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RESUMO

Estudos em animais, como peixes e aves, demonstram existir potenciais efeitos
imunopromotores do metabdlito da leucina B-hidroxi-B-metilbutirato (HMB). Contudo, existe
caréncia de estudos demonstrando esses mesmos efeitos em células derivadas de murinos ou
humanos. Desta maneira, o objetivo principal deste trabalho foi avaliar os potencias efeitos
imunomodulatérios do HMB nesses modelos. Foram usados para andlises in vitro:o sangue total
e células mononucleares do sangue periférico (PBMC) de ratos Wistar, a linhagem celular Raw
264.7 (mondcito/macrofago de camundongos) € PBMC humanas. O HMB foi usado dentro da
faixa de concentracdo 0,05 — 10 mM, com as concentragdes especificas variando de acordo com
tipo celular e dos parametros analisados. Sangue total foi coletado dos ratos para realizar o
isolamento das PBMC e as culturas de sangue total. Posteriormente, ensaios para avaliar a
producdo de moléculas inflamatorias foram executados. A linhagem celular foi utilizada para
avaliacdo da capacidade proliferativa e producdo de marcadores inflamatdrios (ex: fator de
necrose tumoral-TNF e interleucina-1B-IL-18). PBMC humanas foram isoladas do sangue de
oito voluntdrios e testadas para capacidade proliferativa, progressao pelo ciclo celular, expressao
de CD25 na superficie celular, expressdo intracelular de pERK1/2 e produgdo de citocinas apds
exposicado ao HMB (0,1 a 10 mM). Concentracdes de HMB na faixa de 0,05 a 0,5 mM
(representando concentracdes dentro da faixa fisioldgica pds-ingestdo em humanos) ndo
alteraram qualquer dos parametros testados em células de ratos. Em células Raw 264.7, o HMB
(0,1; 1,0 e 10 mM) reduziu a producdo de IL-1B, estimulada por lipopolissacarideo (LPS) em
pelo menos 20%. Adicionalmente, a concentracdo mais alta testada (10 mM) diminuiu a
proliferacdo celular, o nimero de células vidveis e a producido de 6xido nitrico. Em humanos,
acima de 1 mM, o HMB diminuiu a extensdo normal de proliferacdo das PBMC estimuladas com
concanavalina A. Esta diminuicdo foi mais evidente no HMB a 10 mM, onde o indice de
proliferagao diminuiu em 50% quando comparado a auséncia de HMB e a andlise do ciclo
celular demonstrou grande proporcdo de células em fase GO-G1. A expressio de CD25 e
pERK1/2 nao estdo relacionadas ao efeito observado sobre a proliferacio. O HMB afetou de
maneira distinta a liberacdo de todas as cinco citocinas analisadas apds estimulo. A quantidade
de TNF nos meios de cultura foi reduzida em ~35% em todas as concentracdes de HMB testadas.
Quando o HMB foi testado a 1,0 ou 10 mM o perfil de citocinas Th1/Th2 foi modificou o
balanco para Th2. A menor concentracdo testada (0,1 mM) promoveu algumas mudancas na
secrecdo de citocinas, incluindo a diminui¢do do TNF, sem alterar proliferacdo ou progressao
pelas fases do ciclo celular. Em conclusdao, o HMB possui potencial para ser usado na modulagao
da funcdo imunitdria em situagdes especificas, pois apresenta alguns efeitos antiinflamatorios
especialmente em células humanas.

Palavras chave: HMB; citocinas; PBMC; proliferacdo; antiinflamatério; imunomodulagao

xii



ABSTRACT

Studies in animals, e.g. fishes and chickens, have shown some potential immunomodulatory
effects of the leucine metabolite B-hydroxy-B-methylbutyrate (HMB). However, there is lack of
evidence showing the same effects in human and murine cells. Our main goal was to investigate
the potential effects of on immune cells. Different experimental models were used to test such
effects in vitro: whole blood and peripheral blood mononuclear cells (PBMC) from Wistar rats,
the monocyte/macrophage mouse cell line Raw 264.7 and human PBMC. HMB was used in a
range of 0.05 to 10mM depending of the cell type and which parameter was analyzed. Whole
blood was harvested from Wistar rats to perform the PBMC isolation and whole blood cultures.
Afterwards, assays to evaluate inflammatory molecules production were performed. The cell line
was assayed for proliferation and production of inflammation markers (e.g. tumor necrosis factor
— TNF and interleukin-1p - IL-1B). Human PBMC were isolated from the blood of eight
volunteers and assayed for proliferation, cell cycle progression, surface expression of CD25,
intracellular expression of pERK1/2 and cytokine production after in vitro exposure to a range of
HMB concentrations (0.1 to 10 mM). Concentrations of HMB from 0.05 to 0.5 mM
(representing a normal postingestion physiological range in humans) did not alter any parameter
tested in rat cells. In Raw 264.7 it was shown that HMB, at 0.1, 1.0 and 10 mM, reduced the
lipopolysacharide (LPS) induced IL-1f production by these cells in at least 20%. Also, the
highest concentration tested (10mM) decreased cell proliferation, the number of viable cells and
nitric oxide production. In human PBMC, above 1 mM, HMB decreased the extent of
proliferation normally observed after stimulation by concanavalin A. Such decrease was evident
at 10 mM HMB, when the proliferation index was 50% reduced when compared to the absence
of HMB. Cell cycle analysis demonstrated an increase in the proportion of cells at the GO-G1
phase at 10 mM HMB. CD25 and pERK1/2 expression were not related to the observed effect on
proliferation. HMB affected the concentrations of all five cytokines measured following
stimulation. TNF concentration in the culture medium was reduced by ~35% at all HMB
concentrations. Th1/Th2 cytokine production was modified towards a Th2 profile when HMB
was at 1 or 10 mM. Thus, HMB at 10 mM impairs lymphocyte proliferation and progression
through the cell cycle. The lowest concentration used here (0.1 mM) exerted some actions on
cytokine production, including decreasing TNF production, but not on proliferation and cell
cycle progression. In conclusion, HMB might be a useful agent for modulation of immune
function in specific situations because it presents anti-inflammatory effects especially in human
cells.

Key words: HMB; cytokines; PBMC; proliferation; anti-inflammatory; immunomodulation.
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1. INTRODUCAO

Ha varias categorias de dietas enterais e suplementos nutricionais comercializados
atualmente. Entre estes estdo os que promovem ganho de massa muscular e/ou prevengao da
perda da massa magra, imunomodulacdo, entre outros. Muitos sdo os tipos de nutrientes
adicionados ou usados in solo para esses fins, nos produtos presentes no mercado (KREIDER et
al., 2004). Nissen e Sharp (2003) destacaram em sua metanélise, que o B-hidroxi-B-metilbutirato
(HMB) € um dos suplementos nutricionais comercializados com provavel eficicia demonstrada
por estudos publicados com individuos sadios. Esse composto é um dos metabdlitos do
aminoécido leucina, candidato a promotor dos efeitos inibitdrios da leucina sobre o catabolismo
protéico, ao lado do a-cetoisocaproato (KIC) (OSTASZEWZKI et al., 2000). Em humanos
foram obtidos resultados variados quando da suplementacdo com HMB em condicdes de estresse
patolégico (cancer, sindrome da imunodeficiéncia adquirida e artrite reumatdide), exercicio ou
mudancas fisiolégicas decorrentes do envelhecimento, cujas respostas diferenciadas foram
dependentes do protocolo experimental utilizado (MARCORA; LEMMEY; MADDISON, 2005;
MAY et al., 2002; CLARK et al., 2000).

O aminoécido de cadeia ramificada leucina modula muitas func¢des celulares, incluindo as
das células imunitarias (CALDER, 2006). Contudo, alguns dos efeitos observados apds a
exposicao a leucina podem estar sendo promovidos, por seus metabdlitos e ndo pela leucina em
si (NONNECKE; FRANKLIN; NISSEN, 1991). Estudos em peixes demonstraram que o HMB
melhora a resposta contra patégenos, entre outros fatores de estresse (SIWICKI et al., 2004;
SIWICKI et al., 2000). Estas observacdes sugerem que o HMB pode influenciar a resposta
imunitaria. Corroborando com esta sugestdo, outros estudos in vivo em peixes demonstraram que
o HMB pode melhorar as fung¢des imunitdrias inatas e especificas (SIWICKI et al., 2005;
SIWICKI et al., 2006), enquanto estudos in vitro (SIWICKI et al., 2000, SIWICKI et al., 2003;
SIWICKI et al., 2004) mostraram que o HMB pode aumentar alguns paradmetros de resposta de

macréfagos e linfocitos T e B de peixes.

Em situacdes de catabolismo muscular intenso, geralmente, sdo utilizadas abordagens
que utilizam suplementacdo nutricional direcionada para a estimulacdo da sintese protéica e/ou

redugdo da quebra de proteinas (FLAKOLL et al., 2004). A adicao de HMB a suplementos ou a



15

comercializacdo do produto puro geralmente € feita na forma de sal de cdlcio do HMB
monohidratada. Nesta forma, ele pode ser encontrado em dietas enterais, formulagdes em pd,
cépsulas e adicionado a barras protéicas ou substitutas de refeicdo. Estudos prévios indicaram
que o HMB pode evitar o aumento da concentracdo sérica de marcadores de lesdo muscular
decorrente do exercicio de endurance (KNITTER et al., 2000). Adicionalmente, foi demonstrado
que o HMB poderia inibir a taxa de protedlise total in vitro em musculos de animais
(OSTASZEWZKI et al., 2000). Baseados em observacdes pontuais, outros autores procuraram
investigar os efeitos do uso do HMB para aumentar o ganho de massa muscular tanto em homens
quanto em mulheres idosas que fazem exercicio fisico (VUKOVICH et al., 2001; FLAKOLL et
al., 2004), bem como em modelos animais (JOWKO et al., 2001). Por possuir uma possivel acao
sobre vias catabdlicas (ex: proteoliticas), o uso do HMB foi testado em alguns modelos de
estresse metabolico induzido por doencgas. Nestes modelos, foi demonstrado que o HMB € capaz
de prevenir a excessiva protedlise desencadeada por mediadores envolvidos em respostas
catabolicas sistémicas (CLARK et al., 2000 ; MAY et al., 2002; SMITH et al., 2005). Resultados
provenientes de projetos em nosso laboratério demonstraram, em modelos animais, efeitos
inibitdrios, sobre o crescimento tumoral, apés administracio de HMB por 8 semanas. Outro fato
evidenciado nesses mesmos estudos foi a atenuacdo da instalagdo da caquexia oncoldgica nos
individuos tratados com HMB, resultado este caracterizado pela prevencao da perda de peso e da
modificacdo negativa de varidveis metabodlicas como glicemia e lactatemia (KUCZERA, 2007,
NUNES et al., 2008).

Clark et al. (2000), May et al. (2002) e Marcora; Lemmey; Maddison (2005) utilizaram
HMB em conjunto com arginina e glutamina, com o objetivo de tentar reverter o quadro de perda
muscular esquelética observada em pacientes com artrite reumatdide, cancer e sindrome da
imunodeficiéncia adquirida (AIDS), respectivamente. Com excecdo do trabalho de Marcora;
Lemmey; Maddison (2005), a suplementacdo mostrou ser eficaz em promover ganho de massa
muscular esquelética quando comparada ao placebo. Nos trabalhos com resultado positivo, os
autores atribuiram o aumento da massa muscular ao efeito anti-catab6lico do HMB associado ao
aumento da sintese protéica causado pelos aminodcidos glutamina e arginina. Estas observagoes
levantaram a hipétese de possivel acdo do HMB sobre vias de sinaliza¢do intracelulares
especificas responsdveis pelo metabolismo protéico nas células musculares. Contudo, € sabido

que quadros hipermetabdlicos t€ém como componente grande participacdo de citocinas
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produzidas pelo hospedeiro em resposta ao estresse que desencadeou o quadro. Desta maneira, a
participacdo do sistema imunitdrio do desenvolvimento e/ou atenuacdo desses quadros nao pode
ser descartada (SILVA, 2006).

Como o HMB demonstrou ser capaz de modular a fun¢do imunitdria, em modelos
animais, e os efeitos de sua aplicac@o, em estados hipercatabdlicos, podem talvez ser resultado
de a¢des imunomodulatoérias. Este trabalho teve como objetivo avaliar potenciais influéncias do
HMB sobre parametros funcionais e/ou comumente relacionados a inflamacdo em células

imunitarias.

1.1 - O sistema imunitario

O sistema imunitdrio atua na protecdo do individuo contra infeccdes e também esta
envolvido no reparo de lesdes. Funcionalmente esse sistema estd dividido em sistema inato e
adaptativo. As células que constituem o sistema imunitdrio se originam na medula dssea e sdo
denominadas, genericamente, de leucdcitos. A comunicacdo entre o sistema inato e adaptativo
pode ocorrer pelo contato direto célula-célula e/ou pela liberacdo de véarios mensageiros

quimicos (JANEWAY et al., 2000).

Dentre as vdrias respostas imunitdrias, a inflamacdo recebe grande destaque por possuir
papel protetor e/ou agravador de doencgas. O processo inflamatério € caracterizado pela acdo de
células imunitdrias fagociticas (ex: neutréfilos e macréfagos), produtoras de mediadores com
potencial erradicador de infeccdes. Contudo, esses mesmos mediadores podem também ser
agravantes de lesdes e causar modificacdes metabdlicas sistémicas. Por mais que possa parecer
contraditdria, essa resposta, quando controlada, é necessaria ao adequado reparo do tecido alvo
da lesdo e/ou infeccdo. De maneira geral, a inflamagdo se inicia apds uma lesdo subletal e
termina apds o reparo, estando relacionada a varios processos concomitantes como a
angiogénese, cicatrizagdo, remodelacdo/regeneracdo de tecidos e formacdo de tecidos

conjuntivos (QUINTANA; COHEN, 2005).
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1.1.1 - Linfécitos

Os linfécitos sdo células da imunidade adaptativa com caracteristicas muito especiais
para o funcionamento adequado de um sistema imunitdrio competente. Atualmente se conhece
varios tipos distintos de linfocitos com diversas funcdes diferentes. Umas das caracteristicas
principais de grande parte dos linfécitos € a capacidade de reconhecer e distinguir diversos
antigenos desenvolvendo uma resposta especifica. Adicionalmente, a propriedade da
diferenciagdo em células de memoria € outra caracteristica singular dos linfécitos. Dois
subgrupos de células que possuem grande representacdo no conjunto dos linfécitos sdo os
linfécitos T e os linfécitos B. A imunidade mediada por células é uma das atribui¢des dos
linfécitos, especialmente dos linfécitos T. Estes t€m como principais fungdes a defesa contra
microorganismos que sobrevivem e se replicam dentro de células fagociticas ou ndo fagociticas.
Os linfécitos T possuem a capacidade de reconhecer antigenos protéicos provindos de
microorganismos intracelulares que foram apresentados na superficie de células infectadas

(MACHADO et al., 2004; ABBAS; LICHTMAN; PILLALI 2008).

As respostas imunoldgicas mediadas por células tém como caracteristica: a formacao de
células efetoras a partir de células jovens (virgens) em 6rgdos linféides periféricos; a migracao
destas células T entre outras para os locais necessarios; ativacido de outros leucécitos mediados
por moléculas de comunicagdo. A diferenciacdo de linfécitos T jovens em linfécitos T efetores
exige multiplos estdgios. Em um primeiro momento ocorre o reconhecimento do antigeno e
posteriormente a proliferacdo e diferenciacdo das células ativadas. Dentre as principais células
efetoras da imunidade adquirida estdo os linfécitos T CD4™ e linfécitos T CD8" . Os linfécitos T
CD4" sdo chamados de auxiliares ou helper (Th). Os linfécitos Th podem se diferenciar também
em vdrias subpopulagdes com caracteristicas funcionais muito distintas. Dessas, as Th1 e a Th2
sdo as subpopulacdes de linfocitos T efetores mais bem definidos. Um dos fatores de
diferenciagdo das populacdes Thl e Th2, é feita a através das citocinas produzidas pelas

respectivas células. Citocinas estas que sdo bastante distintas (MACHADO et al., 2004).

