em 150 pL de tampdo de extragdo RIPA (PIERCE®)
contendo inibidores de proteases e fosfatases (PMSF ImM, NaF 50mM, p-glicerolfosfato
4mM, leupeptina 10p/mL e aprotinina 10p/mL) durante 1 hora, a 4°C, sob agitagdo. A
suspensdo obtida foi centrifugada (14000xg durante 15 minutos, a 4°C), sendo 25 pL do
sobrenadante separados para determinagdo da concentragdo de proteinas e 120 L
misturados ao tampdo Laemmli (300mM Tris-HCl pH 6,8, SDS 10%, glicerol 50%, p-
mercaptoetanol 10%, azul de bromofenol 0,01%), na proporgdo de 4:1 (amostra - fampdo). A
mistura foi levada & ebuli¢do durante 5 minutos, resfriada e armazenada a -40°C até ser

submetida a eletroforese em gel de poliacrilamida.
3.24.2 Quantificagdo da concentragdo de proteinas
A concentragdo protéica das amostras obtidas conforme descrito ho item anterior

foi determinada utilizando-se o Pierce® BCA Protein Assay A/t, que se baseia ha reagdo de

biureto.
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3.24.3 Preparo do gel de poliacrilamida e realizagdo da eletroforese

Para a realizagdo da eletroforese, foram preparados géis em bicamada. A camada
superior (gel de empilhamento) foi composta por acrilamida 5%, 125 mM Tris-HCl pH 6,8,
SDS 0,1%, persulfato de amédnio 0,1% e TEMED 0,1%. A camada inferior (gel de separagdo)
foi constituida por acrilamida 10%, 380 mM Tris-HCl pH 8,8, SDS 0,1%, persulfato de
amdnio 0,1% e TEMED 0,1%. Como padrdo de peso molecular, foi utilizado Rainbow
Molecular Weight Marker (Amersham®). As amostras foram aplicadas no gel na
concentragdo de 5 a 10 pg/pogo. A eletroforese foi realizada com uma voltagem de 60 a

90V no gel de empilhamento, e 150 a 170V no gel de separagdo.

3.24.4 Transferéncia de proteinas para a membrana de PVDF

A transferéncia foi realizada em sistema semi-seco, sendo a membrana de PVDF
ativada durante 1 minuto em metanol PA antes do uso. Apds os papéis de filtro (3 mm,
Whatman®) ficarem embebidos em tampdo de transferéncia (Tris base 0,3%, glicina 1,44%,
metanol PA 20%), procedeu-se a montagem do “sanduiche” da seguinte forma: 3 a 5 folhas
de papel de filtro, membrana de PVDF (ativada em metanol PA), gel, 3 a 5 papéis de filtro. A
Transferéncia foi realizada sob corrente de 70 mA, de 60 a 105 minutos.

A eficiéncia da transferéncia foi confirmada corando-se a membrana por 5 a 10
minutos com Ponceau (Ponceau 0,1%, dcido acético glacial 1%) e verificando-se o

aparecimento de bandas de cor avermelhadas.
3.24.5 Imunoblotting
Apés lavagem da membrana com TBS-Tween (0,24% Tris-HCl pH 7,60, cloreto de

sodio 0,8%, Tween 0,1%), os sitios de ligagdo inespecifica foram bloqueados com leite

desnatado Molico® 5% (em tampdo TBS-Tween) por 90 minutos, sob agitacdo. Em seguida ao
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bloqueio, a membrana foi novamente lavada com TBS-Tween e incubada “overnight” com
anticorpo primdrio especifico diluido em TBS-Tween (1: 1000 para NFkB (Cell Signaling®),
TRAF-6 (Chemicon®), IkKp (Cell Signaling®) e NFkB fosforilado (Cell Signaling®); 1:250
para MyD88 (Upstate®), IkBa (Cell Signaling®) e IkBa fosforilado (Cell Signaling®)). A
membrana foi novamente lavada com TBS-Tween e incubada com anticorpos secunddrios
anti-IgG de coelho ou camundongo conjugados a peroxidase de raiz forte, diluidos 1:2000

em TBS-Tween, durante 1 hora, sob agitagdo.

3.24.6 Revelagdo com sistema quimioluminescente

Ap6s lavagem da membrana com TBS-Tween, a revelagdo foi realizada utilizando-se o
“kit" ECL Plus (Amersham®) (luminol, fenol e peréxido de hidrogénio), com aquisigdo da

imagem e andlise no digitalizador de imagem ImageQuant 400 (GE Healthcare®).

3.25 Determinagdo da ativagdo do fator NFkB

A ativagdo de NFkB foi determinada pela técnica de EMSA (“Eletrophoretic Mobility
Shift Assay").

3.25.1 Obtengdo de células peritoniais e execugdo do EMSA

Células da cavidade peritonial obtidas de acordo com o descrito no item 3.15 e
cultivadas por 30 minutos de acordo com o item 3.16, na concentragdo de 5x10° células/mL,
foram extraidas com tampdo de extragdo nuclear a fim de separar a fragdo nuclear onde se
localiza a forma ativa do fator de transcrigdo NFkB. Uma aliquota dessa fragdo foi
separada para determinagdo da concentragdo de proteinas sendo o restante armazenado a

-80°C.
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A sonda para ligagdo foi preparada incubando-se oligonucleotideos, T4
polinucleotideo quinase (BMI Fermentas®) e [P*2] ATP, durante 90 minutos, a 37°C. A reacdo
foi interrompida pela adigdo de tampdo de extragdo e o produto foi passado em coluna
MicroSpin 5-300 HR (Amersham®). A fracdo com maior radioatividade foi utilizada no
ensaio.

Na etapa seguinte, 10 pg de extrato nuclear foram incubados por 20 minutos a
temperatura ambiente, em tampdo de ligagdo (glicerol 4%, MgCl; 0,3 mM, EDTA 1 mM, DTT
1 mM, NaCl 100 mM, Tris-HCl 10 mM, pH 7,5, 0,1 mg/mL de DNA de timo de bezerro) com
oligonucleotideos NF-kB consenso e a sonda preparada.

As amostras foram aplicadas em gel de poliacrilamida 6% e a eletroforese foi
realizada a 80V nos primeiros 30 minutos e a 150V durante 90 minutos. A emissdo de
radiagdo das amostras foi avaliada apés exposigdo ao filme fotogrdfico por 1 semana. Os
oligonucleotideos que se ligaram ao NFkB apresentaram-se como bandas retardadas durante

a eletroforese em comparagdo aos oligonucleotideos livres.

3.26 Andlise estatistica

Os resultados foram submetidos ao teste de normalidade e classificados em
paramétricos ou ndo paramétricos, de acordo com sua distribuicdo em relagdo a curva de
Gauss. Posteriormente, foram submetidos ao teste t, comparando-se os grupos
experimentais dois a dois. Foram consideradas significativas as andlises que apresentaram
p<0,05. A andlise estatistica foi realizada utilizando-se o programa GraphPad Prisma versdo

4.0.
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4. RESULTADOS

4.1 Concentragdo de proteina das ragdes

A concentragdo média de proteina das ragdes utilizadas ao longo do experimento foi
12,89% + 1,04 para a dieta normoprotéica (20 lotes) e 2,58% + 0,29 (20 lotes) para a dieta

hipoprotéica. Ambas as concentragdes diferem estatisticamente (p<0,0001).

4.2 Avaliagdo do estado nutricional

4.2.1 Andlise do consumo de ragdo, proteinas e dgua

Em ambas as linhagens de camundongos estudadas, embora o 6Grupo Desnutrido tenha
apresentado maior consumo de ragdo em relagdo ao Grupo Controle PD esse aumento ndo se
refletiu em maior consumo de proteinas. Ao contrdrio, o consumo desse nutriente foi
significativamente inferior ao dos animais controles, visto que a ragdo hipoprotéica
apresenta apenas 2% de proteina em sua composigdo (Figuras 3A, 3B, 4A e 4B). Além disso, a
avaliagdo do consumo de dgua dos camundongos Swiss Webster mostrou aumento
significativo do consumo de dgua dos animais desnutridos em relagdo aos animais controles
(Figura 3C).

O Grupo Renutrido apresentou o mesmo comportamento em ambas as linhagens. O
consumo de ragdo e proteinas retornou ao normal, sendo semelhante ao apresentado pelo
Grupo Controle PR (Figuras 3A, 3B, 4A e 4B). A normalizagdo do comportamento alimentar
estaria relacionada ao restabelecimento da quantidade adequada de proteina ha ragdo,
enquanto o aumento da ingestdo de proteinas seria o reflexo da ingestdo de uma ragdo com
concentragdo protéica de 12%. Por outro lado, o consumo de dgua do Grupo Renutrido ndo

retornou ao normal, permanecendo semelhante ao do Grupo Desnutrido (Figura 3C).
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Figura 3. Resultados, em valores médiostSDM, do consumo de ragdo (A), proteinas (B) e dgua (C) de
camundongos Swiss Webster dos grupos Controle PD (n=19), Desnutrido (n=29), Controle PR (n=18) e
Renutrido (n=27). ** Valores significativos para p<0,01; *** Valores significativos para p<0,001. n
representa nimero de animais avaliados. Controle PD = Controle do Periodo de Desnutrigdo. Controle
PR = Controle do Periodo de Renutricdo.
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Figura 4. Resultados, em valores médiostSDM, do consumo de ragdo (A) e proteinas (B) de
camundongos C57BL/6J dos grupos Controle PD (n=17), Desnutrido (n=27), Controle PR (n=18) e
Renutrido (n=29). * Valores significativos para p<0,05; *** Valores significativos para p<0,001. n
representa nimero de animais avaliados. Controle PD = Controle do Periodo de Desnutrigdo. Controle

PR = Controle do Periodo de Renutricdo.
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4.2.2 Andlise do peso corporal

Apos o periodo de adaptagdo, os animais de ambas as linhagens foram separados nos
grupos controle e desnutrido, sendo a média de peso corporal entre estes dois grupos
estatisticamente semelhante. Para camundongos Swiss Webster, obteve-se 41,65 + 4,62 e
42,08 + 2,86, respectivamente, sendo p=0,93; para camundongos C57BL/6J, as médias foram
25,42 + 2,04 e 25,46 + 2,47, respectivamente, sendo p=0,91, de acordo com o teste t ndo
pareado bicaudal. O cuidado para que os grupos controle e desnutrido tivessem média de
peso corporal semelhante no inicio do processo de desnutri¢do foi para evitar variagdes de
consumo de dgua e ragdo relativas ds diferengas de peso corporal entre esses grupos. Em
ambas as linhagens, ao final do periodo de desnutricdo, houve redugdo significativa do peso
corporal dos animais do Grupo Desnutrido em relagdo aos animais do Grupo Controle PD,
evidenciando a influéncia da baixa ingestdo de proteinas nesse pardmetro (Figuras 5A, 5B,
5C, 5D e Tabelas 8A e 8B). Ao final do periodo de desnutrigdo, a perda de peso corporal dos
animais desnutridos foi 1552% + 5,43 (média + SDM), enquanto os animais controles
apresentaram ganho de peso corporal de 4,47% + 2,42 (média + SDM), ambos em relagdo ao
peso inicial (ou seja, o peso que possuiam no inicio do processo de desnutrigdo) (Figuras 5B e
5D). Ao final do periodo de renutrigdo, os animais do Grupo Renutrido apresentaram aumento
significante de peso corporal em relagdo ao Grupo Desnutrido, sendo que na linhagem Swiss
Webster, o ganho de peso foi superior ao do 6rupo Controle PR (40,28% + 12,07 e 12,71% *
12,07, média + SDM, respectivamente) (Figuras 5A, 5B, 5C, 5D e Tabelas 8A e 8B). Esse

comportamento reflete o aumento de consumo de proteinas pelos animais renutridos.
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Figura 5. Resultados representam variagdo de peso corporal em fungdo do tempo (A) e (C) e variagdo
final do peso corporal (médiatSDM) (B) e (D) de camundongos Swiss Webster e C57BL/6J dos
grupos Controle PD (n=16), Desnutrido (n=27), Controle PR (n=18) e Renutrido (n=29). *** Valores
significativos para p<0,001. n representa nimero de animais avaliados. Controle PD = Controle do
Periodo de Desnutri¢do. Controle PR = Controle do Periodo de Renutrigdo.
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Tabela 8A - Peso corporal ao longo do protocolo experimental (Swiss Webster)

Grupo Peso corporal inicial Peso corporal ao final do Peso corporal ao final do
experimental (Média + SDM) Periodo de Desnutrigdo Periodo de Renutrigdo
(Média + SDM) (Média + SDM)
Controle PD 43,859 +4,46 53,759+ 2,60
(n=19)
Desnutrido 4187 g+2091 37,299+ 3,19
(n=29)
Controle PR 38,909 + 2,96 44,649 + 5,34
(n=18)
Renutrido 42,099g+295 30,66 g+ 156 47,04 g+ 5,06
(n=27)

Tabela 8B - Peso cor‘EoraI ao longo do Erofocolo exgerimenfal (C57BL/6J)

6rupo Peso corporal inicial Peso corporal ao final do Peso corporal ao final do
experimental (Média + SDM) Periodo de Desnutrigdo Periodo de Renutrigdo
(Média + SDM) (Média + SDM)
Controle PD 24279+ 2,72 32709 +1,96
(n=16)
Desnutrido 2408 g+ 352 20,609+ 4,37
(n=27)
Controle PR 24239g+0,72 38,659 + 2,75
(n=18)
Renutrido 2392g+144 20409+ 354 35149+ 3,16
(n=29)

Resultados, em valores médiostSDM, do peso corporal de camundongos Swiss Webster e C57BL/6J
dos grupos Controle PD, Desnutrido, Controle PR e Renutrido no inicio do periodo experimental e no
fim dos processos de desnutrigdo e renutrigdo. n representa nlimero de animais avaliados. Controle PD
= Controle do Periodo de Desnutrigdo. Controle PR = Controle do Periodo de Renutrigdo. n representa
ndmero de animais avaliados
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4.2.3 Avaliagdo da concentragdo sérica de proteinas totais e albumina

Ambas as linhagens de camundongos apresentaram o mesmo comportamento em
relagdo a concentracdo de proteinas totais e albumina. Em camundongos Swiss Webster,
houve redugdo significativa da concentracdo de proteinas totais e albumina do Grupo
Desnutrido (5,26 g/dL + 0,50 e 1,75 g/dL + 0,19, respectivamente) em relagdo ao Grupo
Controle PD (6,06 g/dL + 1,28 e 2,17 g/dL + 0,27, respectivamente). Da mesma forma, em
camundongos C57BL/6J também verificou-se diminuigdo significante da concentragdo de
proteinas totais e albumina do Grupo Desnutrido (3,72 g/dL + 0,71 e 159 g/dL + 0,22,
respectivamente) em relagdo ao Grupo Controle PD (5,12 g/dL + 1,34 e 2,27 g/dL + 0,36,
respectivamente). O comportamento apresentado pelo Grupo Desnutrido é decorrente da
baixa ingestdo de proteinas e indica quadro de desnutrigdo protéica (Figuras 6A, 6B, 6C e
6D). Apds o retorno a uma dieta normoprotéica, hovamente o comportamento foi semelhante
nas duas linhagens estudadas. Em camundongos Swiss Webster, o Grupo Renutrido
apresentou aumento da concentragdo sérica de proteinas totais e albumina (5,96 g/dL + 0,94
e 2,12 g/dL + 0,26, respectivamente), sendo que estes pardmetros foram semelhantes aos
apresentados pelos animais do Grupo Controle PR (5,92 g/dL + 0,77 e 2,20 g/dL + 0,22,
respectivamente). Em camundongos C57BL/6J, o Grupo Renutrido também apresentou
aumento da concentragdo de proteinas totais e albumina (5,29 g/dL + 0,58 e 2,00 g/dL *
0,41, respectivamente), igualando os valores obtidos pelo Grupo Controle PR (5,38 g/dL +
153 e 198 g/dL + 0,47, respectivamente (Figuras 6A, 6B, 6C e 6D). Esses resultados
evidenciam que o restabelecimento da quantidade normal de proteina na ragdo levou a
normalizagdo da sintese de proteinas totais e albumina, aparentemente revertendo o quadro

de desnutrigdo protéica.
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Figura 6. Resultados, em valores médios+tSDM, da concentragdo sérica de proteinas totais (A) e (C)
e albumina (B) e (D) de camundongos Swiss Webster e C57BL/6J dos grupos Controle PD (n=9),
Desnutrido (n=15), Controle PR (n=6) e Renutrido (n=11) * Valores significativos para p<0,05. **
Valores significativos para p<0,01. n representa niimero de animais avaliados. Controle PD = Controle
do Periodo de Desnutri¢do. Controle PR = Controle do Periodo de Renutrigdo.
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4.2.4 Avadliagdo da concentragdo sérica de glicose e insulina

Em animais Swiss Webster o Grupo Desnutrido apresentou comportamento
hipoglicémico (73,21 mg/dL + 12,61) em relagdo ao Grupo Controle PD (146,70 mg/dL +
23,05). Apés o periodo de renutrigdo, a glicemia do Grupo Renutrido (116,20 mg/dL + 22,69)
aumentou quando comparada ao Grupo Desnutrido, porém, continuou significativamente
inferior a apresentada pelo Grupo Controle PR (148,30 mg/dL + 15,44) (Figura 7).

