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Resumo

DOS SANTOS, G.G. Influéncia da L-glutamina sobre aspectos imunomodulatérios de
células tronco mesenquimais medulares em situagdao de desnutricdo proteico-
energética. 2015. 160 f. Tese (Doutorado) — Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas,
Universidade de S&o Paulo, 2015.

A desnutrigdo proteico-energética (DPE) altera a hemopoese e, portanto, a geragéao
de células imunolégicas, bem como compromete o sistema imune. Desta forma,
individuos desnutridos apresentam maior susceptibilidade a infeccbes. As células
tronco mesenquimais (CTMs) possuem propriedades imunomodulatérias e séo
importantes na formacao do estroma medular que sustenta a hemopoese. Visto que
a L-glutamina (GLUT) é o aminoacido condicionalmente essencial mais consumido
por CTMs, e que também apresenta capacidade imunomoduladora, investigou-se,
neste trabalho, se a GLUT exerceria efeito sobre aspectos imunomodulatérios das
CTMs em um modelo experimental de DPE. Para tanto, utilizou-se camundongos da
linhagem BALB/c, os quais receberam ragdes normoproteica ou hipoproteica
isocaldricas contendo, respectivamente, 12% e 2% de proteina por um periodo de 5
semanas. Apos o isolamento e a caracterizagdo de CTMs provenientes dos grupos
controle (CTMct) e desnutrido (CTMdesn), cultivou-se essas células em 0, 0,6, 2 e
10mM GLUT, a fim de determinar a influéncia deste aminoacido sobre a expressao
de fatores de transcricdo e producdo de citocinas por CTMct e CTMdesn.
Adicionalmente, avaliou-se o efeito dos sobrenadantes das culturas de CTMct e
CTMdesn sobre a proliferacdo e producgéo de citocinas por macréfagos e linfocitos
esplénicos. Os animais desnutridos apresentaram anemia, leucopenia, hipoplasia
medular e diminuicdo na concentracido de proteinas séricas, albumina e pré-
albumina. A DPE n&o modificou a morfologia e o fenétipo das CTMs, bem como néo
alterou a expressao de proteinas reguladoras do ciclo celular. Por outro lado, a
expressao de NFkB e STAT-3 e a produgao de IL-1p, IL-6, IL-10 e TGF- por CTMs
foram alteradas pela DPE e variaram de acordo com as concentracdes de GLUT
testadas. O aumento na concentragcdo de GLUT diminuiu a expressao de NFkB e
induziu a expressdo de STAT-3 por CTMs obtidas de ambos os grupos. Quanto a
producao de citocinas por essas células, observou-se uma diminui¢do nos niveis de
IL-18 e IL-6 e uma elevagdo nos niveis de IL-10 e TGF-f com o aumento na
concentracdo de GLUT. Variacbes na concentragcdo desse aminoacido nao
alteraram a produgdo de IL-17 ou IFN-y por CTMct e CTMdesn. Ademais, a
concentracdo de GLUT alterou, de forma diretamente proporcional, a taxa de
proliferacdo das CTMs. Os meios condicionados de CTMct e CTMdesn diminuiram a
proliferacdo de macrofagos e linfocitos esplénicos estimulados com LPS, induziram
aumento na producgao da citocina antiinflamatéria IL-10 por ambos os tipos celulares
e diminuiram a producdo das citocinas proé-inflamatérias IL-12 e TNF-a por
macrofagos e IL-17 por linfécitos. Portanto, conclui-se que a GLUT possui efeito
sobre a proliferacdo das CTMs, bem como a capacidade de imunomodular estas
células.

Palavras-chave: Desnutricdo proteico-energética; L-Glutamina; Célula tronco
mesenquimal; Imunomodulacao.
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Abstract

DOS SANTOS, G.G. The influence of L-glutamine on imunumodulatory aspects
of bone marrow mesenchymal stem cells under protein-energy malnutrition.
2015. 160 p. PhD Thesis — Faculty of Pharmaceutical Sciences, University of
Sao Paulo, 2015.

Protein-energy malnutrition (PEM) alters hemopoiesis and, therefore, the generation
of immune cells, and compromises the immune system. In this way, malnourished
individuals are more susceptible to infections. Mesenchymal stem cells (MSCs) have
immunomodulatory properties and are important in the formation of bone marrow
stroma that supports hemopoiesis. Since L-glutamine (GLUT) is a conditionally
essential amino acid, which is most consumed by MSCs, and present
immunomodulatory capacity, this work investigated whether GLUT would have an
effect on immunomodulatory aspects of MSCs in a PEM experimental model. For this
purpose, BALB/c mice were used, which received isocaloric normoproteic or
hypoproteic diets, containing respectively, 12% and 2% of protein for a period of 5
weeks. After isolation and characterization of MSCs from control (MSCct) and
malnourished (MSCmaln) groups, these cells were cultured with 0, 0.6, 2 and GLUT
10mM in order to determine the influence of this amino acid on the expression of
transcription factors and cytokine production by MSCct and MSCmaln. Besides that,
the effect of MSCct and MSCmaln culture supernatants on proliferation and cytokine
production by macrophages and splenic lymphocytes was evaluated. Malnourished
animals presented anemia, leucopenia, marrow hypoplasia and decreased
concentration of serum proteins, albumin and prealbumin. PEM did not change
morphology and phenotype of MSCs or altered the expression of cell cycle regulatory
proteins. On the other hand, the expression of NFkB and STAT-3 and the production
of IL-1B, IL-6, IL-10 and TGF-B by MSCs were modified by PEM and varied
according to the tested GLUT concentrations. An increase in GLUT concentration
decreased NFkB expression and induced STAT-3 expression by MSCs obtained
from both groups. Regarding the production of cytokines by these cells, an increase
in GLUT concentration resulted in decreased IL-18 and IL-6 levels and increased IL-
10 and TGF-p levels. Changes in the concentration of this aminoacid did not alter IL-
17 or IFN-y production by MSCct and MSCmaln. Furthermore, the concentration of
GLUT changed, in direct proportion, the proliferation of MSCs. The conditioned
media MSCct and MSCmaln decreased the proliferation of macrophages and splenic
lymphocytes stimulated with LPS, induced an increase in the production of the anti-
inflammatory cytokine IL-10 by both cell types, and decreased the production of
proinfammatory cytokines IL-12 and TNF-a by macrophages and IL-17 by
lymphocytes. Therefore, it can be concluded that GLUT has an effect on the
proliferation of MSCs and it has the capacity to immunomodulate these cells.

Key words: Protein energy malnutrition, L-Glutamine, Mesenchymal stem cell,
Immunomodulation.
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1. INTRODUGAO

1.1 DESNUTRICAO

De acordo com a Organizagdo Mundial da Saude (OMS) e a Organizagao das
Nacdes Unidas, todo ser humano tem direito a saude, a nao sofrer de fome e a
nutricdo adequada (ACC/SCN, 2000). No entanto, a desnutricdo ainda é um dos
principais disturbios alimentares no mundo (MONTEIRO et al., 2009).

Desnutricdo refere-se a uma condigao fisioldgica anormal causada pelo
consumo inadequado, desbalanceado ou excessivo de micronutrientes (vitaminas e
minerais) e/ou macronutrientes (carboidratos, proteinas e lipideos) cruciais para o
desenvolvimento e manutengdo da saude do organismo (FAO, 2014). Assim, a
desnutricdo pode ser classificada em (a) subnutricido (usualmente denominada
desnutricdo), (b) deficiéncia de micronutrientes e (c) sobrepeso e obesidade (WHO,
2011; FAO, 2012).

Segundo a Food and Agriculture Organization (FAO), a desnutricdo (ou
subnutricdo) € um grave problema de saude publica, pois atinge aproximadamente
805,3 milhdes de pessoas, ou seja, 11,3% da populagdo mundial. Individuos
desnutridos encontram-se predominantemente em regides em desenvolvimento: sao
525,6 milhdes na Asia, 226,7 milhdes na Africa, 37 milhdes na América Latina e
Caribe e 1,4 milhdes na Oceania, contabilizando 790,7 milhdes de pessoas. Ainda
que exista uma tendéncia global de diminuigdo no numero de individuos desnutridos,
em algumas nacdes da Africa subsaariana, por exemplo, a desnutricio incide de
forma alarmante em mais de 30% de seus habitantes. Em regides desenvolvidas, a

desnutricdo acomete cerca de 14,6 milhdes de pessoas (FAO, 2014).

No Brasil, as taxas de desnutricdo diminuiram gradativamente ao longo dos
ultimos anos. A implementacdo de programas sociais que garantem a seguranga
alimentar da populagao contribuiram de forma significativa para essa redugao. Hoje
a desnutricao prevalece em menos de 5% da populacdo do pais (FAO, 2014). As
regides Norte e Nordeste concentram um maior niumero de individuos desnutridos
em comparagao as regides Sul e Sudeste, portanto observa-se uma distribuicéo

desigual dos indices de desnutricdo entre as diferentes areas do Brasil (MONTEIRO,
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2003; LIMA et al., 2010). Apesar da desnutricao infantil estar em declinio no pais,
em 2010 ainda havia mais de 1 milhdo de criangas com algum grau de

comprometimento nutricional (IBGE, 2010).

Etiologicamente, a desnutricdo estd associada a fome, as dietas quanti ou
qualitativamente inadequadas e a outras doencas que, por ventura, aumentam a
necessidade do uso de nutrientes pelo organismo e/ou desequilibram a absorgao,
digestdo e excrecdo dos mesmos (JENSEN et al., 2009; FAO, 2013; GAT-
YABLONSKI et al., 2013). Dessa maneira, diversos tipos de desnutricdo podem ser
desencadeados (SAUNDERS e SMITH, 2010) e manifestados independentemente

ou simultaneamente a diversas patologias (STINNETT, 1983).

A desnutricdo desenvolve-se paulatinamente no organismo e altera a
biodisponibilidade de nutrientes no sangue, induzindo modificagbes metabdlicas
adaptativas que visam a homeostase (MONTE, 2000). Sua instalagdo e gravidade
dependem das causas, intensidade e duracido da caréncia, e pode levar o individuo
a Obito nos casos severos (BONANNI et al., 2011; WHO, 2011; CHEUNG et al.,
2012).

Atualmente, o tipo de desnutricdo que prevalece no ambito mundial é a
desnutricdo proteico-energética (DPE) (KEUSCH, 2003), que é definida pela OMS
como “um conjunto de condi¢bes patologicas provenientes da menor ingestdo, em

proporgdes variadas, de proteinas e calorias” (WHO, 2011).

O consumo de dietas com baixo valor proteico e caldrico, associado ou nao a
ingestao insuficiente de lipidios, vitaminas e minerais, constitui a base do
desequilibrio metabdlico que acomete o individuo na DPE (WATERLOW et al.,
1996). A DPE altera o metabolismo proteico e induz um estado catabdlico, no qual o
balango nitrogenado é negativo, o que compromete a capacidade de sintese e
distribuicdo de proteinas no organismo (POWANDA e BEISEL, 2003; MITHAL et al.,
2013). A DPE também modifica o metabolismo de carboidratos, o que pode gerar
hipoglicemia, alteragdo nas concentracbes séricas de insulina e glucagon, bem
como aumento da gliconeogénese (NUTTALL et al., 2008; JIA et al., 2012). Visto
que as proteinas constituem o principal componente estrutural celular e os
carboidratos sao utilizados como fonte primaria de energia, caso o suprimento

dessas moléculas seja persistentemente menor que o adequado, o metabolismo
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perde a sua capacidade adaptativa e todos os tecidos, 6rgaos e sistemas tornam-se
propensos a faléncia (IMNA, 2005; WAITZBERG, 2006).

Ademais, a DPE pode provocar efeitos psicossociais deletérios, como
depressao e ansiedade (SAUNDERS e SMITH, 2010), ocasionar retardo no
crescimento e no desenvolvimento (MONTEIRO et al., 2009) e diminuir a fungéo
cognitiva do individuo (WHO, 2011).

Os grupos mais susceptiveis a DPE sédo recém-nascidos, criangas (SAWAYA,
2006), idosos (SACKS et al., 2000), individuos com disturbios alimentares e/ou sob
dietas radicais (MARCOS, 2000; NOVA et al.,, 2002) ou ainda pacientes
hospitalizados, portadores de neoplasias e/ou doengas cronicas (WAITZBERG et al.,
1999; BRUNDTLAND, 2000; AKNER e CEDERHOLM, 2001).

A DPE atinge com frequéncia lactentes e criangas em regides em
desenvolvimento (BAIN et al., 2013; BHUTTA et al., 2013) e é responsavel por 45%

das mortes infantis contabilizando 3,1 milhdes de vitimas (JONES et al., 2014).

No ambito hospitalar, a DPE pode ocorrer em 20% a 80% dos pacientes, sendo
que até 70% dos pacientes inicialmente desnutridos sofrem uma piora gradual em
seu estado nutricional durante a hospitalizagédo, afetando a sua condi¢cédo geral e a
resposta ao tratamento (WAITZBERG, 2006; CORREIA et al., 2014). Dessa forma, o
monitoramento do estado nutricional do paciente é essencial para definir estratégias
dietéticas que possam atuar de forma sinérgica ao tratamento da doenca original,
garantindo assim o aporte de nutrientes necessario para o restabelecimento da
saude do individuo (HAMILTON e BOYCE, 2013; MALONE e HAMILTON, 2013).

A DPE é capaz de comprometer a homeostase do organismo e gerar efeitos
adversos que podem ser clinicamente diagnosticados (LEAN, 2010; SAUNDERS et
al.,, 2011). Suas manifestagdes clinicas variam de acordo com a gravidade da
deficiéncia proteico-energética, com a idade do paciente e com sua possivel

associacao a outras doencas.

Dentre as formas clinicas mais graves de desnutricdo destacam-se a
Marasmus e a Kwashiorkor, que podem ocorrer de forma isolada ou combinada
(sindrome Kwashiorkor-marasmatica). Marasmus, a mais comum, advém da severa
restricio da ingestdo de proteinas e carboidratos, sendo caracterizada pela

deplecao de tecido adiposo subcutaneo, perda de massa muscular e auséncia de
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edema (BHAN et al., 2003; GROVER e EE, 2009). Kwashiorkor resulta da ingestao
de uma dieta com baixo valor proteico, ainda que adequada em termos caldricos,
gerando uma leve perda de peso corpéreo, edema generalizado, dermatoses,
abdémen distendido e hepatomegalia, frequentemente se manifestando associada a
processos infecciosos (KRAWINKEL, 2003; GROVER e EE, 2009). Quadros
intermediarios de DPE aparecem devido a combinagao de varios graus de privagao
proteica, com diversos niveis de deficiéncia caldrica total (DE ANGELIS, 1986;
BARON, 1997).

Até recentemente, ndo havia consonancia na literatura quanto ao conjunto
exato de alteragdes clinicas que possibilitaria um diagnéstico assertivo de
desnutrigdo, pois seus sintomas podem ser comuns a outras patologias (SOETERS
et al., 2008; MEIJERS et al., 2010). Isto posto, em 2012, a American Academy of
Nutrition and Dietetics (AAND) e a American Society for Parenteral and Enteral
Nutrition (ASPEN) publicaram, em conjunto, um consenso (WHITE et al., 2012) no
qual determinou-se que, para o diagndéstico de desnutricdo, pelo menos dois dos
seis sintomas clinicos a seguir devem ser observados: ingestdo insuficiente de
nutrientes, perda involuntaria de peso, perda de massa muscular, perda de gordura
subcuténea, edema e caquexia (ROSENBAUM et al., 2000; GADDUCCI et al., 2001;
BANKHEAD et al., 2009; JENSEN et al., 2009; NORMAN et al., 2011; SKIPPER et
al., 2012).

Além da observacdao dos sintomas clinicos, a avaliagdo antropométrica do
estado nutricional do paciente € de extrema importancia, pois permite a identificacao
de manifestagdes de desnutricdo aguda, crénica ou total (aguda e crénica) através,
respectivamente, dos indices peso-para-altura (P/A), altura-para-idade (A/l) e peso-
para-idade (P/l) (DUGGAN, 2010). Dentre esses parametros, destaca-se o indice
P/l, devido a sua capacidade de monitorar quadros de desnutricdo aguda e crénica
de forma simultdnea (PARK et al., 2012). Segundo a OMS, individuos que
apresentam indices P/A, A/l ou P/l menores que dois desvios-padrao da média,
comparado ao respectivo valor de referéncia, podem ser considerados desnutridos
(WHO, 2011; HECHT et al., 2015).
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1.2 HEMOPOESE, SISTEMA IMUNE E DESNUTRIGAO PROTEICO-ENERGETICA

Orgaos linfo-hemopoéticos, como medula éssea (MO), timo, bago e linfonodos,
sao constituidos por tecidos que possuem altas taxas metabdlicas e que, portanto,
necessitam de um elevado aporte de nutrientes para o seu funcionamento adequado
(BORELLI et al., 2009). Consequentemente, a DPE pode gerar alteragcbes histo-
funcionais nesses tecidos e levar esses 6rgaos a faléncia, comprometendo assim, a
hemopoese, a resposta inflamatéria e o sistema imune (XAVIER et al., 2007; FOCK,
BLATT, et al., 2010).