Uma das principais funcdes dos linfocitos Thl é a defesa contra infec¢des causadas
principalmente por microorganismos intracelulares. Para realizar esta fungdo, essas células
liberam mediadores que ativam fagdcitos profissionais (ex: macréfagos e neutréfilos) além de

estimularem a resposta humoral (produ¢do de anticorpos por linfécitos B) contra o agente
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invasor. A populacdo Th2, por sua vez, estd relacionada a imunidade de mucosas e a respostas
mediadas por mastdcitos, eosindfilos e linfocitos B que protegem contra infec¢des helminticas.
Curiosamente a indugdo de respostas com predomino de linfécitos Thl produz inibicdo de

respostas Th2 e vice e versa (ABBAS; LICHTMAN; PILLAI, 2008).

Como citado anteriormente, existem também linfécitos T CDS8*. Estas sdo células
efetoras com a capacidade de eliminar microorganismos intracelulares a partir da destrui¢do da
célula hospedeira. Por esta caracteristica sdo chamados também de linfécitos T citotéxicos. O
processo de destruicdo das células alvo por linfécitos T CD8" é mediado pelo reconhecimento
antigénico e posterior liberagdo de mediadores (granzimas e perforinas) ou expressdo de

moléculas (ligante de FAS) que induzirdo a morte da célula alvo (MACHADO et al., 2004).

Respostas inflamatérias possuem participacao de véarias células, entre elas os linfécitos.
Geralmente as respostas inflamatdrias com participacdo de linfécitos t€m a subpopulagao Thl
como principais efetoras. Os linfécitos Th1 podem desencadear reagdes de hipersensibilidade do
tipo tardio (DTH) com a participacdo de macréfagos. Principalmente as DTH cronicas podem
trazem graves repercussoes e complicagdes como inflamacdes granulomatosas e fibrose tecidual

(MACHADO et al., 2004; ABBAS; LICHTMAN; PILLALI 2008).

1.1.2 — Monédcitos e Macrofagos

Parte das respostas efetoras da imunidade natural é mediada por células conhecidas como
fagdcitos mononucleares. Estas células t€ém sua origem na medula 6ssea e sdo encaminhadas
ainda imaturas ao sangue para que possam infiltrar em diferentes tecidos e passem por
diferenciagdes. No sangue periférico, os mondcitos sao os principais representantes dessas
células. O pro-mondcito ao dividir-se na medula dssea dd origem aos mondcitos, que
permanecem na medula dssea por aproximadamente 24 h. Apds este periodo eles migram para a
corrente sangiiinea, na forma de mondcitos circulantes. Estes permanecem na circulagdo por
cerca de 70 h em humanos. Uma vez na circulagdo, o mondcito migra para diferentes 6érgaos e
cavidades do organismo (passando a denominar-se macréfago), tais como: figado (células de
Kiipffer), pulmdo (macréfago alveolar), tecido conectivo (histidcitos), baco (macréfagos da

polpa vermelha), linfonodos, timo, osso (osteoclasto), trato gastrintestinal, sistema nervoso



19

central (micréglia), cavidade pleural, cavidade peritoneal e medula éssea (STOUT; SUTTLES,
2005).

Os macrofagos estdo extensamente distribuidos pelo corpo, mostrando grande variedade
estrutural e heterogeneidade funcional. Os macréfagos caracterizam-se por serem células
grandes, com forma irregular, medindo entre 10-80 um de didmetro, ndcleo irregular e
excentricamente posicionado, com um ou dois nucléolos e cromatina dispersa. Apresentam
complexos de Golgi bem desenvolvido, em posic@o justanuclear, nimero varidvel de vesiculas
de endocitose e grande nuimero de mitocOndrias. A superficie apresenta-se irregular, com
microvilos e o citoesqueleto bem desenvolvido, rodeando o nucleo e estendendo-se até a
periferia da célula. Os macréfagos expressam grande quantidade de receptores de superficie,
envolvidos nas interacdes desta célula com o ambiente € com o controle da sua atividade
(crescimento, diferenciacdo, ativagdo, reconhecimento, endocitose e secrecio) (JANEWAY et

al., 2000; STOUT; SUTTLES, 2005).

Os macrofagos sao células geralmente encontradas em abundéncia em estagios tardios da
resposta imunitaria natural. Geralmente sua acdo tem caracteristicas um pouco diferentes da de
outros fagdcitos, ex: neutréfilos. A resposta dos macréfagos a microorganismos € rapida e
freqiientemente persiste por mais tempo nos locais de inflamagdo. Essas células podem
responder a vasta gama de estimulos, como: microorganismos, mediadores inflamatdrios e sinais
de estresse celular. As respostas e esses estimulos podem acontecer de multiplas maneiras
diferentes. Por possuirem a fagocitose como uma de suas principais funcdes, os macréfagos
podem produzir intimeras espécies moleculares para auxiliar na destruicdo do que foi fagocitado
(DELVES; ROITT, 2000; STOUT; SUTTLES, 2005). Entre essas espécies moleculares estdo:
espécies reativas do oxigénio (EROs) como: radical superéxido e peréxido de hidrogénio
(KLIMP et al., 2002) e espécies reativas de nitrogénio como o 6xido nitrico (NO). Este dltimo é
produzido pela enzima citos6lica 6xido nitrico sintase induzida (iNOS). Nos macréfagos em
repouso ela é pouco expressa, contudo estimulos como moléculas derivadas de microorganismos
aumentam sua expressdo de maneira significativa. Por ser um gis, o NO € bastante difusivel e
dentro das vesiculas, contendo os agentes fagocitados, ele pode se combinar com EROs
formando produtos altamente reativos que auxiliam na elimina¢do de microorganismos (KLIMP

et al.,2002; ABBAS; LICHTMAN; PILLAI 2008).
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Outras funcdes de macréfagos ativados envolvem a ativacdo de outras células da
imunidade inata e adaptativa. Esta ativacdo € desencadeada pela liberagao de outros mediadores

inflamatérios como as citocinas (STOUT; SUTTLES, 2005).

1.1.4 - Citocinas

As citocinas sao um grande grupo de glicoproteinas e peptideos de baixo peso molecular
que medeiam interagdes diretas entre células e regulam fungdes celulares e teciduais. As
citocinas tém grande participacdo no desenvolvimento embriondrio, no crescimento € maturacao
celular, em processos de cura e reparo, na modulacdo da resposta imunitdria de fase aguda e na
formacao de novos vasos sanguineos. O termo citocina foi introduzido por Stanley Cohen em
1974 (MATARESE, 2004). A expressao citocina é formada pelos radicais: cito = célula e cinina
= hormonio, sdo proteinas semelhantes a hormonios que permitem a comunicacdo entre a célula
e o ambiente externo. O termo citocina € usado para designar vdrias substincias como:
linfocinas, monocinas, interleucinas, fatores estimulantes de colonias (CSF), fator de necrose
tumoral (TNF) e quimiocinas (TAYAL; KALRA, 2008). Estas moléculas sdo secretadas por
diversos tipos celulares como os leucdcitos, fibroblastos, células epiteliais, entre outras
(DUNLOP; CAMPBELL, 2000). Entre as funcdes das citocinas estao: mediar e regular respostas
imunitdrias, inflamagao e hematopoiese. As citocinas possuem 3 propriedades: pleiotropia, isto €,
elas podem atuar de maneira diferente nos diferentes tipos celulares; redundancia, ou seja,
funcdes similares podem ser estimuladas por diferentes citocinas; multifuncionalidade refere-se
ao fato de que uma mesma citocina pode regular diferentes funcdes imunitdrias (TAYAL;
KALRA, 2008).

Virios tipos celulares sdo capazes de liberar citocinas pelas vias secretoras, sendo que
muitas citocinas sao liberadas tanto na forma ativa como na forma de precursores inativos que
requerem ativacdo; algumas se ligam a matriz extracelular (DUNLOP; CAMPBELL, 2000). O
sistema imunitério utiliza as citocinas para modular a resposta imunitaria (LI; REID, 2001). Desta
maneira a producdo e liberagdo de citocinas sdo estritamente reguladas, onde complexos
feedbacks contra-regulatérios envolvendo outras citocinas sdo disparados, os quais t€ém a funcado

de propiciar o retorno ao estado de homeostase. A expressdo descontrolada de citocinas pode



21

ocorrer em células que passaram por processos de transformacdo tornando-se malignas
(DUNLOP; CAMPBELL, 2000).

As citocinas interagem com as células via receptores de alta afinidade, geralmente
glicoproteinas, que estdo localizadas na membrana celular ligadas a segundos mensageiros que
podem acionar vérias vias. As interacdes das citocinas podem ser: (1) intracrina — a citocina e o
receptor estdo no interior da célula; (2) autdcrina — a citocina produzida pela célula age em
receptor de membrana da prépria célula que a produziu; (3) pardcrina — a citocina de um tipo
celular interage com receptores de outros tipos celulares adjacentes. Isto pode envolver contato
célula-célula, por citocinas ligadas a superficie da membrana. Formas soldveis irdo difundir-se
localmente para alcancar outras células. Se quantidades suficientes de citocinas sdo produzidas,
elas podem ter efeito sistémico. Os efeitos de qualquer citocina freqiientemente podem variar de
acordo com sua concentracdo, com a presenca de outras citocinas, com o estado de
desenvolvimento das células ou tecido alvo e do ambiente extracelular. Esta complexidade
implica em andlise cautelosa de estudos in vitro e in vivo (DUNLOP; CAMPBELL, 2000;
TAYAL; KALRA, 2008)

1.1.4.1 - Fator de Necrose Tumoral

O TNF € um dos principais mediadores da fase aguda da resposta inflamatdria a bactérias
gram-negativas € outros microrganismos infecciosos. Contudo, o TNF também parece ser o
grande responsdvel por vdrias das complicagdes sistémicas comumente presentes em casos de
infec¢des graves. A nomenclatura empregada ao TNF foi embasada na observagao original de
uma substincia presente no soro que causava necrose de alguns tipos de tumores. O TNF &, com
freqiiéncia, chamado de TNF-a para diferencid-lo do TNF-B, o qual é secretado principalmente
por linfécitos e por isso conhecido como linfotoxina (LT) (DELVES; ROITT, 2000; ABBAS;
LICHTMAN; PILLALI, 2008).

Virios tipos celulares tém a capacidade de sintetizar o TNF (ex: linfocitos T estimulados,
células NK, mastdcitos e fagocitos). Contudo, os fagdcitos mononucleares ativados sdo a
principal fonte de TNF. Um dos estimulos mais potentes para levar a liberagcao de TNF por
macréfagos, por exemplo, € a ativagao de um tipo de receptor do tipo toll (TLR) pela molécula de

z

lipopolissacarideo (LPS) entre outros produtos presentes em microorganismos. O TNF ¢é
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sintetizado como uma proteina de membrana que nao possui glicosilacdes. A proteina final possui
sua extremidade carboxiterminal extracelular e a aminoterminal intracelular. Esta proteina de
membrana é expressa como um homotrimero que possui a capacidade de se ligar ao receptor de
TNF tipo II (TNF-RII). O TNF de membrana € clivado por uma metaloproteinase associada a
membrana, que resulta como produto um polipeptidio de 17kD. Apds a clivagem, trés dessas
cadeias polipeptidicas se polimerizam para formar a proteina circulante do TNF com 51kD. Este
polipeptideo assume forma de piramide triangular, onde cada lado da piramide é formado por
uma subunidade. Por assumir essa conformagdo, existe a possibilidade de ligacdo simultanea a
trés receptores. Até o momento sdo conhecidos dois tipos principais de receptores para TNF,
chamados de receptor de TNF tipo I (TNF-RI) e tipo II. Os dois receptores sao membros de uma
grande familia de proteinas envolvidas nas respostas imunes e inflamatorias podendo ser
encontrados em quase todos os tipos celulares como trimeros na membrana plasmdtica mesmo
antes da ligacdo ao TNF. Apds a ligacdo dessa citocina a seus receptores, ocorre o recrutamento
de proteinas, conhecidas como fatores associados ao receptor de TNF (TRAFs), para os dominios
citoplasmaticos dos receptores. Os TRAFs ativam fatores de transcri¢do, em especial o fator

nuclear-kB (NF-xB) e a proteina-1 de ativacdo (AP-1) (COMMINS; BORISH; STEINKE, 2009).

Entre as funcdes bioldgicas do TNF estdo a estimulagdo do recrutamento de neutréfilos e
mondcitos para locais e infeccdo e ativar essas células para erradicar microorganismos. Os
mecanismos envolvidos nessas acdes bioldgicas do TNF sdo varios; a expressao de moléculas de
adesdo, estimulacdo da producdo de outras citocinas como interleucina-1 (IL-1) e ativacdo de
neutrofilos sdo exemplos destes mecanismos. Além dos efeitos celulares, podem existir efeitos
sistémicos dependentes das concentragdes plasmaticas de TNF. Os efeitos sistémicos de elevadas
concentracdoes de TNF sdo geralmente os principais causadores das complicagdes observadas na
sindrome da reacdo inflamatéria sist€émica e na sindrome do choque séptico. Entre as
complicacOes causadas nesta ultima estdo o colapso vascular, a coagulacdo intravascular
disseminada e distirbios metabodlicos. Essa sindrome € desencadeada pela grande producgdo de
citocinas inflamatérias (ex: TNF, inerleucina-12, interferon-y e IL-1) apds a exposicao das células
ao LPS. As concentracgdes séricas de TNF podem ser preditivas de infec¢des graves por bactérias
gram-positivas. Curiosamente o choque séptico pode ser induzido em animais de laboratério pela
injecdo de LPS ou TNF. Nestes modelos animais o uso de antagonistas, anticorpos anti-TNF ou

receptores soliveis diminui a mortalidade, contudo em humanos os resultados ainda ndo sao
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totalmente similares aos obtidos em animais. O que pode estar relacionado a a¢do de outras
citocinas que possuem efeitos sist€émicos similares aos do TNF, como a IL-1 por exemplo

(DELVES; ROITT, 2000; ABBAS; LICHTMAN; PILLAI, 2008).

1.1.4.2 - Interleucina-1

A IL-1 trabalha em conjunto com o TNF para modular a atividade da imunidade natural e
a inflamacgdo. Os fagécitos mononucleares ativados também podem ser considerados as principais
fontes celulares de IL-1. No entanto, outros tipos celulares como neutréfilos, queratindcitos e
células endoteliais também podem sintetizd-la. Sdo conhecidas duas formas de IL-1, denominadas
IL-1a e IL-1B. Elas possuem menos de 30% de homologia, contudo se ligam aos mesmos
receptores de superficie celular e apresentam as mesmas atividades bioldgicas. Estas atividades
sdao mediadas pela ativagdo de um receptor de membrana chamado receptor da IL-1 tipo 1. As
acoes bioldgicas da IL-1 sao bastante semelhantes ao do TNF, fato este que pode ser explicado
em parte pela ativacdo dos fatores de transcricdo NF-kB e AP-1 também pela IL-1. Baixas
concentragdoes de II-1 agem como mediadores locais da inflamacdo. Quando em quantidades
maiores pode exercer atividade enddcrina podendo induzir febre, sintese de proteinas de fase
aguda no figado e a produgdo de plaquetas e neutréfilos na medula 6ssea. Apesar de possuir
alguns efeitos similares ao do TNF, a IL-1 ndo induz morte celular por apoptose ou as alteracdes

fisiopatoldgicas do choque séptico (DELVES; ROITT, 2000; MILLS; DUNNE, 2009).