Apés o periodo de desnutrigdo a concentragdo sérica de insulina dos animais do
Grupo Desnutrido foi significativamente inferior a dos animais do Grupo Controle PD (0,10
ng/mL + 0,09 e 2,05 ng/mL + 0,74, respectivamente) em decorréncia da baixa ingestdo de
proteina. Por outro lado, o retorno a uma dieta normoprotéica levou ao aumento significante
de insulina sérica do Grupo Renutrido (0,45 ng/mL + 0,37) comparado com o Grupo
Desnutrido. Esse aumento, porém, ndo foi suficiente para normalizar os niveis de insulina,
visto que a concentragdo de insulina sérica permaneceu significantemente inferior a do
Grupo Controle PR (2,23 ng/mL * 1,19), indicando uma reversdo parcial da insulinemia

encontrada nos animais submetidos ao processo de renutrigdo (Figura 8).
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Figura 7. Resultados, em valores médiostSDM, da concentragdo sérica de glicose de camundongos
Swiss Webster dos grupos Controle PD (n=9), Desnutrido (n=15), Controle PR (n=9) e Renutrido
(n=13). ** Valores significativos para p<0,01. *** Valores significativos para p<0,001. n representa

ndmero de animais avaliados. Controle PD = Controle do Periodo de Desnhutrigdo. Controle PR =
Controle do Periodo de Renutricdo.
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Figura 8. Resultados, em valores médios+tSDM, da concentragdo sérica de insulina dos camundongos
Swiss Webster dos grupos Controle PD (n=4), Desnutrido (n=8), Controle PR (n=4) e Renutrido (n=7).
* Valores significativos para p<0,05. ** Valores significativos para p<0,01. *** Valores significativos
para p<0,001. n representa nimero de animais analisados. Controle PD = Controle do Periodo de
Desnutrigdo. Controle PR = Controle do Periodo de Renutricdo.
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4.2.5 Avaliagdo da tolerdncia oral a glicose (OGTT) e da tolerdncia a

insulina (ITT)

Em camundongos Swiss Webster, os animais do Grupo Desnutrido apresentaram
maior tolerdncia a administragdo oral de glicose em comparagdo ao Grupo Controle PD. Esse
comportamento pode ser evidenciado tanto ha andlise da glicose sérica ao longo do tempo
avaliado (Figura 9A), quanto na andlise da drea sob a curva (AUC) (Figura 9B). Apds o
restabelecimento da ragdo normoprotéica, o Grupo Renutrido continuou apresentando o
mesmo comportamento do Grupo Deshutrido, mostrando maior tolerdncia a glicose em
relagdo ao grupo Controle PR (Figuras 9A e 9B).

Apés o teste de ITT, o Grupo Desnutrido apresentou menor K+ (constante da taxa
de desaparecimento da glicose plasmdtica) em relagdo ao Grupo Controle PD, evidenciando
maior sensibilidade a insulina. O Grupo Renutrido, por sua vez, manteve o mesmo
comportamento apresentado pelo Grupo Desnutrido. Dessa forma, é possivel observar que,
mesmo apds o periodo de renutrigdo, a sensibilidade a insulina permaneceu alterada (Figura

10).
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Figura 9. Resultados, em valores médios+SDM, da concentragdo sérica de glicose (A) e drea sob a
curva da glicemia ao longo do tempo (B) dos camundongos Swiss Webster dos grupos Controle PD
(n=4), Desnutrido (n=5), Controle PR (n=4) e Renutrido (n=5). * Valores significativos para p<0,05. **
Valores significativos para p<0,01. * p<0,01 quando compara-se Grupo Desnhutrido e Grupo Controle
PD. ® p<0,05 quando compara-se Grupo Desnutrido com Grupo Controle PD. ¢ p<0,05 quando compara-
se Grupo Renutrido com Grupo Controle PR. ¢ p<0,001 quando compara-se Grupo Desnutrido com
Grupo Controle PD. n representa nimero de animais analisados. Controle PD = Controle do Periodo de
Desnutri¢do. Controle PR = Controle do Periodo de Renutrigdo.
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Figura 10. Resultados, em valores médios+SDM, do K1+ dos camundongos Swiss Webster dos grupos
Controle PD (n=4), Desnutrido (n=5), Controle PR (n=4) e Renutrido (n=5). * Valores significativos
para p<0,05. ** Valores significativos para p<0,01. n representa nimero de animais analisados.
Controle PD = Controle do Periodo de Desnutri¢do. Controle PR = Controle do Periodo de Renutrigdo.
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4.2.6 Avaliagdo da concentragdo sérica de IGF-1

Camundongos Swiss Webster pertencentes ao Grupo Desnutrido apresentaram
redugdo significativa da concentragdo sérica de IGF-1 em relagdo aos animais do Grupo
Controle PD (477,5 ng/mL + 78,71 e 938,7 ng/mL + 62,20, respectivamente) em decorréncia
da baixa ingestdo de proteinas. Esse quadro foi parcialmente revertido apds o processo de
renutrigdo, visto que o Grupo Renutrido mostrou aumento significante desse hormanio em
relagdo ao Grupo Desnutrido (6971 ng/mL + 52,72 e 4775 ng/mL + 7871,
respectivamente). No entanto, esses valores permaneceram inferiores aos apresentados
pelos animais do Grupo Controle PR (902,9 ng/mL =+ 137,2), indicando que o
restabelecimento da quantidade normal de proteina na ragdo ndo foi suficiente para

normalizar a produgdo de IGF-1 (Figura 11).

4.2.7 Avaliagdo da concentragdo sérica de corticosterona

A redugdo da quantidade de proteina na ragdo hipoprotéica promoveu aumento
significativo da concentragdo de corticosterona sérica em camundongos Swiss Webster do
Grupo Desnutrido em relagdo aos animais do Grupo Controle PD (113,8 ng/mL + 47,06 e
14,75 ng/mL * 13,65, respectivamente) devido ao estresse metabdlico gerado pelo quadro
de desnutrigdo protéica (Figura 12). Apds o periodo de renutrigdo, os animais do Grupo
Renutrido apresentaram redugdo dos niveis do glicocorticéide, alcangando os valores
apresentados pelos animais do Grupo Controle PR (8,43 ng/mL + 3,25 e 17,80 ng/mL + 13,02,
respectivamente) (Figura 12). Esse quadro indica que o retorno a concentragdo adequada de
proteina a ragdo levou a uma redugdo do estresse fisioldgico dos animais renutridos, tendo

como reflexo a redugdo da liberagdo desse hormanio na circulagdo.
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Figura 11. Resultados, em valores médios+tSDM, da concentragdo sérica de IGF-1 dos camundongos
Swiss Webster dos grupos Controle PD (n=3), Desnutrido (n=8), Controle PR (n=3) e Renutrido (n=b).
* Valores significativos para p<0,05. *** Valores significativos para p<0,001. n representa nimero de

animais analisados. Controle PD = Controle do Periodo de Desnhutrigdo. Controle PR = Controle do
Periodo de Renutrigdo.

Corticosterona

150~ — k% *k*k
100+
-
E
o
c
50+
O'
Q . 60 & . 60
\Q,Q \}\s\ \Q;Q \S\k\
Q Q O Q
N & N &
ox Q ox

Figura 12. Resultados, em valores médiostSDM, da concentragdo sérica de corticosterona dos
camundongos Swiss Webster dos grupos Controle PD (n=5), Desnutrido (n=4), Controle PR (n=5) e
Renutrido (n=7). ** Valores significativos para p<0,01. *** Valores significativos para p<0,001. n
representa nimero de animais analisados. Controle PD = Controle do Periodo de Desnutrigdo. Controle
PR = Controle do Periodo de Renutricdo.



86

4.2.8 Andlise do metabolismo da glutamina

4.2.8.1 Glutamina plasmatica

A concentragdo plasmdtica de glutamina de camundongos Swiss Webster do Grupo
Desnutrido foi significativamente superior aquela apresentada pelo Grupo Controle PD (0,98
mM/L + 0,18 e 0,75 mM/L + 0,02, respectivamente). Esse quadro foi revertido apés o
periodo de renutrigdo, visto que houve redugdo da concentracdo plasmdtica desse
aminodcido no Grupo Renutrido, sendo semelhante aquela apresentada pelo Grupo Controle

PR (0,77 mM/L £ 0,01 e 0,76 mM/L + 0,02, respectivamente) (Figura 13A).

4.2.8.2 Glutamina muscular

Os camundongos Swiss Webster do Grupo Desnutrido apresentaram redugdo
significativa da glutamina muscular em relagdo ao Grupo Controle PD (5160 pM/g + 1143 e
11368 uM/g + 5673, respectivamente) apds o periodo de desnutrigdo. A concentragdo
muscular desse aminodcido voltou a aumentar no Grupo Renutrido, que apresentou valores
semelhantes aos do Grupo Controle PR (10413 pM/g + 1734 e 8626 pM/g, respectivamente)
(Figura 13B).

4.2.8.3 Atividade de glutamina sintetase muscular

A atividade de glutamina sintetase aumentou em decorréncia da desnutrigdo, visto
que camundongos Swiss Webster do Grupo Desnutrido apresentaram valores
significativamente maiores que aqueles apresentados pelo Grupo Controle PD (4,35 pg/h/mg
+ 0,87 e 0,55 ug/h/mg + 0,06, respectivamente). O processo de renutrigdo promoveu o
restabelecimento da atividade normal dessa enzima, uma vez que tanto o Grupo Renutrido
quanto o Grupo Controle PR apresentaram valores semelhantes (0,84 pg/h/mg + 0,21 e 0,85

Hg/h/mg + 0,11) (Figura 13C).
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Figura 13. Resultados, em valores médiostSDM, da concentragdo plasmdtica de glutamina (A),
glutamina muscular (B) e atividade de glutamina sintetase (C) de camundongos Swiss Webster dos
grupos Controle PD (n=b5), Desnutrido (n=10), Controle PR (n=5) e Renutrido (n=10). * Valores
significativos para p<0,05. ** Valores significativos para p<0,01. *** Valores significativos para
p<0,001. n representa nimero de animais analisados. Controle PD = Controle do Periodo de
Desnutrigdo. Controle PR = Controle do Periodo de Renutrigdo.
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4.2.9 Andlise de proteina, DNA e RNA totais em figado e misculo
gastrocnémio

4.2.9.1 Gastrocnémio

A redugdo da quantidade de proteina na ragdo ndo alterou de forma significativa o
peso absoluto e o peso relativo do musculo gastrocnémio dos grupos experimentais (Tabela
9), porém levou a uma redugdo do conteldo total de proteina, DNA e RNA desse muisculo
nos animais do Grupo Desnutrido (3,25 mg/100 mg tecido + 0,82; 0,07 ug/100 mg tecido +
0,03 e 11,15 pg/100 mg tecido + 2,66, respectivamente) em relagdo ao Grupo Controle PD
(5,21 mg/100 mg tecido + 0,30; 0,12 pg/100 mg tecido + 0,03 e 32,74 ug/100 mg tecido +
15,55, respectivamente). Esses resultados indicam comprometimento da sintese protéica
muscular. Apdés o periodo de renutrigdo, os animais do Grupo Renutrido apresentaram
aumento significativo da quantidade total de proteinas, DNA e RNA (11,95 mg/100 mg
tecido + 1,13; 0,28 pg/100 mg tecido + 0,05 e 68,21 pg/100 mg tecido + 9,02,
respectivamente), ultrapassando os valores obtidos pelo Grupo Controle PR (6,52 mg/100
mg tecido + 1,03; 0,18 ug/100 mg tecido + 0,05 e 43,90 pug/100 mg tecido + 15,07,
respectivamente), indicando o restabelecimento da sintese protéica (Figuras 14A, 14B e

14¢).
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Tabela 9 - Peso absoluto e relativo do misculo gastrocnémio direito

Peso absoluto Peso relativo
Grupo experimental (9) (g/ g peso corporal)
Controle PD (n=7) 0,30+ 0,09 0,0063 + 0,0015
Desnutrido (n=8) 0,24+ 0,05 0,0064 + 0,0012
Controle PR (n=7) 0,26 + 0,04 0,0066 + 0,0023
Renutrido (n=9) 0,20+0,10 0,0051 + 0,0026

Resultados, em valores médiostSDM do peso absoluto e relativo do musculo gastrocnémio
direito dos animais dos grupos Controle PD, Desnutrido, Controle PR e Renutrido. n representa
ndmero de animais avaliados. Controle PD = Controle do Periodo de Desnutrigdo. Controle PR =
Controle do Periodo de Renutrigdo.
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Figura 14. Resultados, em valores médios+tSDM, do conteldo total de proteina (A), DNA (B) e RNA
(C) do musculo gastrocnémio de camundongos Swiss Webster dos grupos Controle PD (n=7),
Desnutrido (n=8), Controle PR (n=7) e Renutrido (n=9). * Valores significativos para p<0,05. **
Valores significativos para p<0,01. *** Valores significativos para p<0,001. n representa nimero de
animais analisados. Controle PD = Controle do Periodo de Desnutri¢cdo. Controle PR = Controle do
Periodo de Renutrigdo.
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4.2.9.2 Figado

Em tfermos absolutos, observou-se redugdo significativa do peso do figado dos
animais Swiss Webster do Grupo Desnutrido em comparagdo aos animais do Grupo Controle
PD. Esse quadro foi completamente revertido apds o periodo de renutrigdo, encontrando-se
valores semelhantes para o peso desse 6rgdo tanto no Grupo Renutrido quanto no Grupo
Controle PD. No entanto, o peso relativo do figado foi semelhante entre os grupos
experimentais, indicando que o aumento ou redugdo desse 6rgdo acompanhou o peso corporal
dos animais (Tabela 10).

Assim como observado no musculo gastrocnémio, a redugdo de proteina na dieta
levou a uma redugdo do conteldo total de proteina, DNA e RNA do figado de camundongos
Swiss Webster do Grupo Desnutrido (29,48 mg/100 mg tecido + 3,71; 2,13 pg/100 mg tecido
+ 0,15 e 131,8 pug/100 mg tecido + 20,27, respectivamente) em relagdo ao Grupo Controle PD
(6605 mg/100 mg tecido + 1020; 2,85 ug/100 mg tecido + 0,20 e 526,9 ug/100 mg tecido +
49,48, respectivamente). Esses resultados indicam comprometimento da sintese protéica
hepdtica. Apds o periodo de renutrigdo, os animais do Grupo Renutrido apresentram
aumento significativo da quantidade total de proteinas e RNA, mas ndo de DNA (5413
mg/100 mg tecido + 750,9; 273,4 ug/100 mg tecido + 63,64 e 0,84 ug/100 mg tecido + 0,10,
respectivamente), alcangando o Grupo Controle PR em relagdo aos dois primeiros
pardmetros (6,52 mg/100 mg tecido + 1,03; 43,90 pg/100 mg tecido + 15,07 e 0,18 pg/100
mg tecido + 0,05, respectivamente) (Figuras 15A, 15B e 15C).
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Tabela 10 - Peso absoluto e relativo do figado

Peso absoluto Peso relativo

Grupo experimental (9) (g/ g peso corporal)
Controle PD (n=5) 2,05+0,16 0,040 + 0,002
Desnutrido (n=6) 1,52 + 0,07 0,041 + 0,002
Controle PR (n=5) 2,10+ 0,28 0,045 + 0,003
Renutrido (n=6) 219+0,11 0,046 + 0,002

Resultados, em valores médiostSDM do peso absoluto e relativo do figado dos animais dos
grupos Controle PD, Desnutrido, Controle PR e Renutrido. n representa nimero de animais
avaliados. Controle PD = Controle do Periodo de Desnutrigdo. Controle PR = Controle do Periodo
de Renutrigdo.
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Figura 15. Resultados, em valores médios+tSDM, do conteldo total de proteina (A), DNA (B) e RNA
(C) do figado de camundongos Swiss Webster dos grupos Controle PD (n=5), Desnutrido (n=6),
Controle PR (n=5) e Renutrido (n=6). * Valores significativos para p<0,05. ** Valores significativos
para p<0,01. *** Valores significativos para p<0,001. n representa nimero de animais analisados.
Controle PD = Controle do Periodo de Desnutri¢do. Controle PR = Controle do Periodo de Renutrigdo.
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4.3 Avaliagdo hematoldgica
4.3.1 Hemograma