1.2.1 Hemopoese e Desnutrigdo Proteico-Energética

A hemopoese € um processo dindmico no qual células tronco hemopoéticas
(CTH) pluripotentes proliferam, diferenciam e se comprometem para as linhagens
mieldide ou linfoide, originando os diferentes tipos celulares que compdem o sistema
sanguineo (NAKAJIMA, 2010). As células sanguineas exercem diversas fungdes
essenciais a sobrevivéncia do organismo, como transporte de oxigénio, regulacao da
homeostase sanguinea e controle das imunidades inata e adaptativa (DEXTER,
1991).

Em seres humanos, apés o nascimento a hemopoese ocorre exclusivamente
no tecido hemopoético da MO (FERNANDEZ e DE ALARCON, 2013). Este tecido é
altamente adaptavel, pois apresenta a habilidade de alterar sua funcdo em resposta
a estimulos externos (MAYANI et al., 1992), como a falta de nutrientes. Dessa
forma, a manutencao da sua homeostasia e da sua plasticidade é fundamental para
o estabelecimento de um pool de células sanguineas adequado ao estado fisiolégico
normal ou patoldgico do organismo (LORD e DEXTER, 1995; VERFAILLIE, 2005).

A produgcdo de células sanguineas em um padrdo constante depende do
microambiente medular (LORD e DEXTER, 1995; VERFAILLIE, 2005), descrito pela
primeira vez na década de 70 por Schofield, como “regides histo-anatébmicas
altamente organizadas e dindmicas que modulam a auto-renovagao, proliferagao e
diferenciacao das CTHs” (SCHOFIELD, 1978).
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Publicagdes posteriores a de Schofield (SCHOFIELD, 1978) mostram que o
microambiente medular fornece o parénquima de sustentacido para as CTHs
(MAYANI et al.,, 1992; MENDEZ-FERRER et al., 2015), sendo responsavel pela
regulacdo do desenvolvimento dessas células em todos os seus niveis de
diferenciacao e por sua liberagdo da MO para o sangue periférico (VITURI et al.,
2000). O balango entre auto renovagao e diferenciacédo das CTHs é considerado
critico para o estabelecimento de um reservatorio celular pluripotente constante na
MO, fundamental para a hemopoese (MOSAAD, 2014).

A localizagao anatbmica do microambiente medular onde as CTHs residem é
denominada de nicho hemopoético (SCHOFIELD, 1978). As CTHs estao distribuidas
em grandes quantidades na interface entre a MO e os ossos trabeculares (ZHANG
et al.,, 2003), chamada de enddsteo, e proximas ao endotélio vascular dos sinos
medulares, denominada de regido perivascular (FUCHS et al., 2004; KIEL et al.,
2007). Desta maneira, surgiram os conceitos dos nichos hemopoéticos endosteal
(ZHANG et al., 2003; LI e XIE, 2005) e perivascular (KIEL et al., 2005). Enquanto o
nicho endosteal abriga CTHs quiescentes, reguladas por osteoblastos e por células
tronco mesenquimais (CTMs) (TAICHMAN e EMERSON, 1994; STIER et al., 2005;
ARAI e SUDA, 2007; MENDEZ-FERRER et al., 2010), o nicho perivascular aloja
CTHs em proliferagao, resultado da producéo de proteinas reguladoras por células
endoteliais e CTMs (HOOPER et al., 2009; BUTLER et al., 2010; MENDEZ-FERRER
et al.,, 2010; RENSTROM et al., 2010; LEVESQUE e WINKLER, 2011; KUNISAKI et
al., 2013).

O microambiente medular é composto pelo compartimento estromal, primordial
na tradugao de sinais extra-medulares para as CTHs por ser altamente adaptavel a
estimulos externos (MULLER-SIEBURG e DERYUGINA, 1995), e por células
hemopoéticas (DEANS e MOSELEY, 2000). Observou-se, no nosso modelo in vitro,
alteracbes no estroma medular de animais desnutridos com consequente

comprometimento da hemopoese (BORELLI et al., 2007).

A hemopoese é regulada pela produgao e secrecgao local de citocinas, fatores
de crescimento e proteinas da matriz extracelular por células estromais, co-
localizacdo dessas moléculas para as CTHs nos locais de contato CTH - célula
estromal e/ou - matriz extracelular ou ainda, por estimulo direto pelo contato celular
(DEXTER, 1991; WADHWA e THORPE, 2008; RATAJCZAK et al., 2010).
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A sinalizagdo entre os compartimentos estromal e hemopoético resulta na
formacdo de um ambiente bioquimico ideal para a proliferacdo, diferenciacdo e
maturagao das CTHs, fundamental para a sustentagao da hemopoese (JANOWSKA-
WIECZOREK et al., 2000; RATAJCZAK et al., 2010).

As interacbes celulares existentes entre os compartimentos estromal e
hemopoético sdo importantes na manutencédo da capacidade proliferativa das CTHs,
pois relacionam-se com a progressdao adequada do seu ciclo celular ao longo das
fases G1-S-G2-M. O ciclo celular é controlado por ciclinas, CDK (quinases
dependentes de ciclina) e CKI (inibidores de quinases dependentes de ciclina)
(FROLOV e DYSON, 2004; SATYANARAYANA e KALDIS, 2009). Outras proteinas,
como CDC42 (homdlogo da proteina de controle da divisdo celular 42), c-Myc,
PCNA (antigeno nuclear de células em proliferagdo) e p27 (inibidor 1B de quinase
dependente de ciclina) possuem papel adjuvante nesse processo (EZOE et al.,
2004; SATOH et al., 2004; ASPENSTROM et al., 2007; LIEBERMANN e HOFFMAN,
2007).

Estimulos extracelulares induzem a expressao da ciclina D1 com consequente
formacdo do complexo D1/CDK4,6, responsavel pela fosforilacdo de repressores
transcricionais do tipo retinoblastoma (pRb, p107 e p130) que mantém a expressao
do gene E2S reprimida. A fosforilagdo desses repressores promove a sintese da
ciclina E e do complexo ciclina E/Cdk2, contribuindo na inativacdo da inibicdo de
E2F dependente de pRb, o que resulta na transicdo G1-S do ciclo celular. Além
disso, a fosforilagcdo do complexo de ciclina B/CDK1 ativa CDC25, responsavel pelo
controle das transicdes do ciclo celular de G1-S e G2-M. Concomitantemente,
proteinas pertencentes a familia das CDK, como as INK4 (proteinas inibidora da
quinase 4) p15, p16 e p19, e sua interagdo com KIP (proteinas inibidoras de
quinases) p21 e p27 inibem a ativagdo de complexos ciclinas-CDK regulando a
progressao do ciclo celular (PERUCCA et al., 2009; ZOU et al., 2011).

As CTHs obtidas de animais desnutridos apresentam redugao na expressao de
proteinas que induzem ciclo celular, como ciclina D1, ciclina E, pRb, PCNA,
CDC25a, CDK2 e CDK4, bem como um aumento na expressao de proteinas
inibidoras (p21 e p27), sem diferenga significativa na expressdo de p53. Esse fato
ocorre pela diminuicdo na expressao da ciclina D1 e aumento na expressao de

p21/p27, indicando um comprometimento na proliferagcdo celular resultante de
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alteracbes nas interacdes entre os compartimentos estromal e hemopoético,
causadas por modificagdes no microambiente medular desencadeadas pela DPE
(NAKAJIMA et al., 2014).

Nosso grupo tem demonstrado que a DPE provoca mudangas no perfil
proliferativo das CTHs (NAKAJIMA et al., 2014) e prejudica a produgdo de
precursores mieldides e linféides, afetando a granulopoese (BORELLI et al., 2009),
contribuindo para quadros de neutropenia (RUST et al., 2000), leucopenia e
linfocitopenia (FOCK, BLATT, et al., 2010). Estas alteragdes hematoldgicas
quantitativas podem ser observadas clinicamente durante periodos de caréncia
nutricional e sugerem um estado de faléncia dos 6rgaos linfo-hemopoéticos (DE
ANGELIS, 1986; ALVES, 1995; LEE e HERBERT, 1999). Desse modo, o sistema

imunoldgico pode ser comprometido.

1.2.2 Sistema Imune e Desnutrigdo Proteico-Energética

A imunidade protetora contra estimulos prejudiciais ao organismo, como
patdbgenos e moléculas, toxinas e células nocivas, € mediada pelas reagdes iniciais
da imunidade inata e pelas respostas posteriores da imunidade adaptativa (COICO e
SUNSHINE, 2009).

A DPE esta frequentemente associada a imunodeficiéncia, pois altera diversos
aspectos das imunidades inata e adaptativa (CHANDRA, 1997; MARCOS, 2000),
desde a ontogenia de suas células até a capacidade efetora das mesmas quando ja
diferenciadas e maduras (CHANDRA, 2003; ORTIZ et al., 2009; FOCK, ROGERO, et
al., 2010; HICKMAN et al., 2014).

Em razdo disso, individuos desnutridos sdao mais susceptiveis a infeccoes
oportunistas em relagdo aos que consomem uma dieta balanceada (CHANDRA,
1999; CALDER, 2013). A associagao desnutrigdo-infecgao é responsavel pelos altos
indices de morbidade e mortalidade, visto que agrava o estado de saude do paciente
desnutrido (TAYLOR et al., 2013).

A primeira linha de defesa do organismo contra elementos nocivos envolve a

participagao de  fagécitos (macréfagos, mondcitos e granulécitos
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polimorfonucleares), células dendriticas (DC) e células natural killers (NK), bem
como proteinas presentes no sangue, como as do sistema complemento, citocinas,

quimiocinas, moléculas de adesao e imunoglobulinas (ABBAS et al., 2013).

Citocinas sao sintetizadas e secretadas por inumeros tipos celulares e atuam
de maneira autdcrina ou paracrina em ceélulas que apresentam receptores
especificos na superficie de sua membrana (OPAL e ESMON, 2003). Sua agao da-
se de forma sinérgica ou antagbnica a outras citocinas, portanto constituem um
importante mecanismo regulatério das respostas inflamatéria e imune (DELVES et
al., 2011). O efeito resultante da combinagao da acéo de diversas citocinas sobre a
célula-alvo pode induzir sua ativacado, proliferacdo, maturagao, sobrevivéncia ou
morte (ABBAS et al., 2013). Nao ha um consenso na literatura quanto a producgéo de
citocinas em condicbes de desnutricdo. Esse fato deve-se, principalmente, ao
periodo, causa e gravidade do quadro de caréncia nutricional, bem como aos

diferentes tipos celulares e modelos experimentais utilizados em diversos estudos.

Padrdes moleculares associados a patdégenos (pathogen-associated molecular
patterns - PAMPs) sédo estruturas produzidas por microrganismos e reconhecidas
por receptores do tipo Toll (TLR) (VANDEWALLE, 2008). O lipopolissacarideo (LPS),
uma endotoxina presente na membrana de bactérias Gram-negativas, induz o
sistema imune inato a produzir respostas n&o-especificas através do seu
reconhecimento via TLR4 (LIU et al., 2004). Hepatdcitos produzem a proteina ligante
do lipopolissacarideo (LBP), que é liberada na corrente sanguinea e possui alta
afinidade pelo LPS, formando o complexo LPS-LBP (SCHUMANN et al., 1990). Este
complexo liga-se a molécula co-estimulatéria CD14, presente na superficie de
células-alvo, e a molécula acessoéria MD-2 (antigeno linfocitico 96) (FOCK et al.,
2007). Na sequéncia, ocorre o recrutamento de MyD88 (Myeloid differentiation
primary response gene 88), que associa-se a IRAK (quinase associada ao receptor
de IL-1) que, apds sua fosforilagao, liga-se a TRAF-6 (fator associado ao receptor de
TNF), o que resulta na ativagdo de MAP quinases ativadoras de IKK (quinase IkB) 1
e IKK2 (PERKINS, 2007). Enquanto inativo, o NFxB presente no citoplasma
encontra-se complexado com sua proteina inibidora IkBa. Porém, |IKKs ativas
fosforilam IkBa, que é degradada nos proteossomos, dissociando o NFkB do seu

inibidor tornando-o ativo. O NF«kB ativo transloca-se para o nucleo, onde regula a
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expressao de genes essenciais para o processo inflamatério, para a produgéao de
citocinas e para a regulagao do ciclo celular (COURTOIS e GILMORE, 2006).

Ainda que seus mecanismos moleculares intracelulares sejam distintos, LPS e
ligantes da familia de receptores do fator de necrose tumoral (TNFR) e de IL
(interleucina) -1 resultam na ativagéo da via do NFxB (JOBIN et al., 1999). Assim, ha
inducdo da produgdo das citocinas IL-1p, IL-2, IL-6, IL-8, IL-12 e TNF-q,
consideradas mediadores proé-inflamatérios celulares que controlam a infeccao
através da liberacdo de mediadores secundarios, da indugdo da quimiotaxia e da
ativagao, sobrevivéncia, proliferagdo, maturagdo e/ou morte de células imunoldgicas
(BEUTLER, 2003; GRIVENNIKOV et al., 2009; DA SILVA LIMA et al., 2013).

Dados do nosso grupo demonstram que a DPE diminui a expressao de
moléculas envolvidas na via de sinalizagdo do NFkB, como TLR4, CD14 e TRAF-6,
em macrofagos previamente estimulados com LPS (FOCK et al., 2007). Além disso,
macrofagos obtidos de animais desnutridos apresentam uma redugao na expressao
do receptor TNFRI e na fosforilacdo do NFxB , resultando na diminuicdo dos niveis
de IL-1B8 e IL-12 (DE OLIVEIRA et al., 2014). Dessa forma, a imunodeficiéncia
observada em animais desnutridos pode ser causada pela alteracdo de expressao
de receptores e proteinas associadas a via do NFkB, bem como pelo

comprometimento de seus produtos proteicos.

A ativacao de receptores de citocinas dos tipos | e Il por citocinas e fatores de
crescimento induz a via de sinalizacdo composta por tirosinas quinases
citoplasmaticas, denominadas de Janus quinases (JAKs), que fosforilam e ativam
sinais de transducgao e ativagao de transcricao (STATs). A familia STAT é composta
por sete membros (STAT-1, STAT-2, STAT-3, STAT-4, STAT-5a, STAT-5b e STAT-
6). Uma vez ativadas, as STATs migram para o nucleo e estimulam a transcrigéo
génica ao se ligarem a promotores especificos, resultando na producéo de diversas
citocinas (VILLARINO et al., 2015).

A STAT-3, assim como a STAT-1, é um fator de transcricdo essencial nas
respostas imune e inflamatoéria (ZHONG et al., 1994). A ativacdo de STAT-3 por IL-5,
IL-6, IL-10, IFN-y, EGF (fator de crescimento epidermal), HGF (fator de crescimento
de hepatécitos) e leptina em linfécitos promove a sua diferenciacdo em células T
auxiliadoras (Ty) produtoras de IL-17 (Tw17) (JARNICKI et al., 2010; CAMPOREALE
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e POLI, 2012). Por sua vez, a IL-17 auxilia no combate a patdégenos, pois eleva a
producao de quimiocinas que induzem o recrutamento de mondcitos e macrofagos
para o sitio da inflamagao (NAKAYAMADA et al., 2012).

Nosso grupo evidenciou que camundongos desnutridos inoculados com LPS
apresentam nivel circulatério da citocina antiinflamatéria IL-10 elevado em
comparagao aos seus controles (FOCK et al., 2008). A DPE também aumenta a
producao de IL-10 e a expressao de STAT-3 por linfécitos previamente estimulados
com LPS (MELLO et al.,, 2014). Além disso, a DPE diminui a expressao de L-
selectina, P-selectina e ICAM-1 (molécula de adeséo intercelular 1), alterando a
capacidade de migragao de leucdcitos para os sitios de inflamagdo (LANDGRAF et
al., 2007). As concentragdes e atividade de moléculas do sistema complemento,
como C3, C5 e fator B, encontram-se reduzidas em desnutridos, o que reduz a
opsonizacdo de patdgenos e aumenta a probabilidade de infec¢gdes oportunistas
(CHANDRA, 1983). A DPE modifica a resposta humoral quanto aos niveis de
secrecdo de anticorpos e a afinidade dos mesmos (WOODWARD et al., 1992).
Portanto, a DPE é capaz de alterar diversos aspectos da resposta inflamatéria e

imune, resultando em imunodeficiéncia.