1.1.4.3 - Interleucina-2

Por possuir a capacidade de estimular a proliferacdo de linfécitos T estimulados por
antigenos, a interleucina-2 (IL-2) é também chamada de fator de crescimento, sobrevivéncia e
diferenciacdo dessas células (GESBERT; MOREAU; THEZE, 2005). A IL-2 € sintetizada
principalmente por linfécitos T CD4" e possui a¢des autdcrinas e pardcrinas. A expressio de
receptores funcionais para IL-2 € principalmente induzida quando da ativacdo de linfécitos T ndo
ativados e efetores. Contudo linfécitos T reguladores sempre expressam receptores para IL-2
funcionais. Os receptores para IL-2 (IL-2R) sdo constituidos de trés proteinas associadas de

maneira ndo-covalente incluindo IL-R2a (CD25), IL-2/15Rp e y.. Somente o CD25 é exclusivo
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do IL-2R, no entanto a IL-2 liga-se a cadeia o com baixa afinidade ndo desencadeando qualquer
sinalizagdo citoplasmatica ou resposta bioldgica detectavel. A subunidade IL-2/15Rp faz parte
também do receptor da IL-15 e possui participacdo na ligagdo da IL-2 ativando vias de transdu¢do
de sinal dependentes de janus quinase 3 (JAK3) e transdutor de sinal e ativador de transcri¢dao
(STAT) 5. A cadeia y é compartilhada por receptores da interleucina-4 (IL-4), interleucina (IL-7)
e interleucina-15 ( IL-15), sendo por isso chamada de cadeia y comum (y.). Esta subunidade nao
estd envolvida diretamente da ligacdo da IL-2, mas sua presenca € necessdria para que ocorra a
ligacdo da IL-2 com alta afinidade ao complexo do receptor e também para ativacdo de vias de
transdugdo que envolve proteinas quinases ativadas por mitégeno (MAPK) e fosfatidil inositol 3—
fosfato quinase (PI-3K). Linfécitos T em repouso expressam baixos niveis de complexos IL-
2RPy.. A expressdo da subunidade IL-2Ra é neo-induzida e a da IL-2RB aumentada quando
linfécitos T CD4" e CD8" sdo ativados. Aparentemente a producio de IL-2 leva a expressido de
IL-2Ra e IL-2Rp por acdes autdcrinas e paracrinas. Entre as principais funcdes bioldgicas da IL-2
estdo: sobrevivéncia e provavelmente manutencao da fungao de células T regulatérias suprimindo
respostas contra antigenos proprios e alguns antigenos exdgenos; sobrevivéncia, proliferaciao e
diferenciacdo de linfécitos t ativados por antigeno; proliferacdo e diferenciacdo de células
exterminadoras naturais (NK); em linfécitos B a IL-2 parece atuar como estimulo para sintese de

anticorpos (ABBAS; LICHTMAN; PILLAI 2008; COMMINS; BORISH; STEINKE, 2009).

1.1.4.4 - Interleucina-4

A IL-4 é a citocina chave na producdo de anticorpos do isotipo IgE e no
desenvolvimento de linfécitos Th2 sendo a principal citocina indutora e efetora destas células.
Ap6s a ligacdo da IL-4 ao seu receptor, ocorre a ativacdo de vias envolvendo JAK3 ou 4 e
STAT6. Uma caracteristica curiosa € que a IL.-4 € a tnica citocina que ativa a proteina STAT6, a
qual parece ser responsdvel por efeitos exclusivos desta citocina citados acima. Suas acdes
bioldgicas envolvem respostas imunes contra helmintos e artropodes a partir da participacio de
linfécitos Th2, IgE e acdo de eosindfilos. Além disso a II-4 funciona como fator de crescimento
autécrino para linfécitos Th2 inibindo ao mesmo tempo o desenvolvimento de células Thl e
Th17, acdes estas contrdrias as do IFN-y. Adicionalmente, a IL.-4, em conjunto com interleucina-

13 (IL-13), promove ativacdo alternativa de macréfagos. Esta ativacdo tem como caracteristica a
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indugdo da producdo de coldgeno e expressdo aumentada de receptores de manose, quase estao
envolvidos no reconhecimento de moléculas na superficie de alguns microorganismos (ABBAS;

LICHTMAN; PILLAI, 2008).

1.1.4.5 - Interleucina-10

A interleucina-10 (IL-10) é uma conhecida citocina antiinflamatoéria. Este status lhe foi
dado devido ao fato de ela inibir macréfagos e células dendriticas ativadas, possuindo importante
papel no controle de respostas envolvendo imunidade natural mediada por células. As principais
fontes celulares de IL-10 s3o macrofagos ativados e linfocitos T reguladores, porém
queratindcitos também podem sintetiza-la. Em macréfagos a IL-10 tem a importante tarefa de
fazer com que estas células retornem ao estado de pré-ativacdo nos momentos em que a infec¢ao
microbiana ja foi erradicada. Um dos mecanismos envolvidos na modulacdo da atividade dos
macréfagos por parte da IL-10 envolve a inibi¢do da produgdo da IL-12, a qual € o principal
estimulo para liberacao de interferon-y (INF-y), conhecido por seu papel na ativacio de respostas
naturais mediadas por células. Secundariamente, a IL-10 inibe a expressdo de complexo maior de
histocompatibilidade (MHC) de classe II. Desta maneira ocorre o impedimento da ativagao de
células T e o transcorrer das respostas imunitdrias mediadas por células (COMMINS; BORISH;

STEINKE, 2009).

1.1.4.6 - Interferon-y

O IFN-y é uma citocina efetora importante para atividades antivirais. Esta citocina é
produzida por células NK, linfécitos Thl CD4" e linfécitos CD8", sendo a citocina que
caracteriza respostas mediadas por linfécitos Th1. Na imunidade natural o INF-y € secretado por
células NK em resposta a interleucina-12 ou a ligantes ativadores presentes em células infectadas
ou que estao em estado de estresse. Como citado anteriormente, o INF-y € produzido também por
linfécitos T, os quais o fazem em resposta ao reconhecimento de antigenos. Muitas sdo as funcoes
biol6gicas do INF-y, sendo estas funcdes de extrema importancia para imunidade mediada por
células contra microorganismos intracelulares. Entre essas a¢des estdo a ativagcao das capacidades

microbicidas de macréfagos (ex: transcricdo de genes que codificam enzimas produtoras de
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espécies reativas de oxigénio e Oxido nitrico) principalmente pela liberagdo de INF-y por
linfécitos Thl. Justamente a diferenciacdo de células T CD4" em células Thl é dependente de
INF-v, o que leva a inibi¢do da proliferacdo de células Th2. O efeito do indutor do INF-y sobre as
células Thl € mediado pela ativacdo de fagécitos mononucleares que produzem IL-12. Em
linfécitos B o INF-y promove a producdo de isotipos de anticorpos que se ligam a receptores Fcy
nos fagdcitos e ativacdo do complemento. Adicionalmente, o INF-y tem a capacidade de
estimular expressdo de moléculas do MHC de classe I e classe 11 e co-estimulatérias em células

apresentadoras de antigeno (COMMINS; BORISH; STEINKE, 2009).

1.2 - Generalidades sobre o B-hidroxi-p-metilbutirato (HMB)

1.2.1 - Metabolismo da leucina e produgdo de [-hidroxi-f-metilbutirato (HMB)

A leucina é um aminodacido de cadeia ramificada essencial, encontrado em muitas fontes
protéicas na dieta e € considerada de vital importincia para a construcdo de proteinas e
funcionamento normal de vdérios tecidos (CALDER, 2006). Grande parte da leucina
metabolizada em mamiferos passa por uma via metabdlica caracteristica que possui como seus
produtos o acetoacetato e a acetil-CoA. Resumo das vias metabdlicas envolvendo o aminoacido
leucina estd representado na FIGURA 1. Estes produtos sdo originados apds seqiiéncia de seis
reacoOes, catalisadas por enzimas, que se iniciam pela transferéncia do grupamento amino da
leucina para o a-cetoglutarato formando glutamato. Para que ocorra a completa oxidagao da
leucina por esta via € necessario: tiamina, riboflavina, piridoxina, niacina, pantotenato, biotina,
ubiquinona e o 4cido lipdico em quantidades ideais. Em menor proporc¢do, parte da leucina (5-
10%) ¢é oxidada levando a produ¢do de B-hidroxi-fB-metilbutirato (HMB). Uma terceira via de
metabolizacdo da leucina, conhecida como via B-ceto, acontece principalmente nos testiculos
(células de Sertoli), e no pancreas. Sendo, na maioria dos outros tecidos, uma via que conta com
a oxidacdo de menos do que 5% da metabolizacio de leucina disponivel . A principal
caracteristica desta via é que ela possui sua primeira reacdo catalisada por uma (L-leucina-
aminotransferase) das trés enzimas conhecidas que necessita da cobalamina como grupo

prostético (KOHLMEIER, 2003).
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FIGURA 1 - Metabolismo do aminoécido leucina e sintese de -hidroxi-f-metilbutirato (HMB).
KIC: a-cetoisocaproato (KIC) (Adaptado de DRISKELL, 2007).

A producdo endégena de HMB ocorre principalmente no figado e nos musculos
(SABOURIN; BIEBEER, 1982), contudo outros tecidos podem ser sitios de sintese em menor
propor¢ao (NISSEN; ABUMRAD, 1997). A sintese pode iniciar no citoplasma e nas
mitocondrias de células musculares com a transferéncia do grupamento amino da leucina para o
a-cetoglutarato pela enzima transaminase de aminodcido de cadeia ramificada (BCAAT). Como
produto desta etapa tem-se o a-cetoisocaproato (KIC) que posteriormente sofre descarboxilagdo
oxidativa irreversivel pela acdo da enzima desidrogenase de a-cetodcido de cadeia ramificada
(BCKD). Essa enzima é um grande complexo presente na matriz mitocondrial consistindo de
multiplas copias de apenas trés distintas subunidades. A subunidade El catalisa a reacdo de
descarboxilacdo usando uma CoA reduzida como cosubstrato. A subunidade E2 ancora um

residuo de dacido lipdico, o qual serve como aceptor para o substrato descarboxilado, e
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posteriormente o transfere para o acetil-CoA também reduzindo lipoamida para dihidrolipoamina
no processo. A subunidade E3 é o componente lipoamida desidrogenase. Ela transfere o
hidrogénio da dihidrolipoamida para a nicotinamida adenina dinucleotideo (NAD) via flavina
adenina dinucleotideo (FAD). O complexo enzimético € inativado por fosforilagdo, mediado pela
3-metil-2-oxobutanoato desidrogenase (lipoamida) quinase, e ativado por desfosforilacao pela 3-
metil-2-oxobutanoato desidrogenase (lipoamida) fosforilase. Aproximadamente 90% do KIC é
descarboxilado a isovaleril-CoA nas mitocOndrias hepaticas. O isovaleril-CoA passa por reagoes
seqiienciais na mitocondria dando origem ao B-hidroxi-p-metilglutaril-CoA (HMG-CoA), o qual
¢ transformado em acetoacetato e acetil-CoA pela HMG-CoA liase (DRISKELL, 2007).

A principal via de producdo de HMB parece estar ativa no citoplasma das células
hepéticas (XU et al., 2000). Os ~10% de KIC que ndo foram metabolizados pela BCKD sao
oxidados a HMB pela enzima KIC dioxigenase (KICD). Esta enzima necessita de oxigénio
molecular e ferro podendo ser idéntica a 4-hidroxi-fenilpiruvato dioxigenase, a qual € uma
enzima importante no metabolismo do aminodcido tirosina (SABOURIN; BIEBER, 1982).
Como a concentracdo hepatica de KIC é <5pM e a BCKD possui Km vinte vezes menor que a
KICD, acredita-se que a produ¢ao de HMB seja regula principalmente pela concentragdo de KIC
e pela atividade das enzimas BCKD e KICD (VAN KOEVERING; NISSEN, 1992). Xu et al.
(2000), demonstraram que a atividade da KICD no figado de humanos é de aproximadamente
0,9mU/g de tecido, o que representa aproximadamente 14,2% da atividade total da BCKD. Em
ratos este valor estd proximo de 1%. Fato que € colocado, pelos mesmos autores, como uma
sugestdo de importancia maior desta via hepatica no catabolismo do KIC em humanos. Embora
ndo existam dados sofre fatores moduladores da atividade da KICD em humanos, € sabido que a
atividade fisica pode aumentar a atividade desta enzima em ratos, porém ndo a ingestdo de dieta
ricaem BCAA (XU et al., 2001).

Outra via que possivelmente pode produzir HMB tem como caracteristica a hidroxilagao
do B-metil-crotonil-CoA, um dos produtos intermedidrios no metabolismo do isovaleril-CoA, a
HMG-CoA, pela enzima enol-CoA hidrase . Contudo esta via parece ser ativa somente em casos
de deficiéncia de biotina (NISSEN; ABUMRAD 1997).

Nao existem dados precisos sobre a producdo didria exata de HMB em humanos, mas,
extrapolando dados de suinos, estima-se que um homem de aproximadamente 70 kg produza

entre 0,2-0,4g de HMB/dia dependendo principalmente da sua ingestdo de leucina. A
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concentracdo plasmadtica basal do HMB no estado pds-absortivo em humanos estd proxima de 1-
4uM (NISSEN; ABUMRAD, 1997), contudo outros autores colocam que este valor poderia ser
considerado zero (VUKOVICH et al., 2001).

1.2.2 - Doses utilizadas, seguranca e efeitos adversos

O B-hidroxi-B-metilbutirato também pode ser chamado de B-hidroxi-isovalerato e na
forma de 4cido é chamado de dcido B-hidroxi-B-metilbutirico ou dcido B-hidroxi-isovalérico. O
sal de cdlcio do 4cido B-hidroxi-B-metilbutirico forma um monohidrato com férmula quimica
Ca(CsHyOs), . H,O (CaHMB monohidrato) e massa molecular 293, no qual o elemento cdlcio
corresponde a 13,7% do peso molecular. Este composto, quando colocado em 4gua, dissolve-se
rapidamente formando uma solug@o saturada a 27% (p/p) a 20°C (WILEY; DOBBINS, 2004). A
adicdo de HMB a suplementos ou a comercializacdo do produto puro se faz, na sua grande
maioria, na forma de CaHMB monohidrato, o qual pode ser encontrado em formulagdes em po,
céapsulas e adicionado a barras protéicas ou substitutas de refeicao.

Em sua maioria, os trabalhos envolvendo suplementacio com HMB utilizam doses entre
1-3 g/individuo/dia (NISSEN; SHARP, 2003), porém ha estudos com doses de 6g/dia ou ainda
ministradas de acordo com o peso dos voluntarios. Exemplos de doses encontradas em alguns
estudos podem ser 38 mg/kg/dia e 76 mg/kg/dia (VAN KOEVERING; NISSEN, 1992;
GALLAGHER et al.,, 2000a; PETERSON ef al., 1999). Estes valores correspondem a,
aproximadamente, 3 e 6g/dia para individuos com massa corporal proxima a 80kg. Em estudo
que demonstrou efeito positivo da suplementacio com HMB sobre a massa isenta de gordura, a
utilizacdo de 6 g/dia ndo promoveu resultado significativamente diferente, quando comparado ao
que uso de 3 g/dia (GALLAGHER et al., 2000b).