4.3.1.1 Eritrograma

Camundongos de ambas as linhagens apresentaram redugdo dos pardmetros relativos &
série eritrocitdria apds o periodo de desnutrigdo, demonstrando que a diminuigdo do consumo
de proteina acarretou em um quadro de anemia. Na linhagem Swiss Webster, o Grupo
Desnutrido apresentou redugdo significativa do nimero de hemdcias, volume hematdcrito e
hemoglobina (8,09x10%/mm? + 0,89; 34,09% + 3,45; 11,53g/dL + 0,83, respectivamente) em
relagdo ao Grupo Controle PD (9,48 x10°/mm? + 0,61; 42,13% + 6,30; 14,27g/dL + 1,46,
respectivamente) (Figuras 16A, 16B e 16C). Na linhagem C57BL/6J, o Grupo Desnutrido
apresentou diminuigdo significativa do nimero de hemdcias, volume hematécrito e
hemoglobina (7,87x10°/mm?* + 1,02; 33,96% + 43 e 11,67g9/dL + 1,21, respectivamente) em
relagdo ao Grupo Controle PD (9,14 x10®/mm?® + 153; 38,28% + 43 e 12,44g/dL + 0,61,
respectivamente) (Figuras 17A, 17B e 17C). O retorno a uma dieta normoprotéica, promoveu
reversdo de todas as alteragdes encontradas em ambas as linhagens. Em camundongos Swiss
Webster, o Grupo Renutrido mostrou aumento significativo do nimero de hemdcias, do
volume hematdécrito e hemoglobina (9,55 x10°/mm? + 1,00; 10,42% + 4,18; 13,959/dL + 0,91,
respectivamente), apresentando valores semelhantes aos encontrados no Grupo Controle PR
(9,61 x10°/mm? + 0,75; 41,17% + 6,74; 13,56g/dL * 1,14, respectivamente) (Figuras 16A, 16B
e 16C). Em animais C57BL/6J, o Grupo Renutrido voltou a mostrar aumento significante do
nimero de hemdcias, do volume hematécrito e hemoglobina (8,58 x10°/mm? + 0,75; 37,63% +
3,47; 12,55g/dL + 0,48, respectivamente), igualando os valores obtidos pelo Grupo Controle
PR (8,57 x10°/mm?* + 0,32; 38,17% + 1,89; 12,17g/dL * 0,49, respectivamente) (Figuras 17A,
17B e 17C). Em relagdo aos indices hematimétricos (VCM, HCM e CHCM), ndo foi observada
nenhuma diferenga entre os grupos de ambas as linhagens. O mesmo foi observado em relagdo
a porcentagem de reticuldcitos de camundongos da linhagem Swiss Webster (Tabelas 11 e

12),
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Figura 16. Resultados, em valores médios+SDM, do nimero de hemdcias (A), volume hematdcrito (B)
e hemoglobina (C) de camundongos Swiss Webster dos grupos Controle PD (n=9), Desnutrido (n=18),
Controle PR (n=9) e Renutrido (n=15). ** Valores significativos para p<0,01. *** Valores significativos
para p<0,001. n representa nimero de animais analisados. Controle PD = Controle do Periodo de
Desnutrigdo. Controle PR = Controle do Periodo de Renutrigdo.
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Figura 17. Resultados, em valores médios+SDM, do nimero de hemdcias (A), volume hematdcrito (B)
e hemoglobina (C) de camundongos C57BL/6J dos grupos Controle PD (n=20), Desnutrido (n=16),
Controle PR (n=13) e Renutrido (n=17). * Valores significativos para p<0,05. ** Valores significativos
para p<0,01. n representa nimero de animais analisados. Controle PD = Controle do Periodo de
Desnutrigdo. Controle PR = Controle do Periodo de Renutrigdo.
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Tabela 11 - Indices hematimétricos e porcentagem de reticulécitos de camundongos
Swiss Webster

~ Grupo experimental  VCM (fL)  HCM (pg)  CHCM (g/dL)  Reficulicitos (%)
Controle PD (n=10) 4090+ 5,86 1415 +1,73 32,08 +0,91 2,60+0,20
Desnutrido (n=13) 39,26 + 5,45 13,66 + 1,13 3341+2,17 256 +0,27
Controle PR (n=10) 39,84 +6,52 13,97 + 1,41 3356 +2,31 3,02+0,77
Renutrido (n=18) 41,87 +5,90 1455 + 1,47 33,96 + 2,40 253+0,42

Tabela 12 - Indices hematimétricos de camundongos C57BL/6J

6rupo experimental VCM (fL) HCM (pg) CHCM (g/dL)
Controle PD (n=20) 42,63 +6,23 14,46 + 2,32 34,04 + 3,85
Desnutrido (n=16) 41,67 +9,62 15,34 +177 35,62 +5,12
Controle PR (n=13) 4467 + 0,58 14,20+ 0,26 31,90 £ 0,44

Renutrido (n=17) 4394+143 13,99+ 0,42 31,89+ 0,64

Resultados, em valores médios+SDM, dos valores de VCM, HCM, CHCM e reticulécitos de camundongos
Swiss Webster e C57BL/6J dos grupos Controle PD, Desnutrido, Controle PR e Renutrido. n representa
nimero de animais avaliados. Controle PD = Controle do Periodo de Desnutri¢do. Controle PR = Controle do
Periodo de Renutrigdo. n representa nimero de animais analisados.
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4.3.1.2 Leucograma

O consumo de uma dieta hipoprotéica acarretou em redugdo do nimero de leucdcitos
circulantes dos animais de ambas as linhagens. Camundongos Swiss Webster do Grupo
Desnutrido apresentaram leucopenia significativa quando comparados ao Grupo Controle PD
(1364/mm?* + 559,3 e 3457/mm?® + 9566, respectivamente) (Figura 18A), ds custas,
principalmente, de linfocitopenia e neutropenia absolutas. Também foi observada redugdo
do ndmero absoluto de eosindfilos e mondcitos (Tabelas 13 e 14). Apés o periodo de
renutrigdo, a leucopenia, foi revertida nos animais do Grupo Renutrido (3014/mm?* + 767 ,5),
sendo que o nimero total de leucécitos deste grupo foi semelhante ao encontrado para o
Grupo Controle PR (3531/mm?* + 11,58,0) (Figura 18A). Tanto a linfocitopenia quanto a
neutropenia absolutas dos animais renutridos também foram revertidas com a introdugdo da
dieta normoprotéica. Houve aumento do nimero de eosinéfilos, porém o nimero de
mondcitos permaneceu reduzido (Tabelas 13 e 14). Camundongos C57BL/6J do Grupo
Desnutrido também apresentaram leucopenia significativa quando comparados ao Grupo
Controle PD (1325/mm* + 716,3 e 2381/mm* + 1020,0, respectivamente). Esse quadro foi
revertido apds o periodo de renutrigdo, visto que o nimero de leucécitos, tanto do Grupo
Renutrido, quanto do Grupo Controle PR, foi semelhante (2700/mm?* + 1102 e 2840/mm?*
1737, respectivamente) (Figura 18B).
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Figura 18. Resultados, em valores médiostSDM, do nidmero de leucécitos de camundongos Swiss
Webster (A) e C57BL/6J (B) dos grupos Controle PD (n=8), Desnutrido (n=16), Controle PR (n=8) e
Renutrido (n=11). ** Valores significativos para p<0,01. *** Valores significativos para p<0,001. n

representa nimero de animais analisados. Controle PD = Controle do Periodo de Desnutrigdo. Controle
PR = Controle do Periodo de Renutri¢do.
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Tabela 13 - Contagem relativa de leucécitos no sangue periférico: Swiss Webster

Controle PD Desnutrido Controle PR Renutrido

Linfocitos (%) 8500+455 8733+447 8660+5,68 87,004,447
Neutréfilos segmentados (%) 13,75+ 4,57 1288 +309 1400+258 14,00+4,05
Eosinofilos (%) 050+0,10 0,22 + 0,04 100+0,70 0,37+0,05
Mondcitos (%) 0,75+ 0,09 044+:007 060+009 0,25+0,05
Basofilos (%) 0 0 0 0

Resultados, em valores médiostSDM, do nidmero relativo de linfécitos, neutréfilos segmentados,
eosindfilos, monédcitos e baséfilos de camundongos Swiss Webster dos grupos Controle PD (n=5),
Desnutrido (n=9), Controle PR (n=5) e Renutrido (n=8). n representa nimero de animais avaliados.
Controle PD = Controle do Periodo de Desnutri¢do. Controle PR = Controle do Periodo de Renutricdo.

Tabela 14 - Contagem absoluta de leucdcitos no sangue Eer‘ifér‘ico: Swiss Webster

Controle PD Desnutrido Controle PR Renutrido
Linfocitos (/mm?) 2164 + 736,6** 10440+ 4565 1820,0+604,8 18400 + 827,3*
Neutréfilos segmentados (/mm?®) 3410 +150,7** 128,20+38,87 237,9+132,7 2535+121,6*
Eosinéfilos (/mm?) 7,62+152 2,28 +0,45 210+1,31 9,00+1,38
Monécitos (/mm?) 1850+ 2,25 5,42 +0,83 11,80+ 1,62 3.87+£0,73
Baséfilos (/mm?) 0 0 0 0

Resultados, em valores médios+SDM, do nimero absoluto de linfécitos, neutréfilos segmentados, eosindfilos, mondcitos
e basodfilos de camundongos Swiss Webster dos grupos Controle PD (n=5), Desnutrido (n=9), Controle PR (n=5) e
Renutrido (n=8). * Valores significativos para p<0,05 em comparagdo ao Grupo Desnutrido. ** Valores significativos para
p<0,01 em comparagdo ao Grupo Desnutrido. n representa nimero de animais analisados. Controle PD = Controle de
Periodo de Desnutri¢do. Controle PR = Controle do Periodo de Renutrigdo.
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4.3.2 Mielograma

Foi observada redugdo significativa da celularidade da medula éssea em decorréncia
do quadro de desnutrigdo protéica em ambas as linhagens de camundongos. Apds o retorno a
uma dieta normoprotéica, o quadro de hipoplasia medular foi completamente revertido.
Camundongos Swiss Webster do Grupo Desnutrido apresentaram diminuicdo do nimero de
células nucleadas em relagdo ao Grupo Controle PD (1,86x107/mL +0,53 e 2,98x10"/mL +
0,57, respectivamente). No entanto, verificou-se redugdo do nimero absoluto de cada um
dos tipos celulares avaliado na medula dssea, sendo que a proporgdo relativa entre as
linhagens foi mantida em ambos os grupos (Tabela 15A). O Grupo Renutrido por sua vez,
mostrou valores semelhantes aos apresentados pelo Grupo Controle PR (2,69x10"/mL + 1,04
e 2,67x10"/mL + 0,63, respectivamente) (Figura 19A). O ndmero absoluto de cada linhagem
voltou a aumentar, sendo mantida a proporgdo relativa entre elas (Tabela 15B). Da mesma
forma, camundongos €57BL/6J do Grupo Desnutrido apresentaram redugdo do nimero de
células nucleadas em comparagdo ao Grupo Controle PD (3,51x107/mL + 0,65 e 4,42x107/mL
+ 0,60, respectivamente), sendo que, tanto o Grupo Renutrido quanto o Grupo Controle PR
apresentaram valores semelhantes (5,77x10’/mL + 251 e 458x10/mL + 155,

respectivamente) (Figura 19B).
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Figura 19. Resultados, em valores médiostSDM, do nidmero de células hucleadas da medula éssea de
camundongos Swiss Webster (A) e C57BL/6J (B) dos grupos Controle PD (n=8), Desnutrido (n=16),
Controle PR (n=8) e Renutrido (n=14). * Valores significativos para p<0,05. ** Valores significativos
para p<0,01. *** Valores significativos para p<0,001. n representa nimero de animais analisados.
Controle PD = Controle do Periodo de Desnhutri¢do. Controle PR = Controle do Periodo de Renutrigdo.



Tabela 15A - Distribuigdo relativa das populagdes medulares: Swiss Webster

103

Tipo celular Controle PD  Desnutrido  Controle PR Renutrido
(%) (%) (%) (%)

Blasto 2,37+1,17 1,60+0,78 1,63+0,61 1,70+0,90

Forma jovem 1,60+0,71 1,43+0,06 0,70+0,06 1,30+1,00
Forma em anel 3,57+0,67 3,87+0,85 3,07+1,26 7,10£0,57*
Segmentado 48,13+6,40 50,63+3,82 40,67+6,13 42 15+2,05
Eosindfilo 2,65+0,49 1,83:0,64 1,77+0,62 1,55+0,64
Mondcito/macréfago 0,15+0,01 0,27+0,03 1,05+0,15 0,55+0,05
Plasmdcito 0,20+0,02 0,37+0,02 0,07+0,01 0,20+0,02
Linfoblasto/Linfécito 17,70+2,26 13,93:0,35 19,47+3,75 17,90+0,85
Proeritroblasto/ 3,17+0,98 3,47+0,84 3,53+1,61 3,15+2,15

Eritroblasto baséfilo

Eritroblasto policromdtico 18,93+7,10 20,03+4,73 25,93+10,94 21,05+7,95
Eritroblasto ortocromdtico 2,03+0,85 1,37+0,84 0,90+0,30 2,30+1,50
Megacariécito 1,27+0,57 1,20+0,20 1,37+0,50 1,05+0,07

Resultados, em valores médiostSDM, da porcentagem das populages medulares de camundongos
Swiss Webster dos grupos Controle PD (n=5), Desnutrido (n=9), Controle PR (n=5) e Renutrido
(n=8). * Valores significativos para p<0,05 em comparagdo ao Grupo Desnutrido. ** Valores
significativos para p<0,01 em comparagdo ao Grupo Desnutrido. n representa nimero de animais
analisados. Controle PD = Controle de Periodo de Desnutrigdo. Controle PR = Controle do Periodo de

Renutrigdo.
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Tabela 15B - Distribuigdo absoluta das populagdes medulares: Swiss Webster

Tipo celular Controle PD  Desnutrido  Controle PR Renutrido
(x10"/mL) (x10’/mL) (x10"/mL) (x10"/mL)
Blasto 0,07+0,03 0,021+0,001 0,06+0,02 0,04+0,02
Forma jovem 0,05+0,01 0,027:0,001 0,019:0,003 0,035+0,002
Forma em anel 0,11:0,02 0,07+0,02 0,10+0,03 0,19+0,01**
Segmentado 1,43+0,19 0,94+0,07* 1,08+0,16 1,12+0,05
Eosinéfilo 0,09+0,02 0,03:0,01* 0,06+0,01 0,04:0,02
Mondcito/macréfago 0,004+0,002 0,005+0,002 0,028:0,006 0,015+0,001
Plasmdcito 0,122+0,021 0,064+0,015* 0,119+0,009 0,084+0,06
Linfoblasto/Linfécito 0,48+0,09 0,26+0,06* 0,52+0,10 0,48+0,23***
Proeritroblasto/ 0,68+0,07 0,37+0,09* 0,86+0,07 0,56+0,30
Eritroblasto baséfilo
Eritroblasto policromdtico 0,07+0,03 0,02+0,01 0,03+0,01 0,06+0,06
Eritroblasto ortocromdtico 0,06+0,02 0,02+0,01 0,03+0,01 0,06+0,04
Megacariécito 0,032+0,007 0,022+0,004 0,042+0,015 0,028+0,001
Relagdo 2,91:1,63 2,68+0,62 2,03+1,25 2,20+0,78

granulo/eritrocitdria

Resultados, em valores médiostSDM, dos valores absolutos das populagées medulares de
camundongos Swiss Webster dos grupos Controle PD (n=5), Desnutrido (n=9), Controle PR (n=5) e
Renutrido (n=8). * Valores significativos para p<0,05 em comparagdo ao Grupo Desnutrido. ** Valores
significativos para p<0,01 em comparagdo ao Grupo Desnutrido. n representa nimero de animais
analisados. Controle PD = Controle de Periodo de Desnutrigdo. Controle PR = Controle do Periodo de

Renutrigdo.
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4.3.3 Esplenograma

A dieta hipoprotéica provocou diferentes comportamentos nas linhagens analisadas.
Camundongos Swiss Webster do Grupo Desnutrido apresentaram redugdo do peso absoluto
do bago em relagdo ao Grupo Controle PD, sendo essa redugdo revertida apds o periodo de
renutrigdo. Ja em relagdo ao peso relativo, nenhuma diferenga significativa foi observada
entre os grupos (Tabela 16). O Grupo Desnutrido também apresentou significativa redugdo
da celularidade em relagdo ao Grupo Controle PD (3,25x107/mL + 2,77 e 7,31x107/mL *
2,89, respectivamente). Essas alteragdes evidenciam a hipoplasia esplénica encontrada em
decorréncia do baixo consumo de proteina. Apés o processo de renutrigdo, os animais do
Grupo Renutrido apresentaram aumento da celularidade (6,62x10°/mL + 2,74) em
comparagdo ao Grupo Desnutrido. Esse valor foi semelhante ao apresentado pelo Grupo
Controle PR (8,37x10”/mL + 0,75) (Figura 20A). Por outro lado, a celularidade dos
camundongos C57BL/6J ndo sofreu alteragdo com a dieta hipoprotéica, mostrando que essa
linhagem ndo apresentou alteragdo no setor esplénico em decorréncia da desnutrigdo
protéica. No entanto, o Grupo Renutrido mostrou aumento significativo do nimero de
células nucleadas em relagdo ao Grupo Desnutrido (Figura 20B). Em ambas as linhagens ndo
houve alteragdo na distribuigdo relativa das populagées (Tabela 17A). Em relagdo ao ndmero
absoluto, verificou-se redugdo dos tipos celulares no Grupo Desnutrido, retornando a

contagem normal no Grupo Renutrido (Tabela 17B).
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Tabela 16 - Peso absoluto e relativo do bago de camundongos Swiss Webster

Grupo experimental Peso absoluto do bago (g) Peso relativo do bago
(9/g de peso corporal)
Controle PD (n=5) 0,11+ 0,02 0,0022 + 0,0004
Desnutrido (n=10) 0,08 + 0,02 0,0024 + 0,0006
Controle PR (n=5) 0,12+ 0,03 0,0025 + 0,0004
Renutrido (n=10) 0,11+ 0,02 0,0023 + 0,0004

