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RESUMO

TAKEUTI, Tharsus Dias. Efeito da exposicado a alteracdo de ph, palmitato de Sodio
e glutamina em cultura de células intestinais na dosagem de peptideos
intestinais. Dissertacdo (Doutorado em Ciéncias da Saude) — Universidade Federal
do Triangulo Mineiro

INTRODUGCAO: O estudo das células L vem sendo muito valorizado pelo potencial de
producdo de incretinas e peptideos intestinais. O GLP-1 é a principal incretina
produzida. OBJETIVO: avaliar a secrecdo de GLP-1 em células intestinais da
linhagem HCT-8, quando sdo expostas as condicbes de alteracdo do pH,
suplementacao de glutamina e palmitato de sédio. METODOLOGIA: As células foram
expostas as condicdes de pH 7,2 e estimuladas com glutamina, palmitato de sédio e
submetidas a alteracédo do pH para 4,8, tendo os meios de cultura coletados em 15
(TO), 30 (T2) e 60 (T3) minutos para dosagem de GLP-1 e DHL. RESULTADOS:
Quando comparados os tempos nas condi¢des de pH observou-se uma concentragéo
maior do horménio em T2 comparado com o basal (p=0,02), podendo ser observado
0 mesmo comportamento com o estimulo de palmitato de sédio (p=0,04). Com o
estimulo de glutamina n&o foram observadas diferencas significativas. CONCLUSAO:
Com base nos resultados, pode se sugerir que a alteracdo do pH assim como o
estimulo com palmitato influencia na secrecdo de GLP-1, nas células HCT-8,
observando-se uma concentracdo maior quando é comparado com o basal. O
estimulo da glutamina, na concentracdo utilizada no trabalho, ndo se mostrou um
potencializador da secrecdo do hormdnio. Mais estudos devem ser realizados para

gue sejam comprovadas as teorias.

Palavras chaves: Incretina; GLP-1; Glutamina; Palmitato



ABSTRACT

TAKEUTI, Tharsus Dias. Effect of exposure to change of ph, sodium palmitate and
glutamine in culture of intestinal cells in the dosage of intestinal peptide.
Dissertation (Doctorate in Health Science) - Federal University of Triangulo Mineiro

INTRODUCTION: The study of L cells has been highly valued for their potential of
production of intestinal incretins and peptides. GLP-1 is the main incretin produced.
OBJECTIVE: To evaluate GLP-1 secretion in intestinal cells of the HCT-8 strain when
exposed to pH alteration conditions, glutamine supplementation and sodium palmitate.
METHODOLOGY: Cells were exposed to pH 7.2 and stimulated with glutamine,
sodium palmitate and pH change for 4,8 and, the culture médium was collected at 15
(TO), 30 (T1) and 60 (T2) minutes for GLP-1 and DHL dosage. RESULTS: A higher
concentration of the hormone was observed in T2 compared to baseline (p = 0,02)
when compared to the pH conditions, the same behavior could be observed with the
sodium palmitate stimulus (p = 0,04). With the glutamine stimulus, no significant
differences were observed. CONCLUSION: Based on the results, it can be suggested
that pH change as well as stimulation with palmitate influences the secretion of GLP-1
in HCT-8 cells, observing a higher concentration when compared to baseline.
Glutamine stimulation, at the concentration used in the study, did not prove to be a
potentiator of hormone secretion. Further studies must be carried out to prove the
theories.

Keywords: Incretin; GLP-1; Glutamine; Palmitate
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1 INTRODUCAO

O Diabetes Mellitus (DM), corresponde a um grupo de doencas heterogéneas
que vem desafiando os 6rgaos de saude mundiais (YI; HUANG; ZHOU, 2016). Sao
conhecidas como doencas metabdlicas que tem como principal caracteristica a
hiperglicemia resultada pela falha na secrecao da insulina, ou pela deficiéncia na acéao
da insulina, ou por ambas as causas (AMERICAN DIABETES ASSOCIATION, 2014).

Os sintomas manifestados pela hiperglicemia, incluem, polidria, polidipsia,
perda de peso e polifagia, sendo as complicacfes agudas consideradas de alto risco,
como a cetoacidose diabética (GROSS et al., 2002).

A taxa de pacientes com DM no mundo estava estimada em 415 milhdes de
pessoas no ano de 2015, tendo expectativa de chegar em 642 milhdes em 2040
(SEINO; KUWATA; YABE, 2016). A epidemia de DM afeta cerca de 80% dos paises
em desenvolvimento e esses numeros vem aumentando devido ao crescimento e
envelhecimento da populagdo em ambientes mais urbanizados, onde ocorre o
aumento da prevaléncia da obesidade e do sedentarismo (SOCIEDADE BRASILEIRA
DE DIABETES, 2016).

Devido a esse aumento, ha uma busca por alternativas e tratamentos para
esses distUrbios. Para isso existem diretrizes que classificam as diversas formas de
manifestagédo do DM (AMERICAN DIABETES ASSOCIATION, 2017), e a classificagao
da fisiopatologia da doenca é muito importante para que se tenha uma terapéutica
adequada (SEINO; KUWATA; YABE, 2016).

1.1 CLASSIFICACAO DO DIABETES MELLITUS

De acordo com a Organizacao Mundial de Saude (OMS) e a American Diabetes
Association (ADA), o DM deve ser classificado de acordo com 4 classes clinicas;
sendo o Diabetes Mellitus tipo 1 (DMT1), Diabetes Mellitus tipo 2 (DMT2), DM
gestacional e outros tipos de DM (SOCIEDADE BRASILEIRA DE DIABETES, 2016).

O DMT1 é classificado por autoimune, onde ocorre uma progressiva destruicdo
das células B pancreaticas, responsaveis pela producdo de insulina, levando a
hiperglicemia e a dependéncia de insulina exdgena (DAFOULAS et al., 2017).

O DM gestacional pode ser classificado como um tipo que é diagnosticado

durante a gravidez, que ndo tem uma causa aparente, mas esta correlacionado



18

diretamente com as comorbidades como obesidade (AMERICAN DIABETES
ASSOCIATION, 2017; KOIVUSALO et al., 2016).

O DMT2, é caracterizado pela resisténcia a insulina e a falha progressiva das
células B pancreaticas, levando a hiperglicemia e complica¢des cronicas (KASHYAP
et al., 2010).

Os outros tipos de DM, sdo formas menos comuns, onde podem ocorrer
defeitos genéticos tanto na fungdo das células 3, como na agédo da insulina, ou
doencas no pancreas exdécrino dentre outras condigfes (SOCIEDADE BRASILEIRA
DE DIABETES, 2016).

1.2 DIABETES MELLITUS TIPO 1

O DMT1 é uma doenca autoimune que atinge milhdes de pessoas no mundo,
representa uma das mais de 80 doencas com etiologia autoimune. Ocorre como uma
consequéncia da destruicdo imune Orgdo-especifica das células B produtoras de
insulina nas ilhotas de Langerhans no pancreas. Ocorre em pessoas geneticamente
predispostas (BLUESTONE; HEROLD; EISENBARTH, 2010; DIABETES
PREVENTION TRIAL--TYPE 1 DIABETES STUDY GROUP, 2002)

Estudos na maioria das populacdes confirmam um aumento na incidéncia de
DMT1 particularmente entre criangas pequenas, com 0 maior aumento ocorrido nos
paises de baixa prevaléncia da Europa Oriental (GILLESPIE, 2006).

Sao identificadas 2 formas:

- O tipo 1A é resultado de um ataque autoimune mediado por células imunoldgicas
nas células 3,

- O tipo 1B é muito menos frequente, ndo tem causa conhecida, e ocorre
principalmente em individuos de descendéncia asidtica ou africana, que tém
diferentes graus de deficiéncia de insulina entre episddios esporadicos de cetoacidose
(DANEMAN, 2006).

O DMT1 quando diagnosticado possui, um ou mais dos seguintes auto
anticorpos no inicio da doenca: aqueles que reagem a insulina (IAA), a descarboxilase
de acido glutamico (GADA), ao auto anticorpo associado ao insulinoma 2 (IA2A) e ao
transportador de zinco 8 (ZnT8A). Estes auto anticorpos podem aparecer tdo cedo

guanto aos 6 meses de idade, com uma incidéncia de pico antes dos 2 anos em
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individuos geneticamente suscetiveis, portanto, estdo presentes meses a anos antes
do inicio sintomatico (ATKINSON; EISENBARTH; AARON W MICHELS, 2014).

1.3 DIABETES MELLITUS TIPO 2

O DMT2 é o mais predominante no mundo afetando cerca de 390 milhdes de
individuos, com expectativa de alcancar cerca de 600 milhdes em 2030 (JOHANSSON
et al., 2016). A incidéncia do DMT2 é de dificii acompanhamento em grandes
populacdes, pois por ser uma doencga crénica, requer um segmento durante anos com
dosagens periddicas de glicemia (SOCIEDADE BRASILEIRA DE DIABETES, 2016).

E uma doenca cronica que consiste na deficiéncia da regulacdo de glicose,
causada pela resisténcia a insulina que € prejudicada pela progressiva falha das
células B, com o passar dos anos em conjunto com o aumento do horménio glucagon
e a desregulacéo da producao de glicose pelo figado (NAUCK, 2016).