A capacidade efetora de linfécitos antigeno-especificos é regulada por células
apresentadoras de antigenos, com destaque para as células dendriticas e
macrofagos (BOUSSO, 2008). De acordo com a literatura, a DPE induz queda no
numero de células dendriticas no baco, diminui a sua capacidade de ativar linfécitos
T e reduz a produgédo de IL-12 e IFN-y por essas células, comprometendo sua
funcdo (NIIYA et al., 2007). A DPE também altera a fungdo dos macrofagos, pois
diminui sua produgcao de citocinas proé-inflamatérias, altera o burst respiratério e
induz apoptose dessas células, levando a um estado de imunodeficiéncia
(MCCARTER et al., 1998; RIVADENEIRA et al., 2001).

Foi evidenciado pelo nosso grupo que a DPE prejudica a linfoproliferagao e
diminui a quantidade de linfocitos no timo, bago e em regides timo-dependentes dos
linfonodos (FOCK, BLATT, et al., 2010; NAKAJIMA et al., 2014). A deplegado dessas
células é decorrente da diminuicdo da populagdo de progenitores linféides e de
alteracbes nos processos de proliferagao, diferenciacdo e maturacdo das mesmas
(SAVINO, 2002; NAJERA et al., 2004; FOCK, BLATT, et al., 2010; NAKAJIMA et al.,
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2014). Estes progenitores apresentaram faléncia para expansao quando cultivados

na presenca de citocinas hemopoéticas (FOCK, BLATT, et al., 2010).

A DPE reduz a captagcédo de glicose por linfécitos e modifica a produgao de
citocinas por essas células, podendo afetar o metabolismo e a ativagao de linfécitos
T CD4" e CD8" e aumentar a secrecdo de IL-4 e IL-10 por essas células, o que
denota uma alteragao no balango Ty1 / T2 resultante da DPE (RODRIGUEZ et al.,
2005; MACIVER et al., 2008; SAUCILLO et al., 2014).

Em resumo, a faléncia de tecidos e 6rgaos decorrente da DPE modifica a
producdo de células que orquestram a resposta imune e altera as respostas
especificas e ndo-especificas do organismo de diversas formas (NOVA et al., 2002),
comprometendo o sistema imune do individuo desnutrido e aumentando a sua
susceptibilidade a infecgbes (CHISTI et al., 2013; HICKMAN et al., 2014; PAPIER et
al., 2014).

1.3 CELULA TRONCO MESENQUIMAL E CAPACIDADE IMUNOMODULADORA

A primeira evidéncia concreta de que a MO contém células precursoras nao-
hemopoéticas provém de estudos realizados por Friedenstein (FRIEDENSTEIN et
al., 1976). Posteriormente, estudos evidenciaram que essas células estromais
mesenquimais  multipotentes, chamadas atualmente de células tronco
mesenquimais, tém a capacidade de se diferenciar em tipos celulares
mesodérmicos, como ostedcitos, condrdocitos, adipdcitos, midcitos e células
endoteliais (BARRY e MURPHY, 2004; WATABE e MIYAZONO, 2009; KURODA et
al., 2010). Recentemente, foi demonstrado que estas células podem se
transdiferenciar e adotar perfis de expressdo e fenodtipos funcionais de células

neuroectodérmicas, endodérmicas e mesodérmicas viscerais (EGEA et al., 2011).

CTMs sao células clonogénicas encontradas ao longo da MO que apresentam
morfologia fusiforme e fibroblastéide e sdo capazes de se diferenciar em tipos
celulares constituintes do estroma medular, sendo portanto, um importante
componente do microambiente hemopoético (HOCKING e GIBRAN, 2010). Apesar
dessas células representarem uma pequena fracdo — de 0,001 a 0,01% — da

populacdo celular nucleada total da MO, elas podem ser isoladas e expandidas in
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vitro com alta eficiéncia, em meio contendo baixa concentragdo de glicose, pois
apresenta aderéncia seletiva a superficies plasticas em comparacdo as CTHs
(PITTENGER et al., 1999; BARRY e MURPHY, 2004). Durante seu cultivo in vitro, as
CTMs tendem a formar colénias chamadas de unidades formadoras de colbnias
fibroblastoides (CFU-F) (ABDALLAH e KASSEM, 2008).

Em relagdo a sua caracterizacdo fenotipica, CTMs oriundas de murinos
apresentam-se negativas para os marcadores hemopoéticos CD14, CD34 e CD45 e
positivas para CD44, CD73, CD90 e CD105 (BARRY e MURPHY, 2004; KASSEM e
ABDALLAH, 2008). Em razao da falta de especificidade desses marcadores, outros
marcadores de superficie, como CD29, CD49e, CD106, CD271 e Sca-1, séao
utilizados de forma complementar para identificar fenotipicamente as CTMs com
maior assertividade (BARRY e MURPHY, 2004; MORIKAWA et al., 2009; KUCI et
al., 2010).

Além de originar o estroma medular, regular o nicho hemopoético e influenciar
a funcédo de células presentes no microambiente (BIANCO et al., 2010), as CTMs
modulam a atividade de células do sistema imune e a produgao de fatores soluveis,
como citocinas, quimiocinas, fatores de crescimento e angiopoietinas (Figura 1) (DA
SILVA MEIRELLES et al.,, 2008; SHI et al., 2010; BAIGUERA et al., 2012).
Adicionalmente, por expressarem moléculas de adesdao como ICAM-1, ICAM-2 e
VCAM, as CTMs podem modular o sistema imune através do contato célula-célula,
representado pelas linhas espessas da Figura 1 (TSE et al., 2003; ZHANG et al.,
2004; NAUTA et al., 2006).
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Figura 1. Mecanismos de interagcdo entre as CTMs e células das imunidades inata e
adaptativa e seus efeitos sobre o sistema imunolégico. As CTMs atuam sobre células
imunolégicas através do contato célula-célula e/ou pela secrecdo de citocinas,
representados, respectivamente, pelas barras espessas e finas da figura. As CTMs podem
inibir a proliferacédo de células NK e o seu potencial citotoxico através da secregdo dos
fatores soluveis PGE,, IDO, TGF-p e sHLA-G5. As células NK sao capazes de induzir a
morte de CTMs pelo contato célula-célula dependente da ligacdo entre moléculas de
superficie (NKG2D-ULBP3 / DNAM1-PVR) expressas por ambas as células. As CTMs
podem inibir, através da secregédo de PGE,, a diferenciacdo de monécitos em DC, prejudicar
a manutengdo da maturacdo de DC, diminuir a produgdo de TNF-a por essas células e
aumentar a producao de IL-10 por DC plasmocitéides. As DC imaturas séo susceptiveis ao
ataque de células NK ativas. A indugdo de um fenétipo imaturo em DC por CTMs afeta a
capacidade das DC maduras em ativar células NK e compromete a apresentacdo de
antigenos aos linfécitos T CD4", prejudicando sua expanséo clonal e produgéo de citocinas.
Além disso, a producéo de IL-10 por DC plasmocitéides e a secregédo de sHLA-G5 por CTMs
induzem a proliferagéo de linfécitos T reguladores. As CTMs inibem a ativagao de linfocitos
T CD4", através da secregédo de PGE,, IDO, TGF-B, iNOS e HGF. Como consequencia, a
proliferagcao de linfécitos B e a sua produgéo de imunoglobulinas podem ser comprometidas.
A capacidade efetora de linfécitos B também pode ser diretamente prejudicada através da
produgéo de HGF, IDO, IL-10, PGE; e TGF-$ pelas CTMs. As CTMs inibem a proliferagao e
o potencial citotoxico de linfocitos T CD8" pela secregédo de sHLA-G5 e pelo contato célula-
célula. Através da produgao de IL-6, as CTMs diminuem a producao de espécies reativas de
oxigénio por neutrdfilos e retardam a apoptose espontanea dessas células. * Moléculas de
adeséo ainda nao identificadas.



36

A plasticidade imunoldgica das CTMs relaciona-se diretamente com o tipo de
estimulo inflamatério proveniente do microambiente onde se encontram (WANG et
al., 2012). Por exemplo, essas células adquirem carater imunossupressor somente

na presenga de citocinas como IFN-y ou TNF-a (DAZZI et al., 2012).

As CTMs possuem a capacidade de modular a funcdo de células do sistema
imune inato, como DC e NK. As CTMs inibem a diferenciacdo e maturacdo de DC
através da secrecgao de IL-6, M-CSF (fator de crescimento de colénias macrofagicas)
e PGE; (prostaglandina E;), diminuindo a expressao de moléculas co-estimulatorias
e alterando o perfil de produgao de citocinas por DC (ZHANG et al., 2004; NAUTA et
al., 2006; PREVOSTO et al., 2007; CHEN et al., 2008). As CTMs podem inibir a
proliferacdo e a sobrevivéncia das células NK pela producdo de IDO, s-HLAGS5,
TGF-p e PGE,, e também através de suas propriedades citotoxicas exercidas pelo
contato célula-célula (CTM-NK) (SPAGGIARI et al., 2006).

Além de regular a fungao de células da imunidade inata, as CTMs atuam sobre
células da imunidade adaptativa. As CTMs inibem a proliferagdo e produgao de
citocinas por células T CD4" ativadas e por células T de memoria, coibindo a
formacéo de células T CD8" citotdxicas, diminuindo os niveis de citocinas Ty1 pro-
inflamatdrias, aumentando a secreg¢ao de citocinas Ty2 anti-inflamatérias e induzindo
a producao de células Treg através da secrecgao de IL-10, HGF, TGF-3, PGE,, IDO,
iINOS, HO1, IFN-y e TNF-a (BEYTH et al., 2005; GLENNIE et al.,, 2005;
KLYUSHNENKOVA et al., 2005; BATTEN et al., 2006; BENVENUTO et al., 2007).

Ademais, as CTMs podem exercer efeitos inibitorios em células B,
comprometendo o ciclo celular dessas células nas fases G0/G1, ou estimulantes,
induzindo a sua diferenciacao e livrando-as do processo de apoptose natural que
ocorre durante a ontogenia desses linfocitos (CORCIONE et al., 2006; TABERA et
al., 2008; CAPLAN, 2009).

As CTMs apresentam uma subpopulacdo produtora de IL-17 que atua de
forma autdcrina e ativa a via de sinalizagao do NFkB, inibindo a producao de TGF-
por essas ceélulas e comprometendo, dessa forma, sua caracteristica
imunossupressora (KRSTIC et al., 2012; YANG et al.,, 2013). De acordo com a

literatura, as CTM inibem a diferenciagcao de células T precursoras de memoria e
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células T naive em Ty17, através da secrecdo de PGE,, diminuindo assim o numero
de Tu17 no local da inflamagao (DUFFY et al., 2011).

Pode-se concluir, portanto, que o perfil imunomodulador da CTM é de extrema
importancia na regulacdo do sistema imune como um todo (GLENN e
WHARTENBY, 2014).

Por possuirem a capacidade de se diferenciar em diversos tipos celulares, o
transplante de CTMs é utilizado na clinica como terapia para diversas doencas,
principalmente as degenerativas (CONESE et al.,, 2013; DAS et al.,, 2013;
ALAGESAN e GRIFFIN, 2014; HOOGDUIJN et al., 2014). O carater
imunossupressor dessas células associado ao fato de apresentarem baixa
expressdo de HLA (antigeno leucocitario humano) -l e auséncia de HLA-II
aumentam a probabilidade de éxito do transplante (HERRMANN e STURM, 2014).

Estima-se que aproximadamente metade dos pacientes hospitalizados
apresentam algum grau de desnutricdo, o que aumenta a probabilidade de
comprometimento da resposta imune desses individuos (KIRKLAND et al., 2013;
CORKINS et al., 2014). Este fato é de extrema importancia e deve ser levado em
consideragao no tratamento de doengas que envolvam o transplante de CTMs como
terapia. Dessa forma, deve-se reverter o quadro de desnutricdo anteriormente ao
transplante de CTMs, a fim de evitar um comprometimento ainda maior do sistema

imune desses pacientes.

Pouco se sabe em relacédo aos efeitos da desnutricdo sobre as CTMs. Oreffo e
colaboradores observaram que a desnutricdo materna influencia na proliferagao e
diferenciacdo das CTMs obtidas de ratos recém-nascidos (OREFFO et al., 2003).
Recentemente, nosso grupo relatou que as CTMs provenientes de animais
desnutridos tendem a se diferenciar em adipdcitos, comprometendo a manutencao
de um estroma de suporte adequado para o processo de hemopoese (CUNHA et al.,
2013). Até o momento, ndo existem estudos que abordam a influéncia da

desnutricdo sobre aspectos proliferativos e imunomodulatérios das CTMs.
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1.4 L-GLUTAMINA

Os aminoacidos sao requeridos para a sintese de uma série de proteinas e
possuem importante papel na resposta imune. Portanto, o consumo de uma dieta
balanceada quanto ao seu valor proteico € necessario para o funcionamento
adequado do sistema imune, prevenindo assim doengas e infecgdes (CALDER e
YAQOOB, 1999).

A L-glutamina (GLUT) € um dos aminoacidos constituintes das proteinas que
encontra-se presente em quantidades abundantes no plasma, tecidos e corrente
sanguinea (RENNIE et al., 1996; TAPIERO et al., 2002). A GLUT é considerada um
aminoacido nao essencial, pois € sintetizada pelo organismo de acordo com sua
necessidade (NEWSHOLME, 2001). Entretanto, em condigdes de estresse
metabdlico causadas por exercicio fisico intenso, desnutricdo, infecgoes, septicemia,
cancer, traumas, e/ou queimaduras, a GLUT pode tornar-se um aminoacido
condicionalmente essencial (ADEVA et al., 2012), sendo rapidamente sintetizada, a
partir de glutamato e amoénia, pela agdo da enzima glutamino sintetase (RENNIE et
al.,, 1996; TAPIERO et al., 2002), e secretada pelos musculos esqueléticos
(CASTELL e NEWSHOLME, 2001).

Em condicbes de equilibrio na homeostasia, a GLUT consumida no
metabolismo celular provém da digestdo de proteinas ingeridas na dieta. Esse
aminoacido é utilizado como fonte de energia por células com altos indices
metabdlicos, como as CTMs (NEWSHOLME, 2001; BRASSE-LAGNEL et al., 2010).
A GLUT é o aminoacido mais consumido pelas CTMs, sendo a segunda principal
fonte de energia depois da glicose (SCHOP et al., 2008; HIGUERA et al., 2012).

Em situacdes catabdlicas, como na desnutricdo, a protedlise muscular resulta
na liberacdo de aminoacidos que podem ser captados por outros tecidos. Os
aminoacidos de cadeia ramificada leucina, isoleucina e valina, sdo usados
diretamente como fonte alternativa de energia por diversos tipos celulares ou ainda
na sintese de alanina e GLUT, que sao utilizados posteriormente no processo de
gliconeogénese (KRAFT et al., 2005).

A GLUT exerce uma série de fungdes no organismo, pois participa de diversas

vias metabdlicas e processos celulares. Dentre essas funcdes, pode-se citar sua
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capacidade de transferéncia de nitrogénio e carbono para sintese de outras
moléculas como acidos nucléicos e proteinas, indugao de proteinas do tipo heat
shock, na detoxificacdo e captacdo de amdnia da corrente sanguinea, participagao
metabolismo energético celular juntamente com a glicose, atuagcdo na
gliconeogénese, regulacado do equilibrio acido-base renal, diminuicdo da resisténcia
a insulina e modulacgao do sistema imune (BROSNAN, 2003; ALEDO, 2004; CURI et
al., 2005; ZIEGLER et al., 2005; YUNEVA et al., 2007).

Por ser capaz de modular o sistema imune, alguns autores classificam a GLUT
como um imunonutriente (KIM, 2011). A literatura demonstra que a GLUT aumenta a
capacidade de resposta de células do sistema imune (CASTELL e NEWSHOLME,
2001; NEWSHOLME, 2001), estimulando a proliferacéo de linfécitos e a capacidade
fagocitica de macréfagos, bem como atua na produgao de citocinas por esses dois
tipos celulares (CALDER e YAQOOB, 1999; ROGERO, BORELLI, VINOLO, et al.,
2008).