Nas doses preconizadas na literatura, a suplementacdo com HMB ndo trouxe nenhum
efeito colateral deletério aparente (PETERSON et al., 1999). Estudos em modelos animais ndo
demonstraram efeito t6xico com doses maiores que 100g/dia (NISSEN; ABUMRAD, 1997).
Recentemente, Baxter ef al. (2005) demonstraram, em estudo com ratos, que dietas com até 5%
de HMB por 91 dias ndo provocaram mudan¢ga em nenhum dos 18 parimetros hematoldgicos
nem nos 17 parametros bioquimicos analisados, assim como nio provocou alteracao perceptivel
nos pesos e na aparéncia dos principais 6rgaos e algumas glandulas dos individuos de ambos os

sexos. A suplementagdo de HMB em humanos ndo causou nenhum efeito colateral apds
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suplementacdao com doses altas por mais de 7 semanas (NISSEN; ABUMRAD, 1997). Estudos
clinicos por periodos de até 12 semanas ndo demonstraram nenhum potencial efeito toxico
(NISSEN; ABUMRAD, 1997; NISSEN et al., 2000). Entre estes estudos foram realizados
levantamentos com questiondrios objetivando a pesquisa de efeitos adversos, porém nada foi
encontrado. Ap6s a ingestdo de HMB a tnica varidvel modificada agudamente nos parametros
metabodlicos dos individuos foi a concentracdo plasmatica do proprio HMB. A excrecao de
hormonios esterdides, as funcdes hepdticas e as renais também ndo tiveram nenhuma alteracao
ap6s duas semanas de ingestdo de 3g/HMB/dia (GALLAGHER et al., 2000a). Crowe et al.
(2003) relataram que atletas de rugbi que utilizaram 3g/dia de HMB por seis semanas nao

apresentaram efeito adverso a saude.

1.2.3 - Cinética apos ingestdo

Um dos destinos da molécula de HMB apds sua sintese ou ingestdo € sua excre¢do na
urina (VUKOVICH et al., 2001). Valores obtidos em estudos com suinos € ovinos
suplementados relataram excre¢do de até um terco do HMB (NISSEN; ABUMRAD, 1997),
enquanto que em humanos suplementados com HMB este valor alcancou 50% da dose
administrada (GALLAGHER et al., 2000Db).

Aparentemente o turnover do HMB pode ser considerado rdpido. Alguns protocolos,
avaliando a meia-vida do HMB em suinos e ovinos, demonstraram que apds a ingestdo de 2g de
HMB a meia-vida foi de aproximadamente 2h (NISSEN; ABUMRAD, 1997). Um estudo em
particular com humanos investigou a cinética do HMB apds ingestdo de 1g ou 3g do mesmo. Os
resultados deste estudo demonstram que as concentracdes plasméaticas de HMB atingem pico de,
aproximadamente, 118 nmol/mL apds 2h da ingestdo de 1g, enquanto pico em torno de 480
nmol/mL foi atingido em apenas 1h ap6s a ingestdo de 3g de HMB. A meia-vida plasmaética foi
de, aproximadamente, 2,3h, enquanto que a excrecao na urina foi dependente da dose, 14% para
ade 1g e 29% para a de 3g. Quando HMB ¢ ingerido juntamente com glicose, foi demonstrado
que esse procedimento € capaz de provocar interferéncia na cinética do HMB; houve atraso, de,
aproximadamente, lh, e diminuicdo no pico de HMB plasmatico. Ao mesmo tempo existiu
pequeno aumento da meia-vida plasmatica, o que pode estar relacionado a leve diminui¢do na
excrecdo urindria de HMB. Outra constatacdo dos autores neste estudo foi a provdvel auséncia de

interferéncia da insulina na cinética do HMB (VUKOVICH et al., 2001). Nissen et al. (1996),
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mostraram que individuos que apresentavam concentracdes basais de HMB plasmatico de 2,8uM
estavam com suas concentracdes plasmaticas de HMB elevadas até 12h apds a ultima ingestao
do suplemento, 10,7 uM e 20,3 uM respectivamente para a ingestdo de 1,5 e 3 g de CaHMB.
Como o HMB aparentemente nio aparece nas fezes, acredita-se que ele seja totalmente

absorvido (DRISKELL, 2007).

1.2.4 - p-hidroxi-f-metilbutirato (HMB) e imunomodulagdo

Apesar da escassez de trabalhos em humanos, pesquisas em animais mostraram que em
situacdes de estresse severo para moderado, a suplementacio com HMB combate muitos dos
efeitos negativos e pode melhorar a saide do animal (GATNAU et al., 1995; SIWICK et al.,
2004). Trabalhos com suplementacio de HMB t€ém demonstrado diminui¢do na mortalidade em
frangos e bezerros (VAN KOEVERING et al., 1994, PETERSON et al., 1999). Segundo Peterson
et al. (1999), esta diminuicdo na mortalidade pode estar relacionada a modificagdo da fungdo
imunitdria nos individuos suplementados com HMB. SIWICKI et al. (2000) demonstraram in
vitro, que a adicdo de HMB ao meio de cultivo aumentou a capacidade proliferativa e citotéxica
dos linfécitos de trutas e carpas. Adicionalmente, Peterson et al. (1999) demonstraram que o
cultivo de macréfagos de frango em presenca de HMB provocou aumento da capacidade
fagocitica e da produg¢dao de NO. No entanto, os mecanismos pelos quais essas fungdes foram

melhoradas ainda ndo foram elucidados.

Alguns estudos em truta arco-iris demonstraram que a adi¢io de HMB a cultura de
linfécitos promoveu aumento da proliferacdo destas células (SIWICKI er al., 2003).
Posteriormente, Siwicki et al., (2004) demonstraram que o HMB estimulou a proliferacdo de
linfécitos de espécies de peixe (Silurus glanis e Ictalurus melas), in vitro, sugerindo aplicacao
dessa substancia para a modulacdo da imunidade mediada por células. Estudo in vitro,
investigando a influéncia do HMB em macréfagos e linfécitos obtidos de truta arco-iris,
demonstrou haver aumento na atividade destas células (SIWICKI er al., 2000). Em estudos in
vivo com HMB, também investigando macréfagos e linfécitos obtidos de truta arco-iris, foi
demonstrado haver aumento da funcdo destas células, melhorando a habilidade do organismo em
lutar contra doencas e resistir a infec¢cdes (NISSEN et al., 1996; SIWICKI et al., 2000; SIWICKI
et al., 2003). O HMB aumentou a capacidade proliferativa de linfécitos T e B, estimulados com

ConA e LPS respectivamente, obtidos de peixe Silurus glanis (SIWICKI et al., 2004). Mais
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recentemente, Siwicki et al., (2006) demonstraram que a suplementacdo com 50mg/kg/dia de
HMB para peixes da espécie Tinca tinca aumentou a atividade citotoxica, capacidade
proliferativa e a produg@o de EROs por linfécitos estimulados com concanavalina A (estimulador

de linfécitos T) e LPS (estimulador de linfécitos B).

Estudos investigando os efeitos do HMB sobre a funcionalidade de células imunitérias de
mamiferos sdo raros na literatura atual (NONNECKE; FRANKLIN; NISSEN, 1991; GATNAU
et al., 1995; KUHLMAN et al., 1998). Em humanos o HMB vem sendo usado para prevenir a
perda de peso corporal, especificamente a perda massa magra, € para aumentar a massa muscular
e forca em individuos sauddveis e enfermos (GALLAGHER et al., 2000a). Seu completo
mecanismo de acdo nessas situagdes nao € totalmente conhecido, mas existem evidéncias
provindas de modelos animais e linhagens celulares mostrando que o HMB pode agir como um
agente anticatabdlico interferindo em vias de sinalizacido especificas ligadas a degradacdo de
proteinas e a inflamacdo (ELEY; RUSSEL; TISDALE, 2008a; ELEY; RUSSEL; TISDALE,
2008Db) .

Em humanos sauddveis, apenas um estudo conseguiu demonstrar algum tipo de
modificacdo envolvendo algum pardmetro relacionado ao sistema imunitdrio apds o uso de
HMB. No estudo em questdo, a suplementacdo com 3g de HMB por seis semanas demonstrou
aumentar a contagem de mondcitos em atletas saudédveis altamente treinados (CROWE et al.,
2003). Em contra partida, dois estudos, em situagdes patoldgicas, onde humanos fizeram o uso
de suplemento oral contendo HMB sugerem potencial efeito imunomodulador mais evidente.
Hsieh et al. (2006) demonstraram que individuos com doenga pulmonar obstrutiva cronica em
unidades de tratamento intensivo suplementados com 3g de HMB por dia durante 7 dias
apresentaram diminui¢des das concentracdes séricas de proteina-C reativa (PCR), quando
avaliados as situacdes pré e pds-suplementacdo. Este mesmo resultado ndo foi observado no
grupo placebo. Kuhls et al. (2007) mostraram recentemente que pacientes de trauma em estado
critico que receberam HMB (3g de CaHMB) ou uma mistura de HMB (3g CaHMB) , L-arginina
(14g) e L-glutamina (14g) apresentaram redug¢do da incidéncia da sindrome da resposta
inflamatéria sistémica (SIRS) no terceiro a sétimo dia pds-trauma quando comparados aos
individuos que receberam placebo. Os resultados destes dois trabalhos indicam uma provavel

aplicagdo do HMB como imunomodulador, modificando a resposta ao trauma ou a doencas
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inflamatoérias levando a prevengdo de alguns eventos adversos desencadeados por concentragdes
alteradas de mediadores inflamatdrios nesses individuos. Contudo, nenhuma avaliacdo precisa da
funcionalidade de células imunitédrias ou da liberacdo de citocinas foi realizada em individuos

ingerindo HMB ou usando exposi¢ao de células imunitdrias humanas ao HMB in vitro.

Respostas imunitérias envolvem e sdo reguladas por multiplos fatores incluindo citocinas
e expressao de proteinas na superficie e/ou no interior das células. Existe caréncia de
informacdes sobre os efeitos do HMB na expressdo de moléculas relacionadas a fungdes
imunitarias, como citocinas por exemplo. Recentemente foi demonstrado que linhagens de
células musculares expostas ao HMB in vitro possuem expressdo aumentada de proteinas da via
MAPK/ quinase regulada por sinal extracelular (ERK) (KORNASIO et al., 2009), uma via
envolvida em proliferacdo celular ¢ manutengdo da vida destas células. Esta via também ¢&
importante na regulagdo de células como os linfécitos por exemplo (LI et al., 1999). Desta
maneira, se existir algum efeito do HMB sobre a funcionalidade e comportamento de células
imunitdrias, talvez eles possam ser explicados pela acdo do HMB sobre a atividade e/ou

expressdo de proteinas especificas.

Apesar das investigagdes sobre a funcionalidade das células imunitdrias nos diversos
trabalhos citados até entdo sdo escassas as publicagdes focando alteragdes na produgdo de
citocinas e vias de sinalizacdo de células imunitdrias expostas ao HMB. As mudancas na
funcionalidade das células imunitérias sdo acompanhadas de modificacdes no padrdo de secrecao
de citocinas e também na expressdo e ativacdo de proteinas especificas responsaveis pelo
controle dessas funcdes. Algumas das mudangas nesses padroes precisam ser identificadas com o
intuito de dar suporte as possiveis alteracdes funcionais. Os resultados obtidos em investigacdes
sobre o efeito do HMB sobre a funcionalidade de células imunitdrias e os recentes achados sobre
a interferéncia do HMB em vias de sinalizacio em outros tipos celulares, justificam
investigacoes em vias de sinalizacdo e producdo de citocinas em células imunitdrias. Estas
investigacdes sdo justificdveis, pois o0s componentes citados sdo os principais fatores
modificadores do comportamento funcional imunitdrio. Os frutos destas investigacdes podem
possuir potencial aplicacdo futura no tratamento e de grande variedade de doengas que estdao

relacionadas a distirbios na modulag¢do do sistema imunitario.
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Por existir pouca informagdo sobre as influéncias do HMB sobre a fun¢do imunitéria,
especialmente em humanos, este estudo foi conduzido com o intuito de investigar os efeitos da
exposicdo in vitro ao HMB sobre parametros inflamatérios em células imunitarias. Se
colocarmos de lado os estudos em peixes e focarmos os dados indiretos de estudos em humanos,

pode-se levantar hip6tese de potenciais efeitos antiinflamatérios do HMB.
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2. OBJETIVOS

Este trabalho estudou as influéncias da exposi¢do de células imunitdrias a diferentes

concentracoes de HMB in vitro sobre a funcionalidade, producdo de citocinas, expressao de

proteinas de superficie e intracelulares. Andlises foram realizadas para se buscar padrdes de

respostas anti ou pré inflamatorio. Para alcancar estes objetivos serdo analisados:

v

Influéncia da exposi¢do in vitro a HMB sobre a produ¢do de TNF por células do
sangue total e PBMC de ratos Wistar.

Influéncia da exposi¢ao in vitro a HMB sobre a producao de nitrito por PBMC de
ratos Wistar.

Efeitos do HMB in vitro sobre a proliferacdo, nimero de células vidveis, adesdo,
producio de IL-1B e TNF por células Raw 264.7.

Perfil proliferativo e progressao pelo ciclo celular de PBMC humanas expostas a
diferentes concentra¢des de HMB.

Producao das citocinas IL-2, IL-4, IL-10, IFN-y e TNF por células mononucleares
sanguineas humanas expostas a diferentes concentragdes de HMB.

Em células mononucleares sanguineas humanas expostas a diferentes

concentracoes de HMB a expressdo das proteinas: CD-25 e pERK1/2.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1 - Experimentos com células de ratos

3.1.1 — Reagentes e sistemas comerciais

Todos os componentes dos tampdes foram obtidos da Reagen Quimibrds Inddstria
Brasileira S/A. Lipopolissacarideo (LPS) de E. coli,, concanavalina A (ConA) e o meio de
cultura (RPMI 1640) foram provenientes da Sigma Chemical Co. (EUA). O antibidtico
(penicilina e estreptomicina) e o soro fetal bovino (SFB) foram obtidos da Gibco (Sao Paulo,
BR). Os sistemas comerciais para mensuracdo de citocinas por ensaio imunossorvente ligado a

enzima (ELISA) foram obtidos da eBioscience Inc. (California, EUA) .