Em um organismo saudavel ocorre um feedback, entre a secrec¢édo de insulina
pelas células B pancreaticas, estimulada pela ingestdo de glicose, aminoacidos e
acidos graxos. Em resposta os tecidos sensiveis a acdo da insulina retornam ao
feedback das ilhotas B pancreaticas informando que precisam de insulina para o
metabolismo. Quando a resisténcia a insulina esta presente, como acontece com
algumas pessoas com obesidade, as células B aumentam a demanda de insulina para
controlar a glicemia, porém com o tempo as células pancreéticas entram em stress e
comecam a falhar progressivamente, causando assim a hiperglicemia (KAHN;
COOPER; DEL PRATO, 2014).

A hiperglicemia causada pelo DM leva a complicagfes sistémicas, que incluem
neuropatias, nefropatias, retinopatias, doencas cardiacas coronarianas, e essas
complicacBes contribuem para morbidade e mortalidade da doenca (TANWEER et al.,
2016).

E bem explicado que o DMT2, esta diretamente correlacionado com as
comorbidades e sua prevencdo pode ser realizada através dos cuidados com o0s
fatores de risco, como sedentarismo, obesidade, maus habitos alimentares, tabagismo
e ao envelhecimento (PEIXOTO; SILVA, 2011; SELPH et al., 2015).
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1.3.1 Epidemiologia do DMT2

O diabetes apresenta numeros consideraveis de mortalidade prematura e
morbidade além dos custos e cuidados de saude. Dessa forma, o diabetes impde
demandas substanciais sobre os sistemas de saude, com despesas médicas maiores
gquando comparadas a pacientes nao diabéticos, principalmente por causa de
complicagbes macro vasculares (CLARKE et al., 2010).

Estimativas atuais e futuras de portadores de diabetes sdo importantes para
que se possa ter uma melhor politica de saude, com recursos e tratamentos
apropriados (SHAW, SICREE; ZIMMET, 2010). Das estimativas obtidas em 2010,
quando a prevaléncia de adultos portadores de DMT2 era de 285 milhdes, € previsto
um aumento para cerca de 439 milhdes em 2030. Essas estimativas estédo
diretamente ligadas ao estilo de vida e a dieta da populacdo (NOLAN; DAMM,;
PRENTKI, 2011).

O DMT2 nas ultimas 2 décadas foi considerado como uma doenca prevalente
em adultos, porém, os distarbios metabdlicos tém aumentado nas populacdes
constituidas por adolescentes jovens devido ao aumento da obesidade. Embora tenha
sido observada uma prevaléncia muito alta de DMT2 em grupos nao caucasianos
(afro-americanos, nativos americanos, hispanicos etc.), o DMT2 ocorre em todas as
racas. A taxa de incidéncia (por 100.000 pessoas/ano) entre criangas e adolescentes
varia muito por etnia, com as taxas mais elevadas sendo observadas entre jovens de
15 a 19 anos em populacdes minoritarias (D 'TADAMO; CAPRIO, 2011).

1.3.2 Estresse oxidativo e DMT2

Os tecidos adiposo e muscular sdo 0s que mais sao aplicados na patogénese
da resisténcia a insulina. Quando a ingestéo calorica € superior ao gasto de energia,
ocorre um aumento da atividade do ciclo do acido citrico, induzido pelo substrato, que
gera um aumento de NADH mitocondrial e formas reativas de oxigénio que levam ao
estresse oxidativo. A resisténcia a insulina e a hiperglicemia podem gerar estresse
oxidativo, acelerando o desenvolvimento do DMT2 (CERIELLO; MOTZ, 2004).

Hiperglicemia crénica aumenta a producéao de radicais livres pela glicacado nao-
enzimatica e auto-oxidacdo de glicose (BUDIN et al., 2009). Isso demonstra que o
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excesso de estresse oxidativo causa uma redugao progressiva de células 3, causando
deficiéncia na producao de insulina (BAST et al., 2002).

Agentes antioxidantes, atualmente, sdo usados no tratamento do DM para
auxiliar nas complicacdes a longo prazo, desenvolvidas pela doencga, reduzindo assim
o stress oxidativo (BUDIN et al., 2009).

1.3.3 Sindrome metabdélica no DMT2

A Sindrome Metabdlica (SM) € uma desordem complexa definida por um
conjunto de fatores interligados que aumentam diretamente o risco de doenca
cardiovascular coronariana, doencas ateroscleréticas e DMT2, apresentando como
principais manifestacdes a dislipidemia, a hipertensdo e a quebra da homeostase de
glicose. A obesidade abdominal e a resisténcia a insulina atualmente séo utilizadas
também para avaliar o risco das manifestacfes da SM (KASSI et al., 2011).

Estudos epidemiol6gicos mostram uma correlagcdo entre o baixo peso ao
nascimento e a SM adulta, mas 0os mecanismos que explicam essa correlagao
permanecem obscuros (LOTTENBERG; GLEZER; TURATTI, 2007).

O tratamento da SM visa as diversas manifestacbes da doenca, tratando a
dislipidemia, disglicemia, hipertensédo entre outras, através de medicamentos. Outra
abordagem baseia-se na fisiopatologia da SM como a adiposidade e a resisténcia a
insulina, em que sdo recomendados tratamentos conservadores ndo farmacologicos,
como atividades fisicas e dietas, ocasido em que a diminuicdo da obesidade causa
uma melhora dos fatores metabdlicos envolvidos (GELONEZE; PAREJA, 2006).

O indice de massa corporal (IMC) é obtido a partir da divisdo da massa em
quilogramas pelo quadrado da altura em metros (kg/m?). Resultados de IMC acima de
25,0 kg/m? caracterizam excesso de peso, sendo que, valores de 25,0 kg/m? a 29,9
kg/m? correspondem a sobrepeso e valores de IMC = 30,0 kg/m?, a obesidade. Essas
definicbes tém base em evidéncias que sugerem que esses valores de IMC estédo
associados ao risco de doencas e morte prematura (AFONSO; SICHIERI, 2002).

De acordo com a OMS, é necesséria a constatacao da resisténcia a insulina
para o diagnéstico de SM e mais a presenca de dois ou mais componentes, porém a
National Cholesterol Education Program — Adult Treatment Panel Ill, considera que o
diagnéstico SM é formado pela presenca de trés dentre quaisquer dos cinco

componentes adotados. De acordo com a International Diabetes Federation, a
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obesidade abdominal, associada com dois ou mais componentes, é obrigatoria para
confirmar o diagnostico de SM (CARVALHO; RABELO, 2009).

O risco do DMT2 é proporcional ao IMC, sendo que a melhora da obesidade é
um objetivo para melhor terapéutica do DMT2. A atividade fisica é importante acéo
para que se obtenha esse objetivo, uma vez que o aumento do consumo de glicose
por parte do masculo esquelético em atividade contribui para o controle da glicemia
(MERCURI; ARRECHEA, 2001).

Algumas evidéncias, apesar de ndo consensuais, mostram que mecanismos
de inibicdo do apetite, como a liberacdo de peptideos gastrointestinais reguladores do
apetite, estdo prejudicados em individuos obesos, embora esses mecanismos ainda
nao estejam bem esclarecidos (PEREIRA-LANCHA; CAMPOS-FERRAZ; LANCHA,
2012).

1.3.4 Diagnéstico do DMT2

Para diagnéstico do DMT2, séo utilizadas as quantificacdes de glicose e
hemoglobina glicada (HbA1C) no sangue venoso, sendo estes parametros
considerados o padrdo ouro (KERNER; BRUCKEL, 2010).

De acordo com a ADA em 2017, os critérios diagnésticos para o DMT2 incluem
as dosagens de glicemia de jejum, compreendendo um valor de 126 mg/dL apés 8
horas de ingestdo de alimentos, a quantificacdo da HbAlc, com valor maior ou igual
a 6,5 %, o Teste Oral de Tolerancia a Glicose (TOTG), onde é realizada uma dosagem
de glicose apds 2 horas da administracdo de 75 g de glicose, e o resultado for = 200
mg/dL. Quando o paciente apresenta sintomas da doenca, o diagnéstico também
pode ser feito através da glicemia aleatoria onde o valor deve ser = 200 mg/dL
(AMERICAN DIABETES ASSOCIATION, 2017).

1.3.5 Prevencgédo do DMT2

O fator de risco que é associado ao DMT2 que vem sendo visto como o principal
fator para o desenvolvimento da doenca é o estilo de vida (DEY; ATTELE; YUAN,
2002).

Com a globalizacdo e o desenvolvimento dos alimentos, com o aumento da

ingestdo de gorduras hidrogenadas e carboidratos, fez com que a incidéncia da
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doenca se elevasse com o passar dos ultimos anos, além do sedentarismo da vida
moderna. Partindo desse principio, é aconselhavel que sejam realizadas formas de
politicas de salude com o intuito de conscientizacdo da populacdo quanto a
alimentacao e estilo de vida, além de tornar os alimentos saudaveis mais acessiveis

para todas as classes sociais (LEY et al., 2014).

1.3.6 Tratamento do DMT2

O consenso geral para o tratamento do DMT2 € a mudanca do estilo de vida
do individuo visando o controle da glicemia, adicionando exercicios fisicos e
mudancas na alimentagéo (DEY; ATTELE; YUAN, 2002). Uma das formas que pode
ser utilizada de forma terapéutica é a atividade fisica, onde sdo comprovadas
melhoras nos niveis de glicose sanguinea e colesterol (BALDUCCI et al., 2014).

O principal alvo do tratamento do DMT2 € a reducdo da hiperglicemia
(INZUCCHI et al., 2015). O objetivo do tratamento medicamentoso do DMT2 é o
controle glicémico desejavel através de medicamentos, onde as drogas disponiveis
visam corrigir a insuficiéncia e a resisténcia insulinica ou diminuir a absorcdo de
glicose (OLIVEIRA; MILECH, 2006).