A deficiéncia de GLUT, causada por episédios de desnutricio ou por
desequilibrios da homeostasia inflamatéria, gera redugcéo na capacidade proliferativa
de linfocitos, alteragdo na atividade de mondcitos e macréfagos, indugdo da
apoptose celular, alteracdo do potencial redox celular pela modulacdo da sintese de
glutationa e aumento da atividade do sistema AMPK (proteina quinase ativada por
AMP), comprometendo, dessa maneira, o sistema imune (ROTH, 2007; HARDIE,
2008).

Sabe-se, por exemplo, que a GLUT é essencial para a funcionalidade de
macrofagos, sendo a sua privagao dietética prejudicial para a fungdo adequada
dessas células (ROGERO, BORELLI, VINOLO, et al., 2008). Demonstrou-se que a
suplementacado de GLUT na dieta de camundongos recém desmamados modula a
capacidade de sintese de Oxido nitrico, peroxido de hidrogénio, TNF-q, IL-1a e IL-6
por macrofagos obtidos desses animais (ROGERO, BORELLI, FOCK, et al., 2008).

Observou-se também que células da mucosa intestinal expostas ao LPS
presente em bactérias gram-negativas aumentam a expressdo de TLR4 e MyD88,
induzindo a secre¢ao de TNF-qa, IL-1a e IL-6 (CARIO et al., 2000). A suplementagao
enteral de GLUT aumenta a atividade anti-bacteriana e anti-inflamatéria, uma vez
gue esse aminoacido regula negativamente a producgao de TLR4, MyD88 e TRAF6
por essas células (KESSEL et al., 2008).
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Dessa forma, segundo alguns autores, a administracdo de GLUT pode ser
recomendada em casos de desnutricdo e/ou disturbios na homeostase, visando uma
melhora na qualidade da resposta imune comprometida (MIZOCK, 2010; KIM, 2011;
UYANGAA et al., 2012).

Em contraste com esses estudos, outros grupos demonstraram que a GLUT
possui a capacidade de atuar negativamente na via de sinalizagédo dependente de
NFkB e, consequentemente, inibir a produgao de citocinas pro-inflamatérias, como
TNF-a e IL-8 (WISCHMEYER et al., 2003; HUBERT-BURON et al., 2006; DA SILVA
LIMA et al., 2013). Nesse caso, a administracdo de GLUT em individuos desnutridos

poderia comprometer ainda mais o sistema imunolégico desses pacientes.

Isto posto, pode-se constatar que a literatura é controversa quanto ao beneficio
da modulagao do sistema imune pela GLUT. A divergéncia encontrada na literatura
pode ser o resultado de variagdes nas metodologias utilizadas (in vitro / in vivo), no
tipo de modelo experimental (murino / humano), nos tipos celulares avaliados, nas

concentracdes de GLUT testadas e no periodo de exposicdo a esse aminoacido.
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2. OBJETIVOS

Dados da literatura e do nosso grupo evidenciam que a desnutricdo causa
alteracdes funcionais no tecido medular hemopoético, comprometendo a hemopoese
e, consequentemente, a geragcdo de células imunoldgicas e a resposta imune
(CHANDRA, 1991; FOCK et al., 2007; FOCK, ROGERO, et al., 2010).

O compartimento estromal, originado a partir da diferenciagdo de CTMs, é
responsavel pela geragao de um microambiente bioquimico favoravel a hemopoese
e pode ser alterado pela desnutricdo (PONTIKOGLOU et al., 2011). Além de
fornecerem o parénquima de sustentacdo para a hemopoese, as CTMs sdo capazes

de modular células do sistema imunolégico (BAIGUERA et al., 2012).

A GLUT é um aminoacido condicionalmente essencial e o mais consumido
pelas CTMs (SCHOP et al., 2008; HIGUERA et al., 2012). Visto que CTMs e células
imunoldgicas aumentam o consumo de GLUT durante periodos de caréncia
nutricional (LI et al., 2007), hipotetizamos que a suplementacdo de GLUT seria
capaz de modular a proliferacao e diferenciacdo das CTMs, cruciais na formagao do

estroma que sustenta a hemopoese, bem como seus aspectos imunomodulatérios.

Dessa forma, esse trabalho teve como objetivo investigar, em um modelo
animal de desnutricdo proteico-energética, aspectos relacionados a capacidade
imunomodulatéria das CTMs e se a suplementacdo de GLUT seria capaz de

influenciar alguns desses aspectos.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1 MATERIAIS

3.1.1 Animais

Foram utilizados camundongos (Mus musculus domesticus) machos, com 45
a 60 dias de idade, da linhagem BALB/c (isogénica) provenientes de colbnias
mantidas pelo Biotério de Producdo e Experimentagcdao da Faculdade de Ciéncias

Farmacéuticas e do Instituto de Quimica da Universidade de Sao Paulo.

Apds o nascimento, os animais foram mantidos em temperatura controlada
(22 a 25°C), ciclo de luz claro-escuro de 12 horas e umidade relativa do ar igual a 55
* 10%. Apos o desmame, 0s animais receberam ragdo CR-1 (Nuvilab®, Séao Paulo,
Brasil) e agua ad libitum até atingirem a idade determinada para o inicio dos

experimentos.

O projeto foi aprovado pelo Comité de Etica em Experimentacdo Animal da
Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas da Universidade de Sao Paulo (Protocolo
CEUA/FCF/USP/394, anexo II).

3.1.2 Racdes

Para a alimentacao dos animais utilizados no modelo experimental, dois tipos
de racdo - normoproteica e hipoproteica - foram preparadas contendo,
respectivamente, 12% e 2% de proteina. Ambas as rag¢des foram produzidas em
nosso laboratério (in house) na forma de granulado e armazenadas a -4°C até a sua

utilizacao.

A composicao das ragoes, discriminada na Tabela 1, esta de acordo com as
recomendagdes do Instituto Americano de Nutricdo (AIN) para camundongos adultos
— AIN-93M (REEVES et al., 1993). Foi utilizada caseina comercial (LABSYNTH®,

Diadema, Brasil) como fonte proteica e sua concentracdo foi determinada pelo
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método micro-Kjeldahl (Instituto Adolfo Lutz, 1985) no Laboratério de Bioquimica da
Nutricdo (Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas, Universidade de Sao Paulo), pela
Sra. Ivanir Pires e sob responsabilidade do Prof. Dr. Julio Tirapegui. As misturas
vitaminica e salinica foram preparadas sob encomenda pela Rhoster® (Rhoster®,

Aracgoiaba da Serra, Brasil).

As misturas salinica (Tabela 2) e vitaminica (Tabela 3) foram preparadas sob
encomenda pela Rhoster® (Rhoster®, Aracoiaba da Serra, Brasil). Além das racgdes
produzidas em nosso laboratério, a ragdo comercial CR-1 (Nuvilab®, Sao Paulo,
Brasil) foi utilizada durante os periodos de crescimento de todos os animais
(ANEXOS Il IV e V)

Tabela 1. Composicdo das ragdes produzidas in house (normoproteica e
hipoproteica)

Constituintes Racao Normoprotéica Racgao Hipoprotéica
(g/kg de ragao) (g/kg de ragao)

Caseina (85% pureza) 120 20
Sacarose 100 100

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

Fibra alimentar 10 10
(celulose)

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

Amido de milho 640,992 740,992
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Tabela 2: Composig¢ao da mistura salinica utilizada na producao das ragdes in house

(normoproteica e hipoproteica)

Constituintes Racao Normoproteica  Ragao Hipoproteica
(g/kg de mistura (g/kg de mistura
salinica) salinica)
Carbonato de célcio 357,00 357,00
Fosfato de potassio 236,16 353,21
Cloreto de sddio 74,00 74,00
Sulfato de potassio 46,60 46,60
Citrato de potassio 39,00 0,00
Oxido de magnésio 24,00 24,00
Citrato férrico 6,06 6,06
Carbonato de zinco 1,65 1,65
Meta-silicato de sédio 1,45 1,45
Carbonato de 0,63 0,63
manganés
Carbonato cuprico 0,30 0,30
SuAIfato de potassio e 0,275 0,275
crémio
Cloreto de litio 0,0174 0,0174
Selenato de sédio 0,01025 0,01025
lodeto de potassio 0,01 0,01
Acido borico 0,0815 0,0815
Par?mobilidato de 0,00795 0,00795
amoénio
Fluoreto de sédio 0,0635 0,0635
Carbonato de niquel 0,0318 0,0318
Vanadato de aménio 0,0066 0,0066

Sacarose 212,646 134,596
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Tabela 3: Composicdo da mistura vitaminica utilizada na produgao das racodes in

house (normoproteica e hipoproteica)

Constituintes Racao Normoproteica e Hipoproteica
(g/kg de mistura vitaminica)

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

3.2.1 Adaptagao dos animais

Animais da linhagem isogénica BALB/c foram transferidos individualmente
para gaioleiros metabdlicos. Cada gaioleiro foi habitado por apenas um animal
durante os periodos de adaptacdo e de inducdo a desnutricio. Na fase de
adaptacao, todos os animais receberam racdo normoproteica e agua ad libitum,
sendo avaliados individualmente a cada 48 horas com relagcdo a sua massa
corporea € ao seu consumo de ragao. Esse periodo durou 10 dias e teve como

principal objetivo adaptar o animal ao seu novo habitat.
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3.2.2 Indugao a desnutricao

Apds o periodo de adaptagado (item 3.2.1), os animais foram divididos em
grupos controle e desnutrido, os quais receberam ragdes isocaléricas contendo,
respectivamente, 12% e 2% de proteina por um periodo de 5 semanas. Ambos 0s
grupos receberam agua ad libitum e quantidade de ragédo previamente estabelecida
durante o periodo de adaptacao. O periodo de indugao a desnutricdo teve duragao
de 35 dias e o peso e consumo de ragao de cada animal foram avaliados a cada 3
dias (FOCK, BLATT, et al., 2010; FOCK, ROGERQO, et al., 2010).

3.2.3 Obtencao de amostras sanguineas e hemograma

As amostras sanguineas foram obtidas a partir de pung¢ao do plexo axilar dos
camundongos controles e desnutridos, os quais foram previamente anestesiados
com cloridrato de quetamina (100 mg/Kg de peso, Ketamina®, Cristalia, Sdo Paulo,
Brasil), associado ao cloridrato de xilazina (10 mg/Kg de peso, Rompun®, Bayer
HealthCare Animal Health, Leverkusen, Alemanha), por via intramuscular. As
amostras foram coletadas com uma pipeta de transferéncia e divididas em dois
tubos do tipo Eppendorf: a) um tubo contendo EDTA (sal potassico do acido etileno
diaminotetracético) a 10% na propor¢ao de 10 ulL para cada 1,0 mL de sangue
periférico para a realizagdo do hemograma e b) um tubo sem anticoagulante para
obtencao de soro, através da centrifugacédo da amostra a 2000 g por 10 minutos a
4°C, para a dosagem das proteinas totais, albumina e pré-albumina. O soro foi
dividido em aliquotas e congelado a -40°C até o momento de sua analise. Apds a
coleta das amostras sanguineas, os animais anestesiados foram eutanasiados por

decapitacao.

O hemograma foi realizado a partir do sangue total. A analise do volume de
hematdcrito, a dosagem de hemoglobina e as contagens globais de heméacias,
leucdcitos e plaquetas foram determinadas pelo analisador automatico de células

sanguineas ABC Vet (ABX Diagnostics®, Horiba, Kyoto, Japo).
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A contagem diferencial de leucdcitos foi determinada a partir da preparagao
de extensdes sanguineas coradas pelo método May-Grinwald-Giemsa modificado
(ROSENFELD, 1947). As extensbes coradas foram analisadas por microscopia

Optica e foram contados, no minimo, 200 leucdcitos.

3.2.4 Determinacao das concentracdes de proteinas totais, albumina e pré-albumina

séricas

A determinacao de proteinas totais foi realizada pelo método do Biureto
(GORNALL et al.,, 1949) e a determinagao de albumina pelo método do Verde de
Bromo Cresol (RODKEY, 1965; DOUMAS et al.,, 1971), utilizando-se “kits"
comerciais da Labtest® (Labtest Diagnostica SA, Lagoa Santa, Brasil). Os testes
foram processados em triplicata e as leituras realizadas no espectrofotometro EL800
Universal Microplate Reader (Bio-Tek® Instrumentals, Winooski, EUA). A pré-
albumina sérica foi quantificada por nefelometria automatizada, utilizando-se os
reagentes comerciais N-ANTISORO pré-albumina® (Dade Behring, Marburg, USA),

seguindo a metodologia indicada pelo fabricante.

3.2.5 Obtencéao de células da MO e realizagdo de mielograma

ApoOs a eutanasia (item 3.2.3), os fémures de cada animal foram seccionados
entre as articulagbes fémur-iliaca e fémur-tibial. Com o auxilio de agulha e seringa,
foi feita a lavagem das cavidades femorais com 4,0 mL de meio de cultura cada. O
meio de cultura utilizado para obtencao de células da MO e cultivo de CTMs foi o
meio Dulbecco modificado (DMEM) baixa glicose (Cultilab®, Campinas, Brasil)
suplementado com 10% de soro bovino fetal (SBF) (Cultilab®, Campinas, Brasil), 100
Ul/mL de penicilina G sédica (Sigma-Aldrich®, St. Louis, EUA), 100 ug/mL de
estreptomicina (Sigma-Aldrich®, St. Louis, EUA) e 2 mM de glutamina (GLUT)
(Sigma-Aldrich®, St. Louis, EUA). Neste trabalho, este meio de cultura foi

denominado de “meio de células tronco mesenquimais” ou “meio CTM”.
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Posteriormente, as suspensodes celulares foram centrifugadas (1500 rpm por
10 minutos), os sobrenadantes foram desprezados e as células foram
cuidadosamente ressuspensas em 1,0 mL do meio CTM. Separou-se uma aliquota
da suspensdo celular do fémur para realizacdo do mielograma e o material
remanescente foi destinado para a caracterizagcao das CTMs. O material foi mantido

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

Todos os procedimentos de coleta e cultivo celular foram realizados em fluxo
laminar bidirecional para a manutencdo da esterilidade dos materiais e evitar a

contaminacgao das culturas celulares.

3.2.6 Avaliacao histopatolégica medular

Para a obtengdo do material histolégico, os animais de ambos os grupos
foram anestesiados e submetidos a eutanasia conforme descrito no item 3.2.3, com
posterior retirada do esterno. Os esternos foram colocados dentro de cassetes,
permanecendo imersos sob agitagao constante em paraformaldeido 4%, durante 24
horas, para sua fixagdo. Posteriormente, o cassete foi transferido para uma solucao
de EDTA 10%, pH 7,4 durante 7 dias, para a descalcificagdo do osso. Os tecidos
foram emblocados em parafina e os cortes de 5 um foram corados por hematoxilina
e eosina (H/E). As preparagdes histologicas foram realizadas no Laboratério de
Patologia do Departamento de Patologia da Faculdade de Medicina Veterinaria e

Zootecnia da Universidade de Sao Paulo.

3.2.7 Isolamento e cultivo de CTMs

O isolamento das CTMs dos animais pertencentes aos dois grupos foi
realizado seguindo a metodologia originalmente descrita por Friedenstein
(FRIEDENSTEIN et al., 1976). Essa metodologia baseia-se na capacidade que as
CTMs tém em aderir ao plastico em meio com baixa concentragdo de glicose,

formando culturas celulares relativamente isentas de CTHs e de outras células
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aderentes que necessitam de altas concentragdes de glicose para sua sobrevivéncia
(COLTER et al., 2000).

As CTMs de animais controle e desnutridos foram cultivadas e
acondicionadas em atmosfera umidificada (95%), a 37°C e 5% de CO,. O
crescimento e morfologia das CTMs foram monitorados a cada 48 horas em
microscopio invertido e o meio de cultura foi trocado no 3°, 7° e 14° dias apos seu
isolamento da MO (item 3.2.7).

As CTMs isoladas e diretamente cultivadas em 0, 0,6, 2 ou 10 mM de GLUT,
por 14 dias, foram utilizadas nos experimentos referentes a expressao de NFkB e

STAT-3 e a producgao de citocinas por essas células.

3.2.8 Contagem de CFU-F e analise da confluéncia celular de CTM

Para a contagem de CFU-F, foi contabilizado o numero de colbnias com mais
de 50 células fibroblastoides. Para ambos os grupos, plaqueou-se 0 mesmo numero
de células (1x10° células/mL). A confluéncia celular e a contagem de CFU-F foram
avaliadas nos 3° 7° e 14° dias de cultivo das CTMs obtidas dos dois grupos de

animais.