3.1.2 - Desenho de estudo usando células de ratos

Foram utilizados cinqiienta ratos machos da linhagem Wistar (Rattus norvegicus, var.
albinus) com 70 dias de idade, obtidos do Biotério do Setor de Ciéncias Biologicas da
Universidade Federal do Parand. Os procedimentos adotados nos experimentos envolvendo ratos
foram aprovados pelo Comité de Etica em Experimentagdo Animal (CEEA) da UFPR, protocolo
n°. 196 (ANEXO 1), e estdao de acordo com os principios estabelecidos pelo Colégio Brasileiro
de Experimentacdo Animal (COBEA) e as exigéncias estabelecidas em “Guide for the Care and
Use of Experimental Animals (Canadian Council on Animal Care)”. Os ratos foram mantidos em
ciclo claro/escuro (12/12 horas), com temperatura controlada a 22 = 1 °C, com 4gua e
alimentacdo ad libitum (Nuvilab CR-1 — Nuvital, Colombo, Brasil). Todos os animais foram
anestesiados com quetamina (60 mg/kg) e xilasina (10 mg/kg) para realizacio de puncdo
cardiaca, para retirada de sangue, seguida de eutandsia por deslocamento cervical. Os
experimentos foram realizados em dez momentos diferentes utilizando-se cinco animais em cada
momento. Para estes experimentos foi utilizada a estrutura fisica do Laboratério de Metabolismo
Celular no Departamento de Fisiologia do Setor de Ciéncias Bioldgicas da Universidade Federal

do Parana.
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3.1.3 — Cultivo de células do sangue total e de PBMC isoladas

O sangue foi coletado por puncdo cardiaca em tubos do tipo sistema Vacutainer® BD
Biosciences (Abingdon, UK) com heparina sédica com capacidade para 10 mL.
Aproximadamente 8 mL foram coletados de cada rato. Para os cultivos do sangue total, 0 mesmo
foi diluido cinco vezes com meio de cultura RPMI-1640 enriquecido com 10% de SFB e
antibidticos (penicilina 100 U/mL e estreptomicina 100 pg/mL). O sangue diluido foi
posteriormente pipetado em placas de 24 pocos (450 puL/ poco) onde foi adicionado meio de
cultura RPMI-1640 e/ou as solucdes contendo HMB e/ou lipopolissacarideo (LPS) 10 ug/mL
dependendo da necessidade completando o volume total de 500 pL/pogo. Para os cultivos de
células mononucleares do sangue periférico (PBMC) isoladas o sangue total foi fracionado por
gradiente de densidade com Histopaque-1077 apds centrifugacdo a 300 g por 20 min a
temperatura ambiente. A camada de células superior foi coletada e lavada duas vezes em meio
RPMI-1640 suplementado com glutamina 2mM, penicilina 100 U/mL e estreptomicina
10mg/mL. A viabilidade e a contagem das células foram realizadas com o auxilio de azul de
tripan em camara de Neubauer. O HMB utilizado para as culturas foi obtido da Alfa Aesar
(Heysham, UK) na forma de 4cido 3-hidroxi-3-metilbutirico 98%. Solucdes estoque de HMB
100 mM  pH 7,3 em meio de cultura RPMI foram preparadas e filtradas em filtros 0,2 uM
Millipore (Livingston, UK). As concentracoes de HMB utilizadas nesses experimentos foram 0
mM; 0,05 mM; 0,1 mM e 0,5 mM. Em placas de 24 pogos, foram pipetados 450 pL solucao de
células contendo 10° células/mL em cada poco. Posteriormente, foi adicionado meio de cultura
RPMI-1640 e/ou as solucdes contendo HMB e/ou LPS 10 pg/mL dependendo da necessidade
completando o volume total de 500 uL/pocgo.

3.1.3 - Quantificacdo da producdo de nitrito (indicador da produgdo de oxido nitrico)

A producdo de nitrito foi avaliada como descrito por Stuehr; Marletta (1985). O NO
formado € rapidamente convertido a nitrito/nitrato. Por este método quantifica-se NO
mensurando o nitrito/nitrato, utilizando o reagente de Griess que, ao reagir com O nitrito,
produzira cor lilds com leitura a 550 nm. Para esta dosagem, PBMC foram isoladas e cultivadas
em placas de 24 pocos como descrito anteriormente. Apds as 48h, a placa foi centrifugada a

1500 rpm por 5 minutos, € o sobrenadante foi recolhido e misturado com o reagente de Griess
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(1:1) em placas de cultura de 96 pogos. Para o preparo deste reagente, foram utilizadas solugdes
estoques de cloreto de naftiletilenodiamina (0,1%) dissolvido em H3PO4 (5%) e de sulfanilamida
a 1% dissolvida em H3PO, (5%). Pouco antes do uso, as solu¢des foram misturadas na propor¢ao
1:1, formando o reagente de Griess propriamente dito. O cdlculo das concentracdes de nitrito foi
realizada com base em curvas padrdes utilizando diferentes concentragdes de NaNO; (15 uM até

1000 uM). As amostras foram lidas em leitor de microplacas (Bench Mark — Biorad) a 550 nm.

3.1.4 — Producdo de TNF

O sangue total e PBMC isoladas foram cultivadas em meio de cultura RPMI-1640,
enriquecido com 10% de soro fetal bovino e antibiticos (penicilina 100 U/mL e estreptomicina
100 pg/mL) a 37 °C em atmosfera de 95% ar / 5% CO,, por 48 horas. As células foram
estimuladas com LPS (10 pg/mL), em placas de 24 pocos com volume final de 500 pL/pogo. No
final do periodo de cultivo, as placas foram centrifugadas para separagao das células do meio.
Aliquotas do meio foram congeladas (-20 °C) para posterior andlise das citocinas, através de
sistemas comerciais para ELISA para TNF (eBioscience — California, EUA) segundo as
metodologias descritas pelo fabricante. Os resultados forma expressos na forma de indice de
estimulagdo, dividindo-se a quantidade de TNF produzida em pg/mL pelas células estimuladas

com LPS pela quantidade produzida pelas mesmas células sem estimulo.

3.2 — Experimentos com a linhagem de células Raw 264.7

3.2.1 - Reagentes e sistemas comerciais

Todos os componentes dos tampdes foram obtidos da Reagen Quimibrds Industria
Brasileira S/A. Lipopolissacarideo (LPS) de E. coli,, concanavalina A (ConA) e o meio de
cultura Dulbecco's modified Eagle's medium (DMEM) foram provenientes da Sigma Chemical
Co. (EUA). O antibidtico (penicilina e estreptomicina) e o soro fetal bovino (SFB) foram obtidos
da Gibco (Sao Paulo, BR). Os sistemas comerciais para mensuragdo de citocinas por ELISA
foram obtidos da R&D Systems Ltd (Abingdon, UK) e da Biosource — Invitrogen (Calif6rnia,
EUA)
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3.2.2 — Células Raw 264.7

As células Raw 264.7 foram originalmente estabelecidas a partir da ascite induzida por
tumor formado apds injecdo do virus da leucemia Abselon (A-MuLV) em um camundongo
macho. Sdo células como caracteristicas de mondcitos/macréfagos de crescimento semi-
aderente. Possuem capacidade de produzir 6xido nitrico e TNF quando estimuladas com LPS.
Células Raw 264.7 foram obtidas da Colecdo Européia de Culturas Celulares (ECACC)
(Salisbury, UK). Estas células foram mantidas em subconfluéncia (70-80%) em ar 95%, 5% CO,
com umidade e temperatura de 37°C controladas. As culturas de manutengio das células e para
os experimentos foram realizadas com Dulbecco's Modified Eagle's Medium (DMEM)
suplementado com 10% SFB, glutamina (concentragdo final 2 mM), penicilina (100
unidades/mL) e estreptomicina (100 pg/mL). As células foram mantidas em frascos de 25 cm’
entre 2-4x10* células/cm?. Nestes frascos, as células eram mantidas em aproximadamente 6 mL
de meio DMEM completo. As células foram rotineiramente contadas em camara de Neubauer e
o numero de células vidveis determinado por exclusdo em azul de tripan 0,1%. As células eram
repicadas duas vezes por semana. Para os experimentos usando HMB, foram usadas células entre

a sétima e a vigésima passagem.

3.2.3 — Capacidade de adesdo das células Raw 264.7

Cento e sessenta microlitros de suspensdo de células Raw 264.7 (2x10° células/mL)
foram pipetados por po¢o em placas de 96 pogos. O volume total por pogo foi completado para
200 pLL com meio DMEM e/ou solucdes contendo HMB e/ou LPS (concentragao final 10pg/mL)
dependendo da necessidade para atingir a concentracdes finais de HMB desejadas (0; 0,1; 0,5; 1;
5 e 10 mM). As culturas foram incubadas a 37°C em atmosfera de 5% CO, por 3 h. Apds este
periodo, foi realizada a técnica de Rosen e Gordon (1987), com algumas modificacdes. As
células aderidas a microplaca foram fixadas pela incubag¢do com 150 pL de metanol. Apds 10
minutos em temperatura ambiente, o metanol sobrenadante foi descartado e a placa foi deixada
por 10 minutos em estufa a 37 °C para secar o residuo metandlico. Foram entdo adicionados 100
pL de solucdo de Giemsa (0,2%, v:v, em dgua destilada). Ap6s 40 minutos em temperatura
ambiente, o sobrenadante foi descartado e cada poco da placa foi lavado com 4gua destilada. O

corante restante na placa, impregnado apenas nos macréfagos das amostras, foi entdo
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solubilizado com 200 pl. de metanol. A absorbancia da solucdo resultante foi lida em
espectrofotometro para microplacas (Benchmark®, Bio Rad), em comprimento de onda de 550

nm. Os resultados foram expressos como porcentagem em relacio a situacdo controle.

3.2.4 - Proliferagdo de células Raw 264.7 por marcacdo com diacetato de 5-carboxifluoriceina
(CFDA)

Uma solug¢do estoque de diacetato de 5-carboxifluoriceina (CFDA) (5 mg/mL) foi
mantida a -20°C. Esta solugéo foi diluida oito vezes para preparagdo da solugdo de trabalho em
cada experimento. Dez microlitros da solucdo de trabalho foram adicionados para cada mL de
suspensdo de células (2x10° células/mL) em meio DMEM pré-aquecido sem SFB. Apés 10
minutos de incubagio a 37°C no escuro, as células foram diluidas 1:1 meio de cultura DMEM
com SFB 10% gelado e incubadas por 5 minutos em gelo na auséncia de luz. Posteriormente, as
células foram lavadas duas vezes e ressuspendidas em meio completo (DMEM, glutamina 2 mM,
penicilina 100 U/mL e estreptomicina 100 pg/mL, 10% SFB) para obter concentracdo final de
2x10° cels/mL. Cento e sessenta microlitros da suspensdo de células foram pipetados por poco,
em placas de 96 pocos. O volume total por poco foi completado para 200 pl. com de meio de
cultura ou meio de cultura mais 20 pL. HMB para atingir a concentragdo final desejada (0; 0,1;
0,5; 1; 5 e 10 mM). As culturas foram incubadas a 37°C em atmosfera de 5% CO, por 72 h.
Ap6s este periodo as células foram lavadas duas vezes em PBS e adquiridas em citdmetro de
fluxo FACScalibur e software Cell-Quest-Pro. Foram adquiridas 10000 células para posterior
andlise usando o software Weasel v.2.6.1. A fluorescéncia do CFDA presente nas células
parentais € diluida pela metade para as filhas assim que cada ciclo celular é completado, desta
maneira apds sucessivos ciclos celulares as células apresentam progressiva diminuicdo da
intensidade de fluorescéncia média (MFI). Amostras com MFI maiores representam células que
completaram menos ciclos celulares, enquanto que amostras com MFI menores representam

células que sofreram vérias divisdes.
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3.2.5 — Contagem das células apos 72h de cultura

Aliquotas de 20 pLL das mesmas células Raw 264.7, usadas no ensaio de prolifera¢do por
marcacido com CFDA, foram coletadas ap6s 72h de cultura para contagem do niimero de células.
A contagem foi realizada em camara de Neubauer e o nimero de células vidveis determinado por
exclusdo em azul de tripan 0,1%. Os resultados estdo apresentados como percentual, usando as

células ndo expostas ao HMB como referéncia.

3.2.6 — Quantificagcdo de Nitrito, TNF e IL-1f em sobrenadantes de cultura de células Raw
264.7

Cento e sessenta microlitros de suspensdo de células Raw 264.7 (2x10° células/mL)
foram pipetados por po¢o em placas de 96 pogos. O volume total por pogo foi completado para
200 pLL com meio DMEM e/ou solucdes contendo HMB e/ou LPS (concentracdo final 10pg/mL)
dependendo da necessidade para atingir a concentracdes finais de HMB desejadas (0; 0,1; 0,5; 1;
5 e 10 mM). As culturas foram incubadas a 37°C em atmosfera de 5% CO, por 48 h. Apds este
periodo, as placas foram centrifugadas por 5 minutos a 1500rpm e aliquotas do meio de cultura
foram coletadas para avaliacdo das concentracdes de TNF e IL-1B por sistemas comerciais para
ELISA, R&D Systems Ltd e Biosource — Invitrogen, respectivamente. Os resultados obtidos
para essas citocinas foram representados como média em pg/mL de pelo menos trés
experimentos. A quantidade de nitrito nos sobrenadantes foi avaliada pelos mesmos

procedimentos descritos para as células dos ratos Wistar e estd representada em pM.

3.3 — Experimentos com células Humanas

3.3.1 - Reagentes e Anticorpos usados nos experimentos com células humanas

A grande maioria reagentes usados foram obtidos da Sigma (Poole, UK). Aqueles que
foram obtidos de outros fornecedores estdo com a respectiva indicacdo ao lado. O HMB utilizado
para as culturas foi obtido da Alfa Aesar (Heysham, UK) na forma de 4cido 3-hidroxi-3-
metilbutirico 98%. Solucdes estoque de HMB 100 mM pH 7,3 em meio de cultura RPMI foram
preparadas e filtradas em filtros 0,2 uM Millipore (Livingston, UK). O anticorpo monoclonal de
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camundongo anti-CD25 (IL-2Ra) humano conjugado com isotiocianato de fluoresceina (FITC),
o anticorpo de camundongo IgG1 isotipo ndo reativo, o anticorpo monoclonal de camundongo
anti-fosfo-ERK1/2 humana (T202/Y204) conjugado com Ficoeritrina (PE) e o anticorpo
monoclonal de camundongo anti-fosfo-ERK1/2 humana (T202/Y204) ndo conjugado foram

comprados da BD Biosciences (Abingdon, UK).

3.3.2 - Coleta de sangue e isolamento de células mononucleares do sangue periférico
humanas

Os experimentos envolvendo células humanas foram realizados no laboratério de
metabolismo do instituto de ciéncias do desenvolvimento da Universidade de Southampton
(Southampton, UK). Sangue venoso foi coletado de oito voluntarios sauddveis (3 homens e 5
mulheres) ndo fumantes com idade entre 23 e 45 anos. Todos os voluntarios assinaram termo de
consentimento livre e esclarecido segundo os padroes da Universidade de Southampton
(ANEXO 2). Os mesmos foram orientados a nao praticarem atividade fisica vigorosa e evitar a
ingestdo de etanol, nas 24 e 72 horas, respectivamente, que antecederam a coleta de sangue, na
tentativa de obter amostras bioldgicas de pacientes em estado metabdlico de equilibrio. Foram
coletados 10 mL de sangue venoso, em tubos do tipo sistema Vacutainer® BD Biosciences
(Abingdon, UK) com heparina sédica. O sangue total foi fracionado por gradiente de densidade
com Histopaque-1077 apds centrifugacdo a 300 g por 20 min a temperatura ambiente. A camada
de células superior foi coletada e lavada duas vezes em meio RPMI-1640 suplementado com
glutamina 2mM, penicilina 100 U/mL e estreptomicina 10mg/mL. A viabilidade e a contagem

das células foram realizadas com o auxilio de azul de tripan em camara de Neubauer.