Também existem medicacdes que sdo dependentes da acdo de agentes
gastrointestinais. Entre essas medicacoes estdo compreendidas drogas que retardam
a absorcao de glicose atrasando a degradacéo de carboidratos pelo intestino, drogas
gue atrasam 0 esvaziamento gastrico e medicamentos que aumentam a liberacao de
incretinas (KAHN; COOPER; DEL PRATO, 2014). Esses hormdnios sdo peptideos
produzidos e secretados pelo intestino que potencializam a resposta insulinica apés
um estimulo da ingestao de alimentos (HANSOTIA; DRUCKER, 2005).

Em casos em que o diabético tipo 2 apresenta a doenca por muito tempo,
ocorre uma progressao da doenca, fazendo com que os individuos tenham que fazer
0 uso da insulina injetavel com o objetivo de controlar a hiperglicemia (AMERICAN
DIABETES ASSOCIATION, 2017). Na Tabela 1 descrita por Kahn, Cooper e Del Prato

em 2014, demonstra as drogas utilizadas no tratamento do DMT2.



Tabela 1: Medicamentos orais e injetaveis atualmente aprovados para o tratamento

da hiperglicemia no DMT2
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Agentes orais

Agentes injetaveis

Sulfoniluréias
Segunda geragéo

Glibenclamida
Gliclazida
Glimepirida
Glipizida

Biguaninas

Metformina

Receptor ativado porproliferadores de
peroxissoma gama (PPARY)
(Tiazolidinedionas)

Pioglitazona
Rosiglitazona

Inibidores de a-Glucosidase
Acarbose

Miglitol

Voglibose

Inibidores de Dipeptidyl Peptidase-4
(DPP4)

Alogliptina
Linagliptina
Saxagliptina
Sitagliptina
Vildagliptina

Polipéptido de Amildide de Ilhotas /

Analimeros de Amilina

Pramlintida

Agonistas de receptores de GLP-1

Exenatina
Liraglutina

Insulina

Acéo curta

Insulina regular

Insulina aspart

Insulina glulisina

Insulina lispro

Prompt insulin zinc (Semilente)

Acéo Intermediaria

Insulina Isofana, Neutral Protamine
Hagedorn (NPH)

Insulina zinica

Acédo Longa

Ultralenta ou insulina zincica
Insulina detemir

Insulina glargine
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Inibidores de Sodium-Glucose Transporter-2
(SGLT2)

Canagliflozina
Dapagliflozina

Fonte: (KAHN; COOPER; DEL PRATO, 2014).

1.3.6.1 Tratamento Cirargico para o DMT2

A cirurgia bariatrica esta emergindo como uma opc¢ao de tratamento valiosa
para pacientes com DMT2. Este conceito vem se baseando na melhoria da doenca
apos a cirurgia bariatrica e o crescente nimero de evidéncias de que as operacdes
gastrointestinais podem afetar diretamente 0 metabolismo da glicose,
independentemente da perda de peso (MINGRONE et al., 2015). Essas melhorias
podem ser explicadas por alteracdes na secrecao de hormonios intestinais, mudancgas
no metabolismo de sais biliares e na microbiota (SALINARI et al., 2014).

A melhora do DMT2 ap0s a cirurgia demonstra a hipétese de que alguns efeitos
podem ocorrer independentemente da perda de peso e podem estar relacionados com
as alteracdes das incretinas. A saciedade ainda ndo é explicada claramente, mas
existe uma hipétese de que a alteracdo na liberacdo dos peptideos Glucagon Like
Peptide-1 (GLP-1) e Peptideo YY (PYY) esta associada com esse fenémeno (OLIVAN
et al., 2009).

Duas hipoteses foram propostas para explicar o efeito do bypass duodeno
jejunal no DMT2. A "hipétese hindgut" indica que a chegada precoce de nutrientes
para o intestino distal eleva um sinal fisiolégico que melhora o metabolismo da glicose,
sendo o GLP-1 um potencial mediador desse efeito. Outra hipdtese alternativa é que
cirurgias bariatricas que dependem da exclusdo do duodeno e do jejuno proximal
eliminem a passagem de nutrientes por essas regides e, assim, possivelmente evitam
a secrecdo que promove a resisténcia a insulina. Essa é chamada de hipétese
"hipbtese foregut" (RUBINO et al., 2006).
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1.4 CELULAS ENTEROENDOCRINAS

As células enteroenddcrinas sao células epiteliais especializadas dispersas
entre as células mucosas do trato gastrointestinal que representam menos de 1% da
populacao epitelial de todo intestino. Elas constituem o maior érgdo enddécrino do
corpo humano, que produz e secreta uma variedade de horménios ou moléculas de
sinalizacao, incluindo gastrina (células G), grelina (células P ou X), somatostatina
(células D), colecistoquinina (CCK) (células 1), serotonina (células enterocromafins),
peptideo inibitétio gastrico (GIP) (células K), peptideos semelhantes a glucagon
(GLPs) e peptideo YY (PYY) (células L) (STERNINI;  ANSELMI; ROZENGURT,
2008).

Sao formadas em conjunto com 0s outros tipos de células epiteliais por divisdo
continua de células estaminais nas criptas e ttm uma vida util de 3-5 dias no intestino
delgado. A literatura recente sugere que ha um alto grau de sobreposicao
transcricional entre diferentes populacées de células enteroenddcrinas (GRIBBLE;
REIMANN, 2017).

As células enteroenddcrinas, também podem ser identificadas como
neuroenddcrinas, pois sdo capazes de gerar estimulos neurais. As células L
enteroenddcrinas podem estar presentes do duodeno ao reto embora sejam raras no
ileo proximal. O estudo das células L esta sendo muito valorizado pelo potencial de
producédo de incretinas e peptideos intestinais (GUNAWARDENE; CORFE; STATON,
2011).

1.5 INCRETINAS E PEPTIDEOS INTESTINAIS

Estudos demonstram que estas substancias liberadas em resposta a ingestao
de alimentos, sdo capazes de auxiliar na funcdo do pancreas enddécrino e assim
diminuir a concentracdo de glicose plasmatica. Essas substancias sao conhecidas
como incretinas, que sdo hormdnios que tem a capacidade de diminuir a glicemia
(BAGGIO; DRUCKER, 2007).

As células L éntero enddocrinas secretam uma série de peptideos
fisiologicamente importantes, incluindo GLP-1, GLP-2, o Peptideo YY (PYY) e a
oxintomodulina (REIMANN et al., 2008).
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Nos humanos o GIP e o GLP-1 sdo os 2 horménios principais secretados pelo
intestino apds a ingestdo de glicose ou nutrientes, que estimulam a secrecdo de
insulina a partir de células  pancreaticas (DEACON, 2005). O GLP-1 é produzido a
partir das células L que apresentam maior concentra¢ao no jejuno distal, ileo e célon,
enquanto o GIP é secretado de células K localizadas na mucosa proximal intestinal
(duodeno e jejuno superior) (TASYUREK et al., 2014).

As incretinas sdo inativadas pela enzima Dipeptidil Peptidase 4 (DPP4),
fazendo com que a meia vida dos hormdnios na corrente sanguinea seja curta. Com
isso existem medicamentos que atuam como inibidores da DPP4, que se ligam a
enzima e impedem que ela degrade o GLP-1 e o GIP (OYAMA; HIGASHI; NODE,
2014).

1.5.1 Polipeptideo Inibitério Gastrico (GIP)

GIP é um hormdnio composto por 42 aminoacidos, secretado a partir de células
K do intestino delgado superior. Foi originalmente isolado do intestino de suinos, com
base na sua capacidade de inibir a secrecdo de acido gastrico, sendo comprovado
posteriormente que estimula a secregao de insulina pelas células B pancreaticas
(YABE; SEINO, 2011).

A secrecédo de GIP é estimulada pela ingestao oral de gordura e carboidratos,
mas no homem, as proteinas parecem ser menos importantes, embora alguns estudos
tenham indicado que os aminoacidos estimulam a liberagdo de GIP. No c&o e no rato,
as proteinas sdo um potente estimulante do GIP (DEACON, 2005).

Os niveis de GIP atingem um pico de 15 a 30 minutos ap0s a ingestédo oral de
glicose. Os mecanismos pelos quais o GIP estimula a secrecdo de insulina sao
semelhantes aos identificados para o GLP-1 e incluem elevacdo do AMPc, inibicdo do
canal Katp e aumentos no Ca** intracelular (HANSOTIA; DRUCKER, 2005).

1.5.2 Peptideo tipo glucagon 1 (GLP-1)

O GLP-1 é um peptideo constituido por 30 aminoacidos, que é secretado a
partir de células L epiteliais intestinais apds uma refeicao. O principal papel fisiologico
deste hormonio enddcrino € o estimulo da secrecdo de insulina (LIM et al., 2009), é

derivado do produto de transcricio do gene de proglucagon. As formas
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biologicamente ativas de GLP-1 sdo: GLP-1 (7-37) e GLP-1- (7-36) NH2. Uma vez na
circulacdo, GLP-1 tem uma meia-vida de menos de 2 min devido a degradacao rapida
pela enzima DPP4 (PHAM et al., 2016).

O GLP-1 demonstra uma seérie de efeitos antidiabéticos adicionais, incluindo
supresséao da liberacédo de glucagon, atraso no esvaziamento gastrico e aumento do
crescimento e sobrevivéncia das células B pancreaticas. Aproveitando as funcoes
antidiabéticas, os miméticos de GLP-1 e abordagens farmacol6gicas para aumentar
os niveis circulantes de GLP-1 enddgeno através da diminui¢cdo da degradacao estéo
sendo atualmente utilizados para o tratamento do DMT2 (LIM et al., 2009).