3.2.9 Identificagao das CTMs

As CTMs foram caracterizadas por citometria de fluxo, bem como pela
capacidade de diferenciagcdo para as linhagens condrogénica, adipogénica e

osteogénica.

Para a confirmagao do fendtipo da CTM, as culturas celulares foram
centrifugadas por 10 minutos a 300 g em temperatura ambiente. Apds centrifugagao,
o sobrenadante foi descartado e o pellet celular ressuspenso em 400 uL de PBS
(solucdo tampao fosfato salina), pH 7,2 e 2 a 5 uL de anticorpo para cada 1 x 10°
células/mL. Foi realizada incubagao por 20 minutos, em temperatura de ambiente.

Posteriormente, o sedimento celular foi centrifugado por 10 minutos a 300 g, na
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mesma temperatura. Em seguida, o sobrenadante foi desprezado e o sedimento foi
ressuspenso em 500 uL de PBS e foi realizada centrifugacao por 10 minutos a 300 g
a temperatura ambiente. Apds nova lavagem, adicionou-se 400 yL de PBS pH 7,2 e
foram realizadas as aquisicoes em citdmetro de fluxo. Os anticorpos anti-CD14
Catalogo 5577195, BD Pharmingen, BECTON DICKSON, San Jose, EUA), -CD34
Catalogo 560233, BD Pharmingen, BECTON DICKSON, San Jose, EUA), -CD45
Catalogo 553087, BD Pharmingen, BECTON DICKSON, San Jose, EUA), -CD90
Catalogo 561404, BD Pharmingen, BECTON DICKSON, San Jose, EUA), -CD271
Catalogo 557195, BD Pharmingen, BECTON DICKSON, San Jose, EUA) e -Sca1
Catalogo 553333, BD Pharmingen, BECTON DICKSON, San Jose, EUA) foram

utilizados para a caracterizagao das CTM. Apds a marcagao com 0s anticorpos, o

(
(
(
(
(
(

perfil fenotipico dessas células foi obtido por citometria de fluxo (FACScan®,
BECTON DICKSON, San Jose, EUA). Como controle, utilizou-se a marcagao para o

isotipo de cada cadeia dos anticorpos adotados.

A confirmacdao da multipotencialidade das CTMs, utilizando testes de
diferenciagao in vitro, também é necessaria para a identificacdo deste tipo celular.
Para tanto, foi utilizado o kit Mouse Mesenchymal Stem Cell Functional
Identification® (Catalogo SC010 - R&D Systems, Abingdon, Reino Unido), composto
de meios de diferenciagao celular para as linhagens osteogénica, adipogénica e
condrogénica, além dos reagentes necessarios para caracterizar por
imunocitoquimica estes tipos celulares. As CTM obtidas conforme descrito no item
3.2.5 foram tripsinizadas, plaqueadas em placas de 24 pogos e submetidas a

diferenciagao em adipdcitos, condrdcitos e osteoblastos.

Para a diferenciagdo em adipdcitos, plagueou-se 3,7x10* células por poco.
Essas células foram cultivadas por 24 horas em meio de cultura para CTM
(fornecido no kit). Apds esse periodo, todo o meio de cultura foi removido e, a seguir,
foi adicionado 0,5 mL de meio de indugdo a-MEM contendo 10% de SBF e 1% de
suplemento adipogénico (fornecido no kit). O periodo de diferenciagcao das CTMs em
adipdcitos foi de 14 dias. Posteriormente, avaliou-se a morfologia dos adipdcitos

obtidos por microscopia de contaste de fase, utilizando-se a coloracéo de oil red.

Para a diferenciagdo em condrdcitos, plaqueou-se 2,5x10° células por tubo.
Essas células foram cultivadas por 24 horas em meio de cultura para CTM

(fornecido no kit). Apds esse periodo, todo o meio de cultura foi removido e, a seguir,
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foi adicionado 0,5 mL de meio de indugdo DMEM/F-12 contendo 10% de SBF e 1%
de suplemento condrogénico (fornecido no kit). O periodo de diferenciagdo das

CTMs em condrdcitos foi de 21 dias.

Para a diferenciagdo em osteoblastos, plaqueou-se 7,4x10° células por poco
previamente tratados com 1 ug/mL de fibronectina. Essas células foram cultivadas
por 24 horas em meio de cultura para CTM (fornecido no kit). Apds esse periodo,
todo o meio de cultura foi removido e, a seguir, foi adicionado 0,5 mL de meio de
inducédo a-MEM contendo 10% de SBF e 5% de suplemento osteogénico (fornecido
no kit). O periodo de diferenciagdo das CTMs em osteoblastos foi de 14 dias.
Posteriormente, avaliou-se a morfologia dos osteoblastos obtidos por microscopia de
contaste de fase, utilizando-se a coloracdo de vermelho de alizarina. Além disso, a
diferenciacdo das CTMs em osteoblastos foi confirmada através da

imunocitoquimica utilizando o anticorpo osteopontina.

3.2.10 Ensaios para a avaliagao do ciclo celular em CTMs por citometria de fluxo

As CTMs foram isoladas da MO de animais controles e desnutridos (item
3.2.7) sendo que apos esse periodo, essas células foram fixadas com 2%
paraformaldeido por 20 minutos e permeabilizadas com 0,1% de Triton X-100 e
Citrato de sédio por 15 minutos. Em seguida, as CTMs foram tratadas com 4 mg/mL
de RNase por 45 minutos a 37°C. Para a marcacido do DNA, as células foram
incubadas com 5 ul de lodeto de Propidio (Catalogo 556463, BD Pharmingen,
BECTON DICKSON, San Jose, EUA) por 20 minutos protegidas da luz. As células
foram entdo ressuspensas com 250 yL de PBS para aquisicdo dos dados por
citometria de fluxo (FACScan® BECTON DICKSON, San Jose, EUA). A analise do
ciclo celular foi realizada quantificando-se a porcentagem das regides sub-G0/G1,
G1/G0 e S/G2/M, utilizando-se os programas CELLQuest® (versdo 3.4, BECTON
DICKSON, San Jose, EUA) e ModFit 3.0.
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3.2.11 Determinagao da expressao de CDC25A, CDC42, CDK2, c-MYC, PCNA e
P27 em CTMs por Western Blot

As CTMs isoladas de animais controles e desnutridos (item 3.2.5) foram
utilizadas para determinacdo da expressdo de CDC25a, CDC42, CDK2, PCNA, P27

e c-Myc pela técnica de Western Blot.

1x10® CTMs foram ressuspendidas em 150 uL de tampao RIPA® gelado
(25mM TrisHCI pH7,6, 150 mM NaCl, 1% NP-40, 1% deoxicolato de sédio, 0,1%
sédio dodecil sulfato, Pierce) (Pierce, Rockford, EUA), contendo inibidores de
fosfatase e proteases (1mM PMSF, 50 mM NaF, 10 ug/mL leupeptina e 10 pug/mL
aprotinina). As amostras foram sonicadas por 1 minuto e centrifugadas por 15
minutos a 14000 rpm e a 4°C para peletizar os restos celulares. Separou-se uma
aliquota de 20 uL para a quantificagdo de proteinas e os 130 ulL restantes foram
misturados ao tampao Laemmli (3x concentrado, 100mM Tris.HCL, pH 6,8, 5% 2-
mercaptoetanol (v/v), 2% SDS, 20% glicerol, 0,01% azul de bromofenol). Para a
quantificacdo de proteinas, foi utilizado um kit comercial (BCATM protein assay kit®,
Pierce, Rockford, EUA) que baseia-se no método de Bradford (BRADFORD, 1976).

Posteriormente, foi adicionado tampao Laemmli 5x concentrado (Tris HCI 1M
pH 6,8, 0,01% azul de bromofenol, 10% SDS, 50% glicerol, 10% mercaptoetanol) ao
sobrenadante na proporcao de 4 partes de amostra para 1 parte de tampao. Essa
solucao foi aquecida a 95°C por 5 minutos para desnaturar as proteinas, e

armazenada a -40°C até o seu uso.

Apo6s a quantificacdo das proteinas totais, realizou-se uma eletroforese em
SDS-PAGE, utilizando um mini gel de poliacrilamida a 10%. Um padréo de baixo
peso molecular (BioRad®, Philadelphia, EUA) foi usado para a comparagao dos
pesos das fragées separadas. Foram adicionados 20 ug de proteinas das amostras
e do padrao de peso molecular em cada poco. A eletroforese foi executada a 120 V
em tampao de corrida (25 mM Trizma base, 192 mM glicina, 0,1% SDS e pH 8,3) até

que as amostras percorressem todo o gel.

Apbs a separagao, a etapa de transferéncia das proteinas para uma
membrana de fluoreto polivinidileno (PVDF) foi realizada em uma cuba de

eletroforese contendo tampao de transferéncia (25 mM Trizma base, 192 mM glicina,



53

20% de metanol e pH 8,3), a 30V por 2 horas. Posteriormente, a membrana foi
corada com Ponceau S por 5 minutos para a verificacdo da eficacia da transferéncia.

A seguir, a membrana foi lavada com agua destilada para retirar o corante.

Em seguida, a membrana foi tratada com tamp&o de bloqueio (5% de leite em
p6é em TBST (PBS suplementado com 0,1% Tween 20) por 2 horas a temperatura
ambiente e sob agitagdo constante. Apds o bloqueio, a membrana foi lavada 3 vezes
com TBST .

Para a sondagem das proteinas (imunoblot), a membrana foi incubada
overnight a 4°C e sob agitagdo constante, com os seguintes anticorpos primarios:
anti-CDC25a (Catalogo 3652, Cell Signalling), anti-CDC42 (Catalogo 2462, Cell
Signalling), anti-CDK2 (Catalogo610145, BD Pharmingen, BECTON DICKSON, San
Jose, EUA), anti-cMyc (Catalogo SC-788, Santa Cruz Biotechnology, Dallas, EUA),
anti-PCNA (Catalogo SC-56, Santa Cruz Biotechnology, Dallas, EUA) e anti-P27
(Catalogo 610242, BD Pharmingen, BECTON DICKSON, San Jose, EUA). Todos
esses anticorpos foram diluidos 1:1000 em uma solugao de leite em pd a 3% em
TBST.

Posteriormente, a membrana foi novamente lavada e incubada por 2 horas
com o anticorpo secundario (anti IgG de coelho conjugado com biotina, R&D
Systems, Abingdon, Reino Unido) numa diluicdo de 1:10000 em TBST. Apds a

incubagao, a membrana foi lavada novamente.

A revelagao foi feita por quimioluminescéncia, utilizando o kit de revelacao
ECL (ECL Plus Western Blotting Detection Reagents®, Amersham Biosciences,
Pittsburgh, EUA). As aquisi¢des e analise das imagens foram feitas no equipamento
ImagiQuanti 400® (GE Healthcare, Pittsburgh, EUA). A p-actina foi utilizada como

padrao para a quantificacdo das bandas formadas (3:1.000.000).

3.2.12 Ensaio de MTT para CTMs medulares cultivadas em diferentes

concentracdes de GLUT

A viabilidade celular foi avaliada pelo ensaio colorimétrico MTT, que baseia-se

na capacidade das células viaveis de reduzirem metabolicamente o sal de MTT
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(brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-ilo)-2,5-difeniltetrazélio), por meio da enzima
mitocondrial desidrogenase succinica, em cristais de formazan de cor azul-purpura,
que se acumula no citoplasma celular (MOSMANN, 1983). Dessa forma, o ensaio de
MTT avalia a atividade mitocondrial representativa de células viaveis pela

quantificacdo da atividade da desidrogenase.

Apds 24 horas de exposicdo das CTMs a diferentes concentragdes de GLUT
(Sigma-Aldrich®, St. Louis, EUA) (0, 0,6, 2 e 10 mM), aspirou-se o meio de cultura,
adicionou-se 100 uL da solugdo de MTT (5 mg/mL em PBS) (Sigma-Aldrich®, St.
Louis, EUA) por pogo da placa e incubou-se as placas por 2 horas a 37°C.
Posteriormente, aspirou-se a solugdo de MTT e adicionou-se 100 uL de isopropanol
por poco para a dissolucdo dos cristais de formazan. Finalmente, as placas foram
incubadas overnight, em temperatura ambiente, e a absorbancia dos cristais de
formazan dissolvidos em isopropanol foi medida a 570 nm. A leitura foi realizada no
espectrofotometro EL800 Universal Microplate Reader (Bio-Tek® Instrumentals,
Winooski, EUA).

3.2.13 Determinagao da expressao de NFkB (total e fosforilado) e STAT-3 (total e

fosforilado) por Western Blot

Apos 14 dias de cultivo em diferentes concentragdes de GLUT (0, 0,6, 2 e 10
mM), determinou-se por Western Blot (item 3.2.11) a expressdo de NFkB (total e
fosforilado) e STAT-3 (total e fosforilado) em CTMs obtidas de animais controles e

desnutridos.

Os anticorpos anti-NFkB [total (Catalogo SC-33039, Sant Cruz Biotechnology,
Dallas, EUA) e fosforilado (Catalogo SC-372, Santa Cruz Biotechnology, Dallas,
EUA)] e anti-STAT3 [total (Catadlogo SC-482, Santa Cruz Biotechnology, Dallas,
EUA) e fosforilado (Catalogo SC-8001, Santa Cruz Biotechnology, Dallas, EUA)]
foram diluidos em TBST nas seguintes concentracbes: 1:1000 (anti-NFxB total),
10:1000 (anti-NFxB fosforilado), 4:1000 (anti-STAT3 total) e 4:1000 (anti-STAT3
fosforilado). O anticorpo secundario (anti IgG de coelho conjugado com biotina, R&D
Systems, Abingdon, Reino Unido) foi diluido 1:10000 em TBST.
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As membranas foram reveladas e as imagens adquiridas conforme descrito

anteriormente (item 3.2.11).

3.2.14 Avaliacao do efeito da GLUT sobre a producao de citocinas por CTMs

Visando investigar se a suplementacdo de GLUT seria capaz de
imunomodular as CTMs obtidas dos dois grupos, essas células foram cultivadas em
meio Dulbecco modificado (DMEM) baixa glicose (Cultilab®, Campinas, Brasil)
suplementado com 10% de SBF (Cultilab®, Campinas, Brasil), 100 Ul/mL de
penicilina G sodica (Sigma-Aldrich®, St. Louis, EUA), 100 pg/mL de estreptomicina
(Sigma-Aldrich®, St. Louis, EUA). Esse meio foi suplementado com diferentes
concentragbes de GLUT (0, 0,6, 2 e 10 mM) por 14 dias. Apds esse periodo, os
sobrenadantes foram recolhidos e acondicionados em uma temperatura de -40°C.
Os sobrenadantes gerados receberam no nome de “‘meio condicionado de CTM
controle (CTMct)” ou “meio condicionado de CTM desnutrido (CTMdesn)”, dentre
eles: CTMct OmM GLUT, CTMct 0,6mM GLUT, CTMct 2mM GLUT, CTMct 10mM
GLUT, CTMdesn OmM GLUT, CTMdesn 0,6mM GLUT, CTMdesn 2mM GLUT,
CTMdesn 10mM GLUT.

As citocinas (IL-1a, IL-13, IL-2, IL-4, IL-6, IL-10, IL-17, IFN-y, TGF-B e TNF-a)
foram dosadas por ELISA (Enzyme Linked Immuno Sorbent Assay) (Quantikine®
ELISA, R&D Systems, Abingdon, Reino Unido), seguindo as orientagdes do

fabricante.