3.3.3 — Anadlise dos pardametros de proliferacdo de células mononucleares sanguineas através
da marcagdo com diacetato de 5-carboxifluoriceina

Uma solug¢do estoque de diacetato de 5-carboxifluoriceina (CFDA) (5 mg/mL) foi
mantida a -20 °C. Esta solugéo foi diluida oito vezes para preparac¢do da solugdo de trabalho em
cada experimento. Dez microlitros da solucdo de trabalho foram adicionados para cada mL de
suspensdo de células PBMC (10° células/mL) em meio RPMI pré aquecido sem SFB. Apés 10

minutos de incubag¢io a 37°C no escuro, as células foram diluidas 1:1 meio de cultura RPMI com
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SFB 10% gelado e incubadas por 5 minutos em gelo na auséncia de luz. Posteriormente, as
células foram lavadas duas vezes e ressuspendidas em meio completo (RPMI-1640, glutamina 2
mM, penicilina 100 U/mL e estreptomicina 100 mg/mL, 10% SFB) para obter concentragdo final
de 10° cells/mL. Cento e sessenta microlitros da suspensao de células foram pipetados por poco,
em placas de 96 pogos, com 20 pL de ConA (50 pg/mL) (estimuladas) ou meio RPMI (ndo
estimuladas). O volume total por poco foi completado para 200 pul. com 20 pL de HMB para
atingir a concentragdo final desejada (0; 0,1; 0,5; 1; 5 e 10 mM). As culturas foram incubadas a
37°C em atmosfera de 5% CO, por 96 h. Apés este periodo as células foram lavadas duas vezes
em tampao de marcacao e adquiridas em citometro de fluxo FACScalibur e software Cell-Quest-
Pro. Foram adquiridas 10000 células para posterior andlise usando o software Weasel v.2.6.1. A
fluorescéncia original do CFDA presente nas células parentais é diluida pela metade para as
filhas assim que cada ciclo celular € completado. Desta maneira, a andlise por citometria de fluxo
permite identificar a propor¢ao de células que passaram por ciclos celulares seqiienciais. Foram
calculados o indice de proliferacao e o percentual de células que ndo entrou em divisao celular.
O indice de proliferacdo foi calculado pela soma das células presentes em todas as geragdes e
posterior divisdo pela soma das células parentais necessdrias para originar as células em cada
geracdo. O percentual de células parentais que nio entrou em divisao foi calculado pela seguinte
formula: 100 — [(células em todas as geragdes/células parentais que proliferaram) x 100]

(LYONS, 2000).

3.3.4 — Andlise das fases do ciclo celular em células mononucleares sanguineas

Para a andlise das fases do ciclo celular as células utilizadas no ensaio de marcacdo com
CFDA, descrito acima, foram lavadas duas vezes em salina tamponada com fosfatos (PBS) e
ressuspendidas em 400 pL. de tampao de ensaio composto de: dgua destilada, 0,1% Triton X-
100, citrato de s6dio 1 mg/mL, RNase A 50 pg/ml (Invitrogen; Renfrew, UK) e iodeto de
propidio (PI) 50 pg/ml. As células foram incubadas a 4°C por 30 min. A determinacdo da
distribuicdo pelas fases do ciclo celular foi realizada por aquisicdo em citometro de fluxo
FACScalibur e software Cell-Quest-Pro. Foram adquiridas 10000 células para posterior andlise

usando o software Weasel v.2.6.1 (TELFORD, KING, FRAKER, 1991).
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3.3.5 — Concentragao de citocinas em culturas de células humanas

Sobrenadantes de células mononucleares do sangue periférico marcadas com CFDA,
cultivadas por 96h em presenca de HMB (forma 4cida) em concentracdes crescentes (0; 0,1; 1 e
10 mM) foram coletados e congelados em recipientes estéreis a -20°C. No momento do ensaio,
as amostras foram descongeladas em temperatura ambiente e concorrentemente usadas para
andlise das concentracdes de interferon-y (INF-y), interleucina-2 (IL-2), interleucina-4 (IL-4),
interleucina-10 (IL-10) e fator de necrose tumoral-o (TNF). Esta foi realizada através do
citometria de fluxo com sistema comercial para mensurac@o de citocinas (ensaio citométrico de
esferas ordenadas - CBA - Human Th1/Th2 cytokine kit Il — BD-Biosciences) de acordo com as
instrugdes do fabricante. Todas as amostras das células estimuladas foram diluidas 5x para
adequacdo a curva padrdo do ensaio. A aquisicao dos dados foi realizada em citdometro de fluxo
FACScalibur através do software CellQuest-Pro. Curvas padrdes para cada citocina foram
plotadas e as concentracdes de cada amostra teste foram calculadas usando o software FCAP
array v.1.0.2 (BD-Biosciences). Os dados foram expressos como percentual da concentragdo da

situacdo em que as células estavam expostas somente a ConA.

3.3.6 - Anadlise da expressdo de CD25 na superficie em células mononucleares do sangue
periférico humanas

A determinacdo quantitativa dos marcadores de superficie em células mononucleares
sanguineas humanas foi realizada através de citometria de fluxo (FACScalibur). A aquisi¢do dos
dados foi realizada através do software CellQuest-Pro, segundo metodologia descrita por
Sanderson et al. (1997). Células mononucleares do sangue periférico (1,6 x 10> células/poco)
cultivadas por 24h em presenca de HMB em concentragdes crescentes (0; 0,1; 1 e 10 mM) e
estimuladas ou nao com ConA foram usadas para esta determinac¢do. Apds as 24h de culturas, as
células foram transferidas para tubos de citometria de fluxo e lavadas duas vezes com tampao de
marcacao da Pharmigen (Pharmigen Stain Buffer — BD-Biosciences). Todas as amostras foram
entio fixadas com tampdo de fixacdo BD Cytofix ™ (BD — Biosciences) de acordo com as
instrucdes do fabricante e posteriormente mantidas em tampao de marcacdo para uso futuro.

Subseqiientemente, as células foram mantidas a 4°C por 30 minutos em presenga de 15 pL
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anticorpo monoclonal (mAb) de camundongo marcado com isotiocianato de fluoriceina (FITC)
anti-CD25 humano (IL-2Ra). Os controles negativos foram incubados com anticorpo isotipo nao
reativo IgGl. Finalmente, as células foram lavadas duas vezes em tampdo de marcagdo e
analisadas. Foram adquiridos 10000 eventos nas respectivas regides onde as células de interesse
estavam presentes, os quais foram analisados posteriormente com o software Weasel v2.6.1. Os
dados foram expressos como percentual da expressao da situacdo em que as células ndo estavam

expostas a0 HMB ou a ConA, situa¢do denominada controle (C).

3.3.7 — Expressdo intracelular de p-ERK1/2 em células mononucleares do sangue periférico
humanas

A abundancia de fosfo-ERK1/2 (pERK1/2) em PBMC foi realizada por citometria de
fluxo ap6s expor as células a diferentes concentracdes de HMB (0; 0,1; 1 e 10 mM) por 24h. As
culturas foram realizadas como descrito nas se¢Oes anteriores. Apés as 24h de culturas, as células
foram transferidas para tubos de citometria de fluxo e lavadas duas vezes com tampdo de
marcacao da Pharmigen (Pharmigen Stain Buffer — BD-Biosciences). Todas as amostras foram
entdo fixadas com tampdo de fixacio BD Cytofix™ (BD — Biosciences) de acordo com as
instrucdes do fabricante. Uma vez fixadas, as células foram permeabilizadas usando tampao
Phosflow — Perm Buffer III (BD Biosciences) seguindo o protocolo fornecido pelo fabricante.
Para a marcacdo das proteinas intracelulares as células foram incubadas por 30 minutos com 20
pL de anticorpo monoclonal de camundongo anti-fosfo-ERK1/2 humana (T202/Y204)
conjugado com Ficoeritrina (PE) (BD Biosciences). Os controles negativos foram incubados com
anticorpo monoclonal de camundongo anti-fosfo-ERK1/2 humana (T202/Y204) ndo conjugado
(BD Biosciences). Finalmente as células foram lavadas duas vezes em tampao de marcagdo e
adquiridas em citometro de fluxo FACScalibur e software Cell-Quest-Pro. Foram adquiridas

10000 células para posterior andlise usando o software Weasel v.2.6.1.

3.4 - Analise estatistica
Os dados de experimentos envolvendo células de ratos Wistar e linhagens celulares foram
expressos como média + erro padrao da média (EPM). Os dados de experimentos envolvendo

células humanas foram expressos como média + desvio padrao (DP). Todos os dados revelaram
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seguir distribuicdo normal apds serem submetidos ao teste de normalidade D’ Agostinho Pearson.
A andlise de variancia de uma via (one way-ANOVA) seguida de pods-teste de Tukey foi
utilizada para avaliar os dados de experimentos onde células foram expostas a concentragdes
crescentes de HMB. Para comparacdo de situacdes onde existiam células estimuladas e ndo
estimuladas foi empregado o teste t de student para confirmacao da eficicia do estimulo. O valor
de P<0,05 foi adotado como nivel de significancia. As andlises estatisticas e a confec¢do dos

graficos foram realizadas em software graphpad prism v.5.01 (Graphpad Inc.; La Jolla, USA).
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4. RESULTADOS

4.1 — Influéncia do HMB sobre células derivadas de ratos Wistar

4.1.1 - HMB e produgdo de TNF por células do sangue total e PBMC

O sangue total de ratos Wistar foi cultivado em presencga ou auséncia de HMB. As células
imunitdrias sanguineas respondem a estimulos como o LPS de varias maneiras, entre estas estd a
producdo de TNF. Nenhuma das concentra¢des de HMB testadas (0,05; 0,1 e 0,5 mM) modificou
de maneira significativa a quantidade de TNF nos sobrenadantes das culturas realizadas por 48h.
As células estimuladas com LPS produziram em todas as situa¢des aproximadamente 25 vezes

mais TNF do que as células ndo estimuladas (FIGURA 2)
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FIGURA 2 - Producdo de TNF em culturas de sangue total de ratos em presenca de LPS (10
pug/mL) por 48h. Onde indicado foi adicionado B-hidroxi-B-metilbutirato (HMB) ao meio de
cultura nas respectivas concentracdes: 0,05 mM; 0,1 mM e 0,5 mM. O indice € resultado da
divisdo do valor provindo das células estimuladas pelo valor das células ndo estimuladas. Os
dados estdo representados na forme de média £ EPM. Os resultados sao representativos de trés

experimentos independentes.
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Ao submeter PBMC de ratos Wistar a concentragdes crescentes de HMB (0,05; 0,1 e 0,5
mM) ndao houve qualquer mudanga na quantidade de TNF nos sobrenadantes das células
cultivadas por 48h. As células estimuladas com LPS produziram em todas as situagdes

aproximadamente 5,9 vezes mais TNF do que as células ndo estimuladas (FIGURA 3)
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FIGURA 3 - Producdo de TNF por células mononucleares sanguineas de ratos estimuladas com
LPS (10 pg/mL) por 48h. Onde indicado foi adicionado B-hidroxi-B-metilbutirato (HMB) ao
meio de cultura nas respectivas concentragdes: 0,05 mM, 0,1 mM e 0,5 mM. O indice
estimulacdo da producdo € resultado da divisdao do valor provindo das células estimuladas pelo
valor das células ndo estimuladas. Os dados estdao representados na forme de média + EPM. Os

resultados sdo representativos de trés experimentos independentes.
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4.1.2 - Efeito do HMB sobre a quantidade de nitrito e TNF em sobrenadante de culturas de
PBMC de ratos

As mesmas amostras de sobrenadante usadas para mensuragdo do TNF foram também
submetidas a andlise do conteido de nitrito. Contudo o método utilizado para detec¢c@o do nitrito
neste estudo s6 € eficaz em amostras que nao contenham plasma. Desta maneira a técnica em
questdo s6 foi aplicada aos sobrenadantes das culturas de PBMC. Nao houve qualquer efeito do

HMB sobre a producdo de nitrito das células PBMC estimuladas com LPS apés 48h de cultura
(FIGURA 4).
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FIGURA 4 - Producdo de nitrito por células mononucleares sanguineas de ratos estimuladas
com LPS (10 pug/mL) por 48h. Onde indicado foi adicionado B-hidroxi-B-metilbutirato (HMB) ao
meio de cultura nas respectivas concentracdes: 0,05 mM, 0,1 mM e 0,5 mM. As células nao
estimuladas produziram quantidades nao detectdveis de nitrito, por esta razdo os resultados estdao
organizados na forma de percentual do controle. Os dados estdo representados na forma de

média £ EPM. Os resultados sao representativos de trés experimentos independentes.
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4.2 — Efeitos do HMB sobre células Raw 264.7

4.2.1 - Efeitos do HMB sobre a proliferacdo de células Raw 264.7

As células Raw 264.7 foram carregadas com o marcador fluorescente CFDA. Conforme
as células originais vao se dividindo, e produzindo células filhas, a fluorescéncia original vai
sendo distribuida uniformemente para as novas células formadas. Esta caracteristica gera um
perfil de perda de fluorescéncia progressiva pelas células quando analisadas por citometria de
fluxo. Desta maneira, amostras contendo células que apresentam maior intensidade de
fluorescéncia média (MFI) ndo passaram pelo mesmo nimero de divisdes celulares quando
compradas a células com menores intensidades de MFI. Apenas concentragdes muito altas de
HMB (ex: 10 mM) foram capazes de provocar mudanca no perfil de perda de fluorescéncias das

células Raw 264.7 ap6s 72h em cultura (FIGURA 5).
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FIGURA 5 - Intensidade de fluorescéncia média (MFI) relativa apds cultura das células Raw
264.7 por 72h. Onde indicado foi adicionado B-hidroxi-B-metilbutirato (HMB) ao meio de
cultura nas respectivas concentracoes: 0,1 mM, 0,5 mM, 1 mM e 10 mM. Os dados estdo
representados na forma de média + EPM. Os resultados sdo representativos de trés experimentos
independentes. * P<0,05 quando comparado a C. # P<0,05 quando comparado a 0,1 mM e 0,5
mM. & P<0,05 quando comparado a 1 mM.
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4.2.2 - Numero de células Raw 264.7 vidveis apos 72h de cultura em presenca de HMB

As mesmas células Raw 264.7 que foram marcadas com CFDA, foram também usadas
para se avaliar o nimero de células ap6s o periodo de 72h em cultura. Esta andlise revelou que o
HMB, na concentracdo de 10 mM, reduziu significativamente (P<0,05) o nimero de células
quando comparado a das culturas sem HMB, ou contendo HMB nas concentra¢des que variaram

de 0,1 a 1 mM (FIGURA 6).
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FIGURA 6 — Células Raw 264.7 ap6s 72h de cultura na presenca de diferentes concentracdes de
B-hidroxi-B-metilbutirato (HMB) no meio de cultura: 0,1 mM, 0,5 mM, 1 mM e 10 mM. Os
dados estdo representados na forma de média + EPM. Os resultados sdo representativos de trés
experimentos independentes. O nimero de células na situagdo controle (C) foi considerado como
100%. Os valores respectivos encontrados para cada concentracio de HMB testada foram
calculados com base nos dados da situacdo controle. * P<0,05 quando comparado a C. # P<0,05

quando comparado a 0,1 mM e 0,5 mM. & P<0,05 quando comparado a 1 mM.
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4.2.3 - Influéncia aguda do HMB na capacidade adesiva células Raw 264.7

As células Raw 264.7 crescem em condi¢des de semi-aderéncia. Desta maneira foi
realizado ensaio de adesdo para averiguar se a exposicao destas células ao HMB modifica a
capacidade adesiva induzida ou ndo por LPS. Quando as células foram estimuladas com LPS, a
adesdo foi aumentada em aproximadamente 25% em comparacdo as situagdes de auséncia de
LPS (P<0,05). Contudo isto ndo se repetiu para a situacao onde a concentragdo de HMB no meio
de cultura foi de 1 mM, pois somente a presenca do HMB pareceu também aumentar a adesao
das células. Apesar desse comportamento na concentragdo de 1 mM sem estimulo, nenhuma
diferenca significativa foi encontrada entre as células em contato com o LPS por 3h qualquer que

fosse a concentracdo de HMB usada (FIGURA 7).
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FIGURA 7 - Capacidade de adesdo das células Raw 264.7 apds trés horas de cultura na
presenca ou auséncia de LPS (10 pg/mL). Onde indicado foi adicionado [-hidroxi-p-
metilbutirato (HMB) ao meio de cultura nas respectivas concentracdes: 0,1mM, 0,5mM, 1mM e
10mM. Os dados estdo representados na forma de média + EPM. Os resultados sdo

representativos de trés experimentos independentes. $ P<0,05 quando comparado a respectiva

situacdo sem estimulo. * P<0,05 quando comparado a C.
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4.2.4 - Efeitos do HMB sobre a producio de Oxido Nitrico por células Raw 264.7