A secrecdo de GLP-1 é estimulada pela ativacdo de uma série de sinais
intracelulares, que incluem as proteinas quinases A e C, proteinas quinases ativadas
por mitégenos e calcio (BAGGIO; DRUCKER, 2007).

1.5.3 Peptideo YY (PYY)

O PYY é um hormonio intestinal composto por 36 aminoacidos, que atua na
supressdo do apetite. E secretado pelas células L do trato gastrointestinal. Alguns
estudos demonstraram que baixos niveis de PYY foram relatados quando associados
indice de Massa Corporea (IMC) elevados e obesidade. A circulacdo do PYY na
corrente sanguinea aumenta a saciedade e, posteriormente, diminui a ingestdo de
alimentos. Além disso, documentou-se que o PYY desempenha um papel integral na
manutencdo da homeostase de energia. No entanto, o envolvimento do PYY no
desenvolvimento da obesidade humana ainda ndo € bem explicado (CAHILL et al.,
2014).

No jejum, o PYY apresenta niveis muito baixos, sendo sua liberacdo para via
sanguinea através do estimulo nutricional. Demonstra um rapido aumento em
resposta a ingestao de alimentos, atingindo seu limiar entre 1 e 2 horas ap0s a refeicédo
e podendo permanecer elevado por varias horas. Pode apresentar uma elevacao
dentro de 15 minutos, momento em que o alimento chega ao ileo (KARRA,;
CHANDARANA; BATTERHAM, 2009).

Existem duas formas enddgenas, o PYY1-36 € 0 PYY3-36 na circulagéo, sendo o
PYY1-3s predominante no jejum e o PYYs3s em maior concentragéo na circulagéo no

estado pos-prandial. O PYYsss estd proporcionalmente relacionado a ingestao



29

caldérica consumida. Essa forma € considerada um hormdnio anorético
(CHANDARANA et al., 2011).

O PYY circulante interage com as regides hipotalamicas do apetite e com as
regides do tronco cerebral para induzir a saciedade, controlando assim a ingestao de
alimentos, que é um dos maiores fatores de risco para o DMT2 (WYNNE; BLOOM,
2006).

Ramracheya et al., em 2016, demonstraram que o PYY também tem a

capacidade de aumentar a secregdo de insulina pelas ilhotas pancreéticas.

1.6 GLUTAMINA

A glutamina € um L-a-aminoacido que pode ser sintetizada por todos os tecidos
do organismo. Apresenta peso molecular de aproximadamente 146,16 kda. E o
aminoacido livre em maior concentracdo no plasma e no tecido muscular, sendo
classificada como um aminoécido ndo essencial (CRUZAT; PETRY; TIRAPEGUI,
2009).

A funcao da glutamina como fonte de nitrogénio e carbono a torna um nutriente
crucial durante a proliferacédo celular, pois possui 0 amino e amido nitrogénios, que
sdo transferidos para intermediarios metabdlicos na sintese de &cidos nucleicos,
proteinas e hexosaminas, ou liberados como amoénia. A glutamina também ajuda a
mitigar os efeitos de espécies reativas de oxigénio (ROS), que sédo formadas como
resultado do estado metabdlico de alto fluxo de crescimento celular rapido. Apos a
desamidacao da glutamina, o glutamato resultante pode se condensar com a cisteina
para formar o precursor de glutationa, um importante antioxidante (RAJAGOPALAN,;
DEBERARDINIS, 2012).

O aminoacido glutamina € abundante na dieta humana e um estimulador
particularmente eficaz da liberagdo de GLP-1 in vitro, porque ndo s6 gera um sinal
elétrico nas células L, mas também eleva os niveis intracelulares de AMPc. A ingestao
oral de glutamina em voluntarios humanos foi associada ao aumento da secrecdo de
GLP-1 e a melhora da tolerancia a glicose (MEEK et al., 2016).

Estudos demonstraram que o tratamento com glutamina antes da ingestao de
refeicdo aumentam a resposta de GLP-1 e glicemia poés-prandial reduzida em
pacientes com DMT2, com eficacia comparavel a do inibidor de DPP4, sitagliptina
(JOO et al., 2015).
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1.7 PALMITATO

O palmitato é um acido graxo saturado, derivado do acido palmitico, um dos
principais componentes do 6leo de palma (HAYASHI et al., 2014; ZHANG et al., 2015).
Hayashi et al., em 2014 demonstraram que o estresse do reticulo endoplasmatico,
induzido com doses excessivas de palmitato, aumenta a expressao de marcadores de
estresse do reticulo endoplasmatico, levando a diminuicdo da secrecao de GLP-1 de
células GLUTag.

Por outro lado, Diepvens et al., (2007) observaram que a administracdo de uma
emulsdo de 6leo de palma fracionada (40%) e 6leo de aveia fracionada (2,5%) em
agua auxilia na manutencdo do peso, além de ter detectado um aumento nos niveis
de GLP-1 circulante.



OBJETIVOS
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2 OBJETIVO GERAL

Verificar se 0 hormoénio GLP-1 é secretado pelas células intestinais in vitro na
presenca de diferentes estimulos e também apds alteracéo de pH.

2.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS

— Quantificar no meio de cultivo de células HCT-8 a concentracdo de hormonio GLP-
1 na presenca de glutamina.

— Quantificar no meio de cultivo de células HCT-8 a concentracédo de hormdnio GLP-
1 na presenca de palmitato de sodio.

— Quantificar no meio de cultivo de células HCT-8 a concentracdo de hormoénio GLP-
1, na condicao de acidificacdo do pH, mimetizando o mesmo da regido do duodeno

com o valor de 4,8.



HIPOTESE
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3 HIPOTESE

Em trabalho realizado pelo grupo de pesquisa da Disciplina de Cirurgia do
Aparelho Digestivo (CAD) da Universidade Federal do Triangulo Mineiro, e publicado
em 2014, Takeuti et al. avaliaram pacientes submetidos a operacdo de exclusao
duodeno jejunal com interposicdo ileal sem gastrectomia, e encontraram uma
elevacéo da secrecédo de GLP-1 no momento em que 0s pacientes se encontravam
em jejum. Partindo deste ponto, onde um segmento do ileo terminal foi interposto entre
o estbmago e o jejuno, foi se pensado que a alteracao do pH de 7,2 (normal) para 4,8
(operado) nas células ileais que estao localizadas em grande parte nessa regiao do
ileo interposto, pode estar influenciando no aumento da secre¢éo do GLP-1.

Para isso foi realizada a condigéo de pH acidificado in vitro, com uma linhagem
de células compativeis com a regido ileal, para verificar se ocorre o0 aumento da
secrecado da incretina.

Além da alterac@o do pH, Takeuti et al., 2014 também administraram 6leo de
palma e glutamina para os pacientes submetidos a cirurgia e tiveram como resultado
a diminuicdo significativa da glicemia duas horas apdés a administracdo, que pode
estar relacionado a agéo das incretinas. Devido a cirurgia, a chegada dos compostos

as células ileais também podem ter influenciado a secrecéo dos peptideos
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4 DELINEAMENTO DO TRABALHO

Baseado no trabalho de TAKEUTI et al., 2014, foram escolhidas as células
HCT-8 (ATCC®), que sdo linhagens de células tumorais humanas imortalizadas que
podem ser adquiridas comercialmente. Essa linhagem foi obtida a partir de
adenocarcinoma ileo-cecal e colorretal, que tem caracteristicas epiteliais aderentes, e
sdo muito utilizadas em experimentos, pois se diferenciam em enterdcitos (ZIEGLER
et al., 2011).

As células foram colocadas em situacdes de pH, como se fizessem parte da
condicdo operada, expostas ao pH de 4,8 referente a regido duodenal, onde foi
interposto o segmento ileal (MANADAS; PINA; VEIGA, 2002), e da condi¢do
fisioldgica do organismo de 7,2.

Concomitantemente, foram realizados os estimulos com glutamina e palmitato
de sddio, para avaliar se os compostos sozinhos séo capazes de melhorar a secre¢ao
dos horménios e peptideos intestinais.

O trabalho foi avaliado e aprovado pelo Comité de Etica e Pesquisa da

Universidade Federal de Triangulo Mineiro sob o parecer 2526.
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5 MATERIAIS E METODOS

5.1 MATERIAIS

- Células HCT-8

- Placas de cultura de 6 pocos com insertos (transwell) com poros de 4 um (TR)
ilustradas da Figura 1

- Meio de cultura Dulbecco's Modified Eagle Medium (DMEM)
- Soro Fetal Bovino (SFB)

- Aminoéacidos nédo essenciais (MEM)

- Capela de fluxo laminar

- Estufa de CO2

- Tampéao PBS (Phosphate-bufferid saline)

- Tripsina EDTA (acido etilenodiamino tetra-acético)

- Glutamina

- Palmitato de Sodio

- Acido cloridrico (HCI)

- Bicarbonato de s6dio (NaHCO3)

- Centrifuga refrigerada

- Dimetilsulfoxido (DMSO)

- Kit de Desidrogenase Lactica (DHL)

- Inibidor de Dipeptidil Peptidase (DPP4)

- Kit de ELISA (Enzyme-Linked Immunosorbent Assay) para GLP-1
- Leitor de placas de ELISA

- Espectrofotdmetro para leitura de absorbancia
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Figura 1: llustracdo de placa de cultura (transwell) com membrana de inserto.
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Fonte:http://www.unc.edu/depts/our/hhmi/hhmi-ft learning modules/2012/biologymodule/science.html

acessado em 2017.