3.2.15 Avaliacdo da proliferacdo de células mononucleares esplénicas e da sua

producao de citocinas quando cultivadas na presenca de sobrenadantes de CTMs

Apos eutanasia de animais controles (item 3.2.3), o bago foi retirado em
condicbes assépticas e colocado em 10 mL de meio de cultura RPMI 1640
suplementado com 2 mM de GLUT. O érgao foi rompido com auxilio de uma agulha,
seu conteudo intra-capsular foi ressuspendido no meio acima citado e sua capsula

foi descartada. O conteudo intra-capsular foi recolhido em um tubo e decantado por
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15 minutos a 4°C. Em um outro tubo, foram adicionados 3 mL de Ficoll Histopaque
(Sigma-Aldrich®, St. Louis, EUA). Apds a decantacéo, o sobrenadante foi adicionado
vagarosamente ao tubo contendo Ficoll, que foi centrifugado a 1350 rpm a 4°C por
30 minutos. Em seguida, a camada de células mononucleares do bacgo foi retirada
com o auxilio de uma pipeta Pasteur e transferida para um outro tubo, no qual foram
adicionados 10 mL de meio RPMI 1640 suplementado com 2 mM de GLUT. Esse
tubo foi centrifugado por 5 minutos a temperatura ambiente, o sobrenadante foi
descartado e o pellet formado foi ressuspendido em 1 mL de meio de cultura para a
contagem do numero de células em camara de Neubauer. As células
mononucleares foram plaqueadas em uma placa de 96 pocos na concentracido de
5x10° células/mL de sobrenadante de CTMs obtidas dos animais controles e
desnutridos previamente cultivadas em diferentes concentragbées de GLUT (0, 0,6, 2
e 10 mM). Apdés o plagueamento, estimulou-se, ou ndo, essas células com 1,25
ug/mL de LPS (Sigma-Aldrich®, St. Louis, EUA) por 3 dias (FOCK, et al 2007).

Apos esse periodo, os sobrenadantes foram coletados e acondicionados a
temperatura de -40°C para a determinagédo da producéao de citocinas (IFN-y, IL-10 e
IL-17) por ELISA (item 3.2.14) e a proliferagao dessas células foi determinada pelo
ensaio de MTT (item 3.2.12).

3.2.16 Avaliagao da proliferacdo da linhagem de macréfagos Raw 264.7 e da sua

producao de citocinas quando cultivadas na presenca de sobrenadante de CTMs

Nessa etapa, foram utilizados macréfagos da linhagem Raw 264.7 (mouse
leukaemic monocyte macrophage cell line). Essas células foram cultivadas em meio
de cultura Dulbecco modificado (DMEM) alta glicose (Cultilab®, Campinas, Brasil)
suplementado com 10% de SBF (Cultilab® Campinas, Brasil), 100 Ul/mL de
penicilina G sodica (Sigma-Aldrich®, St. Louis, EUA), 100 ug/mL de estreptomicina
(Sigma-Aldrich®, St. Louis, EUA) e 2mM de GLUT (Sigma-Aldrich®, St. Louis, EUA).
Essas células foram cultivadas em atmosfera umidificada (95%), a 37°C e 5% de
CO, e o0 seu meio de cultura foi trocado a cada 3 dias. Quando proximas a
confluéncia, as Raw foram tripsinizadas e plaqueadas em placa de 96 pocgos, na

concentracgdo de 5x10° células/mL de sobrenadantes de CTMs obtidos dos animais
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de ambos os grupos e previamente cultivadas por 14 dias em diferentes
concentragdes de GLUT (0, 0,6, 2 e 10 mM). Apds o plaqueamento, estimulou-se, ou
nao, essas células com 1,25 ug/mL de LPS (Sigma-Aldrich®, St. Louis, EUA) por 3

dias.

Apos esse periodo, os sobrenadantes foram coletados e acondicionados a
temperatura de -40°C para a determinagao da produgao de citocinas (IL-10, IL-12 e
TNF-a) por ELISA (item 3.2.14) e a proliferacdo dessas células foi determinada

através do ensaio de MTT (item 3.2.12).

3.3 ANALISE ESTATISTICA

Os resultados obtidos foram analisados pelo programa GraphPad Prism 6
para Mac OS X (GraphPad Software Inc®., San Diego, USA). Os dados foram
primeiramente submetidos ao teste de homocedasticidade da amostra e
classificados em paramétricos ou ndo paramétricos pela aderéncia a curva
Gaussiana. Quando foram analisados dois grupos, os dados classificados em
paramétricos foram submetidos a analise estatistica do teste t de Student e os dados
classificados como nao paramétricos foram submetidos a analise estatistica Mann-
Whitney. Quando comparou-se a agao da glutamina em diferentes concentragdes
nos grupos controle e experimental, os dados foram submetidos a analise estatistica
Two-way ANOVA. O nivel de significancia adotado foi de 95% (p<0,05).
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4. RESULTADOS

4.1 PERIODO DE ADAPTAGAO

Camundongos BALB/c da mesma ninhada vivem em conjunto com seus
irmaos de prole em um unico gaioleiro e sdo alimentados com ragdo normoprotéica
comercial (CR-1 Nuvilab®) (Anexos Ill, IV e V) e agua ad libitum. No inicio do
periodo de adaptagcédo, os animais foram transferidos para gaioleiros metabdlicos
individuais com o objetivo de adapta-los ao seu novo ambiente. No decorrer da
adaptacado, todos os animais receberam ragdo normoproteica contendo 12% de
proteina (Tabela 1) e agua ad libitum. O peso corpdreo e os consumos de ragao e
proteina foram acompanhados a cada 48 horas ao longo desse periodo, que teve

duracao de 10 dias.

4.1.1 Avaliagao da variacado do peso corporeo

Acompanhou-se 0 peso corpéreo dos animais a cada 2 dias ao longo do
periodo de adaptacdo. Estimou-se também o percentual da variagdo do peso
através da relacdo entre o peso do animal na data inicial e ao término desse

periodo.

Conforme mostra o Grafico 1, ainda que tenha havido um aumento sutil no
peso corpéreo dos animais ao longo do periodo de adaptagado (Grafico 1A), a
variagdo média do peso nao foi significativa (Grafico 1C). Os Graficos 1B e 1D
indicam, respectivamente, a média geométrica e intervalo de confianga 95% (1C95%)

do peso corpéreo e a sua variagao ao término dessa etapa.
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Grafico 1. Peso corporal dos animais no periodo de adaptagdo. Resultados do peso
corporal absoluto (A e B) dos animais (n=72) e sua variagéo (C e D) ao longo (A e C) e ao
término (B e D) do periodo de 10 dias de adaptagao, representados pela média geométrica
e 1C95%. n representa o numero de animais avaliados.

4.1.2 Determinagao dos consumos de ragao e de proteinas

A determinacdo do consumo de ragdo diario ao longo do periodo de
adaptacao serviu como base para o estabelecimento da quantidade de alimento que
foi fornecido aos animais durante a etapa de indug¢do a desnutricdo, evitando assim,
periodos de jejum ou desperdicio de ragao, propiciando a robustez do modelo
experimental de desnutricdo. Além disso, o monitoramento do consumo diario de
racao permite a determinagao do consumo diario de proteina. Conforme descrito na

secao Materiais e Métodos, realiza-se a dosagem do conteudo protéico para cada
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lote de racao produzido e fornecido aos animais.

A partir da porcentagem de proteina presente nas rag¢des utilizadas calculou-
se o consumo diario de proteina pelos animais. A porcentagem de proteina presente
na ragao normoprotéica € de 12% (Tabela 1). Portanto, se um animal consumiu, por
exemplo, 5 gramas de ragao por dia, seu consumo de proteina equivale a 0,6
gramas, ja que esse valor corresponde a 12% das 5 gramas de ragédo ingerida. O
Grafico 2 indica as quantidades médias de ragcdo e proteina consumidas

diariamente ao longo do periodo de adaptagao.
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Grafico 2. Consumo diario de racdo e proteina ao longo do periodo de adaptagéo.
Resultados representam as quantidades médias de (A) racao e (B) proteina ingeridas por
dia pelos animais (n=72) ao longo do periodo de adaptagao, representadas pela média +
desvio padrao da média. n representa o numero de animais avaliados.

4.2 PERIODO DE INDUCAO A DESNUTRICAO

Apds o término da adaptacéo, dividiu-se os animais em dois grupos, controle
e desnutrido, que receberam ragdes isocaldricas contendo, respectivamente 12%
(normoproteica) e 2% (hipoproteica) de proteina (Tabela 1) durante todo o periodo

de inducao a desnutricao.

Nessa etapa, foi oferecido aos animais dos grupos controle e desnutrido
quantidades determinadas de ragao, as quais foram previamente estabelecidas

durante a sua adaptagao (Grafico 2). Portanto, o fornecimento de quantidades pré-



61

estabelecidas de ragao associado ao uso de dois tipos diferentes de ragéo (normo- /
hipoproteica) induz a desnutricdo em animais que recebem ragdo com baixo teor

protéico.

4.2 .1 Determinagao dos consumos de ragao e de proteinas

Ao longo do periodo de indugao a desnutricdo monitorou-se, a cada 3 dias, os
consumos diario de ragao e proteina dos animais pertencentes aos grupos controle
e desnutrido. Animais desnutridos consumiram uma quantidade significativamente
menor de racdo em relacdo aos seus controles. Conforme mencionado
anteriormente, calculou-se a ingestdo diaria de proteina pelos animais a partir do
conteudo proteico presente nas racdes utilizadas. Animais desnutridos consumiram
uma quantidade significativamente menor de proteinas em relagcdo aos seus
controles (Grafico 3). Dessa forma, o tipo de desnutricdo induzido pode ser

classificado como desnutrigdo proteico-energética (DPE).
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Grafico 3. Consumo diario de ragao e proteinas durante o periodo de adaptagido. (A)
Consumo diario de ragao dos grupos controle (n=36) e desnutrido (n=36). (B) Consumo
diario de proteina dos grupos controle (n=36) e desnutrido (n=36). Resultados
representados em média geométrica e 1C95%, **** p<0,0001. n representa o numero de
animais avaliados.

4.2.2 Avaliagao da variacao de peso corporeo
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Ao longo do periodo de indugéo a desnutricdo monitorou-se, a cada 3 dias, 0
peso corporeo absoluto dos animais pertencentes aos grupos controle e desnutrido.
De acordo com os resultados demonstrados na Figura 4A, os animais desnutridos
apresentaram peso absoluto significativamente menor em comparagdao aos
controles. Além disso, o percentual da variacdo do peso foi determinado pela relagao
entre o peso do animal na data inicial e final do periodo da DPE. Enquanto os
animais controle ganharam peso durante a DPE, a dieta hipoproteica reduziu o peso
corporal dos animais desnutridos (Figura 4B). Ademais, nota-se uma diminuigéo

gradual do peso corpéreo dos animais desnutridos ao longo da DPE (Figura 4C).
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Grafico 4. Peso corpoéreo absoluto e variagdo do peso ao longo do periodo de indugéo a
desnutricdo. (A) Peso corpéreo absoluto dos grupos controle (n=36) e desnutrido (n=36) ao
final da inducdo a DPE. Resultados expressos em média geométrica e 1C95%, ****
p<0,0001. (B) Variagdo do peso corporeo dos grupos controle (n=36) e desnutrido (n=36).
Resultados expressos em média geométrica e 1C95%, **** p<0,0001. (C) Variagdo de peso
corpéreo dos grupos controle (n = 36) e desnutrido (n = 36) ao longo do periodo de indugéo
a desnutricdo. Resultados expressos em média geométrica e 1IC95%. n representa o numero
de animais avaliados.



63

4.3 ANALISE DAS CONCENTRAGOES SERICAS DE PROTEINAS TOTAIS,
ALBUMINA E PRE-ALBUMINA

Ap6s o periodo de indugdo a DPE, os animais foram sacrificados e
determinou-se as concentragdes séricas de proteinas totais, albumina e pré-
albumina. Animais desnutridos apresentaram uma redugdo significativa nas
concentragdo de proteinas totais (Grafico 5A) albumina (Grafico 5B) e pré-

albumina (Grafico 5C) em relagao aos seus controles.
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Grafico 5. Concentragao sérica de proteinas totais, albumina e pré-albumina. (A)
Concentragao sérica de proteinas totais dos grupos controle (n=10) e desnutrido (n=10). (B)
Concentragéo sérica de albumina dos grupos controle (n=10) e desnutrido (n=10). (C)
Concentragéo sérica de pré-albumina dos grupos controle (n=10) e desnutrido (n=10).
Resultados expressos em média geométrica e 1IC95%. **** p<0,0001. n representa o numero
de animais avaliados.

Portanto, de acordo com o consenso estabelecido pela ASPEN e pela AAND
(WHITE et al., 2012) previamente citado, pode-se concluir que os animais que

receberam racao hipoprotéica estao desnutridos, uma vez que apresentaram sinais
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e sintomas clinicos de DPE, como ingestdo insuficiente de nutrientes, perda

involuntaria de peso, perda de massa muscular e caquexia.

4.4 PERFIL HEMATOLOGICO

A dieta hipoproteica gerou alteragdes no eritrograma dos animais desnutridos.
Observou-se uma reducao significativa no numero de hemacias, no percentual de
hematdcrito e na concentragdo de hemoglobina nos animais desnutridos em relagao
aos seus controles. Os animais desnutridos apresentaram leucopenia, com reducao
significativa dos valores absolutos de neutrdfilos, linfécitos e mondcitos. Nao houve
reducao significativa no numero de plaquetas nos animais desnutridos em relagao
aos seus controles. Eosindfilos e basoéfilos foram raramente encontrados nos

animais de ambos os grupos (Tabela 4).

Tabela 4. Hemograma. Valores comparativos dos perfis eritrocitario, leucocitario e

plaquetario dos animais controles e desnutridos

Parametros Grupo Controle Grupo Desnutrido
(n=10) (n=10)
Eritrograma
Heméacias (x108/mm3) 7,6 £0,1 6,9 + 0,3**
Hemoglobina (g/dL) 13,8 + 1,11 10,1 £ 1,01*
Hematocrito (%) 40,2 £ 3,14 36,8 + 2,28****
Leucograma
Leucécitos (/mm?) 2367,3 £ 92,2 1041,8 £ 291,8****
Neutrdfilos (/mm?) 262,4 + 50,8 117,4 £ 37 1%
Linfécitos (/mm?) 1951,0 £ 76,7 866,0 + 36,7****
Mondcitos (/mm?3) 37,10 £ 18,94 9,40 £ 9,72***
Plaquetas (x10°/mm?) 586,8 + 151,8 491,4 + 100,1

Tabela 4. Hemograma. Valores comparativos dos perfis eritrocitario, leucocitario e
plaquetario dos animais controles e desnutridos, representados pela média + desvio padréo
da média. * p<0,05; ** p<0,005 e **** p<0,0001. n representa 0 numero de animais
avaliados.
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4.5 ANALISE HISTOLOGICA DA MO

Apds a eutanasia dos animais, realizou-se a analise histolégica da MO com o
objetivo de identificar possiveis modificagcbes na morfologia tecidual decorrentes da
DPE. De acordo com as fotomicrografias obtidas (Figura 2), enquanto a MO dos
animais controles apresentou-se normocelular, com populacées celulares
heterogéneas em diferentes estagios de maturacéao (Figura 2A), a MO dos animais
desnutridos mostrou-se hipocelularizada, com deplecdo em todas as linhagens

hemopoéticas e seios venosos dilatados (Figura 2B).

Figura 2. Analise histolégica da MO. Fotomicrografias representativas de cortes histolégicos
de MO do grupo controle (A) e desnutrido (B). H/E, magnitude 6ptica 10x.

4.6 CELULARIDADE DA MO E MIELOGRAMA

Avaliou-se, apos o término do periodo da DPE, a celularidade da MO e a
contagem diferencial das células medulares dos animais controles e desnutridos.
Observou-se uma redugao significativa na contagem de células totais da MO dos
animais desnutridos em relacdo aos seus controles. Além disso, a analise diferencial
demonstrou uma reducgdo significativa de células das linhagens granulocitica e
eritroide. Nao houve diferenga significativa quanto a contagem diferencial de

linfécitos e mondcitos (Tabela 5).
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Parametros Grupo Controle Grupo Desnutrido
(n=5) (n=5)
Células totais nucleadas (10"/mm?®) 2,35+ 0,35 1,61+0,18*
Blastos (10°/mm?®) 9,4 +0,91 6,1+0,91*
Granuldcitos
Formas jovens (10°/mm?®) 41+0,3 2,2+0,2*
Formas em anel (10°/mm?) 15,9+ 27 9,6 + 1,6
Formas segmentadas (10°/mm?) 1154 + 1,6 87,8 +2,1**
Eosindfilos (10°/mm?®) 8,1+1,7 44 +1,2
Eritroblastos Jovens (10°/mm?) 10,3+ 1,2 7.4 +0,9*
Eritroblastos Maduros (10°/mm?) 446+ 6,8 22,2 +2,6*
Linfécitos (10°/mm?) 33,2+ 13,2 19,1 + 2,1
Mondcitos (10°/mm?) 1,7+0,5 0,7+0,4

Tabela 5. Celularidade da MO e mielograma. Resultados comparativos dos valores
absolutos da celularidade da MO e das suas diferentes células hemopoéticas em animais
controle (n=5) e desnutrido (n=5), expressos em média + desvio padrao da média. * p<0,05 e
** p<0,005. n representa o numero de animais avaliados.