Resultados, em valores médiostSDM, do peso absoluto e relativo do bago dos animais dos grupos
Controle PD, Desnutrido, Controle PR e Renutrido. n representa nimero de animais analisados.
Controle PD = Controle do Periodo de Desnutri¢do. Controle PR = Controle do Periodo de Renutrigdo.
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Figura 20. Resultados, em valores médiostSDM, do nimero de células nucleadas do bago de
camundongos Swiss Webster (A) e C57BL/6J (B) dos grupos Controle PD (n=8), Desnutrido (n=17),
Controle PR (n=8) e Renutrido (n=11). * Valores significativos para p<0,05. ** Valores significativos
para p<0,01. n representa nimero de animais analisados. Controle PD = Controle do Periodo de
Desnutrigdo. Controle PR = Controle do Periodo de Renutricdo.
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Tabela 17A - Distribuigdo relativa das populagdes esplénicas: Swiss Webster

Tipo celular Controle PD  Desnutrido  Controle PR Renutrido
(%) (%) (%) (%)
Blasto 0 0 0 0
Forma jovem 0 0 0 0
Forma em anel 0,45+0,07 0,17+0,03 0,33+0,17 0,33+0,03
Segmentado 4 .63+0,55 3,60+1,42 3,17+0,76 3,30+0,61
Eosindfilo 0,50+0,01 0,50+0,01 0,12+0,01 0,33+0,03
Monécito/macréfago 0 0 0 0
Plasmécito 0,17+0,01 0,50+0,01 0,33+0,17 0,33+0,18
Linfécito/linfoblasto 24 ,87+1,50 22,13+1,70 23,60+0,46 22,77+2,46
Proeritroblasto/ 0,67+0,33 0,33+0,29 0,83:0,44 0,17+0,17
Eritroblasto baséfilo
Eritroblasto policromdtico 67,70+1,93 72,77+4,31 7157+0,59 72,43+3,16
Eritroblasto ortocromdtico 1,00+0,01 0 0,33+0,03 0,33:0,17
Megacariécito 0 0 0 0

Resultados, em valores médiostSDM, dos valores relativos das populagdes esplénicas de
camundongos Swiss Webster dos grupos Controle PD (n=5), Desnutrido (n=9), Controle PR (n=5) e
Renutrido (n=8). * Valores significativos para p<0,05 em comparagdo ao Grupo Desnutrido. ** Valores
significativos para p<0,01 em comparagdo ao Grupo Desnutrido. n representa nimero de animais
analisados. Controle PD = Controle de Periodo de Desnutrigdo. Controle PR = Controle do Periodo de
Renutrigdo.



108

Tabela 17B - Distribuigdo absoluta das populagdes esplénicas: Swiss Webster

Tipo celular Controle PD Desnutrido Controle PR Renutrido
(x10%/mL) (x10%/mL) (x10%/mL) (x10%/mL)
Blasto 0 0 0 0
Forma jovem 0 0 0 0
Forma em anel 0,033:0,005 0,005+0,003* 0,020+0,023 0,022+0,002
Segmentado 0,34+0,04 0,12+:0,08* 0,26+0,06 0,22+0,04
Eosindfilo 0,04:0,01 0,02+0,01 0,010+0,001 0,02+0,01
Monécito/macréfago 0 0 0 0
Plasmécito 0,012+0,001 0,016+0,001 0,028+0,014 0,022+0,019
Linfoblasto/Linfécito 1,82+0,11 0,72+0,05*** 1,98+0,04 1,51£0,16**
Proeritroblasto/ 0,05+0,04 0,011+0,009 0,07+0,04 0,011+0,001
Eritroblasto baséfilo
Eritroblasto policromdtico 4 .95+0,14 2,36+0,14*** 5,99+0,05 4 80+0,21
Eritroblasto 0,073+0,007 0,028+0,002 0 0,022+0,011
ortocromadtico
Megacariécito 0 0 0 0
Relagdo 0,081:0,008 0,057:0,034  0,046:0,011 0,054+0,014
granulo/eritrocitdria
Relagdo linfo/eritrocitdria 0,36+0,02 0,31+0,04 0,33+0,01 0,32+0,05

Resultados, em valores médiostSDM, dos valores absolutos das populagdes esplénicas de
camundongos Swiss Webster dos grupos Controle PD (n=5), Desnutrido (n=9), Controle PR (n=5) e
Renutrido (n=8). * Valores significativos para p<0,05 em comparagdo ao Grupo Desnutrido. ** Valores
significativos para p<0,01 em comparagdo ao Grupo Desnutrido. n representa nimero de animais
analisados. Controle PD = Controle de Periodo de Desnutrigdo. Controle PR = Controle do Periodo de

Renutrigdo.
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4.4 Avadliagdo de macrofagos peritoniais

4.4.1 Células nucleadas do lavado peritonial

A dieta hipoprotéica promoveu redugdo da celularidade do lavado peritonial em
ambas as linhagens avaliadas, sendo esse quadro revertido apds o periodo de renutri¢do. Em
camundongos Swiss Webster, o Grupo Desnutrido apresentou redugdo significativa do
nimero de células nucleadas em relagdo ao Grupo Controle PD (2,44x10°/mL + 0,75 e
3,02x10°/mL + 0,76, respectivamente), enquanto o Grupo Renutrido mostrou recuperagdo
da celularidade, tendo comportamento semelhante ao apresentado pelo Grupo Controle PR
(3,13x10°/mL + 1,20 e 2,99x10°/mL + 1,11, respectivamente) (Figura 21A). Em relacdo a
populagdo peritonial, ndo houve variagdo da porcentagem dos tipos celulares nos grupos
avaliados (com excegdo da porcentagem de mastécitos, reduzida no Grupo Desnutrido),
Porém, houve importante redugdo do nimero absoluto de mastécitos, linfécitos e
macréfagos. Estes tipos celulares, reduzidos no Grupo Desnutrido, voltaram a aumentar no
Grupo Renutrido (Tabela 18). Na linhagem €57BL/6J, animais do Grupo Desnutrido também
apresentaram diminuigdo da celularidade em relagdo ao Grupo Controle PD (2,01x10°/mL +
0,78 e 3,14x10°/mL + 0,97, respectivamente). Apdés a renutricdo, animais do Grupo
Renutrido e do Grupo Controle PD apresentaram nimero de células nucleadas semelhante

(4,39x10°/mL + 1,45 e 3,76x10°/mL + 1,59, respectivamente) (Figura 21B).
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Figura 21. Resultados, em valores médiostSDM, do nimero de células nucleadas peritoniais de
camundongos Swiss Webster (A) e C57BL/6J (B) dos grupos Controle PD (n=12), Desnutrido (n=20),
Controle PR (n=12) e Renutrido (n=16). * Valores significativos para p<0,05. n representa nimero de
animais analisados. Controle PD = Controle do Periodo de Desnutrigdo. Controle PR = Controle do
Periodo de Renutrigdo.

Tabela 18 - Distribuigdo relativa e absoluta das populagdes da cavidade peritonial

Grupos Macréfagos Linfocitos Mastaocitos
experimentais

% x10%/mL % x10%/mL % x10%/mL

Controle PD  70,55+9,60 2,47:0,66 26,92+9,19 107:052 2,24+0,71 0,068+0,021
De.i::fr')ido 70,28:555 1,72:+0,14* 28,00+5,32 0,64+0,10* 1,18:056* 0,029:0,014*
Con(‘l'r:':ofl)i PR 70,07¢.3,30 2,10+0,10 28,07+3,26 094:0,16 2,40+¢1,10 0,072+0,033
Re(nnu:’rer)')ido 74,30+£1456 2,33:0,46** 28,67+13,31 1,12:0.28** 2,10+1,38 0,071+0,044**
(n=8)

Resultados, em valores médiostSDM, dos valores relativos e absolutos das populagdes esplénicas de
camundongos Swiss Webster dos grupos Controle PD, Desnutrido, Controle PR e Renutrido. * Valores
significativos para p<0,05 em comparagdo ao Grupo Controle PD. ** Valores significativos para p<0,01 em
comparagdo ao Grupo Desnutrido. n representa nimero de animais analisados. Controle PD = Controle de
Periodo de Desnutri¢do. Controle PR = Controle do Periodo de Renutrigdo.
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442 Avdliagdo da capacidade de adesdo

A desnutrigdo protéica levou ao comprometimento da capacidade de adesdo de macréfagos
peritoniais nos tempos avaliados (2 e 24 horas). Mesmo apds estimulo com LPS, o Grupo Desnutrido
apresentou menor adesdo fanto em 2 como em 24 horas (0,054:0,034 e 0,052+0,018,
respectivamente) em relagdo ao Grupo Controle PD (0,2000+0,0002 e 0,13+0,01, respectivamente). O
Grupo Renutrido continuou apresentando reduzida capacidade de adesdo no tempo de 2 horas apés
estimulo com LPS (0,066+0,022) em relagdo ao Grupo Controle PR (0,12+0,01). No entanto, apds 24
horas, tanto o Grupo Renutrido quanto o Grupo Controle PD apresentaram valores semelhantes
(0,105+£0,003 e 0,075+0,003, respectivamente), indicando recuperagdo tardia dessa fungdo (Figuras
22A e 22B).

4.4.3 Avdliagdo da capacidade de espraiamento

Apds o periodo de desnutrigdo, a capacidade de espraiamento de células peritonias oriundas
de camundongos Swiss Webster foi reduzida nos tempos de 2 e 24 horas, mesmo apds estimulo
com LPS. No tempo de 2 horas, o Grupo Desnutrido apresentou valores de espraiamento, tanto na
condigdo basal, quanto na condigdo estimulada, (3,12%+2,66 e 3,86%2,37, respectivamente)
inferiores aos apresentados pelo Grupo Controle PD (10,25%%2,47 e 19,00%%5,66, respectivamente).
A porcentagem de células espraiadas do Grupo Renutrido, tanto ho estado basal, quanto no estimulado
(3,67%+124 e 7,92%+4,72, respectivamente) continuou inferior a porcentagem apresentada pelo
Grupo Controle PR (17,75%+1,01 e 20,75%#3,18, respectivamente). No tempo de 24 horas, o Grupo
Desnutrido continuou mostrando valores reduzidos nas condigdes sem estimulo e estimulada
(54,50%+4,34 e 53,00%+7 46, respectivamente) em relagdo ao Grupo Controle PD (86,75%%1,77 e
95,88%1+1,44, respectivamente). No entanto, o Grupo Renutrido apresentou aumento do
espraiamento, tanto sem estimulo, quanto estimulado com LPS (87,67%%6,33 e 96,50%z+147,
respectivamente), igualando os valores do Grupo Controle PR (82,75%*3,18 e 9250%1,77,

respectivamente), indicando um processo mais lento de recuperagdo (Figuras 23A e 23B).
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Figura 22. Resultados, em valores médios+SDM, da capacidade de adesdo de células peritoniais de
camundongos Swiss Webster nos tempos de 2 horas (A) e 24 horas (B) dos grupos Controle PD
(n=6), Desnutrido (n=7), Controle PR (n=7) e Renutrido (n=7). * Valores significativos para p<0,05. **
Valores significativos para p<0,05. *** Valores significativos para p<0,001. n representa nimero de
animais analisados. Controle PD = Controle do Periodo de Desnutri¢do. Controle PR = Controle do
Periodo de Renutrigdo.
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Figura 23. Resultados, em valores médiostSDM, da capacidade de espraiamento de células peritoniais de
camundongos Swiss Webster nos tempos de 2 horas (A) e 24 horas (B) dos grupos Controle PD (n=6),
Desnutrido (n=7), Controle PR (n=7) e Renutrido (n=7). * Valores significativos para p<0,05. ** Valores
significativos para p<0,05. *** Valores significativos para p<0,001. n representa nimero de animais analisados.
Controle PD = Controle do Periodo de Desnutrigdo. Controle PR = Controle do Periodo de Renutrigdo.



114

4.4.4 Avaliagdo da fagocitose e atividade fungicida

A porcentagem de fagocitose de amostras de Candida albicans ndo opsonizadas ndo
diferiu entre os grupos experimentais nos tempos avaliados. Entretanto, apés opsonizagdo,
todos os grupos apresentaram aumento da fagocitose em relagdo as amostras ndo
opsonizadas em todos os tempos, com excegdo do Grupo Desnutrido. Este apresentou
fagocitose de Candida albicans opsonizada significativamente inferior a apresentada pelo
Grupo Controle PD nos tempos de 30, 60 e 90 minutos. No tempo de 120 minutos, o Grupo
Desnutrido aumentou significativamente a fagocitose em relagdo das amostras ndo
opsonizadas, mostrando valores semelhantes aos do grupo Controle PD. O Grupo Renutrido
apresentou aumento significante da fagocitose de Candida albicans opsonizada em relagdo
ds amostras ndo opsonizadas nos tempos de 30, 60 e 90 minutos, mostrando valores
semelhantes aos apresentados pelo Grupo Controle PR (Tabela 19A).

Ambos os grupos controles apresentaram, nos tempos avaliados, aumento da
atividade fungicida frente a Ccandida albicans opsonizadas em relagdo a atividade
apresentada em Cdndida albicans ndo opsonizada. Em todos os tempos, a atividade fungicida
observada no Grupo Desnutrido frente a Candida albicans opsonizada foi semelhante a
apresentada frente a Candida albicans ndo opsonizada, sendo que a primeira foi
significativamente inferior a atividade apresentada pelo Grupo Controle PD frente a
candida albicans opsonizada. O Grupo Renutrido, por sua vez, mostrou, hos tempos de 30 e
60minutos, aumento da atividade fungicida frente a Candida albicans opsonizada em relagdo
d atividade frente a Candida albicans ndo opsonizada, sendo que o score da primeira foi
semelhante ao apresentado pelo Grupo Controle PR. No entanto, nos tempos de 90 e 120
minutos, a atividade fungicida do Grupo Renutrido frente a Candida albicans opsonizada foi
inferior d apresentada pelo Grupo Controle PD (no tempo de 120 minutos, p=0,056), sendo
que no fempo de 120 minutos, o Grupo Renutrido apresentou score maior que o apresentado

pelo Grupo Desnutrido (Tabela 19B).
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Tabela 19A - Por'cen'ragem de fagoch‘ose de Candida albicans ndo oEsonizadas e oesonizadas

Controle PD Desnutrido Controle PR Renutrido
Tempos (n=b) (n=b) (n=b) (n=b)
Sem SHN Sem SHN Sem SHN Sem SHN
opsonizar opsonizar opsonizar opsonizar

30min 11,7+2,5 27,7+3,7 ° 122+41 178+45° 117+25 287+46° 165:18 283:08°
60min 42,0+2,1 747+6,7° 420+79 418:£105° 37,7:&11 747:6,7° 39,3:88 743:119°
90min 58,6:5,1 858:106° 40,3+47 465:57° 557+67 858:106° 560:64 840:64°

120min 55,7:2,4 96,5+14° 46,7:.84 89,7:24° 600+0,7 90,2+:39° 72,7+8,1 89,5+35

Resultados, em valores médiostSDM da fagocitose de camundongos Swiss Webster dos grupos Controle PD,
Desnutrido, Controle PR e Renutrido. ® p<0,05 e ® p<0,001 quando comparamos grupo opsonizado com grupo ndo
opsonizado. ¢ p<0,05 quando comparamos com Grupo Controle PD e Grupo Renutrido opsonizados. ¢ p<0,01 quando
comparamos grupo opsohizado com grupo ndo opsonizado. ¢ p<0,01 quando comparamos grupo opsonizado com grupo
ndo opsonizado. n representa nimero de animais utilizados no experimento. Controle PD=Controle do Periodo de
Desnutri¢do. Controle PR=Controle do Periodo de Renutrigdo.

Tabela 19B - Atividade fungicida em Candida albicans ndo oEsonizadas e oEsonizadas

Controle PD Desnutrido Controle PR Renutrido
Tempos (n=b) (n=b) (n=b) (n=b)
Sem SHN Sem SHN Sem SHN Sem SHN

oEsonizar' oEsonizar' oEsonizar' oesonizar'

30min 1,007 6,2+25° 0,33:005 050:007°¢ 0,7+0,3 4,7:0,7 ° 1,006 73+23°

60min 10,0:6,9 34667 12,0+26 13,0+2,3 ¢ 7,0+4,3 24,7+65° 7,7£2,1 35,0458 °
90min 16,0:7,1 60,0:99° 18,2466 21,0:70°¢ 345:49 750:57° 205:95 355185

120min 135:0,7 105,3+34,1 16,7+8,7 245:83¢ 185:07 1110+198° 32,7:6,6 57,0+11,1
b

Resultados, em valores médios+SDM da atividade fungicida de camundongos Swiss Webster dos grupos Controle PD,
Desnutrido, Controle PR e Renutrido. ® p<0,01 e ° p<0,05 quando comparamos grupo opsonizado com grupo ndo
opsonizado. ¢ p<0,05 quando comparamos com Grupo PD e Grupo Renutrido opsonizados. ¢ p<0,05 quando comparamos
com Grupo Controle PD. n representa nimero de animais utilizados no experimento. Controle PD=Controle do Periodo
de Desnutri¢do. Controle PR=Controle do Periodo de Renutrigdo.
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4.45 Avaliagdo da produgdo de peréxido de hidrogénio

A produgdo de perdxido de hidrogénio por macréfagos ndo estimulados foi
semelhante em todos os grupos de camundongos Swiss Webster. Apés estimulo com PMA,
somente os grupos Controle PD, Controle PR e Renutrido apresentaram produgdo superior
dquela apresentada pelos macréfagos na condigdo basal. Os macréfagos peritoniais dos
animais do Grupo Desnutrido apresentaram redugdo significativa da produgdo de perdxido
de hidrogénio em relagdo aos animais do Grupo Controle PD (10,85umol + 5,07 e 22 91umol +
4,17, respectivamente), mostrando comprometimento da fungdo macrofdgica decorrente da
alimentagdo com uma dieta hipoprotéica. Quando os animais voltaram a ser submetidos a
uma ragdo normoprotéica, a produgdo de peréxido de hidrogénio frente ao estimulo de PMA
volta a aumentar. Dessa forma, encontramos valores similares para os grupos Renutrido e

Controle PR (13,05umol + 0,74 e 18,29umol + 1,00, respectivamente) (Figura 24).