5.2 METODOLOGIA

5.2.1 Preparo do meio de cultura

O meio de cultura utilizado foi DMEM contendo alta concentracdo de glicose
(4500 mg/L), L-glutamina, piruvato de sodio e sem bicarbonato de sodio.

Foi feita a reconstituicdo do meio em pg, adicionando 1 litro de agua Milli-Q, 3,2
g de bicarbonato de sodio. O pH foi ajustado para 7,2 utilizando HCI a 2M.

O meio foi filtrado em sistema de filtragem autoclavado dentro das condi¢cbes
estéreis, na capela de fluxo laminar, para descontaminacao.

Apos a filtragem o meio foi suplementado com 10% de SFB, 1% de solucdo
contendo penicilina e estreptomicina, e 1% de aminoacidos ndo essenciais (MEM)
contendo L-alanina, L-asparagina, acido L-aspartico, L-glicina, L-serina, L-prolina e

acido L-glutamico.

5.2.2 Preparo do tampéo PBS

O tampao PBS utilizado para a lavagem das células durante o procedimento de
passagem, congelamento das células e estimulos.

Foi preparado dissolvendo 8 g de cloreto de sodio (NaCl), 0,2 g de cloreto de
potassio (KCI), 2,72 g de fosfato de sodio heptahidratado (NazHPO4.7H20) e 0,24 g
de fosfato monobésico de potassio (KH2PO4) em 800 mL de agua Milli-Q. O pH foi

ajustado para 7,4 e o volume foi ajustado para 1 L.


http://www.unc.edu/depts/our/hhmi/hhmi-ft_learning_modules/2012/biologymodule/science.html
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O PBS foi autoclavado por 20 minutos a 1,5 kg/cm? em ciclo liquido.

5.2.3 Cultivo celular

A linhagem celular HCT-8 foi adquirida em conjunto com o Departamento de
Parasitologia da Universidade Federal do Triangulo Mineiro.

As células foram cultivadas em garrafas de 25 cm?, sendo os meios de cultura
trocados a cada 2 dias e as passagens foram realizadas quando as monocamadas
celulares atingiam a confluéncia, geralmente em 4 dias, com tripsina EDTA.

Nas placas de cultura para os estimulos, as células foram retiradas das garrafas
de cultura com tripsina EDTA, coradas com azul de Tripan e contadas em camara de
Neubauer sendo utilizada a seguinte formula para a definicdo da densidade das

células:

) ) n total de células .
namero (n) de células/mL = X fator de diluicao % 10.000
n de quadrantes

O numero de quadrantes contados foi 4 e o fator de diluicdo utilizado foi o de
Y . Apés a contagem as células foram aliquotadas da seguinte forma:
- Placas de 6 pocos transwell (TR) com insertos - foram colocados sobre os insertos
as células em uma densidade de 8,65 x 10° céls./cm?.

ApoOs o procedimento descrito, os meios de cultura nas placas foram trocados
a cada 2 dias e apo0s 5 dias foram realizados os estimulos com glutamina, palmitado
de sddio e alteracdo do pH.

As garrafas e placas foram mantidas em estufa com 5% de CO2 a 37° C.

5.2.4 Descongelamento celular

As células estavam congeladas no nitrogénio liquido em solucéo de soro fetal
bovino (SFB) com 5% de dimetilsulfoxido (DMSO). Para o descongelamento, as
células foram aquecidas em banho maria a 37° C por 50 segundos. Com uma pipeta
estéril foi retirado o conteudo do criovial e adicionado a um tubo contendo 9 mL de

meio de cultura
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A solucdao foi centrifugada com rotacéo de 300 x g por 10 minutos a 4° C. Foi
descartado o sobrenadante e o pellet de células foi ressuspendido em 4 mL de meio
completo. As células foram coradas por azul de tripan e contadas em camara de
Neubauer. Foram aliquotadas em garrafas de cultura de 25 cm? com uma densidade
de 3,7x10° células/cm?, com diluicéo de Va.

As garrafas foram mantidas em estufa com 5% de CO2 a 37° C.

5.2.5 Passagem das células (tripsinizacao)

As células foram observadas em microscopio invertido para conferir a formacéo
da monocamada e da confluéncia das células. Assim que as células apresentavam
confluéncia (Figura 2) foi realizada a passagem.

Para a realizacdo da passagem foi retirado o meio de cultura das garrafas e
desprezado, as células foram lavadas 2 vezes com tampédo PBS para a retirada do
SFB. O PBS do lavado foi armazenado em um tubo Falcon estéril. Adicionou 1 mL de
tripsina EDTA para as garrafas. A tripsina remove as células aderidas na garrafa
sendo acompanhada a turvacdo do meio e o desprendimento das células em
microscopio invertido durante 5 minutos. Foi adicionado 3 mL de meio completo para
a inativacao da tripsina.

A solucdo de 4 mL (tripsina + meio) foi colocada junto com o lavado de PBS
recolhido e foram centrifugados com rotacdo de 300 x g por 10 minutos a 4°C. O
sobrenadante foi retirado e o pellet ressuspendido em 10 mL de PBS. Dessa solucéo
foram retirados 20 pyL para contagem em camara de Neubauer coradas com 20 pL
Azul de Tripan, respeitando a diluicdo de Y.

Os 10 mL da solugéo de células com PBS foram centrifugados nas mesmas
condi¢cBes descritas acima. Depois da centrifugacéo foi retirado o sobrenadante e o
pellet foi ressuspendido em meio de cultura em aliquotas com densidade de 3,3 x 10°
céls./cm? por garrafa de cultura e completou-se o com meio de cultura obedecendo a
diluicdo de Ya.

As garrafas foram mantidas em estufa com 5% de CO2z a 37° C.

Figura 2: Imagem obtida através de microscopio invertido confocal em aumento de
10x demonstrando células HCT-8 ap0s segunda passagem com 5 dias de cultivo em

garrafas de 25cm?.
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Fonte: Imagem acervo do autor (2017).

5.2.6 Congelamento celular

Apés a tripsinizacdo, descrita nas passagens, o0 pellet obtido apdés a
centrifugacéo foi ressuspenso em 10 mL de uma solucdo de SFB com 5% de DMSO.

A solucéo foi distribuida em criovials contendo aproximadamente 1 mL, com
densidade de 2,7 x 108 céls./cm?, e mantidas por 24 horas em freezer com temperatura
de -80°C. Apds esse periodo as células foram armazenadas em nitrogénio liquido.

5.2.7 Condi¢cdes experimentais

Para os testes de estimulo, as células foram mantidas durante 6 dias, para
atingirem a confluéncia, nas placas de cultura TR. Apés esse periodo, as células foram
lavadas duas vezes com tampéao PBS para a retirada do SFB, e incubadas com meio
DMEM sem antibiéticos e SFB, para ndo interferir no processo de secrecdo das
células, durante 7 horas.

Os meios foram coletados e identificados como PRE, para a quantificacdo de
DHL e as células foram submetidas as condi¢des de estimulos.

Os pocos das placas com insertos foram identificados pelos tempos de 15 (T0),
30 (T1) e 60 (T2) minutos, sendo separados sete poc¢os por tempo. Foram coletados

0s meios de cultura nos tempos.
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As placas foram separadas e identificadas, sendo uma placa considerada basal
com a condicdo de pH 7,2 sem estimulo, e as demais condi¢cGes e estimulos foram
comparadas com a condicéo basal.

Para as dosagens de GLP-1, foi adicionado aos meios de cultura (inclusive na
condicdo basal), inibidor de DPP4 na concentracdo de 10 pL/mL, para evitar a

degradacéao do peptideo.

5.2.7.1 Preparo teste com pH

O pH dos meios no compartimento inferior das placas foi de 7,2 em todas as
placas, para mimetizar as condicdes fisiologicas. Sendo 3 placas de seis pocos, e
mais um poc¢o em outra placa, destinadas para o experimento com a alteracao de pH
para 4,8 (operado). Foi realizado o ajuste do pH acrescentando HCl a 2M.

Na parte inferior de todos os poc¢os da placa transwell, foram adicionados 1 mL
de meio de cultura com pH 7,2, enquanto na parte superior foram adicionados 1 mL
dos meios com pH 4,8.

A partir da adicdo dos meios, com alteracdo do pH sobre as células, os
mesmos, tanto sobre o inserto como na parte inferior, foram coletados obedecendo os

tempos de TO, T1 e T2 em um tubo eppendorf, para as dosagens de GLP-1 e DHL.

5.2.7.2 Preparo do teste com glutamina

Foram utilizadas trés placas de seis po¢os com insertos (TR) e mais um poco
de outra placa com inserto. O meio sem antibidticos e SFB foi suplementado com 10
mM de glutamina, sendo 1 mL desse meio colocado na parte superior do inserto, e 1
mL de meio normal sem excesso de glutamina, na parte de inferior.

O estimulo com glutamina foi padronizado em pH 7,2.

O procedimento de coleta para quantificagcbes foi o0 mesmo que o do pH
descrito.

5.2.7.3 Preparo do teste com palmitato de sédio

O palmitato de sodio € um sal derivado do acido palmidico, um dos principais

compostos do 6leo de palma. Esse estimulo foi definido, uma vez que o 6leo de palma
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nao € hidrossoluvel, e os meios de cultura onde as células sdo mantidas tem como
sua base principal a agua, tornando o estimulo direto com o 6leo inviavel.

O meio de cultura sem antibiéticos e SFB foi suplementado com palmitato de
sédio na concentracdo de 100 uM, e foi distribuido na porcao superior das placas TR.