4.7 CARACTERIZAGAO DA CELULA TRONCO MESENQUIMAL MEDULAR

As CTMs foram caracterizadas a partir dos seguintes critérios: morfologia e
confluéncia celular, capacidade de formar CFU-F, potencial de diferenciacao e

imunofenotipagem.

4.7.1 Morfologia das CTMs

A fim de investigar possiveis diferengas morfolégicas entre CTMs isoladas
dos animais controle (CTMct) e desnutridos (CTMdesn), observou-se, em
microscopio optico invertido, a morfologia dessas células cultivadas apés 3, 7 e 14
dias desde a sua coleta. Para ambos os grupos, plagueou-se 0 mesmo numero de

células (1x10° células/mL) e o dia do plaqueamento foi considerado como dia 0.
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Conforme as fotomicrografias a seguir, células de ambos os grupos apresentaram
morfologia fusiforme (fibroblast-like) caracteristicas de CTMs. A DPE nao afetou a
morfologia das CTM dos grupos controle e desnutrido nos dias especificados

(Figura 3).

A B
C D
E F

Figura 3. Fotomicrografias representativas de CTMs durante o cultivo celular.
Fotomicrografias das células tronco mesenquimais cultivadas apés 3 (Ae B), 7 (CeD)e 14
(E e F) dias desde o seu plaqueamento. CTMct (A, C e E) e CTMdesn (B, D e F) nédo
apresentaram diferengas morfolégicas entre si. Magnitude 6ptica 10x.

4.7.2 Estimativa da porcentagem de confluéncia celular

A porcentagem de confluéncia das CTMs isoladas de animais controle e

desnutrido foi estimada a partir da observagcao dessas células, em microscépio
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optico invertido, nos 3°, 7° e 14° dias apds o plaqgueamento. Para essa estimativa,
foi plaquedo 0 mesmo nimero de células (1x10° células/mL), sendo que o dia do
plagueamento foi considerado como dia 0. A porcentagem estimada da confluéncia

de CTM foi similar aos dois grupos (Grafico 6).
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Grafico 6. Porcentagem de confluéncia estimada das CTMs. Porcentagem estimada da
confluéncia de CTM obtidas de animais controles (n=3) e desnutridos (n=3) nos 3°, 7° e 14°
dias apds o plagqueamento. Resultados expressos pela média + desvio padrao da média, ****
p < 0,0001. n representa o numero de animais avaliados.

4.7.3 Contagem de CFU-F

Para a contagem de CFU-F, quantificou-se aglomerados celulares de CTMct e
CTMdesn contendo mais de 50 células fibroblastéides em microscépio de contraste
de fase no 14° dia de cultivo (Grafico 7). Para ambos os grupos, plagueou-se o
mesmo numero de células (1x10° células/mL). Nao houve diferenca significativa

quanto ao numero de CFU-F entre os grupos controle e desnutrido.
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Grafico 7. Contagem de CFU-F. Resultados da contagem de CFU-F de CTMct (n=5) e

CTMdesn (n=5), representadas pela média * desvio padrao da média, p>0,05. n representa
0 numero de animais avaliados.

4.7 .4 Potencial de diferenciacdo de CTMs

O potencial de diferenciacdo de CTMs em adipdcitos, condrécitos e
osteoblastos foi avaliado. As CTMs mostraram-se capazes de se diferenciar nesses
trés tipos celulares (Figura 4).
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Figura 4. Fotomicrografias representativas dos testes de diferenciagéo in vitro das CTM em
osteoblastos, adipdcitos e condrécitos. (A) Fotomicrografia representativa de osteoblastos
corados pelo método May-Grinwald-Giensa modificado. Magnitude optica 10x. (B)
Fotomicrografia representativa de osteoblastos corados com vermelho da alizarina.
Magnitude o6ptica 10x. (C) Fotomicrografia representativa de osteoblastos marcados com
anticorpo anti-osteopontina. Magnitude o6ptica 10x. (D) Fotomicrografia representativa de
adipdcitos corados com oil red. Magnitude 6ptica 40x. (E) Fotomicrografia representativa de
adipocito marcado com anticorpo FABP4. Magnitude o6ptica 40x. (F) Fotomicrografia
representativa de pellet de condrdcitos. Magnitude 6ptica 10x.

4.7.5 Imunofenotipagem das CTMs

Para a caracterizacdo imunofenotipica das CTMs, CTMct e CTMdesn foram
marcadas para CD14, CD34, CD45, CD90, CD271 e Sca1.

As células provenientes de ambos os grupos, ndo apresentaram diferengas
estatisticas e apresentaram intensidade de fluorescéncia similares para todos os

marcadores testados, indicando que a DPE nao alterou o perfil fenotipico das
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mesmas. De acordo com os histogramas a seguir, as CTMs nao apresentaram
marcagcdo para CD14, CD34 e CD45. Por outro lado, essas células foram
positivamente marcadas com CD90, Sca-1 e CD271 (Figura 5, Tabela 6). Portanto,

as CTMs apresentaram fendtipo caracteristico das mesmas.
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Figura 5. Imunofenotipagem das CTMs. Histogramas obtidos por citometria de fluxo
(FACScan®, BECTON DICKSON, San Jose, CA) resultantes da imunofenotipagem da
populagéo total de CTMct e CTMdesn. Resultado de um experimento representativo de trés
experimentos independentes.
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Tabela 6. Valores comparativos da porcentagem da marcagao imunofenotipica de
CTMs obtidas dos grupos controle e desnutrido.

Anticorpo % %
Controle (n = 3) Desnutrido (n = 3)

CD14 0,16 £ 0,003 0,08 + 0,03
CD34 21+0,3 1,1+0,12
CD45 0,06 + 0,02 0,2+0,1
CD90 97,9+0,6 98,1+0,6
Sca-1 92,9+0,6 90,2+ 2,1
CD271 76,1+0,5 72,1+0,12

Tabela 6. Valores comparativos da porcentagem da marcagdo imunofenotipica de CTMs
obtidas dos grupos controle e desnutrido. Resultados representados pela média + desvio
padrao da média, p>0,05. n representa o nUmero de animais avaliados.

4.8 AVALIACAO DO CICLO CELULAR E DA APOPTOSE DE CTMs

4.8.1 Influéncia da DPE sobre o ciclo celular e apoptose de CTMs

Buscando identificar se a DPE teria alguma influéncia na progressao do ciclo
celular das CTMs, quantificou-se a porcentagem de células nas fases G1 e G2 do
ciclo celular. Além disso, verificou-se a viabilidade dessas células frente a DPE.
Conforme mostra o Graficos 8A e 8B, ndo houve diferenga significativa na
porcentagem de CTM em G0/G1 e S/G2/M entre os grupos avaliados. Ademais, a
DPE nao induziu apoptose em CTMs provenientes dos dois grupos (Grafico 8C). A
Figura 6 mostra um histograma representativo de cada grupo referente ao ciclo

celular e a apoptose.
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Grafico 8. Ciclo celular e apoptose de CTMs. Resultados das porcentagens de CTMct (n=5)
e CTMdesn (n=5) em (A) G0/G1, (B) S/G2/M e (C) apoptose, expressas pela média + desvio
padrao da média, p>0,05. n representa o numero de animais avaliados.
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Figura 6. Histograma referente ao ciclo celular e apoptose de (A) CTMct e (B) CTMdesn.
Resultado de um experimento representativo de trés experimentos independentes.

Histogramas obtidos por citometria de fluxo (FACScan®, BECTON DICKSON, San Jose,
CA).

4.8.2 Influéncia da DPE sobre a expressao de proteinas relacionadas a progressao
do ciclo celular em CTMs

A expressdo das proteinas reguladoras do ciclo celular CDC25a, CDC42,
CDK2, PCNA, p27 e c-Myc foi determinada em CTMct e CTMdesn com o objetivo de
investigar se a DPE teria algum efeito sobre o ciclo celular dessas células. Nao

houve diferenga significativa quanto a expressao dessas proteinas entre os dois
grupos (Figuras 7 e 8; Tabela 7).
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Figura 7. Expressdao de CDC25a (A), CDC42 (B) e CDK2 (C) em CTMct (n 3) e CTMdesn
(n=3). Resultados representados pela média * desvio padrdao da média, p>0,05. n
representa o nUmero de animais avaliados.
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Figura 8. Expressdo de PCNA (A), p27 (B) e c-Myc (C) em CTMct (n=3) e CTMdesn (n=3).
Resultados representados pela média = desvio padrao da média, p>0,05. n representa o
numero de animais avaliados.
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Tabela 7. Valores comparativos da expressdo de proteinas reguladoras do ciclo
celular em CTMct e CTMdesn

Anticorpo Controle (n=3) Desnutrido (n=3)
CDC25a 0,77 £ 0,06 0,89+ 0,09
CDC42 0,79 £ 0,05 0,91+ 0,09
CDK2 0,79 £ 0,09 0,91+ 0,09
PCNA 0,81+ 0,08 0,83+0,12
p27 0,92+0,13 0,84 +0,12
c-Myc 0,67 £ 0,19 0,49 + 0,21

Tabela 7. Valores comparativos da expressao de proteinas reguladoras do ciclo celular em
CTMct e CTMdesn. Resultados representados pela média + desvio padrao da média. n
representa o nUmero de animais avaliados.

4.9 A INFLUENCIA DA GLUT SOBRE A PROLIFERACAO DE CTMs

Observou-se a morfologia e a proliferagdo, em microscépio 6ptico invertido,
de CTMct cultivadas nas concentragdes de 0, 0,6, 2 e 10mM de GLUT (Figura 9).

Quanto maior a concentragdo de GLUT, maior a proliferacdo dessas células.
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Figura 9. Fotomicrografias representativas de CTMs cultivadas em diferentes concentragbes
de glutamina. Fotomicrografias de CTMct cultivadas com (A) OmM, (B) 0,6mM, (C) 2mM e
(D) 10mM de GLUT apo6s 14 dias em cultura (magnitude éptica 20x).

O efeito de diferentes concentragbes de GLUT (0, 0,6, 2 e 10mM) sobre a
proliferacdo de CTMct e CTMdesn foi avaliada pelo ensaio de MTT (Grafico 9). A
suplementacao de GLUT possui efeito significativo sobre a proliferagdo de CTMs de
ambos os grupos, sendo que quanto maior a concentracdo de GLUT, maior a
proliferacdo das CTMs. A DPE nao exerce efeito sobre a proliferagdo dessas células

nas concentragoes testadas em relagao aos seus respectivos controles.
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Grafico 9. Proliferagao relativa de CTMs. Proliferagéo relativa de CTMct (n=3) e CTMdesn
(n=3), expressa pela média + desvio padrdo da média, **** p < 0,0001. n representa o
numero de animais avaliados.

4.10 A INFLUENCIA DA GLUT SOBRE A EXPRESSAO DE NFxB E STAT-3 EM
CTMs

4.10.1 Influéncia da GLUT sobre a expressao de NF«B total e fosforilado em CTMct

e CTMdesn

A Figura 10 mostra o efeito de diferentes concentra¢des de GLUT (0, 0,6, 2 e
10mM) sobre a expressao de NFkB total e fosforilado em CTMct e CTMdesn. As
bandas foram quantificadas e determinou-se a relagao entre as porgdes fosforilada e
total de NFkB (p-NFxB / NFkB). De forma geral, a suplementacdo de GLUT (***
p<0,0005) e a desnutri¢cao (* p<0,05) modificam significativamente a expressao de p-
NFkB em CTMct e CTMdesn. De acordo com os resultados apresentados na Figura
10, 0,6mM e 2mM de GLUT diminuem significativamente a fosforilagdo do NFkB em

CTMdes em relagao aos seu controle (Figura 10; Tabela 8).
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Figura 10. Expressao e quantificagcado de NFkB total e fosforilado em CTMs. Resultados da
expressao e quantificagdo de NFkB em CTMct (n=3) e CTMdesn (n=3) cultivadas com O,
0,6, 2 e 10mM de GLUT. A razado entre a porgao fosforilada e a total é representada pela
meédia * desvio padrdao da média. Letras diferentes indicam diferencgas significativas entre os
grupos tratados com diferente concentragées de GLUT. n representa o numero de animais
avaliados.
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Tabela 8. Valores comparativos da razdo da expressado de NFkB total e fosforilado
em CTMct e CTMdesn

GLUT (mM) Controle (n = 3) Desnutrido (n = 3)
0 1,29 + 0,71 1,34 + 0,89
0,6mM 2,25+0,44 1,21 £ 0,15*
2mM 1,19+ 0,19 0,25+ 0,19**
10mM 0,29 + 0,36 0,19+ 0,29

Tabela 8. Valores comparativos da razdo da expressao de NFkB total e fosforilado em
CTMct e CTMdesn. Resultados representados pela média + desvio padrao da média, *
p<0,05, ** p<0,005. n representa o numero de animais avaliados.

4.10.2 Influéncia da GLUT sobre a expressdao de STAT-3 total e fosforilado em
CTMct e CTMdesn

A Figura 11 mostra o efeito de diferentes concentra¢des de GLUT (0, 0,6, 2 e
10mM) sobre a expressao de STAT-3 total e fosforilado em CTMct e CTMdesn. As
bandas foram quantificadas e determinou-se a relagao entre as porgdes fosforilada e
total de STAT-3 (p-STAT3 / STAT3). De forma geral, a suplementagcao de GLUT (*
p<0,05) e a desnutricao (* p<0,05) modificam significativamente a expressao de p-
STAT3 em CTMct e CTMdesn. De acordo com os resultados apresentados na
Figura 11, 0,6mM de GLUT aumenta significativamente a fosforilagdo do STAT-3

em CTMdes em relagéo aos seu controle (Figura 11; Tabela 9).
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Figura 11. Expressao e quantificagdo de STAT-3 total e fosforilado em CTMs. Resultados
da expresséao e quantificacao de Stat-3 total e fosforilado em CTMct (n=3) e CTMdesn (n=3)
cultivadas com 0, 0,6, 2 e 10mm de GLUT. A razado entre a porcao fosforilada e a total é
representada pela média * desvio padrdao da média. Letras diferentes indicam diferengas
significativas entre os grupos tratados com diferentes concentr¢bes de GLUT. n representa o
numero de animais avaliados.
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Tabela 9. Valores comparativos da razao da expressao de STAT-3 total e fosforilado
em CTMct e CTMdesn

GLUT (mM) Controle (n = 3) Desnutrido (n = 3)
0 0,65+ 0,47 0,98 + 0,85
0,6mM 0,77 £ 0,45 212 +0,72*
2mM 2,01+£0,14 2,2+0,52
10mM 1,88 + 0,23 2,09 £ 0,27

Tabela 9. Valores comparativos da razdo da expressao de STAT-3 total e fosforilado em
CTMct (n=3) e CTMdesn (n=3). Resultados representados pela média * desvio padrdo da
meédia, * p<0,05. n representa o numero de animais avaliados.

4.11 INFLUENCIA DA GLUT SOBRE A PRODUCAO DE CITOCINAS PELAS CTMs

CTMct e CTMdes foram cultivadas em diferentes concentragées de GLUT (0,
0,6, 2 e 10 mM) por 14 dias. Apos esse periodo, estimulou-se essas células com
LPS e determinou-se a produgao de IL-1qa, IL-1p3, IL-2, IL-4, IL-6, IL-10, IL-17, IFN-y,
TGF-B e TNF-a pelas mesmas. As CTMs de ambos os grupos produzem IL-1p3, IL-6,
IL-10, IL-17, IFN- y e TGF-B em niveis detectaveis (Graficos 10, 11 e 12). Por outro
lado, IL-1a, IL-2, IL-4 e TNF-a ndo foram detectadas nos sobrenadantes de CTMs

provenientes dos dois grupos.

As CTMdes produziram quantidades significativamente menores de IL-1p
quando suplementadas com 0,6 e 2 mM de GLUT em relagdo aos seus respectivos
controles (Grafico 10A). As CTMdes cultivadas na auséncia de GLUT produziram
significativamente mais IL-6 do que quando cultivadas com 10 mM desse
aminoacido. Por outro lado, quando suplementadas com 2 mM de GLUT, essas

células aumentaram significativamente sua producgao de IL-6 (Grafico 10B).