4.4.6 Avaliagdo da produgdo de 6xido nitrico (NO)

Em culturas de macréfagos ndo estimulados com LPS, a produgdo basal de dxido
nitrico nos tempos avaliados ndo diferiu entre os grupos experimentais de ambas as
linhagens de camundongos. Em camundongos €57BL/6J, culturas de 24 horas estimuladas
com LPS mostraram aumento na produgdo de éxido hitrico em relagdo ao estado basal
somente nos grupos Controle PD e Controle PR (137,5mM+52,96 e 112,8mM+88,58,
respectivamente). Tanto o Grupo Desnutrido quanto o Grupo Renutrido apresentaram
valores reduzidos de dxido nitrico (29,60mM+7,22 e 39,70mM+7,86, respectivamente)
(Figura 25A). Avaliando-se a produgdo de éxido nitrico em 48 horas por camundongos
C57BL/6J, observou-se diminuigdo significativa do Grupo Desnutrido em relagdo ao Grupo
Controle PD (42,86mM+31,71 e 142,8mM+25,13, respectivamente). Apdés o periodo de
renutrigdo, o Grupo Renutrido e o Grupo Controle PR apresentaram valores semelhantes

(133,4mM+56,97 e 105,6mM+29,18, respectivamente), indicando reversdo tardia das
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alteragdes (Figura 25B). Em camundongos Swiss Webster, nas culturas de 48 horas em que
houve estimulo com LPS, somente os grupos Controle PD, Controle PR e Renutrido
apresentaram produgdo significativamente maior em relagdo ao estado basal. Verificou-se
redugdo significativa da produgdo de dxido nitrico do Grupo Desnutrido em relagdo ao Grupo
Controle PD (84,23umol/mL + 8,99 e 169,8umol/mL + 22,10, respectivamente), evidenciando
comprometimento decorrente do quadro de desnutricdo. No entanto, o restabelecimento da
quantidade normal de proteina na ragdo levou a normalizagdo da produgdo de éxido nitrico,
visto que o Grupo Renutrido apresentou valores similares aos apresentados pelo Grupo

Controle PR (153,2umol/mL + 48,76 e 176,4umol/mL + 105,6, respectivamente) (Figura 25C).
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Figura 24. Resultados, em valores médiostSDM, da concentragdo de peréxido de hidrogénio
produzida por macréfagos de camundongos Swiss Webster dos grupos Controle PD (n=3),
Desnutrido (n=11), Controle PR (n=3) e Renutrido (n=4). * Valores significativos para p<0,05. **
Valores significativos para p<0,01. n representa nimero de animais analisados. Controle PD = Controle
do Periodo de Desnutrigdo. Controle PR = Controle do Periodo de Renutrigdo.
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Figura 25. Resultados, em valores médios+tSDM, da produgdo de 6xido nitrico por camundongos
C57BL/6J em 24 horas (A) e 48 horas (B) e camundongos Swiss Webster em 48 horas (C) dos
grupos Controle PD (n=6), Desnutrido (n=7), Controle PR (n=7) e Renutrido (n=8). * Valores
significativos para p<0,05. * Valores significativos para p<0,05. ** Valores significativos para p<0,05.
*** Valores significativos para p<0,001. n representa nimero de animais analisados. Controle PD =
Controle do Periodo de Desnutrigdo. Controle PR = Controle do Periodo de Renutrigdo.
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4.4.7 Avaliagdo da produgdo de citocinas

De modo geral, em ambas as linhagens de camundongos, apés estimulo com LPS,
houve redugdo ha produgdo das citocinas pré-inflamatdrias (TNF-a, IL-1p e IL-6) em
decorréncia do quadro de desnutrigdo. Embora o Grupo Desnutrido tenha apresentado
aumento da produgdo dessas citocinas em relagdo ao estado basal, esse aumento foi inferior
ao apresentado pelo Grupo Controle PD sob as mesmas condigdes, indicando alteracdo da
fungdo macrofdgica. Ndo foi detectada produgdo de IFN-y e IL-4 nas culturas analisadas.

A produgdo de IL-1p em condigdes basais ndo diferiu entre os grupos experimentais.
Em camundongos Swiss Webster, apds estimulo com LPS, a sintese desta citocina aumentou
de forma significativa em todos os grupos. Porém, o aumento observado no Grupo
Desnutrido foi significativamente inferior ao apresentado pelo Grupo Controle PD
(41,80pg/mL + 14,77 e 113,40pg/mL + 2121, respectivamente). O Grupo Renutrido
apresentou aumento significativa da produgdo de IL-1p apds estimulo, mas assim como o
Grupo Desnutrido, sua produgdo foi significativamente inferior aquela apresentada pelo
Grupo Controle PR (37,34pg/mL + 21,57 e 98 51pg/mL + 29,68, respectivamente) (Figura
26A). Em camundongos €57BL/6J, a produgdo desta citocina também aumentou em relagdo
ao estado basal apds estimulo com LPS. Ainda assim, o Grupo Desnutrido apresentou valores
reduzidos em comparagdo ao Grupo Controle PD (49,73pg/mL+14,41 e 99,90pg/mL+17,31,
respectivamente). O Grupo Renutrido, por sua vez, continuou apresentando valores
inferiores aos do Grupo Controle PR (34,55pg/mL+13,40 e 74,50pg/mL+51,73,
respectivamente) (Figura 27A).

Em culturas de macréfagos ndo estimuladas, a produgdo de IL-6 foi semelhante
entre os grupos experimentais. Apds estimulo com LPS, a produgdo desta citocina aumentou
de forma significante em fodos os grupos, sendo que esse aumento foi maior no Grupo
Controle PD do que no Grupo Desnutrido (13329,0pg/mL + 1334,0 e 8352,0pg/mL + 1440
(p=0,0697), respectivamente). O Grupo Renutrido apresentou o mesmo comportamento do

Grupo Desnutrido, aumentando a sintese de IL-6 em decorréncia do estimulo com LPS,
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porém, de forma menos intensa do que o Grupo Controle PR (7770,0pg/mL + 2248,0 e
11137 ,0pg/mL + 19,94 (p=0,1269), respectivamente) (Figura 26B).

A produgdo de TNF-a na auséncia de estimulo foi semelhante em todos os grupos
experimentais. Em camundongos Swiss Webster, a sintese dessa citocina nas culturas
estimuladas aumentou em relagdo ao estado basal nos grupos Controle PD (p=0,0554) e
Controle PR (p=0,0806), bem como nos grupos Desnutrido e Renutrido, sendo significante
nesses 2 Ultimos. Mesmo assim, a produgdo do Grupo Desnutrido foi significativamente
inferior a do Grupo Controle PD (121,6pg/mL + 153 e 293,4pg/mL + 92,12,
respectivamente). Apds o periodo de renutrigdo, o Grupo Renutrido reverteu esse quadro,
apresentando aumento da produgcdo de TNF-a nas culturas estimuladas de forma similar ao
Grupo Controle PR (251,90pg/mL + 33,05 e 281,4pg/mL 98,8, respectivamente) (Figura
26C). Camundongos C57BL/6J, apds estimulo com LPS, a produgdo de TNF-a foi
significativamente superior em todos os grupos experimentais. No entanto, o Grupo
Desnutrido apresentou valores inferiores aos apresentados pelo Grupo Controle PD
(124,6pg/mL+21,28 e 231,2pg/mL+37,12, respectivamente). Porém, nessa linhagem, o Grupo
Renutrido continuou apresentando comprometimento da produgdo dessa citocina, mostrando
valores inferiores aos do Grupo Controle PR (102,8pg/mL+23,23 e 190,6pg/mL+54,04,
respectivamente) (Figura 27B).

Em relagdo a produgdo de citocinas regulatdrias, ndo foi detectada produgdo de IL-4
nas culturas analisadas. Em camundongos Swiss Webster, a produgdo de IL-10 por culturas
ndo estimuladas de animais do Grupo Desnutrido foi superior a dos animais do Grupo
Controle PD (727 ,2pg/mL + 57,76 e 280,4pg/mL + 10,47, respectivamente). O mesmo
ocorreu com as culturas do Grupo Renutrido em relagdo as do Grupo Controle PR
(760,0pg/mL + 34,78 e 247 Opg/mL + 36,77, respectivamente). Apds o estimulo com LPS,
todos os grupos apresentaram aumento da produgdo desta citocina em relagdo ao estado
basal, sendo que nos grupos Controle PD (p=0,0677) e Desnutrido (p=0,0591) esse aumento
ndo foi significativo, enquanto nos grupos Controle PR (p=0,0408) e Renutrido (p=0,0050)

houve significdncia estatistica. Assim como nas culturas sem estimulo, o Grupo Desnutrido
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apresentou aumento significante da produgdo de IL-10 apds estimulo com LPS em relagdo ao
Grupo Controle PD (802,1pg/mL + 75,53 e 490,6pg/mL + 80,89, respectivamente). No Grupo
Renutrido, também houve aumento da sintese de IL-10 em relagdo ao Grupo Controle PR
(841,2pg/mL + 25,99 e 410,1pg/mL + 30,97, respectivamente), evidenciando a persisténcia
do comprometimento na produgdo dessa citocina (Figura 26D). Em camundongos C57BL/6J,
a produgdo basal de IL-10 foi semelhante entre os grupos experimentais. Apds estimulo com
LPS, o Grupo Desnutrido, apresentou valores superiores aos do Grupo Controle PD
(816,3pg/mL+275,4 e 379,2+96,77, respectivamente). O Grupo Renutrido, por sua vez,
apresentou redugdo da produgdo de IL-10, tendo o mesmo comportamento do Grupo

Controle PR (386,7pg/mL+87,70 e 308,5pg/mL+148,6, respectivamente) (Figura 27C).
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Figura 26. Resultados, em valores médiostSDM, da concentragdo de IL-1p (A), IL-6 (B), TNF-a (C) e
IL-10 (D) produzidas por macréfagos de camundongos Swiss Webster dos grupos Controle PD (n=6),
Desnutrido (n=9), Controle PR (n=6) e Renutrido (n=9). * Valores significativos para p<0,05. **
Valores significativos para p<0,01. *** Valores significativos para p<0,001. n representa nimero de

animais analisados. Controle PD = Controle do Periodo de Desnutri¢cdo. Controle PR = Controle do
Periodo de Renutrigdo.
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Figura 27. Resultados, em valores médios+tSDM, da concentragdo de IL-1p (A), TNF-a (B) e IL-10 (C)
produzidas por macrdéfagos de camundongos €57BL/6J dos grupos Controle PD (n=6), Desnutrido
(n=9), Controle PR (n=6) e Renutrido (n=9). * Valores significativos para p<0,05. ** Valores
significativos para p<0,01. *** Valores significativos para p<0,001. n representa nimero de animais

analisados. Controle PD = Controle do Periodo de Desnutrigdo. Controle PR = Controle do Periodo de
Renutrigdo.
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4.4.8 Avaliagdo do receptor de LPS

O consumo de uma dieta hipoprotéica levou a redugdo da populagdo de macrofagos de
camundongos C57BL/6J que expressam de CD14, tanto em condigdes basais, como apds
estimulo inflamatério. Por outro lado, a populagdo de macrofagos que expressa TLR4/MD2
apresentou alteragdo somente apds o estimulo. Observou-se que o grupo Desnutrido
apresentou diminuigdo da populagdo que expressa CD14, tanto em condigdes basais, quanto
apés estimulo com LPS (2,32%+0,86 e 3,24%+1,51, respectivamente), em relagdo ao Grupo
Controle PD (7,06%+0,67 e 8,42%+0,20, respectivamente). Apés o periodo de renutrigdo, o
Grupo Renutrido apresentou aumento da populagdo que expressa esse receptor, tanto no
estado basal, quanto no estado estimulado (5,44%z+1,41 e 9,35%+0,27, respectivamente),
alcangando os valores obtidos pelo Grupo Controle PR (4,93%+0,14 e 7,30%*0,71,
respectivamente) (Figuras 28A e 28B).

O Grupo Desnutrido ftambém apresentou redugdo da populagdo que expressa
TLR4/MD2 apés estimulo com LPS em comparagdo ao Grupo Controle PD (9,48%:4,39 e
26,06%+6,73, respectivamente). No entanto, o retorno a uma dieta nhormoprotéica
promoveu aumento da populagdo que expressa esse receptor, visto que o Grupo Renutrido
apresentou valores semelhantes aos do Grupo Controle PR (20,36%+3,61 e 27,15%+9,56,
respectivamente) (Figuras 29A e 29B).
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Figura 28. Populagdo de macréfagos expressando CD14 (A) e (B) de camundongos C57BL/6J dos grupos Controle PD (n=4),
Desnutrido (n=7), Controle PR (n=4) e Renutrido (n=3). * Valores significativos para p<0,05. ** Valores significativos para
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Desnutrigdo. Controle PR = Controle do Periodo de Renutrigdo
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4.4 9 Avaliagdo da ativagdo do fator de transcricdo NFkB

Apds estimulo com LPS, observou-se ativagdo de NFkB em todos os grupos
experimentais. No entanto, a ativagdo apresentada por camundongos €57BL/6J do Grupo
Desnutrido foi menor do que a observada no Grupo Controle PD (11,3% e 85,8%,
respectivamente). O retorno a dieta normoprotéica ndo reverteu este quadro, visto que o
Grupo Renutrido continuou apresentando menor porcentagem de ativagdo em comparagdo ao

Grupo Controle PR (8,7% e 39,3%, respectivamente) (Figura 30).

4.4 .10 Avaliagdo da via de sinalizagdo do fator de transcrigdo NFkB

Para avaliagdo da via de sinalizagdo de NFkB ativada por LPS e dependente de
MyD88, foram escolhidas as proteinas MyD88, TRAF-6, IkKp, IkBa e NFkB. Em amostras
ndo estimuladas, essas proteinas ndo diferiram entre os grupos experimentais. A excegdo
foi o Grupo Controle PD, que apresentou aumento significante de IkKp em relagdo ao Grupo
Desnutrido (Figura 31C). Apds estimulo com LPS, o Grupo Controle PD apresentou aumento
significante de MyD88, TRAF-6 e IkKp em relagdo as amostras ndo estimuladas. O Grupo
Desnutrido, por sua vez, ndo apresentou aumento destas proteinas nas amostras
estimuladas, permanecendo significativamente inferior ao Grupo Controle PD (Figuras 31A,
31B e 31C). A andlise de IkBa mostrou redugdo significativa apds estimulo no Grupo
Controle PD em relagdo ds amostras ndo estimuladas. Esse comportamento ndo foi
observado no Grupo Desnutrido, que apresenfou IkBa em amostras estimuladas
significativamente superior ao apresentado pelo seu respectivo grupo controle e semelhante
ds amostras sem estimulo (Figura 31D). Em amostras estimuladas com LPS, o Grupo
Renutrido apresentou aumento significante de MyD88 em relagdo das amostras ndo
estimuladas e ao Grupo Desnutrido, porém, ainda inferior ao Grupo Controle PR (Figura 31
A). A proteina TRAF-6 permaneceu reduzida no Grupo Renutrido, enquanto IkKp aumentou

de forma significante em relagdo as amostras sem estimulo e ao Grupo Desnutrido,
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apresentando valores semelhantes aos do Grupo Controle PR (Figuras 31B e 31C). Amostras
estimuladas do Grupo Renutrido também apresentaram IkBa semelhante as amostras ndo
estimuladas e significativamente superior ao apresentado pelo Grupo Controle PD (Figura
31D). O fator de transcricdo NFkB ndo apresentou diferenga em amostras sem estimulo e
amostras estimuladas dos grupos experimentais (Figura 31E). A avaliagdo das formas
fosforiladas de NFkB e IkBa mostrou aumento em decorréncia do estimulo com LPS nos
Grupos Controle PD e Controle PR. O Grupo Desnutrido apresentou redugdo das formas
fosforiladas nas amostras estimuladas em relagdo ao Grupo Controle PD, sendo que a
diminui¢do de IkBa fosforilado foi sighificante. O Grupo Renutrido apresentou aumento de
NFkB e IkBa fosforilados apés estimulo em relagdo as amostras ndo estimuladas, mostrando
valores semelhantes aos do Grupo Controle PR (Figuras 31F e 31G). A relagdo NFkB
fosforilado/NFkB total foi superior nos Grupos Controle PD e Controle PR nas amostras
estimuladas com LPS. O Grupo Desnutrido apresentou proporgdo reduzida de NFkB
fosforilado em relagdo ao seu respectivo grupo controle. O Grupo Renutrido apresentou
aumento desta proporgdo em relagdo ao Grupo Desnutrido, mas ainda inferior ao Grupo
Controle PR. A relagdo IkBa fosforilado/ IkBa total aumentou apés estimulo com LPS e foi

semelhante em todos os grupos experimentais (Figuras 31H e 31T).
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Figura 30. Ativagdo do fator NFkB em camundongos C57BL/6J dos grupos Controle PD (n=4),
Desnutrido (n=4), Controle PR (n=4) e Renutrido (n=3). n representa nimero de animais avaliados.
Controle PD = Controle do Periodo de Desnhutri¢do. Controle PR = Controle do Periodo de Renutrigdo.
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Figura 31. Expressdo das proteinas MyD88 (A), TRAF-6 (B), IkKp (C), IkBa (D), NFkB (E), pNFkB
(F). pIkBa (6) e relagdo NFkB fosforilado/NFkB (H) e IkBa fosforilado/ IkBa total (I) de
camundongos C56BL/6J dos grupos Controle PD (n=5), Desnutrido (n=5), Controle PR (n=5) e
Renutrido (n=5). * Valores significativos para p<0,05. ** Valores significativos para p<0,01. ***
Valores significativos para p<0,001. n representa nimero de animais utilizados no experimento.
Controle PD = Controle do Periodo de Desnutri¢do. Controle PR = Controle do Periodo de Renutrigdo.
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5. DISCUSSAO