Apés o estimulo com LPS, as células Raw 264.7 produzem vidrios mediadores
relacionados a respostas inflamatdrias e microbicidas. Dentre estes mediadores estd o 6xido
nitrico. Este possui curta meia vida e por isso € indiretamente mensurado pela concentracdo de
nitrito no sobrenadante de culturas celulares. Quando células Raw 264.7 sdo mantidas em cultura
sem estimulo algum elas ndo produzem 6xido nitrico em quantidades detectaveis pelo método de
Griess. Desta maneira, as células foram cultivadas por 48h em presenca de LPS e concentragdes
crescentes de HMB. A presenca de altas concentragbes HMB (10 mM) no meio de cultura

causou diminui¢do da concentracdo de nitrito (FIGURA 8).
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FIGURA 8 - Concentragdo de nitrito (uM) em meio de cultura apds cultura das células Raw
264.7 estimuladas com LPS (10 pg/mL) por 48h. Onde indicado foi adicionado B-hidroxi-p3-
metilbutirato (HMB) ao meio de cultura nas respectivas concentragdes: 0,1 mM, 0,5 mM, 1 mM
e 10 mM. Os dados estdo representados na forma de média + EPM. Os resultados sdo
representativos de trés experimentos independentes. * P<0,05 quando comparado a LPS. &

P<0,05 quando comparado a 0,1 mM+LPS, 0,5 mM+LPS e 1 mM+LPS.
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4.2.5 - Efeitos do HMB sobre a producdo de IL-1f e TNF por células Raw 264.7

Os mesmos sobrenadantes das culturas para mensuragdo de nitrito foram utilizados para a
quantificacdo de IL-1B8 e TNF. Contudo, foram avaliadas as concentragdes dessas citocinas
inflamatdrias somente para as situacdes onde o HMB estava nas seguintes concentragdes: 0 mM,
0,1 mM, 1 mM e 10 mM. Todas as amostras contendo HMB mostraram quantidades
significativamente menores de IL-1B quando comparadas a situacdo controle, somente com LPS.
Enquanto as células cultivadas somente com LPS produziram 165pg/mL, a producio em
presenca de HMB ndo foi maior que 135 pg/mL. As menores concentracdoes de IL-1p foram
apresentadas pelas amostras com tendo HMB 10 mM (~91 pg/mL), padrdo similar ao dos efeitos
do HMB sobre a producdo de nitrito nestas células (FIGURA 9A). Quando analisadas as
concentracoes de TNF nessas mesmas amostras, apenas na concentragdo de 10 mM o HMB
produziu alguma influéncia na liberag@o dessa citocina. Interessantemente a maior concentragao
testada fez com que a quantidade de TNF nos sobrenadantes fosse um pouco maior que o dobro
(~1000 pg/mL) quando em comparacdo as outras situacdes experimentais (~450 pg/mL)

(FIGURA 9B).
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FIGURA 9 - Concentracdo de IL-1p (pg/mL) (A) e de TNF (pg/mL) (B) em meio de cultura
ap6s cultivo das células Raw 264.7 por 48h na presenca de LPS (10 pg/mL) e diferentes

concentracdes de B-hidroxi-f-metilbutirato (HMB) no meio de cultura: 0,1 mM, 1 mM e 10
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mM. Os dados estdo representados na forma de média + EPM. Os resultados sao representativos
de trés experimentos independentes. * P<0,05 quando comparado a LPS. & P<0,05 quando
comparado a 0,1 mM+LPS e 1 mM+LPS.

4.3 — Efeitos do HMB sobre PBMC de humanos

4.3.1 - Efeito do HMB na proliferacdo de PBMC humanas

Para investigar os efeitos sobre a proliferacao, PBMC foram pré-marcadas com CFDA,
um marcador que se liga a regido aminoterminal de proteinas citoplasmaticas. Com o transcorrer
das divisodes celulares o CFDA € passado para as células filhas. O aumento da concentracido de
HMB no meio de cultura alterou o percentual de distribuicao das células filhas nas geragdes
formadas quando comparado a situacdo onde sé estava presente o mitdgeno ConA. O percentual
de células parentais (células originais que nao dividiram) também foi avaliado por citometria de
fluxo. O indice de proliferacdo diminuiu significativamente na situacio HMB 10 mM (FIGURA
10). A proporcdo de células em cada geracdo nao foi afetada pelas menores concentragoes
testadas (0,1 mM e 0,5 mM) comparada as propor¢des observadas na situacdo ConA (FIGURA
11A e FIGURA 11B). No entanto, concentra¢cdes maiores alteraram o padrdo de divisdao: | mM e
5 mM resultaram em propor¢des aumentadas na 5* geracio e diminuida na 6* geracdo (FIGURA
11C e FIGURA 11D). Quando o HMB foi usado a 10 mM existiu um grande percentual de
células parentais e também na 2°., 3% e 4°. geracdes. Enquanto que na 5* e 6* foram encontradas
baixas proporcoes de células filhas (FIGURA 11E). Andlises adicionais demonstraram que o
percentual de células parentais que ndo dividiram, quando estimuladas com ConA, foi
consideravelmente maior quando o HMB foi usado na concentragdio de 10 mM quando
comparado ao percentual de células que nao dividiram em ConA ou ConA+0,1 mM (FIGURA

12)
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FIGURA 10 — Indice de proliferacio de células mononucleares do sangue periférico (PBMC)
humanas cultivadas em presenca de vérias concentragdes de B-hidroxi-B-metilbutirato (HMB)
que ndo entrou em divisdo celular. As células foram separadas do sangue total de 8 voluntarios,
marcadas com diacetato de 5-carboxifluoriceina (CFDA) e cultivados em presenga de diferentes
concentracoes de HMB (0,ImM, 0,5mM, ImM, SmM e 10mM) e também ConA (5 ug/mL) por
96 hr. A fluorescéncia do CFDA foi analisada por citometria de fluxo. O indice de proliferaciao
foi calculado pela soma das células presentes em todas as geragdes e posterior divisdo pela soma
das células parentais necessdrias para originar as células em cada geracdo. Os dados estdo
representados na forma de média + DP de 8 individuos. * P<0,05 quando comparado a ConA. #
P<0,05 quando comparado a ConA + 0,1 mM. & P<0,05 quando comparado a ConA + 0,5 mM,
ConA + 1 mM e ConA + 10 mM.
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FIGURA 11 - Perfil de proliferacdo de células mononucleares do sangue periférico (PBMC)
humanas cultivadas em presenga de vdrias concentragdes de P-hidroxi-B-metilbutirato (HMB).
As células foram separadas do sangue total de 8 voluntdrios, marcadas com diacetato de 5-
carboxifluoriceina (CFDA) e cultivados em presenca de diferentes concentracdes de HMB (0,1
mM, 0,5 mM, 1 mM, 5 mM e 10 mM) e também ConA (5 pg/mL) por 96 hr. A fluorescéncia
do CFDA foi analisada por citometria de fluxo. Apos a andlise, a distribui¢do das geragdes das
células cultivadas na auséncia de HMB (ConA) foi subtraida das distribui¢cdes dos outros
tratamentos. (A) ConA + 0,1 mM HMB; (B) ConA + 0,5 mM HMB; (C) ConA + 1 mM HMB;
(D) ConA + 5 mM HMB; (E) ConA + 10 mM HMB. Valores negativos no eixo y representam

abundancias celulares menores para a respectiva geracao, enquanto valores positivos significam
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abundancias celulares maiores naquela geracao para o tratamento especifico quando comparado
a ConA. No eixo x estdo representadas as geracdes celulares formadas durante o tempo de

cultura. Os dados estdo representados na forma de média + DP de 8 individuos.
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FIGURA 12 - Percentual de células mononucleares do sangue periférico (PBMC) humanas,
cultivadas em presenca de varias concentragdes de P-hidroxi-B-metilbutirato (HMB), que nao
entrou em divisao celular. As células foram separadas do sangue total de 8 voluntarios, marcadas
com diacetato de S5-carboxifluoriceina (CFDA) e cultivados em presenca de diferentes
concentracoes de HMB (0,1 mM, 0,5 mM, 1 mM, S mM e 10 mM) e também ConA (5 pg/mL)
por 96 hr. A fluorescéncia do CFDA foi analisada por citometria de fluxo. O percentual de
células parentais que nao entrou em divisdo foi calculado pela expressao: 100 — [(células em
todas as geracdes/ células parentais que dividiram) x 100]. Os dados estdo representados na
forma de média + DP de 8 individuos. * P<0,05 quando comparado a ConA. # P<0,05 quando

comparado a ConA + 0,1mM.
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4.3.2 - Efeito do HMB na progressao do ciclo celular em PBMC humanas

A estimulagdo das células PBMC com ConA em cultura resultou em aproximadamente
66% das células nas fases GO-G1 apds 96h de cultura e aproximadamente 22% e 10% das
células na fase S e G2-M, respectivamente. Estes percentuais ndo foram significativamente
afetados pelo HMB a 0,1 e 1 mM. Contudo, a 10 mM o HMB aumentou expressivamente o
percentual de células nas fases GO-G1 e diminuiu por conseqiiéncia o percentual de células em S

e G2-M (TABELA 1)

TABELA 1- Fases do ciclo celular de células mononucleares sanguineas humanas, estimuladas
com Concanavalina A (ConA) Spg/mL, apés 96h de cultura em presenca de diferentes
concentragdes de B-hidroxi-p-metilbutirato (HMB) (0,1 mM, 1 mM e 10 mM). Apds a cultura as
células foram fixadas e marcadas para citometria de fluxo. As fases do ciclo celular foram
determinadas pela caracteriza¢do do contetido de DNA nuclear ligado ao iodeto de propidio (PI).
Nucleos com intensidades de fluorescéncia menores foram considerados em fase GO-G1; ndcleos
com intensidade de fluorescéncia alta foram considerados como em fase G2-M; nicleos com
intensidade de fluorescéncia intermedidria foram considerados em fase S. Apenas dados de
células estimuladas com ConA, visto que ~99% das células ndo estimuladas estavam com seus
nicleos em fase GO-G1 (dados ndo apresentados). Os dados estdo representados na forma de

média + DP de 8 individuos.

ConA ConA + 0,ImM ConA +1mM  ConA + 10mM
GO0-G1 (%) 66,38 £3,95 62,81 + 1,89 67,42 + 8,15 75,03 + 7,64%"
S (%) 21,86 £ 2,63 23,19+ 3,74 20,25 + 3,01 16,99 + 2,66%*
G2-M (%) 9,83 +1,80 10,56 + 2,37 8,80 £ 3,74 5,99 +3,01*

* P<0,05 quando comparado a ConA. # P<0,05 quando comparado a ConA + 0,1 mM.
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4.3.3 - Efeito do HMB nas concentragaes de citocinas produzidas por PBMC

A concentracdo de citocinas em meio de cultura de células ndo estimuladas ¢é
freqiientemente muito baixa, e muitas vezes ndo detectivel pelos métodos utilizados neste
trabalho. Contudo a estimulacio com ConA resultou em grande producgdo de todas as citocinas
analisadas. A presenc¢a de HMB modificou de maneira distinta o perfil de producao das citocinas
avaliadas (FIGURA 13). As concentracdes de IL-2 e IL-4 foram significativamente menores para
HMB 0,1 e 1 mM, mas ndo para 10 mM (FIGURA 13A e FIGURA 13B). O HMB causou
diminui¢do concentragdo-dependente na producio de IFN-y (FIGURA 13C) e de IL-10
(FIGURA 13D), sendo esta produgdo significativamente menor a partir da concentragdo de 1
mM a 10 mM de HMB. Para se determinar o efeito do HMB no balanco das respostas Thl e
Th2, a razdo da produgdo de IFN-y e IL-4 foi calculada, pois estas sdo citocinas caracteristicas de
linfécitos Thl e Th2, respectivamente. Essa razdo demonstrou que o HMB nas concentracdes de
1 e 10 mM favoreceu certa mudanca para balangco Th2 (FIGURA 13F). Por fim, todas as trés
concentracoes testadas neste ensaio diminuiram significativamente a quantidade de TNF-a em

meio de cultura em aproximadamente 35% (FIGURA 13E).
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FIGURA 13 - Producdo relativa de citocinas por PBMC humanas estimuladas com
Concanavalina A (ConA) 5 pg/mL. As células foram cultivadas por 96h em presenca de
diferentes concentrag¢des de B-hidroxi-B-metilbutirato (HMB) (0,1 mM, 1 mM e 10 mM) e apds
este periodo o meio de cultura foi coletado para a mensuracao das citocinas. (A) Producdo de
interleucina-2 (IL-2). (B) Producao de interleucina-4 (IL-4). (C) Produc¢do de interferon-y (IFN-
v). (D) Produgdo de interleucina-10 (IL-10). (E) Producao de fator de necrose tumoral (TNF). (F)
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Razao entre produgdo de IFN-y e IL-4. Os dados estao representados na forma de média + DP de
8 individuos. * P<0,05 quando comparado a ConA. # P<0,05 quando comparado a ConA+0,1
mM.

4.3.4 - Efeito do HMB na expressdo de CD25 em PBMC humanas
A estimula¢do com ConA estimulou significativamente a expressao de CD25 (IL-2Ra) na
superficie das PBMC. No entanto, a exposicdo destas células ao HMB por 24h ndo alterou

expressdo da proteina em questdo tanto na presenca quanto na auséncia de ConA (FIGURA 14).
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FIGURA 14 - Expressao relativa de CD-25 na superficie de células PBMC humanas
estimuladas ou ndo com Concanavalina A (ConA) 5 pg/mL. As células foram cultivadas por 24h
em presencga de diferentes concentracdes de HMB (0,1 mM, 1 mM e 10 mM). Os dados estdo
representados na forma de média + DP de 8 individuos. $ P<0,05 quando comparado a respectiva

situacdo sem estimulo.
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4.3.5 - Efeito do HMB no contetido intracelular de pERK1/2 em PBMC humanas

As células estimuladas com ConA apresentaram grande aumento no conteido de
pERK1/2. Contudo, a adicdo de HMB ao meio de cultura por 24h ndo promoveu alteracdao
alguma nas células estimuladas ou ndo estimuladas. Curiosamente, as células em presenca de
HMB 10 mM sem adicao de ConA apresentaram conteido ~45% maior de pERK1/2 quando
comparadas as células C (P<0,05) (FIGURA 15).
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FIGURA 15 - Conteudo intracelular relativo de pERK1/2 em PBMC humanas estimuladas ou
ndo com Concanavalina A (ConA) 5 pg/mL. As células foram cultivadas por 24h em presenca
de diferentes concentragdes de HMB (0,1 mM, 1 mM e 10 mM). Os dados estdo representados
na forma de média = DP de 8 individuos. * P<0,05 quando comparado a C. $ P<0,05 quando

comparado a respectiva situagao sem estimulo.
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5. DISCUSSAO

A suplementacado com HMB vem sendo usada com sucesso em alguns estudos para
atenuar a perda de massa corporal induzida por doencas como AIDS, caquexia oncoldgica e
reumatica (CLARK et al., 2000; MAY et al., 2002; MARCORA; LEMMEY; MADDISON,
2005). Mais recentemente, o uso de produtos contendo HMB por individuos com complicagdes
clinicas de ordem inflamatdria levantou suspeita sobre potencial a¢do antiinflamatdria deste
nutriente (HSIEH et al., 2006 KUHLS er al. 2007). Nos estudos em humanos, o HMB é
administrado como um de vdrios componentes do suporte nutricional aos individuos.
Geralmente, os pacientes envolvidos ingerem 1,5 a 3g de HMB por dia, dependendo da
quantidade do produto fonte de HMB que é consumida. Vukovich et al. (2001) mostraram que
2h apds ingerir solu¢do de 1,5 ou 3 g de HMB a concentracdes plasmadticas dessa molécula
atingem 0,11 mM e 0,49 mM, respectivamente. De posse destas informagdes, os protocolos
experimentais utilizados no presente estudo utilizaram adigdes de HMB ao meio de cultura para
atingir concentragdes que variaram de 0,05 a 10mM. Esta faixa de concentragdo foi proposta
para que fosse possivel testar os efeitos de concentragdes fisiologicas e supra-fisioldgicas (ex: >1
mM), considerando os valores para humanos. At¢ o momento da redacdo deste trabalho nao
foram encontradas quaisquer publicagdes cientificas, em revistas indexadas no sistema PubMed,
investigando respostas de células imunitdrias humanas ou de ratos expostas ao HMB. As
preparagdes celulares usadas neste estudo envolveram sangue total de ratos Wistar, PBMC
(humanas e de ratos Wistar) e células Raw 264.7, a qual € uma linhagem de

mondcitos/macréfagos de camundongos.