O estimulo de palmitato também foi padronizado com pH 7,2

A distribuicdo e coleta dos experimentos com palmitato de sédio foi semelhante

a de glutamina e alteracdo de pH.

5.2.8 Dosagens laboratoriais

5.2.8.1 Enzyme-Linked Immunosorbent Assay (ELISA) para GLP-1

Foi utilizado o kit de ELISA pelo método de competicdo para a quantificacdo do
GLP-1 (Sigma-Aldrich), sensibilizado por avidina e biotina, seguindo as seguintes
etapas:

- A placa de 96 pogos foi sensibilizada com anticorpo anti GLP-1, durante uma
incubacédo overnight a 4°C;

- ApOs a primeira incubacéo, a placa foi lavada por 4 vezes com tampao de lavagem;
- Nos pocos identificados, foram pipetados o branco, os padrées devidamente
diluidos, e as amostras, acrescidas com o reagente GLP-1 biotinilado, para
competicéo;

- A placa foi incubada mais uma vez overnight a 4°C;

- Ao término da segunda incubacao, a placa foi lavada 4 vezes com tampao de
lavagem;

- Foi feita a adicdo da estreptoavidina em todos 0s pocos e realizada uma incubacgao
de 45 minutos agitando a placa em temperatura ambiente;

- Foi feita a lavagem da placa como descrito anteriormente, apds a terceira incubacao;
- Adicionou-se o substrato em todos os pocos e foi feita uma incubacao de 30 minutos;
- Foi acrescentada a solucao de parada

- ApoOs reacao parada a placa foi lida imediatamente no leitor de placas de ELISA,
configurado com a absorbancia de 450 nm.

A Figura 3 apresenta a placa de ELISA para GLP-1 apds o final do

procedimento.
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Figura 3: Placa de ELISA para GLP-1, pelo método de competicdo apoés a realizacao

dos experimentos
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f

Fonte: Acervo autor (2017).

5.2.8.2 Quantificac@o da Desidrogenase Lactica (DHL)

O kit de quantificagdo de DHL (Biotécnica), foi realizado através do método
cinético da reducao do piruvato por NADH.

Foi adicionado em uma cubeta de espectrofotometro 1 mL do reagente de
trabalho, que atua como substrato, e 20 uL do meio de cultura. As leituras em
absorbancias foram mensuradas nos tempos de 1 (Ao), 2 (A1), 3 (A2) e 4 (A3) minutos
em filtro de 340 nm.

Com o valor das leituras, foi feito o calculo através da férmula:

(A0 — A1) + (41 — A2) + (A2 — A3)
3
Onde 8095 corresponde ao fator de calibracdo. Os valores de DHL foram

X 8095

expressos em unidades por litro (U/L).
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5.2.9 Analises dos resultados

Para resultados da concentracao de GLP-1, foram realizadas as comparacoes
entre as condi¢cfes de estimulos com o basal e a avaliacdo da cinética, comparando
0s tempos de cada situacao.

Para as analises estatisticas foi utilizado o programa Graphpad Prism 5. Todas
as variaveis foram submetidas a analise descritiva, sendo determinados: n valido,
meédia, mediana, valores minimo e maximo, variancia e desvio padrdo. Foram ainda
submetidas ao teste de normalidade de Kolmogorov-Smirnov e o coeficiente de
variacdo (CV). Como a maioria ndo apresentou distribuicdo normal, e o CV maior que
60%, foram utilizados testes ndo paramétricos.

Nas andlises cinéticas nas comparacdes entre os tempos, foram realizados os
testes de Wilcoxon para comparar dois tempos, e Friedman para comparar todos os
momentos.

As comparacfes entre os estimulos com o basal, foram feitas a anélises dos
tempos utilizando o teste ndo paramétrico de Mann Whitney.

Para a dosagem de DHL, foram utilizados os valores totais, e foi feita a analise
estatistica, onde foi aplicado o teste de normalidade de Kolmogorov — Smirnov
associado ao CV. Como os valores ndo se apresentaram distribuicdo normal e o
coeficiente de variacao foi maior que 60%, foi utilizado o teste ndo paramétrico de
Mann Whitney.

Os valores considerados significantes foram de p < 0,05.
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6 RESULTADOS

6.1 RESULTADOS GLP-1

Os resultados da quantificacdo de GLP-1 em pg/mL, referentes aos testes
basal, estimulos de glutamina, palmitato de sodio e alteracédo do pH, nos tempos de
15 (TO), 30 (T1) e 60 (T2) em minutos, estao representados na Tabela 2.

Quando é observado a concentracdo de GLP-1 das placas destinadas ao basal,
nao se observa alteracdes com relacdo a mediana.

Analisando a cinética dos trés tempos, ndo € observado nenhuma diferenca
estatistica (p = 0,49). Quando comparados os tempos em relacdo a TO, também nao
apresentam diferencas estatisticas (TOe TLcomp=0,5e TOe T2 com p = 1). Esses

resultados séo apresentados na Figura 4.

Tabela 2: Valores de mediana, minimo e maximo da concentragdo de GLP-1 (pg/mL)

de acordo com os estimulos, em relacdo ao tempo (minutos)

N Tempo
Identificacéo
TO T1 T2
BASAL 0(0-22,12) 0(0-84,3) 0(0-141,4)
GLUTAMINA 0(0-38,2) 0 (0 -143,3) 0 (0 - 19,65)
PALMITATO DE SODIO 0 (0 - 42,6) 0 (0-88,7) 0,4 (0 - 218)
pH 0,1(0-68,9) 25,2(0-116,6) 30,5(8,2-59,7)

Fonte: Dados obtidos pelo autor (2017).
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Figura 4: Concentracdo de GLP-1 em pg/mL expressas por mediana, minimo e

maximo para a condicdo basal, nos tempos de 15 (T0), 30 (T1), e 60 (T2) minutos.
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Fonte: Dados obtidos pelo autor (2017).

6.1.1 Resultados do estimulo da glutamina

A Figura 5 apresenta os resultados de GLP-1 (pg/mL) em todos os tempos,
demonstrando a quantificacdo com estimulo de glutamina.

Analisando a cinética dos trés tempos das quantificacdes com o estimulo da
glutamina, pelo teste de Friedman, diferencas estatisticas significativas entre TO, T1 e
T2 ndo foram observadas (p = 0,23).

Quanto a cinética, comparando 2 tempos em relacdo ao TO, pelo teste de
Wilcoxon, ndo foram observadas relevancias estatisticas quanto comparados TO com
T1(p=1,0)eTOcomT2 (p=0,5).
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Figura 5: Concentracdo de GLP-1 em pg/mL expressa em mediana, minimo e maximo

com estimulo de glutamina, nos tempos de 15 (T0), 30 (T1), e 60 (T2) em minutos.

ESTIMULO DE GLUTAMINA

Concentracéao de GLP-1

Fonte: Dados obtidos pelo autor (2017).

Comparando os momentos entre 0s grupos de experimentos de basal e
estimulo de glutamina, demonstrados na Figura 6, sdo descritos os valores de GLP-1
de TO basal (0 —22,12) e TO da glutamina (0 — 38,2), com p = 0,47 (Figura 6A). Quando
comparadas T1 basal (0 — 84,3) e T1 glutamina (0 — 143,3) foi observado o valor de p
= 0,93 (Figura 6B); e T2 basal (0 — 141,4) e T2 glutamina (0 - 19,65) com p = 1,0
(Figura 6C). Nenhuma significancia estatistica foi notada nas situagdes descritas.
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Figura 6: Concentracédo de GLP-1 em pg/mL expressa em mediana, minimo € maximo
para os testes de estimulo com glutamina, comparando os tempos de 15 (T0), 30 (T1),

e 60 (T2) minutos entre condic&o basal e estimulo.
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Figura 6A: Gréfico representando a concentracdo de GLP-1 (pg/mL) comparando TO basal e TO apds
o0 estimulo de glutamina (p = 0,47). Figura 6B Gréfico representando a concentracao de GLP-1 (pg/mL)
comparando T1 basal e T1 apés o estimulo de glutamina (p = 0,93). Figura 6C: Grafico representando
a concentracéo de GLP-1 (pg/mL) comparando T2 basal e T2 ap6s o estimulo de glutamina (p = 1,0).
Dados obtidos pelo teste ndo paramétrico de Mann Whitney.

Fonte: Dados obtidos pelo autor (2017).

6.1.2 Resultados do estimulo do palmitato de s6dio

A concentracdo de GLP-1 apOs o estimulo com o palmitato de soédio
relacionada com o basal esta apresentada na Figura 7.
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Para observacdo dos 3 tempos dentro do experimento com as placas
destinadas para o estimulo com palmitato, ndo foi observado nenhuma variacéao
estatistica significante, com o teste de Friedman (p = 0,11).

Quanto a cinética, comparando 2 tempos em relacdo ao TO, pelo teste de
Wilcoxon, ndo foram observadas relevancias estatisticas quanto comparados TO e T1
(p=0,5eTOcom T2 (p =0,29).

Figura 7: Concentragdo de GLP-1 em pg/mL expressa em mediana, minimo e maximo
com estimulo de palmitato de sédio, nos tempos de 15 (T0), 30 (T1), e 60 (T2) em

minutos.
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Fonte: Dados obtidos pelo autor (2017).

Com relagcdo as comparacdes entre os 2 grupos (basal e palmitato),
demonstrados na Figura 8, ndo foi observado alteragcdo das medianas quanto
comparados TO basal com mediana 0 (0 — 22,12) e TO palmitato 0 (0 — 42,6) com p =
1 (Figura 8A).
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Comparando T1 basal com T1 palmitato, também n&o houve variacdo da
mediana, onde ndo se tem uma diferenca estatistica significante (p = 0,93), quando
comparadas as duas situacdes e demonstrados na Figura 8B.