5.1 Linhagens utilizadas

No presente trabalho, utilizamos as linhagens de camundongos Swiss Webster (ndo
isogénica) e C57BL/6J (isogénica). A proposta inicial do projeto era a avaliagdo, em
camundongos Swiss Webster, de aspectos nutricionais, hematoldgicos e relativos a
imunidade inata de animais desnutridos submetidos a recuperagdo nutricional. No entanto,
os resultados obtidos em relagdo a fungdo imune tornaram necessdria a avaliagdo da via de
sinalizagdo ativada por LPS em macrofagos. Tendo em vista que diversos trabalhos avaliando
a via estimulada por LPS foram realizados com linhagens isogénicas, e, em nosso laboratério,
a avaliagdo de vias de sinalizagdo importantes na hemopoese é realizada em camundongos
C57BL/6J, a avaliagdo da sinalizagdo que culmina com a ativagdo do fator de transcricdo
NFkB foi realizada com esta linhagem. Assim, a avaliagdo do peso corporal, do consumo de
ragdo e da concentragdo sérica de proteinas totais e albumina foi realizada nesses animais
somente para caracterizar o quadro de desnutrigdo. Sabendo-se que o perfil imunoldgico
pode diferir entre as linhagens, foi realizada a avaliagdo hematoldgica, bem como da
produgdo de oxido nitrico e de citocinas (visto que a produgdo dessas espécies estd
diretamente relacionada a ativagdo mediada por LPS) em camundongos C57BL/6J para

caracterizar o impacto da desnutrigdo no sistema imune dessa linhagem.

5.2 Aspectos nutricionais

No modelo experimental utilizado em nosso laboratério, empregamos uma ragdo
hipoprotéica (2% de proteina) (DU et al., 2000, LING et al., 2009). Estudos mostrando o
efeito de ragdes hipoprotéicas sobre o peso e o consumo de ragdo dos animais evidenciaram
resultados controversos. Alguns mostram que dietas com baixa concentragdo de proteinas
levam ao aumento do consumo de ragdo (COLOMBO et al., 1992; WHITE et al., 1994, 1998,

2009); outros mostram que esse tipo de dieta induz diminuigdo da ingestdo (LING et al.,
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2009; MERCER et al.,, 1994). Em nosso modelo experimental, observamos aumento do
consumo de ragdo dos animais desnutridos em relagdo aos animais controles em ambas as
linhagens estudadas. De acordo com HUANG & FRAKER (2003), camundongos adultos
jovens sdo capazes de se adaptar a desnutrigdo crdonica causada por restrigdo protéica
moderada. Isso aconteceria devido a um mecanismo no qual ha aumento da absorgdo de
aminodcidos provenientes da dieta e aumento da reabsorgdo de aminodcidos enddgenos
provenientes do maior catabolismo protéico em decorréncia da diminui¢do de proteina na
ragdo. Além disso, a adaptagdo dos animais também compreenderia aumento do consumo de
ragdo para compensar a falta de proteina na dieta. A redugdo da ingestdo de aminodcidos
essenciais seria responsadvel por desencadear o sinal responsdvel pelo aumento da ingestdo
do alimento (WHITE et al., 2000). Dessa forma, os animais obteriam nutrientes e proteinas
necessdrios a estabilizagdo da massa corpérea (HUANG; FRAKER, 2003). Webster (1993)
também relata aumento do consumo de ragdo na tentativa do animal de atingir seus
requerimentos protéicos. Assim, em nosso estudo, os animais alimentados com ragdo
hipoprotéica apresentaram consumo superior ao apresentado pelos animais controles a fim
de aumentar a quantidade de proteina ingerida. O aumento do consumo de ragdo levaria ao
aumento da energia ingerida em decorréncia do aumento da ingestdo de outros nutrientes.
Esse aumento da ingestdo, no entanto, ndo ¢ ilimitado. Ele é restringido pelo excesso de
energia ingerido (que acaba sendo armazenada na forma de tecido adiposo), sugerindo um
possivel mecanismo envolvendo a ingestdo energética e a ingestdo protéica na regulagdo do
total de alimento consumido (MEYER, 1958). Além desse mecanismo, o aumento de consumo
resultante da alimentagdo com uma dieta hipoprotéica poderia decorrer de uma diminuigdo
da concentragdo de leptina (DU et al., 2000) ou da resisténcia a esse hormdnio
(WIDDOWSON et al., 1997). O aumento significativo do consumo de ragdo dos animais
desnutridos tornou deshecessdria a utilizagdo de um grupo pair-feed para equiparar o
consumo de nutrientes entre esse grupo e o grupo controle. Isso porque, ingerindo fanto ou
mais ragdo do que os animais controles, o grupo desnutrido ndo apresentaria deficiéncia de

nutrientes em relagdo aos primeiros. Assim, a proteina seria a Unica varidvel nutricional
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responsdvel pelas alteragdes observadas. O protocolo de desnutrigdo utilizado em nosso
trabalho teve duragdo de 5 semanas (35 dias). Tragando um paralelo com humanos, 35 dias
da idade de um camundongo equivaleria, aproximadamente, a 2 anos da idade de um homem
(QUINN, 2005). Dessa forma, o processo de desnutrigdo empregado em nosso modelo pode
ser considerado crénico e grave. Em camundongos Swiss Webster, também foi observado
aumento significativo do consumo de dgua dos animais desnutridos em relagdo aos animais
controles. Esse comportamento estd de acordo com dados obtidos na literatura e poderiam
indicar possivel desidratagdo dos animais desnutridos em decorréncia da deplegdo das
reservas de glicogénio, visto que cada molécula desse carboidrato é armazenada juntamente
com 4 moléculas de dgua (ZIEGLER; FILER, 1996).

Perda de peso é frequentemente relatada em individuos que apresentam desnutrigdo
protéico-energética (MEIJERS et al., 2010) e em modelos animais que empregam restrigdo
alimentar ou dietas hipoprotéicas (LING et al., 2009). Corroborando os dados da literatura,
em nosso modelo, animais desnutridos de ambas as linhagens apresentaram significativa
perda de peso em relagdo aos animais controles em um periodo de 35 dias. Apés o retorno a
dieta normoprotéica, os animais apresentaram ganho de peso corporal de aproximadamente
54% em relagdo ao peso que possuiam nho inicio do processo de renutrigdo, superando a
perda que apresentaram durante o periodo de desnutrigdo. O aumento de peso corporal ho
periodo de recuperagdo nutricional tem sido relatado em diversos estudos (HOLTKAMP et
al., 2008; ISANAKA et al., 2009), sendo descrito o aumento de proteina ha dieta como o
principal fator responsdvel pelo ganho de massa corpdrea. O ganho de peso durante a
rehabilitagdo nutricional pode estar relacionado ao aumento da massa magra, que ocorreria
devido ao aumento da eficiéncia da conversdo energética, permitindo que mais energia seja
utilizada na sintese de proteinas, lipidios e glicogénio (ANDREOLI et al., 2007; BOZA et al.,
1999; WALRAND et al., 2000). Além, disso, o grupo renutrido apresentou redugdo do
consumo de ragdo em relagdo aos animais desnutridos, mostrando que o restabelecimento da
quantidade normal de proteina na dieta aparentemente normalizou o controle da ingestdo do

alimento. Nesse caso, o aumento da taxa de conversdo energética também explicaria por
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que mesmo com uma ingestdo menor de ragdo em relagdo ao grupo desnutrido o peso
corporal dos animais renutridos aumentou.

Em experimento piloto feito anteriormente foi verificado que, durante o processo de
desnutrigdo, os animais que receberam a ragdo hipoprotéica ndo apresentaram diminuigdo do
consumo de ragdo em relagdo aos animais controles (ou seja, ndo apresentaram
comportamento anorético). Ao contrdrio, apresentaram consumo sighificantemente
superior, indicando que a desnutrigdo protéica ndo afetou a capacidade de se alimentarem
sozinhos. Em vista dessa observagdo, verificou-se ndo ser hecessdrio adotar um protocolo
especial de renutrigdo, no qual tanto dgua quanto a ragdo seriam administradas oralmente
(com o auxilio de uma seringa), em intervalos de tempo regulares (de 3 em 3 horas, durante
um periodo de 12 horas). A observagdo desse fato foi importante visto que um possivel
comportamento anorético dos animais poderia comprometer a recuperagdo nutricional (esta
poderia ndo ocorrer devido a uma falta de ingestdo da ragdo pelos animais).

A DPE é considerada o principal fator desencadeante da hipoalbuminemia e
hipoproteinemia (ANDREOLI et al., 2007; SAHOO et al., 2009; SWAILS, et al., 1996;
VINCENT et al., 2003), embora a redugdo de proteinas séricas totais em decorréncia da
desnutrigdo ndo seja um consenso (KOJIMA et al., 2007; NOVA et al., 2004). De maneira
geral, na DPE, hd expansdo do fluido extracelular, bem como aumento das proteinas de fase
aguda (necessdrias a resposta imune e reparo tecidual) e diminuigdo de albumina e proteinas
do musculo esquelético (TENSEN et al., 2009). Em nosso modelo, observamos redugdo da
concentragdo sérica, tanto de proteinas totais, quanto de albumina em animais desnutridos
de ambas as linhagens. Tanto a hipoproteinemia quanto a hipoalbuminemia observadas
decorrem da alimentagdo com uma dieta hipoprotéica, uma vez que, mesmo o consumo de
ragdo dos animais do grupo desnutrido tendo aumentado, a quantidade total de proteina
ingerida foi significantemente inferior dquela ingerida pelo grupo controle. Isso levaria ao
comprometimento da sintese de proteinas hepdticas. Apds a recuperagdo nutricional, o
aumento da concentragdo sérica de proteinas totais e albumina decorrente do maior

consumo de proteinas na dieta, é relatado como um dos primeiros sinais melhora do estado
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nutricional (EL-SAYED et al.,, 2006; KABURAGI et al., 2007, NOVA et al.,, 2008). Em
concorddncia com esses achados, os animais submetidos a renutrigdo apresentaram
reversdo completa do quadro de hipoproteinemia e hipoalbuminemia, sugerindo o
restabelecimento da sintese de proteinas hepdticas.

A DPE tem sido associada a diversas mudancas metabdlicas, entre elas, efeitos
adversos no metabolismo da insulina e tolerdncia a glicose, principalmente em criangas e
adultos jovens (MARTINS et al., 2008). Estudos cldssicos envolvendo criangas desnutridas
mostram redugdo na concentragdo sérica de insulina, hipoglicemia e comprometimento da
resposta de insulina a sobrecarga de glicose. A despeito da normalizagdo dessas alteragdes
apds a recuperagdo nutricional, a dimuinui¢do da tolerdncia a glicose persiste ainda por
vdrios meses (WATERLOW, 1996). Entretanto, a maioria dos estudos descreve o efeito da
desnutrigdo intrauterina e pés-natal no metabolismo da insulina e, dependendo da populagdo
de estudo e do modelo adotado, resultados diversos acerca da glicemia e do comportamento
da insulina em individuos desnutridos tem sido encontrados. Da mesma foram que estudos
mostram aumento da concentragdo sérica de insulina e intolerdncia a glicose em decorréncia
de dietas hipoprotéicas (MINANA-SOLIS et al., 2008), com comprometimento da liberagdo
de insulina em resposta a sobrecarga de glicose (CRACE et al., 1991; SOLIMAN et al., 1986;
WEINKOVE et al., 1976), outros mostram redugcdo da concentragdo desse hormonio
(FERREIRA et al., 2004; FILIPUTTI et al., 2008; GRACE et al., 1990, MARTINS et al.,
2006; MARTINS et al., 2008). Nesse dltimo caso, a diminuigdo de insulina pode levar a uma
série de alteragdes metabdlicas como diabetes e doengas cardiovasculares (MARTINS et
al., 2006; SILVA et al., 2010), sendo o principal fator que leva ao aumento da lipdlise,
diminuigdo da captagdo de glicose pelo mulsculo esquelético e aumento da captagdo de
glicose hepdtica, que caracterizam o estado de desnutrigdo (SOLIMAN et al., 2000).
Alteragdes na glicemia também ndo sdo um consenso na literatura, sendo que alguns estudos
mostram normoglicemia em individuos desnutridos (CHAMSON-REIG et al., 2009;
GONZALEZ-BARRANCO et al., 2003, MINANA-SOLIS et al., 2008). De modo geral, é

relatada a redugdo da glicemia, sendo esse um dos fatores que contribuem para a redugdo
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da concentragdo sérica de insulina (DAS et al., 1998a, MARTINS et al., 2006). Em nosso
modelo, animais do grupo desnutrido apresentaram, tanto redugdo de glicemia, quanto
redugdo da concentragdo sérica de insulina, com aumento da sensibilidade a esse hormanio e
da tolerdncia a glicose, evidenciadas pelos resultados obtidos através dos testes de OGTT
e ITT. Entre os mecanismos sugeridos para esse aumento da sensibilidade a insulina, estaria
o aumento do nimero de receptores periféricos no tecido adiposo e no musculo. Esse
aumento da sensibilidade poderia estabelecer um mecanismo contra-regulatério para
compensar a baixa concentragdo de insulina (MARTINS et al., 2006). Estudos em animais
mostram redugdo da concentragdo de insulina e aumento da captagdo de glicose mediada por
insulina em ratos submetidos a desnutri¢cdo pés-natal (MOURA et al., 1997). No entanto, a
sensibilidade a insulina em decorréncia a desnutrigdo seria dependente da idade, sendo que
estudos com desnhutrigdo intrauterina mostram que o aumento da tolerdncia & glicose
observado em individuos jovens vai diminuindo com o tempo, podendo levar a um quadro de
resisténcia a insulina (CHAMSOM-REIG et al., 2009; HALES et al., 1996; PETRY et al.,
2001) Neste trabalho, os animais avaliados apresentavam entre 3 e 5 meses, e em nossas
condigdes experimentais, observamos aumento da sensibilidade a insulina. Apds a
renutrigdo, os animais apresentaram aumento da glicemia e da concentragdo sérica de
insulina. No entanto, esses resultados continuaram abaixo dos apresentados pelos animais
controles. A tolerdncia a glicose apresentada pelos animais renutridos também continuou
semelhante a apresentada pelos animais desnhutridos, indicando a persisténcia da
sensibilidade aumentada a insulina. De modo geral é relatada hormalizagdo da glicemia e da
concentragdo sérica de insulina, indicando a hormaliza¢do do metabolismo (MARTINS et al.,
2008). No entanto, embora alguns estudos mostrem o restabelecimento da concentragdo
normal de insulina apds a recuperagdo nutricional (MARTINS et al., 2008), outros
evidenciam que o retorno a normalidade sé ocorre um longo periodo (2 a 10 meses) apés a
recuperagdo nutricional (BECKER et al., 1971). Da mesma forma, alguns estudos relatam
normalizagdo da tolerdncia a glicose (BIESWAL et al., 2006; MARTINS et al., 2008;

MINANA-SOLIS et al., 2008), enquanto outros mostram persisténcia da alteragdo na
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sensibilidade a insulina (HALES et al., 1996). Em nosso modelo, os resultados obtidos
indicam que a redugdo da concentragdo sérica de insulina poderia ser responsdvel pelo
aumento da sensibilidade a esse hormdnio nho animais desnutridos, ocasionando a
hipoglicemia observada. A persisténcia desse quadro nhos animais renutridos indica a ndo
normalizacdo das alteragdes apds o periodo de recuperagdo nutricional.