Trabalhos anteriores que avaliaram os efeitos da exposi¢do de células imunitarias in vitro
ao HMB basearam seus protocolos na adi¢do do HMB na forma de sal de célcio ao meio de
cultura (PETERSON et al., 1999; SIWICKI et al., 2000; SIWICKI et al., 2006). Estes estudos
encontraram potenciais efeitos pré-inflamatérios da exposi¢ao de células imunitarias ao HMB in
vitro, o que foi considerado como resposta importante para preven¢do e combate a doencas nos
animais estudados. No presente trabalho, foi utilizado HMB na forma 4cida com o intuito de
prevenir qualquer interferéncia do célcio adicional ao meio de cultura sobre a funcionalidade das

células. Este cuidado foi tomado, pois existem evidéncias de que altas concentragdes
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extracelulares de calcio possam influenciar as taxas de proliferacdo celular, liberacdo de
citocinas e até induzir a morte das células em cultura (PANYI; VARGA; GASPAR, 2004;
HAMMOND et al., 2007; OH-HORA; RAO, 2008). Aparentemente, os trabalhos in vitro
envolvendo HMB e células imunitérias de peixes e aves, citados anteriormente (PETERSON et
al., 1999; SIWICKI et al., 2000; SIWICKI et al., 2006), ndo se certificaram das possiveis
influéncias da adi¢do de cédlcio ao meio de cultura decorrente da fonte do HMB usada nos

experimentos.

Peterson et al. (1999) avaliaram os efeitos do HMB in vitro sobre a funcionalidade de
macréfagos e linhagens de macréfagos de aves. Segundo os resultados desses autores, a
exposicao da linhagem de macréfagos de aves (MQ-NCSU) ao HMB, em concentracdes entre
0,17 mM e 0,68 mM, aumentaram a quantidade de nitrito (em ~2,5 uM) no sobrenadante das
culturas apds 24h quando comparado a situacdo sem HMB. Os resultados do presente trabalho
usando sangue total ou PBMC isoladas de ratos ndo conseguiram mostrar efeito algum do HMB
(entre 0,05 e 0,5 mM) sobre a producao de nitrito e/ou TNF, o qual nao foi avaliado em nenhum
dos trabalhos presentes na revisdo bibliografica para este estudo. As discrepancias entre os
resultados encontrados aqui e os publicados por Peterson et al. (1999), para as concentracdes de
nitrito, podem estar relacionadas ao tipo de células usadas como modelo experimental ou ao a
fonte de HMB usada. Resumidamente, o HMB ndo pareceu exercer qualquer efeito pro ou

antiinflamatdrio sobre células de ratos Wistar em cultura primdria nas condicdes testadas.

Para testar se o HMB poderia ter efeitos diferentes em uma linhagem celular, quando em
comparacdo a células em culturas primdrias, foram utilizadas as células Raw 264.7 como modelo
experimental. Esta linhagem produz 6xido nitrico e citocinas inflamatérias, como IL-18 e TNF,
ap6s estimulo com LPS. Apds a realizacdo dos experimentos com essas células, nao foi
encontrado qualquer efeito potencializador na sintese de 6xido nitrico e/ou IL-13 do HMB em
concentracdes que variaram de 0,1 a 10 mM. Inversamente ao encontrado anteriormente por
Peterson et al. (1999) na linhagem MQ-NCSU, nas células Raw 264.7 as concentragoes
crescentes de HMB diminuiram progressivamente a quantidade de nitrito nos sobrenadantes das
culturas. Diminui¢cdo esta que se tornou bastante significativa para a concentracio 10 mM.
Contudo, a significativa diminui¢do da quantidade de nitrito e IL-1B para essa concentragdo

pode, talvez, ser justificada pelo menor nimero de células vidveis nas amostras. Fato que ficou
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evidenciado nos experimentos de contagem de células realizados. Apesar de vélida para
concentracdo 10 mM, esta tultima hipdtese ndo se aplica para os efeitos do HMB nas
concentragdes 0,1 e 1 mM sobre a producdo de IL-1B. Esta colocacdo é possivel porque essas
concentragdes diminuiram a producdo de IL-1p estimulada por LPS em aproximadamente 25%,
sem efeito aparente sobre a o nuimero de células vidveis. Quando a producdo de TNF foi
analisada, o HMB, nas concentra¢gdes 0,1 mM e 1 mM, ndo causou efeito aparente algum sobre
as células Raw 264.7. Contudo, na concentracdo de 10 mM, o HMB provocou considerdvel
aumento na concentracdo de TNF nos sobrenadantes das culturas dessas células. Hipétese
potencial para explicar este fato pode, talvez, estar relacionada a diminuicdo do nimero de
células vidveis, que pode ter sido causado pela morte eventual de algumas células pelo processo
de necrose. Fato que pode ter causado aumento da liberagdo de TNF pelas células restantes.
Alternativamente, ndo se pode descartar também algum efeito direto do HMB, em altas
concentracoes, sobre a liberagdo de TNF nestas células. No entanto estas hip6teses precisam ser
confirmadas futuramente. Algo que justifica a investigag¢do futura destas hipéteses € o efeito do
HMB 10 mM sobre a proliferacdo. Os resultados deste trabalho mostram que as células Raw
264.7 apresentaram leve atraso no seu perfil de proliferacdo na presengca de HMB a 10 mM. Fato
que também merece investigagdo futura para desdobramento dos mecanismos envolvidos.
Deixando de lado os resultados relacionados ao TNF, o HMB pareceu exercer atividade
antiinflamatdria e anti-proliferativa sobre as células Raw 264.7, esta dltima somente para a mais

alta concentracdo testada (10 mM).

Em razdo dos potenciais efeitos antiinflamatérios do HMB sugeridos por trabalhos em
humanos, foram realizados estudos in vitro para se averiguar os efeitos de concentragdes
fisiolégicas e supra-fisiologicas do HMB sobre células imunitarias humanas. Nas preparacdes de
células sanguineas humanas isoladas, as PBMC tém os linf6citos T como representantes mais
abundantes. Estas células possuem grande capacidade proliferativa e produzem multiplas
citocinas regulatorias, possuindo desta maneira importante papel em respostas imunitdrias, assim
como na sua regulacdo (DELVES; ROITT, 2000). Este estudo demonstrou que o HMB pode
modificar a resposta proliferativa, a progressao pelas fases do ciclo celular e/ou a producao de
citocinas produzidas pelas subpopulacdes de linfécitos Thl e Th2. Efeitos inibitérios sobre a
proliferacdo e progressdo pelo ciclo celular em PBMC foram observados somente quando o

HMB estava presente na maior concentracdo testada (10 mM). Enquanto o HMB, a 10 mM,
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diminuiu o percentual de células que passaram por mais de um ou dois ciclos de divisdo celular e
aumentou o percentual de células parentais que ndo se dividiram, as concentragdes 1 mM e 5
mM diminuiram o percentual de células que passaram por mais de 4 ciclos de divisdo. Desta
maneira essas concentracdes parecem também impedir a proliferacio normal das PBMC.
Contudo seus efeitos parecem ser menos severos quando comparados ao HMB a 10 mM, visto
que o HMB a 1 mM e a 5 mM ndo tiveram qualquer efeito inibitério sobre o nimero de células
parentais que entraram em divisdo. Embora nossos resultados tenham demonstrado efeitos
inibitérios do HMB em altas concentragdes (>1 mM) sobre a proliferacdao de linfécitos, outros
trabalhos utilizando linfécitos de peixes encontraram efeitos estimulatérios in vitro
(NONNECKE et al., 1991; SIWICKI et al., 2004; SIWICKI et al., 2005). Estes resultados
divergentes podem talvez estar relacionados a distingdo entre os ensaios empregados, as
diferencas entre as espécies fonte das células ou , como ja comentado, ao tipo de fonte de HMB

utilizada.

Os achados aqui apresentados sugerem que concentragdes supra-fisiolégicas de HMB
(ex: 10 mM) podem impedir um ou mais processos de sinaliza¢do que direcionam o processo de
divisdo celular. E bem conhecido que sinais autcrinos e pardcrinos sdo cruciais que ocorra a
expansdao clonal das PBMC (LIN; KARIN, 2007). Alguns desses sinais importantes sao
acionados pela produgdo de citocinas especificas e pela expressdao de receptores de superficie
envolvidos na ativagdo e respostas posteriores dos linfécitos a estimulos (ex: ConA), outras
citocinas e/ou antigenos (DELVES; ROITT, 2000). A IL-2 e seu receptor (do qual o CD25 faz
parte) estdo entre o grupo de moléculas que orquestram a ativacdo e as respostas linfocitdrias
(GORJAO et al., 2007). O HMB nio modificou a producéo de IL-2 na concentracio de 10 mM
ou a expressdo de CD25 em qualquer concentracao testada. Desta maneira, altas concentragdes
de HMB podem influenciar negativamente a proliferacdo de linfécitos por outros mecanismos
relacionados a vias de crescimento e proliferacdo ndo investigadas aqui, as quais merecem

atencao futura.

A exposi¢do das PBMC a concentracoes de HMB, equivalentes aquelas atingidas pos-
ingestdo de HMB (ex: 0,ImM), reduziram as concentracdes de IL-2 liberadas em meio de cultura
em aproximadamente 50%, sem efeito aparente sobre a proliferacdo ou expressio de CD25

nestas células. Apos a ligacdo da IL-2 ao seu receptor, qual € formado por 3 subunidades IL-2Ra



68

(CD25); IL-2Rp e IL-2Ry, ocorre a ativacdo de multiplas vias de sinalizacdo, incluindo a vias
que acionam ERK1/2 por fosforilagio (GORJAO et al., 2007). Este evento promove a ativacio
de fatores de transcri¢do responsaveis pela mitogénese. Como a producdo de IL-2 e a expressao
de CD25 sdo necessdrias para resposta proliferativa linfocitdria apds o estimulo com ConA
(GESBERT; MOREAU; THEZE, 2005), talvez menores concentragdes de IL-2 em presenca de
0,1 mM de HMB sejam ainda suficientes para promover perfeita resposta proliferativa destas
células. A IL-2 é um sinal importante e necessdrio para desencadear a fosforilagdo e ativaciao da
ERK1/2, contudo o HMB ndo promoveu alteracdo no conteido de pERK1/2. Desta maneira,
mais uma vez pode-se sugerir que baixas concentragdes de IL-2 na presenga de 0,1 mM de HMB

sdo suficientes para garantir normal estado de fosforilagdo e ativacao da ERK1/2.

Alguns trabalhos recentes levantaram suspeitas sobre potenciais efeitos antiinflamatorios
do HMB ingerido isoladamente ou em conjunto com arginina e glutamina (HSIEH et al., 2006
KUHLS et al. 2007). No estudo de Kuhls er al., (2007) pacientes que sofreram trauma
apresentaram diminui¢do dos escores usados para diagnosticar SIRS. Vadrios autores ligam a
incidéncia e a severidade da SIRS a concentracdes plasmadticas de citocinas relacionadas a
respostas pro-inflamatérias (ARNALICH et al., 2000, BOZZA et al., 2007). Uma das citocinas
pro-inflamatérias mais importantes e efetoras de vérios efeitos sist€micos de respostas
inflamatérias € o TNF, o qual é produzido também PBMC (tanto mondcitos quanto linfécitos)
(LIN; KARIN, 2007). Nossos resultados mostraram que todas as concentragdes de HMB testadas
tiveram a capacidade de atenuar a producdo de TNF em pelo menos 35%. Este evento pode ser
resultado de efeito direto do HMB sobre a liberagdo de TNF e/ou estar relacionado a mudanca de
perfil de liberagdo das citocinas para o padrao Th2. Estudos futuros devem ser conduzidos para
avaliar se 0o HMB pode inibir a producdo e liberagao de TNF por células PBMC humanas. No
entanto, foi demonstrado aqui que a presenca do HMB (1 mM e 10 mM) promoveu mudanca no
balanco Th1/Th2 para a resposta Th2. A mudanga para perfil Th2 pode ser positivo em casos de
doencas inflamatdrias por promover eventos anti-inflamatérios, os quais sdo caracteristicos de
respostas Thl (LENZ; FRANKLIN; CHEADLE, 2007). Baseado nesta verificacdo pode-se
sugerir que alguns dos efeitos observados em estudos com humanos suplementados possam estar
relacionados a modulacdes na producdo de TNF. Os autores que investigaram a incidéncia de
SIRS, em pacientes que ingeriram HMB, ndo fizeram qualquer andlise que ligasse o TNF as

respostas observadas, contudo a possibilidade do envolvimento do TNF ndo pode ser descartada
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sem futuras investigagdes. Apenas de posse dos resultados da producdo citocinas e das vias
analisadas aqui, nao estd claro como o HMB pode diminuir a produ¢do de TNF. Futuros estudos

terdo que focar de maneira mais especifica estes mecanismos.

As principais limita¢des deste estudo estdo nas observacdes de procedimentos realizados
in vitro com células isoladas. Células imunitdrias trabalham em conjunto com vdrias outras
células de diferentes tecidos liberando e expressando vasta gama de moléculas que auxiliam na
mediacdo e regulacdo dos processos inflamatérios locais ou sistémicos. Os dados apresentados
aqui podem direcionar a formulacdo de protocolos experimentais futuros objetivando o estudo

dos efeitos imunomoduladores do HMB.
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6. CONCLUSAO

Células do sangue total ou PBMC isoladas de ratos Wistar e cultivadas com HMB, nas
concentracdes 0,05 — 0,5mM, ndo apresentaram qualquer mudanca no perfil de liberacdao de
alguns fatores pro-inflamatorios. Estes parametros foram avaliados através da producdo de 6xido

nitrico e TNF por células estimuladas com LPS.

Utilizando-se a linhagem de mondcito/macréfagos de camundongo Raw 264.7, o HMB
demonstrou ter efeito inibidor sobre a proliferacdo e produgdo de 6xido nitrico apenas quando
em muito alta concentragdo (ex: 10 mM). Contudo, a produgdo de IL-1pB, induzida por LPS
nessas células, foi inibida por todas as concentracoes de HMB testadas (0,1 mM, 1 mM e 10

mM). Fato que sugere potencial efeito modulador sobre o potencial inflamatdrio nessas células.

Nos experimentos com PBMC humanas, os achados deste trabalho sugerem que o HMB
ndo altera resposta proliferativa dessas células em concentracdes fisiolégicas, mas modula a
producdo de citocinas para resposta Th2 e principalmente a disponibilidade de TNF. Desta
maneira, existe potencial para o uso de HMB em dietas ou formulagdes aplicadas em estados
inflamatorios. Contudo, as implicacdes clinicas do uso do HMB precisam ser avaliadas em

estudos posteriores in vivo.
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