Em T2 basal e T2 palmitato observa-se a diferenca onde o estimulo com
mediana 0,4 (0 — 218) apresentou uma mediana maior do que a do basal de 0 (0 —
141,4), sendo essa diferenca estatisticamente significativa com p = 0,04, conforme
demonstrado na Figura 8C.

Figura 8: Concentracdo de GLP-1 em pg/mL expressa em mediana, minimo e maximo
para os testes de estimulo com palmitato de s6dio, comparando os tempos de 15 (T0),

30 (T1), e 60 (T2) minutos entre condicao basal e estimulo.
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Figura 8A: Gréfico representando a concentracdo de GLP-1 (pg/mL) comparando TO basal e TO apds
0 estimulo de palmitato de sodio (p = 1,0). Figura 8B Grafico representando a concentracdo de GLP-1
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(pg/mL) comparando T1 basal e T1 ap6s o estimulo de palmitato de sédio (p = 0,93). Figura 8C: Grafico
representando a concentragdo de GLP-1 (pg/mL) comparando T2 basal e T2 apds o estimulo de
palmitato de sédio (*p = 0.04).

Dados obtidos pelo teste ndo paramétrico de Mann Whitney.

Fonte: Dados obtidos pelo autor (2017).

6.1.3 Resultados da alteracéao de pH

Os resultados obtidos da concentracdo de GLP-1 (pg/mL) relacionados com 0s
tempos (minutos) apds a adicdo do meio com pH ajustado para 4,8 (duodenal) estéo
demonstrados na Figura 9.

Observando a concentracdo do horménio nos 3 tempos, realizando a analise
das 3 mensuracfes, ndo € observada nenhuma diferenca estatistica entre TO que
apresenta mediana 0,1 (0 — 68,9), T1 com 25,2 (0 — 116,6) e T2 com mediana 30,5
(8,2 — 59,7). O valor de p nessa analise € de 0,76.

Figura 9: Concentracédo de GLP-1 em pg/mL expressa em mediana, minimo e maximo

com alterac&o de pH, nos tempos de 15 (T0), 30 (T1), e 60 (T2) em minutos.
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100+
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Fonte: Dados obtidos pelo autor (2017).
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Na comparacédo dos tempos entre basal e alteracdo do pH, observa-se uma
diferenca maior nas concentracfes de GLP-1, com a mudanca de pH, representados
na Figura 10.

Nos tempos TO basal e TO pH, é averiguado uma concentra¢gdo um pouco maior
de GLP-1 na condicéo alterada com mediana de 0,1 (0-68,9) para o pH alterado e O
(0 - 22,12) para o basal. Nesta comparacdo ndo foi observada diferenca estatistica
significativa com valor de p = 0,06 (Figura 10A).

Na comparacdo dos intervalos T1 basal e T1 pH, observa-se também uma
concentracdo maior do horménio na condi¢do experimental de pH modificado, com
mediana de 0 (0 — 84,3) para o basal e 25,2 (0 — 116,6) para o pH alterado. Nao foi
observado significancia estatistica nesta analise, com p = 0,33 (Figura 10B).

Em T2 basal e T2 pH, foi observado que a mediana de T2 experimental, com
valor de 30,5 (8,2 — 59,7) € significativamente maior que T2 basal, que apresenta
mediana de 0 (0 — 141,4) com p = 0,02. A comparacao pode ser observada na Figura
10C.
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Figura 10: Concentracdo de GLP-1 em pg/mL expressa em mediana, minimo e
maximo para os testes de alteracdo do pH, comparando os tempos de 15 (T0), 30

(T1), e 60 (T2) minutos entre condicao basal e alteracao.
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Figura 10A: Gréfico representando a concentragdo de GLP-1 (pg/mL) comparando TO basal e TO apds
a alteracdo de pH (p = 0,06). Figura 10B: Grafico representando a concentragdo de GLP-1 (pg/mL)
comparando T1 basal e T1 apés a alteracdo do pH (p = 0,33). Figura 10C: Gréfico representando a
concentracao de GLP-1 (pg/mL) comparando T2 basal e T2 apo6s alteragao do pH (*p = 0.02).

Dados obtidos pelo teste nao paramétrico de Mann Whitney.

Fonte: Dados obtidos pelo autor (2017).



57

6.2 RESULTADOS DA DETERMINACAO DA DESIDROGENASE LACTICA

A quantificacdo do DHL foi realizada no pré estimulo e pds estimulo, onde no
primeiro momento, ndo foi possivel a deteccdo pelo método utilizado, pois a
concentracdo da enzima no sobrenadante das células estava menor que 7 UIL,
considerado o limite inferior da técnica de quantificacdo. No momento pos estimulo,
foi realizada a comparacéo entre as condi¢oes de pH 7,2 e 4,8, como demonstrado
na Tabela 3.

Tabela 3: Valores de mediana, minimo, maximo e significancia da dosagem de DHL

apos estimulos.

H
Identificacéo P Valor de p
7,2 4,8

TR 7 (7-410) 248,2 (7-510) 0,019*

*Valores de p significativos quando p<0,05
Fonte: Dados obtidos pelo autor (2017).

Foi observado uma diferenca significativa da DHL na comparacéo entre o pH
7,2 com mediana 7 U/L (7-410) e 4,8 de mediana 248,2 U/L (7-510) com p = 0,019
(Figura 11).

Figura 11: Gréficos representando medianas, minimo e maximo de DHL (U/L) total

comparando as duas situacfes de pH.
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Fonte: Dados obtidos pelo autor (2017). (*p=0,019).
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7 DISCUSSAO

Atualmente a busca por tratamentos para o DMT2 vem evoluindo, e condi¢des
que aumentam a secrecao fisiolégica ou mimetizam as incretinas vem surgindo com
um grande potencial terapéutico (REIMANN et al., 2008).

O estudos das células L enteroenddcrinas localizadas no epitélio instetinal vem
sendo visados por sua funcdo como reguladores da resposta pés-prandial aos
nutrientes, estimulando assim o GLP-1, com o intuito de melhorar a sensibilidade a
insulina (GREINER; BACKHED, 2016).

Em nosso estudo foram sugeridas algumas situacdes, in vitro, que poderiam
aumentar a secrecdo fisiologica do GLP-1 com o intuito de ajudar nas opc¢oes

terapéuticas.

7.1 ESTIMULO DE GLUTAMINA

Analisando os estimulos com glutamina, o presente estudo ndo relatou
diferencas significativas comparando os tempos basal e de estimulos. Mesmo quando
foram comparados os tempos, ndo se observou diferencas significativas.

Nossos resultados ndo corroboram o trabalho de Reimann et al., em 2004,
que demonstraram que células Glutag (células derivadas de tumor de colon de rato),
guando cultivadas com 10 mM de glutamina, apresentaram um aumento significativo
na secrecdo de GLP-1, apos duas horas de incubacdo. Em nosso estudo o tempo
maximo foi de uma hora, e ndo foram observadas diferencas estatisticas quando
comparados entre os grupos basal e experimento e nem quando foi realizada a anélise
dos trés tempos de glutamina. Devem ser relevadas as diferencas entre os estudos,
como as linhagens celulares diferentes, além da medida em tempos diferentes.

O mesmo argumento se aplica quando se compara nosso trabalho com o de
Tolhurst et al., em 2011, que suplementaram culturas primarias de tecidos intestinais
de ratos com diferentes concentragdes de glutamina, e apos duas horas de incubacéo,
demonstraram que a quantidade de GLP-1 foi se elevando a medida que se
aumentava as concentracdes de glutamina.

Rafferty et al., 2011, demonstraram que células STC-1 (células tumorais
neuroenddcrinas intestinais de camundongos), expostas a uma condi¢cao de glicose

acrescida de glutamina (1g/kg), produzem uma quantidade significativa de GLP-1,
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enquanto comparada com testes ‘in vivo’, ndo se é observada esse aumento. Os
dados daquele estudo ndo corroboram com os achados do nosso estudo, podendo-
se levar em conta a diferenga das linhagens celulares utilizados, sendo a do estudo
comparado uma linhagem animal. Além da forma de estimulo diferente, uma vez que,
Rafferty, utilizou uma mistura de glutamina com glicose, e em nosso estudo foi
utilizado apenas a adi¢ao de glutamina.

Outro estudo que retrata a secrecao de incretinas in vitro, foi realizado por
Joshi; Tough e Cox, em 2013, onde os autores retiraram diferentes regides da mucosa
intestinal de camundongos, e adicionaram glutamina na concentracdo de 1 mM e
concluiram que a glutamina estimula a liberacdo de GLP-1 enddgena a partir de
células L da mucosa que resultam em respostas epiteliais mediadas pelo receptor
GLP-1.

A comparacéao entre o estudo de Joshi; Tough e Cox, e a presente analise, ndo
podem ser fidedignas, pois no estudo citado, foi utilizado tecidos animais expostos a
glutamina, e em nosso estudo foram empregadas células humanas submetidas a uma
concentracgéo diferente de glutamina.

Quando se exporta as comparacfes para experimentos in vivo, observa-se que
os resultados no presente trabalho ndo corroboram com os de Joo et al., (2015), onde
0Ss pesquisadores administraram dieta composta por glutamina, fibras e
oligossacarideos, para 20 participantes saudaveis (10 homens e 10 mulheres), e
obtiveram como resultados uma alta secrecdo de GLP-1 apés 30 e 60 minutos apés
a administracao da dieta.