A concentragdo de IGF-I pode ser correlacionada com a quantidade de aminodcidos
ingeridos na dieta (DINLEYICT et al., 2007; GTIANOTTI et al., 2002). Dessa forma, dietas
hipoprotéicas e hipocaléricas promovem diminuigdo da concentragdo desse horménio. A
redugdo ha secregdo de IGF-I pode representar uma resposta adaptativa d desnutrigdo
protéico-energética, na qual a utilizagdo prioritdria dos nutrientes seria para atender as
necessidades metabdlicas agudas (CHAN; MANTZOROS, 2005). Isso ocorreria porque
concentragoes reduzidas de IGF-I levam & diminuigdo da utilizagdo de energia e oxigénio,
reduzindo o catabolismo (PALACIO et al., 2002a). Uma vez que a redugdo do consumo de
proteinas compromete a secregdo desse hormanio, individuos desnutridos apresentam baixa
concentragdo de IGF-1 (KILIC et al., 2004). Assim como nha literatura, verificou-se redugdo
significativa da concentragdo de IGF-1 dos animais desnutridos em relagdo aos animais
controles, indicando que a alimentagdo com uma dieta hipoprotéica promoveu a diminuigdo da
concentragdo desse horménio. Apds o periodo de renutrigdo, a concentragdo sérica de IGF-
1 aumentou de forma significante em relagdo aos animais desnutridos, porém continuou
inferior aquela encontrada nos animais controles. De modo geral, o retorno a uma dieta
normoprotéica promove o restabelecimento da concentragdo normal de IGF-I (PALACIO et
al., 2002b; STEIN et al., 2006). Além disso, relata-se que a recuperagdo nutricional
utilizando somente uma dieta normocaldrica, sem a quantidade adequada de proteinas, ndo é
suficiente para restabelecer a concentragdo normal de IGF-I, mostrando que ndo apenas
energia, mas principalmente proteina, ¢ necessdria para elevar a concentragdo desse
hormdnio (VASQUEZ-GARIBAY et al., 2006). Os resultados obtidos para o grupo renutrido
mostram que somente a dieta normoprotéica ndo foi suficiente para restabelecer os niveis

séricos de IGF-1. Nesse caso, a diminuigdo de insulina encontrada no grupo renutrido seria
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responsdvel pela concentragdo reduzida de IGF-1. Isso porque esse hormadnio é responsdvel
por mediar os efeitos anabdlicos da insulina, tendo sua secregdo estimulada por ela (DE
GROOT, 2005).

Sabe-se que o tipo de dieta influencia na concentragdo de alguns hormdnios e na
resposta fisioldgica ao estresse nutricional, porém a relagdo entre eles ainda ndo é bem
compreendida (DU DOT et al., 2009). De maneira geral, a resposta fisioldgica a deficiéncia
aguda de proteinas e energia é conduzida por hormanios no sentido de conservar substratos
e energia, enquanto promove e homeostase de glicose e uma preferéncia metabdlica pela
utilizagdo de gordura (WOODWARD et al., 2004). Embora esses horménios, principalmente
cortisol em humanos e corticosterona em roedores, desempenhem um papel central na
tentativa de adaptagdo a perda de peso (WOODWARD et al.,, 2004), o aumento de
glicocorticéides no sangue em decorréncia do estado de inanigdo promove alteragdes
metabdlicas deletérias (MONK et al., 2006), contribuindo para aumentar o estado
catabdlico do individuo. Diversos estudos relatam aumento de glicocorticéides em resposta
a redugdo da quantidade de proteina e energia da dieta (BANDYOPADHYAY; PODDAR,
1998, HAMMARQVIST et al., 2005; LING et al., 2009). Esse aumento seria uma resposta
do organismo a uma situagdo de estresse fisioldgico e estaria relacionado ao aumento do
hormanio do crescimento (GH) e a redugdo de insulina e leptina ho sangue, compondo o
quadro hormonal caracteristico da desnutrigdio (MONK et al., 2006). Em nossos
experimentos, observamos aumento significativo da concentragdo sérica de corticosterona
nos animais do grupo desnutrido em relagdo aos animais do grupo controle. O quadro
observado indica a presenga de estresse metabélico nos animais que receberam a ragdo
hipoprotéica. Apds o retorno a dieta normoprotéica, a concentragdo sérica de
corticosterona diminuiu de forma significante, mostrando que os animais do grupo renutrido
estdo se recuperando do estresse metabdlico que leva o organismo a um estado catabélico,
indicando que o aporte adequado de proteinas foi capaz de reduzir o catabolismo,
diminuindo o estresse nutricional do organismo (HAMMARQVIST et al., 2005; HORNICK et
al., 2000).
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Apbs o periodo de desnutrigdo, houve aumento da concentragdo de glutamina
plasmdtica dos animais do grupo desnutrido em relagdo aos animais dos grupos controle e
renutrido. Em geral, em casos de restrigdo protéica, observa-se estresse fisioldgico no qual
¢ relatado, entre outras alteragdes, aumento da concentracdo sérica de corticosterona.
Uma das conseqiiéncias do aumento desse horménio ¢ a diminuigdo da massa magra. Sendo
os musculos esqueléticos a principal fonte de glutamina para o organismo (ROGERO et al.,
2004), a redugdo da massa magra levaria a redugdo da capacidade de manutengdo da
glutaminemia. Em contrapartida, o aumento de corticosterona também promove aumento da
atividade da enzima glutamina sintetase muscular, aumento do efluxo de glutamina do
musculo esquelético (pelo aumento da atividade da enzima aminotransferase de cadeia
ramificada) e aumento da captagdo deste aminodcido pelo figado e pelos rins (WALSH et
al., 1998). Dessa forma, seria esperada diminuigdo na concentragdo plasmdtica de glutamina
do grupo desnutrido, tanto pela redugdo da massa magra, como pelo aumento da captagdo
hepdtica (CUNHA et al., 2003; KONG et al.,, 2000). Porém, a redugdo da massa magra
também levaria a diminuigdo da glutamina muscular, o que também contribuiria para
aumentar a atividade da enzima glutamina sintetase (que ¢ sensivel a concentragdo muscular
desse aminodcido). Esse foi o quadro encontrado hos animais apés o periodo de desnutrigdo:
redugdo da glutamina muscular e aumento da atividade da enzima glutamina sintetase.
Assim, nessa situagdo, haveria aumento da sintese de glutamina muscular e do seu efluxo
para o sangue, sendo esses 0S mecanismos responsdveis pelo aumento da concentragdo
plasmdtica desse aminodcido nos animais desnutridos.

Em animais desnutridos, a andlise do musculo gastrocnémio revelou redugdo da
concentragdo total de proteina, DNA e RNA. Em condigdes de desnutrigdo ou privagdo
alimentar, mudangas no metabolismo muscular levam a perda de hitrogénio e massa protéica,
contribuindo para aumentar o grau de catabolismo (HAMMARQVIST et al., 2005). Esse
comportamento é descrito na literatura, visto que diversos trabalhos relatam redugdo da
quantidade total de proteina muscular em decorréncia da deficiéncia de nutrientes (DU

DOT et al., 2009). Os resultados obtidos resultados evidenciam comprometimento da
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sintese protéica nesse local (visto que a quantidade total de RNA encontra-se diminuida).
Isso porque a sintese protéica no musculo esquelético recebe influéncia da disponibilidade
de nutrientes, principalmente de aminodcidos (ROGERO et al., 2006). No entanto, o retorno
a dieta normoprotéica ndo sé foi capaz de reverter esse quadro, como promoveu aumento
significativo da concentragdo total de proteina, DNA e RNA em relagdo ao grupo controle.
Esse comportamento estaria relacionado ao aumento sintese protéica decorrente do maior
aporte de proteinas. A redugdo da concentragdo total de proteina, DNA e RNA hepdticos
observada nhos animais desnutridos também evidencia o comprometimento da sintese
hepdtica em decorréncia da dieta hipoprotéica. No entanto, apds a renutrigdo, houve
somente aumento da concentragdo de proteinas e RNA, indicando restabelecimento da
sintese protéica. A concentragdo de DNA permaneceu reduzida, indicando que o

comprometimento de sua produgdo ndo foi restabelecido.

5.2 Aspectos hematolégicos

Uma vez que a desnutricdo afeta preferencialmente tecidos com alta taxa de
proliferagdo, o comprometimento da hemopoese nessas condigdes tem sido descrito por
diversos estudos (BARON, 1997; BORELLI et al., 1995, 2007). Como conseqiiéncia,
individuos desnutridos apresentam tanto anemia (redugdo do nimero de hemdcias, volume
hematdcrito e concentragdo de hemoglobina), como leucopenia (BACHOU et al., 2006;
IDOHOU-DOSSOU et al., 2003), sendo o quadro hematoldégico um importante fator
indicativo de desnutrigdo (BACHOU et al., 2006). A presenga de anemia e leucopenia nos
animais desnutridos de ambas as linhagens reflete o comprometimento do tecido
hemopoético frente a desnutrigdo. Uma andlise maior dos leucdcitos presentes no sangue
desses animais mostra que a leucopenia encontrada é, principalmente, ds custas de
neutropenia e linfocitopenia. De modo geral, os resultados deste trabalho indicam
comprometimento dos setores granulocitico, linféide e eritréide, que pode decorrer ndo sé

da auséncia de proteinas, como também de alteragdes nos fatores que controlam a
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proliferagdo, a diferenciagdo e a liberagdo das células do compartimento central para o
compartimento periférico, bem como dos fatores que regulam a saida destas células do
compartimento periférico para o compartimento extravascular (no caso dos leucécitos)
(BORELLT et al., 1995; VITURI et al., 2000). Com relagdo ao comportamento hematoldgico
dos animais renutridos de ambas as linhagens, observou-se aumento significante do ndmero
de hemadcias, da concentragdo de hemoglobina e do volume hematdcrito, bem como do
ndmero de leucdcitos, linfécitos e neutrdfilos segmentados em relagdo aos animais
desnutridos. Esses resultados indicam reversdo das alteragdes hematoldgicas encontradas
na desnutrigdo apds retorno a ragdo normoprotéica. Os resultados obtidos para os animais
do grupo renutrido estdo de acordo com achados na literatura e indicam que o retorno a
alimentagdo adequada tende a normalizar os pardmetros hematoldgicos (DEWAN et al,,
2007; VASQUEZ-GARIBAY et al.,, 2002; WALRAND et al., 2000), sendo novamente o
hemograma usado como indicativo do estado nutricional. Em relagdo ao nimero de
reticulécitos ndo houve variagdo signhificativa entre os trés grupos na linhagem Swiss
Webster. Geralmente, aumento significativo do ndmero de reticuldcitos é visto somente em
anemias hemoliticas ou por perdas agudas de sangue. No caso de anemias ferroprivas ou por
deficiéncias nutricionais, o aumento do nimero de reticulécitos é discreto (LICHTMAN,
2010). Em relagdo aos indices hematimétricos, ndo foram observadas variagdes entre os
trés grupos, destacando-se ainda que a auséncia de alteragées nos valores de VCM e CHCM
dos animais desnutridos indica a existéncia de uma anemia hormocitica e normocromica em
decorréncia da redugdo da quantidade de proteina na dieta (confirmada pela andlise da
série erifrocitdria nas extensées sanguineas).

Hipocelularidade da medula éssea, com evidéncias histoldgicas de alteragdo da
matriz extracelular, tem sido observada em desnutrigdo protéica experimental. Quanto ao
estroma medular, ja se observou dilatagdo sinusoidal progressiva, ocupando grande parte do
territorio medular. FAVERO (2003) e BORELLI et al. (2007) relataram modificagdes na
matriz extracelular da medula éssea, especialmente na regido subendosteal, que € o local de

fixagdo das células tronco e por isso considerado como microambiente indutor da
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hemopoese. Dessa forma, verificou-se redugdo significativa da celularidade da medula éssea
dos animais desnutridos, sendo essa hipocelularidade revertida nos animais renutridos de
ambas as linhagens. Contudo, esta restituigdo ocorreu de maneira andmala, perdendo-se a
relagdo topografica entre as diferentes linhagens. Adicionalmente, as células hemopoéticas
apresentaram caracteristicas morfoldgicas aberrantes, caracterizando um quadro
histopatoldgico de displasia (XAVIER, 1999). No entanto, a proporgdo relativa de cada tipo
celular foi mantida mesmo apds o periodo de desnutri¢do, havendo apenas redugdo do seu
ndmero absoluto. Apds o retorno a dieta normoprotéica, houve aumento do nimero absoluto
e relativo de formas em anel, mesmo em relagdo aos animais controle, e normalizagdo dos
valores absolutos das demais linhagens, indicando que o restabelecimento da celularidade
ocorreu de forma igual entre as linhagens, com o predominio do setor granulocitico. Ndo foi
observada alteragdo na relagdo granulo/eritréide dos grupos experimentais. Com relagdo a
celularidade do bago, houve redugdo significativa do nimero de células nos animais
desnutridos na linhagem Swiss Webster, sendo que o reforno a uma dieta normoprotéica
reverteu a hipocelularidade. Assim como na medula dssea, ndo houve variagdo entre a
porcentagem das populagdes nos grupos experimentais, somente no seu nimero absoluto,
sendo essa alteragdo revertida nos animais renutridos. As relagdes grdanulo/eritréide e
linfo/eritréide também ndo sofreram variagdo entre os grupos estudados. Por outro lado,
em camundongos C57BL/6J, ndo foi observada alteragdo na celularidade do bago, indicando
que o comprometimento desse 6rgdo ¢ dependente da linhagem. Os resultados obtidos
mostram que a reversdo da hipocelularidade encontrada na medula dssea e no bago apés o
periodo de renutrigdo, indica o restabelecimento da integridade do microambiente desses

orgdos.
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5.3 Aspectos imunoldgicos

A DPE € a principal causa de imunodeficiéncia no mundo (CHANDRA, 1991) e ambas
formam um ciclo vicioso onde a presenga de um facilmente favorece o desenvolvimento da
outra (SCRIMSHAW, 2003). Essa associagdo leva ao comprometimento da imunidade celular
e de processos como fagocitose e produgdo de citocinas (BISTRIAN, 2007). Entretanto, as
bases celulares da imunossupressdo em decorréncia da desnutri¢do ainda ndo estdo bem
compreendidas (ANSTEAD et al., 2003). Um dos mecanismos pelos quais a DPE altera a
resposta imune inata e adquirida € pelo comprometimento da hemopoese, alterando a
produgdo de células do sistema imune. Assim, encontramos redugdo da celularidade do
lavado peritonial de camundongos desnutridos de ambas as linhagens, com redugdo
percentual e absoluta de mastécitos e redugdo absoluta de macréfagos e linfdcitos,
mostrando que um possivel comprometimento da resposta imune poderia decorrer dessa
hipocelularidade peritonial. No entanto, apds o periodo de renutrigdo, houve normalizagdo
do nidmero de células encontradas na cavidade peritonial, indicando que a persisténcia ou
ndo de comprometimento da resposta imune em animais renutridos decorreria somente de
alteracdes da funcionalidade destas células.

A imunidade inata se refere a defesa do individuo mediada por macréfagos,
mondcitos, neutréfilos e linfocitos NK, que reconhecem patdgenos via receptores que se
ligam a diversas porgdes microbianas, como LPS. Estudos descrevem alteragdes da resposta
imune inata em decorréncia da desnutri¢do, sendo relatadas a redugdo da capacidade de
adesdo e espraiamento, da produgdo de 6xido nitrico e de peréxido de hidrogénio, e também
da produgdo de citocinas por macréfagos (FOCK et al., 2007). No entanto, o impacto da
desnutrigdo sobre essa parcela da resposta imune carece de estudos mais precisos
(ANSTEAD et al., 2003).

Poucos estudos tém avaliado a capacidade de adesdo e espraiamento de macréfagos
frente a um estimulo antigénico em quadros de desnutrigdo. Em camundongos precocemente

desmamados, hd redugdo da capacidade de aderir e espraiar de macréfagos peritoniais,
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sendo esse comprometimento revertido apés suplementagdo com glutamina (ROGERO et al.,
2008a). FOCK et al. (2007) descreve redugdo da capacidade de espraiamento de
macréfagos estimulados com LPS, obtidos de camundongos submetidos d desnutrigdo
protéica. No presente trabalho, a avaliagdo da capacidade de adesdo e espraiamento de
macréfagos de animais desnutridos frente ao estimulo com LPS mostrou comprometimento
nos tempos avaliados (2 e 24 horas). Essas duas fungdes sdo importantes para que ocorra o
reconhecimento e aderéncia ao patdgeno, possibilitando a fagocitose (BORELLI et al, 1998;
PRESTES-CARNEIRO et al, 2006). Assim, as alteragdes observadas acabam por
comprometer as fases subseqiientes da resposta do macréfago frente a um estimulo
antigénico. Apds o periodo de renutricdo, esses pardmetros permaneceram reduzidos no
tempo de 2 horas, normalizando no tempo de 24 horas. Esse comportamento mostra
recuperagdo tardia da capacidade de aderir e espraiar e, embora a recuperagdo total seja
atingida, a demora nessa recuperagdo pode indicar uma resposta inadequada e comprometer
processos de defesa contra patégenos.