Outro estudo avaliando a administracdo fisiologica de glutamina, foi o de
Greenfield et al., 2009, onde 24 participantes divididos em obesos diabéticos, obesos
ndo diabéticos e individuos saudaveis magros, receberam uma carga oral de
glutamina, e foi mensurado o GLP-1 com 60 minutos apds a administracdo. Observou-
se que a glutamina aumentou a concentracdo da incretina em todos os individuos.

As situacdes descritas acima ndo podem ser comparadas com 0 presente
estudo, pois a transicéo entre as condi¢des in vivo e in vitro ndo podem ser fielmente
comparadas. O que pode-se questionar sdo as situagcdes que existem no organismo
como um todo, que levam a secrecdo das incretinas, quando € administrado a
glutamina e como essas condi¢des ndo séo detectaveis in vitro nas células HCT-8 que
em teoria sdo encontradas nas regides do ileo responsaveis pela producao e secrecao
do GLP-1.
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7.2 ESTIMULO DE PALMITATO DE SODIO

Com o estimulo de palmitato de sédio, foi observado que as concentracdes de
GLP-1, uma elevacédo da mediana quando sdo comparados os tempos TO, T1 e T2,
sem significancia estatistica.

Os resultados do presente estudo ndo sdo compativeis com o trabalho de Vasu
et al., que em 2015 publicaram que células Glutag expostas por 8 horas ao palmitato,
diminuem significativamente a secrecdo de GLP-1, mas aumenta a secre¢ao do
glucagon em linhagem de células TC1 (células pancreaticas de camundongos).

Quando foram comparados os resultados dos tempos entre o basal e estimulo
com palmitato, foram observados que a concentracdo de GLP-1 é significativamente
maior em T2 (60 minutos) com estimulo.

Esses achados ndo corroboram com os resultados apresentados por Gil-
Lozano et al., em 2016, onde foi demonstrado que ocorre uma diminuicéo significativa
de GLP-1, quando as células Glutag sao incubadas com 5 mM palmitato, por duas
horas, sugerindo que o composto tem influéncia na biossintese da incretina.

Também podem ser vistos no trabalho de Hayashi e colaboradores em 2014,
gue demonstraram uma diminuicdo do GLP-1 em condicBes suplementadas com
palmitato das células Glutag ap6s duas horas de incubacéo.

Os dois estudos supracitados, ndo podem ser fidedignamente comparados com
nosso trabalho, uma vez que as células utilizadas, os tempos de incubacao, coletas e
concentracfes sao diferentes.

Abrangendo o contexto, visando que uma das funcdes do GLP-1 é a resposta
insulinica, em 2009 Peyot et al. demonstraram que culturas de células pancreéticas
de camundongos, quando suplementadas com glicose, palmitado e GLP-1, n&o
demonstraram aumento da secrecao de insulina.

Também objetivando o estudo da acdo insulinica, Kang et al., em 2013
mostraram que a exposicdo prolongada de, células secretoras de insulina e ilhotas de
camundongos isoladas, a niveis elevados do palmitato de acidos graxos leva a
diminuicdo da expressdo de receptores de GLP-1, levando a diminuicdo da
potencializacao de incretina na secrec¢ao de insulina estimulada pela glicose

Obviamente séo trabalhos que tem um objetivo diferente do nosso estudo, pois
visam estudar o efeito do GLP-1 na resposta insulinica, mas demonstra que estimulos

de palmitato em culturas de células diferentes da linhagem utilizada (HCT-8)
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geralmente ndo apresentam aumento das incretinas, podendo se tornar, em

concentracdo maior e com um tempo prolongado, téxicas para as células.

7.3 ALTERACAO DE pH

O presente estudo houve uma diferenca quando comparados as variacdes de
pH alternando entre o pH 7,2 considerado fisiolégico, e 4,8 considerado o pH do
duodeno (MANADAS; PINA; VEIGA, 2002). Exportando a ideia para um conceito mais
abrangente, Sweeney e Morton em 2014, descreveram a suposi¢cao que as alteracoes
dos acidos biliares na regido ileal causada pela cirurgia metabodlica com a técnica de
Y de Roux (técnica onde ocorre uma interposicao ileal entre a regido gastrica e a
regido jejunal) poderiam aumentar a secrecéo do GLP-1.

Trabelsi et al.,, 2015, descreveram que o TGR5, um receptor acoplado a
proteina G, mostrou promover a secrecao de GLP-1 em resposta a acidos biliares por
células L enteroenddcrinas intestinais.

Akiba e Kaunitz em 2011, também observaram que a acidificacdo do duodeno
reflete na secrecdo de GLP-1. Ebert; Illmer e Creutzfeldt em 1979, obtiveram
resultados apos a infuséo intra duodenal de acido cloridrico 0,05-0,5 N aumenta os
niveis séricos de GIP em ratos.

Takeuti et al. em 2014 demonstraram que pacientes submetidos a cirurgia de
exclusdo duodeno jejunal com interposicao ileal sem gastrectomia, onde as células
ileais sdo transferidas para préximo do estbmago e consequentemente sao expostas
ao pH acido, apresentavam GLP-1 elevado na condicdo de jejum, sem nenhum tipo
de estimulo.

Comparando com o estudo realizado em nosso trabalho, a secre¢cdo do
horménio, quando é feita a analise da cinética comparando os tempos, ndo foram
observadas diferencas estatisticas significantes. Quando sdo comparados 0s tempos
com o basal, T2 se apresentou maior estatisticamente significativo. Salientando que
as semelhancas in vitro e em in vivo, ndo podem ser comparadas fidedignamente.

Um outro ponto que pode ser abordado na diferenga da concentracao do GLP-
1 nas diferencas dos pHs, pode ser a adi¢éo do inibidor da enzima DPP4 (degradadora
do hormdnio) ao meio de cultura, uma vez que o pH étimo para a atividade da enzima
e 7,2 (DAVY et al., 2000). Partindo deste raciocinio, pode-se sugerir que a enzima na

condicdo de pH 4,8 ndo conseguiu exercer sua caracteristica principal, indicando
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assim uma elevacédo do peptideo. Como a secrecdo dos metabdlitos da célula HCT-8
€ apical e basolateral (LIEVIN-LE MOAL; SERVIN, 2013), pode explicar a queda da

concentracédo de GLP-1 no momento T2.

7.4 VIABILIDADE CELULAR

Quanto a quantificagdo da DHL, o que pode ser utilizado como um marcador
de viabilidade celular, a auséncia da atividade da enzima no momento pré estimulo
indica que as células estavam viaveis para o experimento.

Quando sdo comparados o0s pos estimulos nas condicbes de pH 7,2 e 4,8, pode
se notar uma diferenca da enzima quando ocorre a acidificacdo do pH, onde na
condicao de 4,8 é observado um valor mais alto que a outra condi¢ao, o que sugere

gue essa condi¢cdo mais acida pode ser téxica a ponto de causar morte celular.
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8 CONCLUSAO

Com base nos resultados, pode se sugerir que a alteragéo do pH assim como
o estimulo com palmitato influencia na secrecdo de GLP-1, nas células HCT-8,
observando-se uma concentracdo maior quando é comparado com o basal.

O estimulo da glutamina, na concentracao utilizada no trabalho, ndo se mostrou
um potencializador da secre¢ao do hormonio.

Mais estudos devem ser realizados para que sejam comprovadas as teorias.
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ANEXO

Declaracéo de aprovacéo do Comité de Etica e Pesquisa da Universidade Federal do

Triangulo Mineiro

MINISTERIO DA EDUCACAO
UNIVERSIDADE FEDERAL DO TRIANGULO MINEIRO — Uberaba (MG)

COMITE DE ETICA EM PESQUISOA —~ CEP . :
atro Educaclonal e Administrativo da UFTM) — 2° andar — Bairro Nossa Senhora da Abadia

Av. Frel Pauline, 30 (Conlre B <180 - Ubernbu-MG - TELEFAX: 34-3318-5854

E-mail: ccggalpesgng.uﬂm.edu.br

T IDENTIFICAGAO
| TITULO DO PROJETO: EFEITO DA EXPOSICAO A ALTERACAO DE PH, OLEO DE PALMA, GLUTAMINA E
GLEO DE COCO EM CULTURA DE CELULAS L INTESTINAIS.
PESQUISADOR (A) RESPONSAVEL: EDUARDO CREMA
INSTITUIGAO ONDE SE REALIZARA A PESQUISA: UFTM

DATA DE ENTRADA NO CEP/UFTM:29/11/2012
PROTOCOLO CEP/UFTM: 2526

PARECER

De acordo com as disposigdes da Resolugiio CNS 196/96, o Comité de Ftica em Pesquisa
da UFTM considera o protocolo de pesquisa aprovado, na forma (redagdo e metodologia) como foi

apresentado ao Comiteé.
Conforme a Resolugfio 196/96, o pesquisador responsdvel pelo protocolo deverd manter-

sob sua guarda, pelo prazo de no minimo cinco anos, toda a documentag#o referente ao protocolo
(formulério do CEP, anexos, relatérios e/ou Termos de Consentimento Livre e Esclarecidos —
TCLE assinados, quando for o caso) para atendimento ao CEP e/ou 2 Comiss3o Nacional de Etica

ém Pesquisa._CONEP.'\ et el L LA b
Toda e qualquer’alteraglio a ser realizada no protocolo devera ser encaminhada ao CEP,

para anélise e aprovag#o.
O relatério anual ou final deveré ser encaminhado um ano apés o inicio da realizagfio do

projeto.
Uberaba, 28 de agosto de 2013.
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