Fagocitose é o processo pelo qual leucdcitos e outras células englobam ligantes
particulados cujo tamanho excede 1 ym (GREENBERG; GRINSTEIN, 2002). A fagocitose de
patdgenos estd relacionada a duas fungdes imunes essenciais. Primeiro, ela desencadeia uma
via de sinalizagdo que visa a morte do patdgeno, em parte por direcionar o microorganismo
ingerido para os lisossomos (que sdo ricos em enzimas hidroliticas), em parte por direcionar
o complexo fagdcito - oxidase para o fagolisossomo. Segundo, fagdcitos denominados células
apresentadoras de antigeno (como por exemplo, macréfagos e células dendriticas) utilizam a
fagocitose para direcionar antigenos para os complexos MHC I e MHC II. Muitos
receptores sdo responsdveis por desencadear os processos fagociticos de leucécitos. Os
principais envolvidos ho reconhecimento e fagocitose de fungos por macréfagos sdo os
receptores da porgdo Fc de anticorpos, receptores de complemento (CR1 e CR3) e receptor
de manose (GREENBERG; GRINSTEIN, 2002). Opsonizagdo de patdgenos é um importante
mecanismo usado pelo hospedeiro para aumentar a eficiéncia da fagocitose e pode ser

conseguida pela fixagdo do complemento ou de anticorpos (GREENBERG; GRINSTEIN,
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2002). Nesse caso, o reconhecimento do fungo se daria pelos receptores Fc ou de
complemento. Uma vez que verificou-se alteragdo da capacidade de adesdo e espraiamento
de animais do grupo desnutrido, observou-se também comprometimento da capacidade de
fagocitose de Candida albicans opsonizadas por macréfagos peritoniais do grupo desnutrido
nos tempos de 30, 60 e 90 minutos. No tempo de 120 minutos, ndo houve diferenga entre a
porcentagem de fagocitose observada nos grupos experimentais. Uma vez que a fagocitose
de Candida albicans ndo opsonizadas ndo diferiu entre os grupos em nenhum dos tempos
avaliados, sugere-se que a desnutrigdo ndo tenha comprometido o receptor de manose, que é
o responsdvel pelo reconhecimento de fungos por macréfagos (PRESTES-CARNEIRO et al.,
2006). No entanto, a DPE induz alteragdes na composi¢do e na fluidez da membrana celular,
com implicagdes na transdugdo de sinal e na fungdo celular, incluindo permeabilidade e
expressdo de receptores de superficie (PRESTES-CARNEIRO et al., 2006). Uma vez que a
interagdo entre macrofagos e particulas opsonizadas depende da expressdo de receptores
de complemento e da porgdo Fc de anticorpos na superficie celular, a desnutrigdo causaria a
diminuigdo da expressdo desses receptores em macréfagos, comprometendo a fagocitose de
patogenos (CHANG et al., 1995). Apés a recuperagdo hutricional, a normalizagdo da
fagocitose de Candida albicans opsonizadas nos tempos avaliados indica normalizagdo do
reconhecimento desse fungo pelo receptor de complemento. Os resultados obtidos neste
estudo tfambém mostram comprometimento da atividade fungicida em todos os tempos
avaliados em animais do grupo desnutrido. A diminuigdo da capacidade fungicida em
decorréncia da desnutrigdo ¢ relatada por diversos estudos (FOCK et al., 2007; PRESTES-
CARNEIRO et al., 2006). Os mecanismos envolvidos nesse quadro ndo estdo bem
compreendidos, mas alguns estudos relatam alteragdes no sistema enzimdtico responsdvel
pelo burst oxidativo, na enzima NADPH oxidase e nha sintese de 6xido nitrico, envolvidos ha
atividade fungicida de macréfagos (PRESTES-CARNEIRO et al., 2006). Também sdo
relatadas alteragdes na sintese e secrecdo de proteases e hidrolases dcidas no vacuolo

fagocitico (SILVA, 2000).
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Estudos mostram que a deficiéncia de proteinas ou de nutrientes especificos como
dcido ascérbico e glutamina levam a redugdo da produgdo de 6xido nitrico (ANSTEAD et al,
2003) e de perdéxido de hidrogénio (CHATTERJEE et al., 2008; ROGERO et al., 2008) Em
nosso modelo, observou-se a redugdo da produgdo de dxido nitrico nos tempos de 24
(camundongos C57BL/6J) e 48 horas (camundongos Swiss Webster e C57BL/6J) e perédxido
de hidrogénio por macréfagos de animais desnutridos apds estimulo com LPS, sendo que
apés o periodo de renutrigdo, os animais do grupo renutrido apresentaram normalizagdo da
produgdo de dxido nitrico somente em 48 horas. Embora a recuperagdo tenha existido, o
fato de ela ser tardia pode indicar resposta inadequada. Em relagdo a produgdo de perdxido
de hidrogénio, os animais do grupo renutrido continuaram apresentando valores reduzidos,
semelhantes aos apresentados pelos animais do grupo desnutrido. A persisténcia dessa
alteragdo sugere um comprometimento permanente na via de produgdo de peréxido de
hidrogénio, sendo que estudos anteriores mostram que mesmo apds o retorno a uma dieta
normoprotéica, o comprometimento da produgdo dessa espécie reativa de oxigénio
permanece (CHAMBON et al., 2001).

Estudos sobre a produgdo de citocinas na DPE sdo limitados e apresentam resultados
controversos (CORCOS et al, 2001), sendo relatada tanto a diminuigdo (ANSTEAD et al,,
2003; NOVA et al.,, 2002; VAISMAN et al.,, 2004, WALRAND et al., 2000) quanto o
aumento (AZEVEDO et al., 2005; DEWAN et al., 2009) da produgdo de citocinas pré-
inflamatérias, bem como redugdo da produgdo de oxido hitrico e de espécies reativas de
oxigénio, como perdxido de hidrogénio. Neste trabalho, observamos um comportamento
semelhante em ambas as linhagens. Tanto em camundongos Swiss Webster quanto em
C57BL/6J, com excegdo de IL-10, o grupo desnutrido apresentou produgdo reduzida das
citocinas avaliadas (IL-1, IL-6 e TNF-a) apds estimulo com LPS quando comparado com o
grupo controle, mostrando que em nosso modelo de desnutrigdo, ocorre comprometimento
da produgdo de citocinas pré-inflamatérias frente a um estimulo por animais que receberam
ragdo hipoprotéica (FOCK et al., 2007). A redugdo do nimero de células no lavado peritonial

apds o periodo de desnutrigdo mostra que o comprometimento da resposta imune desses
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animais decorre tanto da diminuigdo do ndmero de células de defesa, como do
comprometimento da funcionalidade dos macréfagos. Em relagdo a IL-10, o grupo
desnutrido apresentou, jd no estado basal, aumento significante da produgdo dessa citocina
em relagdo ao grupo controle (como relatado anteriormente por FOCK et al., 2008), sendo
que o estimulo com LPS ndo alterou de forma significante a produgdo de IL-10. Assim, é
possivel pensar que a produgdo basal de IL-10 pelos animais desnutridos atingiu seu mdximo,
sendo que o estimulo com LPS ndo possibilitou aumento além daquele jd existente. Uma vez
que IL-10 é considerada uma citocina regulatdria por inibir a produgdo de citocinas pro-
inflamatérias (BERLATO et al., 2002; THOMPSON-SNIPER et al., 1991), o aumento dessa
citocina nos animais desnutridos pode ter sido o responsdvel pela diminuigdo da produgdo de
IL-1, IL-6 e TNF-a observada nesses mesmos animais. Embora a literatura seja
controversa, estudos mostram aumento da produgdo de IL-10 em decorréncia da DPE
(HILLYER et al, 2006; RODRIGUEZ et al, 2005, 2007), o que seria responsdvel, pelo menos
em parte, pela imunossupressdo observada em individuos desnutridos. IL-10 é um potente
inibidor da produgdo de citocinas pré-inflamatérias decorrente de estimulo com LPS /n vitro
através do bloqueio do fator de transcrigdo NFkB, que estd envolvido na transcrigdo de
genes que codificam para IL-1, IL-6 e TNF-a. No entanto, apés a recuperagdo nutricional,
observou-se um comportamento distinto de cada linhagem. Camundongos Swiss Webster do
grupo renutrido mostraram normalizagdo da produgdo de TNF-a a despeito da persisténcia
do comprometimento da produgdo das demais citocinas pré-inflamatérias. Nesses
camundongos, a produgdo de IL-10 permaneceu aumentada, podendo sugerir este como um
fator responsdvel pela persisténcia no comprometimento da produgdo de IL-1 e IL-6. Por
outro lado, em camundongos da linhagem C57BL/6J, o comprometimento da produgdo de
TNF-a, IL-1 e IL-6 persistiu apds o periodo de desnutrigdo, sendo observada normalizagédo
da produgdo de IL-10. Em ambas as linhagens houve persisténcia do comprometimento da
produgdo de citocinas, indicando alteragdo nos mecanismos indutores de sintese. Porém, o
comportamento distinto entre as linhagens indica a existéncia de perfis imunoldgicos

diferentes, responsdveis por respostas distintas frente a recuperagdo nutricional.
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Macréfagos desempenham papel central na resposta imune inata e adquirida,
podendo ser ativados por uma série de estimulos, fazendo parte da resposta inicial do
organismo e da apresentacdo de antigenos responsdvel pela ativagdo da resposta imune
adquirida. O principal estimulo microbiano estudado é o LPS. O reconhecimento dessa
molécula é feito pelo complexo presente na membrana de macréfagos formado por CD14,
TLR4 e MD2 (MIYAKE, 2003). A ativagdo deste complexo desencadeia uma casca de
sinalizagdo que pode seguir dois caminhos: MyD88 dependente ou MyD88 independente
(PALSSON-MCDERMOTT et al., 2004). A via MyD88 dependente é composta por proteinas
como MyD88, TRAF-6 e IKKP, e culmina com a fosforilagdo da proteina inibitéria IkBa,
resultando na sua ubiquitinagdo e degradagdo, com posterior liberagdo do fator de
transcrigdo NFkB (PALSSON-MCDERMOTT et al.,, 2004). Uma vez livre no citoplasma,
ocorre a translocagdo deste fator para o nicleo, onde se liga ao seu elemento responsivo no
DNA, promovendo a expressdo de citocinas, quimiocinas, moléculas de adesdo e 6xido nitrico
sintase indutivel (CHAN et al., 1995).

As alteragdes na produgdo de citocinas observadas no grupo desnutrido e no grupo
renutrido de camundongos C57BL/6J sugeriram comprometimento da via de sinalizagdo
ativada por LPS. Dessa forma, a avaliagdo inicial da expressdo de CD14 e TLR4 por
citometria de fluxo mostrou redugdo da populagdo de macréfagos expressando ambos os
receptores apds estimulo com LPS em decorréncia do consumo de uma dieta hipoprotéica,
sendo que no caso de CD14, essa redugdo pode ser observada mesmo em macréfagos ndo
estimulados. Uma vez que a indugdo a produgdo de citocinas ocorre apds a interagdo do LPS
com o complexo CD14 e TLR4/MD2, a redugdo da populagdo expressando esses receptores
poderia ser um dos fatores responsdveis pelo comprometimento da sintese de citocinas
(FOCK, et al., 2007). O retorno a dieta normoprotéica reverteu essas alteragdes, visto que
o grupo renutrido voltou a apresentar aumento significante da populagdo de macréfagos
expressando CD14 e TLR4. Esses resultados indicam que a persisténcia do

comprometimento da produgdo de citocinas apds o periodo de renutrigdo ndo seria
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decorrente de uma menor porcentagem de populagdo de macréfagos expressando CD14 e
TLR4.

A investigagdo da ativagdo do fator de transcricdo NFkB evidenciou
comprometimento desta no grupo desnhutrido apés estimulo com LPS. Essa alteragdo
persistiu no grupo renutrido a despeito do consumo de uma dieta normoprotéica. A avaliagdo
da fosforilagdo de NFkB mostrou redugdo deste pardmetro no grupo desnutrido. Esse
resultado estd em concordancia com as observacdes do ensaio de ativagdo com NFkB,
demostrando que o consumo de uma dieta hipoprotéica compromete a ativagdo adequada
deste fator (FOCK et al., 2010). No entanto, apds a renutricdo, os animais voltaram a
apresentar aumento da fosforilagdo de NFkB apds estimulo com LPS. Embora a translocagdo
de NFkB para o nicleo seja fundamental para sua agdo, sozinha ela ndo é suficiente para
ativar a transcricdo de genes. Algumas proteinas da familia do NFkB, particularmente a
subunidade p65, sofrem fosforilagdo pds-translocacional, participando desse processo
vdrias quinases como PKA, PKC e IKK (AKIRA et al., 2004). Dessa forma, o aumento da
fosforilagdo de NFkB, associado d reduzida capacidade de ligagdo deste fator aos seus
elementos responsivos no DNA de animais renutridos sugerem que, embora esteja havendo
a translocagdo de NFkB para o nicleo, sua ligagdo ao DNA estd comprometida. Os achados
relativos ao fator NFkB tornaram necessdria a investigagdo da via de sinalizagdo ativada
por LPS. Como resultado, observou-se diminuigdo das proteinas MyD88, TRAF-6 e IKKp e
conseqiiente aumento de IkBa em macréfagos estimulados por LPS em animais desnutridos.
A redugdo das trés primeiras proteinas indica comprometimento da ativagdo da cascata de
sinalizagdo, sendo que a redugdo de TRAF-6 nessas condigées jd foi relatada por FOCK et
al. (2010). Esse comprometimento foi confirmado pelo aumento de IkBa e redugdo de sua
fosforilagdo, indicando que esta proteina ndo estd sendo ubiquitinada nem degradada,
impedindo a translocagdo de NFkB para o nicleo. Os animais do grupo renutrido
apresentaram aumento de MyD88 e IKKp, e redugdo de IkBa com aumento de sua forma
fosforilada, normalizando a expressdo destas proteinas. No entanto, a proteina TRAF-6

permaneceu reduzida, tornando-se o fator limitante para a progressdo adequada da cascata
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de sinalizagdo e sendo um dos fatores responsdveis pelo comprometimento na ativagdo do
NFkB. A expressdo de NFkB total ndo diferiu enfre os grupos experimentais, assim como a
relagdo IkBa fosforilado/ IkBa total. No entanto, houve redugdo da relagdo NFkB
fosforilado/NFkB totalno grupo desnutrido, comprovando a redugdo da taxa de fosforilagdo
observada anteriormente. Esse quadro foi revertido no grupo renutrido mostrando que,
embora a fosforilagdo deste fator tenha normalizado, ndo foi suficiente para garantir a
normalizagdo de sua capacidade de ativagdo. Esses resultados mostram comprometimento
na via de sinalizagdo ativada por LPS mesmo apds a recuperagdo nutricional, sendo esse um
dos mecanismos responsdveis pela persisténcia ho comprometimento da produgdo de

citocinas.
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6. CONCLUSAO

No presente trabalho, animais alimentados com ragdo hipoprotéica apresentaram
quadro de desnutricdo decorrente da redugdo de proteinas ingeridas. A redugdo de
hormadnios como insulina e IGF-1 e o aumento de corticosterona levou a um estado de
estresse fisiolégico e aumento do catabolismo que culminou com a redugdo da sintese
protéica hepdtica e muscular, acarretando na perda de peso observada. As alteragdes no
metabolismo da glicose e da insulina levaram ao aumento da sensibilidade a esse horménio
com aumento da tolerdncia a glicose. Embora o retorno ao metabolismo normal seja relatado
apds a terapia nutricional de individuos desnutridos, neste modelo observou-se persisténcia
da sensibilidade aumentada a insulina a despeito da normalizagd@o das demais alteragdes.

Uma vez instalado o quadro de desnutrigdo, observou-se comprometimento da
hemopoese nos animais do grupo desnutrido de ambas as linhagens de camundongos,
evidenciada pela hipocelularidade medular e esplénica acarretando em pancitopenia
periférica. O processo de recuperagdo nutricional reverteu o comprometimento da
hemopoese, normalizando os pardmetros hematolégicos, tanto centrais como periféricos,
nos animais renutridos.

O quadro de desnutrigdo levou ao comprometimento da imunidade inata dos animais
desnutridos. A redugdo de células de defesa foi evidenciada pela hipocelularidade do lavado
peritonial de animais desnutridos de ambas as linhagens, principalmente as custas da
diminuigdo do nimero de macréfagos. Aliado & redugdo de células imunocompetentes,
verificou-se comprometimento na produgdo de éxido hitrico e citocinas pré-inflamatérias, e
aumento da produgdo de IL-10 em decorréncia da desnutrigdo. A persisténcia de alteragdes
na produgdo de 6xido nitrico e de algumas citocinas a despeito da hormalizagdo da
celularidade do lavado peritonial em animais renutridos, decorreu de alteragdes ha proteina
TRAF-6 e consequente comprometimento da ativagdo do fator de transcrigdo NFkB nesses
animais. O comprometimento da capacidade de adesdo e espraiamento em decorréncia do

consumo de uma dieta hipoprotéica refletiu em menor fagocitose e atividade fungicida em
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animais desnutridos, sendo que a recuperagdo nutricional normalizou fotalmente somente a
capacidade de fagocitose. Da mesma forma, a produgdo de perdxido de hidrogénio manteve-
se alterada em animais renutridos. Assim, no modelo estudado, a melhora do estado
nutricional decorrente do retorno a dieta normoprotéica foi suficiente para normalizar a
hemopoese, mas ndo para reverter as alteragdes na imunidade inata decorrentes da

desnutrigdo.
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