As CTM de ambos os grupos cultivadas na auséncia de GLUT aumentam
significativamente a sua produgao de IL-10 quando cultivadas com 10 mM desse
aminoacido (Grafico 11A). As CTMct produziram significativamente mais TGF-
quando cultivadas com 2 mM e 10 mM de GLUT em comparagao a quando foram
cultivadas na auséncia desse aminoacido. As CTMdesn aumentaram

significativamente a produgéo dessa citocina somente quando cultivadas com 2 mM
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de GLUT. Além disso, a DPE diminuiu significativamente a producdo de TGF-
B, evidenciado quando as CTMdesn foram cultivadas com 2 mM e 10 mM desse
aminoacido (Grafico 11B). A GLUT e a DPE nao foram capazes de alterar de forma
significativa a producado de IL-17 e IFN-y pelas CTMs provenientes dos grupos

controle e desnutrido (Graficos 12A e 12B).

A Tabela 10 apresenta as concentragoes de GLUT capazes de alterar
significativamente a produgao de IL-1p, IL-6, IL-10, IL-17, IFN-y e TGF-f em CTMs

obtidas dos dois grupos.
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Grafico 10. Produgao de IL-1p e IL-6 por CTMct e CTMdesn em diferentes concentragdes
de GLUT. Resultados da producado de (A) IL-1p e (B) IL-6 por CTMct (n=5) e CTMdesn
(n=5) cultivadas com 0, 0,6, 2 e 10mM de GLUT, expressa pela média * desvio padrédo da
meédia. Letras diferentes indicam diferengas significativas entre os grupos. n representa o
numero de animais avaliados.
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Grafico 11. Producdo de IL-10 e TGF-p por CTMct e CTMdesn em diferentes
concentragdes de GLUT. Resultados da producédo de (A) IL-10 e (B) TGF- por CTMct
(n=5) e CTMdesn (n=5) cultivadas com 0, 0,6, 2 e 10mM de GLUT, expressa pela média +
desvio padrao da média. Letras diferentes indicam diferengas significativas entre os grupos.
n representa o numero de animais avaliados.
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Grafico 12. Producgéo de IL-17 e IFN-y por CTMct e CTMdesn em diferentes concentragdes
de GLUT. Resultados da produgao de (A) IL-17 e (B) IFN-y por CTMct (n=5) e CTMdesn
(n=5) cultivadas com 0, 0,6, 2 e 10mM de GLUT, expressa pela média * desvio padrédo da
média, p>0,05. n representa o numero de animais avaliados.
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Tabela 10. Producédo de IL-1p, IL-6, IL-10 e TGF-g por CTMs em diferentes

concentracdes de GLUT

Citocina [GLUT] Controle (n = 5) Desnutrido (n = 5)
IL-1R3 0,6mM 5,70 £ 1,38 0,65 + 0.95***
2mM 4,25+ 2,55 0,36 £ 0,61*
IL-6 2mM 859,3 + 86,51 1785 + 337,6™*
OmM - 10mM --- *
IL-10 OmM > 10mM * *
TGF-R 2mM 39,85 £ 26,15 4,85 + 4,54*
10mM 65,23 + 37,83 12,58 + 13,49*
OmM - 2mM * *
OmM - 10mM * ---

Tabela 10. Produgao de IL-1p, IL-6, IL-10 e TGF-$ por CTMs em diferentes concentragdes
de GLUT. Valores comparativos da produgao de IL-18, IL-6, IL-10 e TGF-$ por CTMct (n=5)
e CTMdesn (n=5), representados pela média * desvio padrao da média, * p<0,05, **
p<0,005 e *** p<0,0005. n representa o numero de animais avaliados.

412 INFLUENCIA DO MEIO CONDICIONADO DE CTMs SOBRE A
PROLIFERAGAO DE MACROFAGOS DA LINHAGEM RAW 264,7 E SUA
PRODUGAO DE CITOCINAS

Macrofagos da linhagem Raw 264,7 foram cultivados no meio condicionado
de CTMs e estimulados com LPS por 3 dias. Apds esse periodo, avaliou-se a
proliferacdo dessas células por MTT, bem como sua produgao das citocinas IL-10,
IL-12 e TNF-a por ELISA.

De acordo com o Grafico 13, os macrofagos cultivados com e sem LPS
tiveram sua proliferagdo significativamente aumentada quando cultivados com 0,6
mM, 2 mM e 10 mM de GLUT em comparacao aos cultivados na auséncia desse
aminoacido. O estimulo com LPS acarretou um aumento significativo na
proliferagdo de macréfagos cultivados em todas as concentragbes de GLUT
testadas em relagcdo aqueles cultivados sem LPS. Os meios condicionados CTMct

0,6, 2 e 10 mM GLUT aumentaram a proliferacdo de macréfagos de forma
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significativa em relagdo aos cultivados com meio CTMct 0 mM GLUT. Os meios
condicionados CTMdesn 0,6 e 2 mM GLUT aumentaram a proliferagdo dessas
células de forma significativa em relacéo aos cultivados com meio CTMdesn 0 mM
GLUT. Os macréfagos cultivados com CTMct/des 0 mM GLUT, CTMct/desn 0,6 mM
GLUT e CTMdesn 2 mM GLUT proliferaram significativamente menos quando
comparados aqueles cultivados na auséncia de meio condicionado nas mesmas
concentracdes de GLUT. O meio condicionado CTMdesn 2 mM GLUT diminuiu de
forma significativa a proliferagdo dessas células em comparagao ao meio CTMct 2
mM GLUT. A Tabela 11 apresenta as condicdes de cultura de RAW capazes de

afetar de forma significativa a sua proliferagao.

Efeito do meio condicionado de CTM
sobre a proliferacao de RAW

0.5+ Fekkk

0.4+

Absorbancia

omM 0.6mM 2mM 10mM
Glutamina (mM)

] Raw-LPS Bl Cond.Ct+RAW+LPS
Bl Raw+LPS (1 Cond.Desn+RAW+LPS
Grafico 13. Efeito do meio condicionado de CTMs sobre a proliferacdo de

macrofagos da linhagem Raw 264,7. Resultados representados pela média + desvio
padrao da média de 3 experimentos independentes, **** p<0,0001.
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Tabela 11. Proliferacao de macréfagos Raw 264,7 em meio condicionado de CTMs

Condigao de cultura [GLUT] P
(-)LPS OmM = 0,6mM *x
OmM - 2mM i
OmM - 10mM i
(+) LPS OmM - 0,6mM o
OmM - 2mM i
OmM - 10mM i

(-) LPS/(+)LPS 0mM *
0,6mM *

2mM *

10mM **

(+) LPS/Cond. CT OmM - 0,6mM *
OmM - 2mM *

OmM - 10mM *

0,6mM - 2mM *

(+) LPS / Cond. DESN OmM - 0,6mM *
OmM - 2mM *

Cond. CT / Cond. DESN 2mM *

Tabela 11. Proliferagdo de macréfagos Raw 264,7 em meio condicionado de CTMs.
Condicbes de cultura de macrofagos da linhagem Raw 264,7 que induziram diferengas
estatisticamente significativas na proliferagdo dessas células. Valores significativos para
p<0,05, sendo * p<0,05, ** p<0,005 e *** p<0,0005.

Macrofagos da linhagem Raw 264,7 foram cultivados nos meios
condicionados de CTMs e estimulados com LPS por 3 dias. Apds esse periodo,
avaliou-se a produgéao das citocinas IL-10, IL-12 e TNF-a por essas células (Grafico
14; Tabela 12).

Conforme o Grafico 14, os macréfagos estimulados com LPS e cultivados
em 2 mM e 10 mM de GLUT produziram IL-10 em quantidades significativamente
maiores em relagcao aqueles estimulados e cultivados em 0 e 0,6 mM desse

aminoacido. O LPS aumentou significativamente a producdo de IL-10 por
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macrofagos estimulados em comparagdo aos nao estimulados somente quando
foram cultivados em 2 mM e 10 mM de GLUT. Nenhum dos meios condicionados
de CTMct e CTMdesn testados alteraram de forma significativa a produgéo de IL-10

por macrofagos estimulados com LPS.

Efeito do meio condicionado de CTM
sobre a producao de IL-10 por RAW

150-

100+

IL-10 (pg/mL)

n
<

0 0,6 2 10

Glutamina (mM)

] Raw-LPS Bl Cond.Ct+RAW+LPS
B Raw+LPS [ Cond.Desn+RAW+LPS

Grafico 14. Efeito do meio condicionado de CTM sobre a produgao de IL-10 por macréfagos
Raw 264,7. Resultados representados pela média + desvio padrdao da média de 3
experimentos independentes, p>0,05.
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Efeito do meio condicionado de CTM
sobre a producao de IL-12 por RAW

200+

150+

100-

IL-12 (pg/mL)

0 0,6 2 10

Glutamina (mM)

] Raw-LPS Il Cond.Ct+RAW+LPS
B Raw+LPS [ Cond.Desn+RAW+LPS

Grafico 15. Efeito do meio condicionado de CTMs sobre a produgdo de IL-12 por
macréfagos Raw 264,7. Resultados representados a média + desvio padrdo da média de 3
experimentos independentes, * p<0,05.

De acordo com o Grafico 16, os macréfagos que receberam o estimulo com
LPS produziram uma quantidade significativamente maior de IL-12, em relagéo
aqueles nao estimulados, somente quando cultivados com 0 mM, 0,6 mM e 2 mM
de GLUT. O meio condicionado CTMct 10 mM GLUT induziu uma redugao
significativa na produgao dessa citocina em comparagédo aos macrofagos cultivados

na mesma concentragcao de GLUT, porém na auséncia do meio condicionado.
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Efeito do meio condicionado de CTM
sobre a producao de TNF-a por RAW

10001

800+

600-

400+

TNF-o (pg/mL)

200+

0,6 2

Glutamina (mM)

] Raw-LPS Il Cond.Ct+RAW+LPS
B Raw+LPS [ Cond.Desn+RAW+LPS

Grafico 16. Efeito do meio condicionado de CTM sobre a produgcédo de TNF-o. por
macréfagos Raw 264,7. Resultados representam a média + desvio padrao da média de 3
experimentos independentes, * p<0,05.

Em macréfagos nédo estimulados, notou-se maior produgdo de TNF-a
quando cultivados em 0,6 mM de GLUT em relacdo as outras concentracdes
testadas (Grafico 16). O estimulo com LPS aumentou de forma significativa a
producao de TNF-a por macréfagos cultivados em todas as concentragbes de
GLUT testadas. Entretanto, a producdo dessa citocina pelas Raw estimuladas com

LPS foi significativamente menor quando cultivados em 10 mM de GLUT.

O meio CTMct 2 mM GLUT foi o Unico dos meios condicionados obtidos de
CTMct que reduziu significativamente a producdo de TNF-oa pelos macrofagos
estimulados com LPS. Os meios CTMdes 0,6 mM GLUT e CTMdesn 2 mM GLUT
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induziram uma reducgéo significativa na producao de TNF-o. por macréfagos em
relacdo aqueles cultivados nestas mesmas concentracbées de GLUT, porém na

auséncia do meio condicionado.

Tabela 12. Produgao de IL-10, IL-12 e TNF-a por macrofagos Raw 264,7 em meio

condicionado de CTMs

Citocina Condigao de cultura [GLUT] P

IL-10 (+) LPS OmM > 2mM *
OmM - 10mM *

() LPS/ (+) LPS 2mM *

10mM *

IL-12 (-) LPS/ (+) LPS OmM *
0,6mM **

2mM *

(+)LPS/Cond. CT 10mM **

TNF-a (-) LPS OmM - 0,6mM *
(+) LPS OmM > 10mM *
0,6mM > 10mM il

2mM > 10mM *
(-) LPS/ (+) LPS OmM il
0,6mM il
2mM -
10mM -

(+) LPS/Cond. CT 2mM *

(+) LPS / Cond. 0,6mM >

DESN
2mM *

Tabela 12. Produgdo de IL-10, IL-12 e TNF-o por macréfagos Raw 264,7 em meio
condicionado de CTMs. Condi¢des de cultura de macrofagos da linhagem Raw 264,7 que
induziram diferencas estatisticamente significativas na producéo de IL-10, IL-12 e TNF-a. por
essas células. Valores significativos para p<0,05, sendo * p<0,05, ** p<0,005, *** p<0,0005 e
**** p<0,0001.
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413 INFLUENCIA DO MEIO CONDICIONADO DE CTMs SOBRE A
PROLIFERAGAO DE LINFOCITOS ESPLENICOS E SUA PRODUCAO DE
CITOCINAS

De acordo com o Grafico 17, os linfocitos esplénicos ndo estimulados com
LPS e cultivados em 2 mM de GLUT apresentaram proliferagdo significativamente
maior do que os cultivados sem estimulo e nas outras concentragcdes desse
aminoacido. Os linfocitos estimulados com LPS proliferaram de forma
significativamente maior quando cultivados em 0,6 mM, 2 mM e 10 mM de GLUT em
relagdo aqueles também estimulados, porém cultivados na auséncia desse
aminoacido. Além disso, a proliferacdo dessas células foi significativamente maior
quando estimuladas e cultivadas em 0,6 mM, 2 mM e 10 mM de GLUT em
comparagao aquelas cultivadas na auséncia de estimulo. Houve uma diminuicao
significativa na proliferagado dos linfocitos esplénicos estimulados e cultivados com
CTMct 0,6 mM GLUT, CTMct 2 mM GLUT e CTMct 10 mM GLUT em relacédo aos
seus respectivos controles, os quais também receberam o estimulo, porém foram
cultivados na auséncia do meio condicionado. O mesmo foi observado quando
cultivou-se linfocitos esplénicos estimulados com CTMdesn 2 mM GLUT e CTMdesn
10 mM GLUT. Nao houve diferenga significativa na proliferacdo de linfocitos
cultivados com CTMct 0, 0,6, 2 e 10 mM GLUT em relagdo aos cultivados com
CTMdesn 0, 0,6, 2 e 10 mM GLUT. A Tabela 13 apresenta as condi¢des de cultura

dos linfécitos capazes de afetar de forma significativa a sua proliferagao.
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Efeito do meio condicionado de CTM sobre
a proliferagao de linfécitos esplénicos
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*kkk

0.2+
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Glutamina (mM)
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Il Linfécitos+LPS [ Cond.Desn+Linfécitos+LPS

Grafico 17. Efeito do meio condicionado de CTMs sobre a proliferacdo de linfocitos

esplénicos. Resultados representados pela média * desvio padrao da média de 3

experimentos independentes, **** p<0,0001.
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Tabela 13. Proliferacao de linfocitos esplénicos em meio condicionado de CTMs

Condicao de cultura [GLUT] p
(-) LPS OmM > 2mM %
(+) LPS OmM = 0,6mM *
OmM =2 2mM *

OmM - 10mM *

(-) LPS/ (+) LPS 0,6mM **
2mM *

10mM *

(+) LPS/ Cond. CT 0,6mM P
2mM -

10mM *

(+) LPS / Cond. DESN 2mM o
10mM o

Tabela 13. Proliferacéo de linfécitos esplénicos em meio condicionado de CTMs. Condi¢oes
de cultura de linfocitos esplénicos que induziram diferengas estatisticamente significativas
na proliferagdo dessas células, * p<0,05, ** p<0,005 e *** p<0,0005.

Os linfécitos esplénicos foram cultivados nos meios condicionados de CTMs
e estimulados com LPS por 3 dias. Apos esse periodo, avaliou-se a produgao das

citocinas IL-10, IL-17 e IFN-y por essas células (Graficos 18, 19 e 20; Tabela 14).

De acordo com o Grafico 18, as concentracbes de GLUT testadas néao
influenciaram na producao de IL-10 pelos linfécitos esplénicos nao estimulados com
LPS. Ja os linfocitos esplénicos estimulados com LPS e cultivados em 2 mM e 10
mM de GLUT produziram IL-10 em quantidades significativamente maiores em
relagcdo aqueles estimulados e cultivados em 0 e 0,6 mM desse aminoacido. Além
disso, os linfocitos esplénicos estimulados com LPS e cultivados em 2 mM e 10 mM
de GLUT também produziram uma quantidade significativemente de IL-10 em
relagdo aqueles nao estimulados e cultivados nestas mesmas concentracoes deste

aminoacido.
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Em relacdo ao efeito dos meios condicionados obtidos de CTMct sobre a
producao de IL-10 pelos os linfécitos esplénicos estimulados com LPS, observou-se
um aumento significativo na sua secregcdo apenas quando cultivadas em 0 mM
GLUT, sendo esta a unica concentragcao a ter efeito sobre a producdo desta
citocina. Ja os meios CTMdes 0, 0,6, 2 e 10 mM GLUT n&o apresentaram efeito na
producao de IL-10 em relagdo aos seus respectivos controles (Linfocitos esplénicos
+ LPS) (Grafico 18).

Efeito do meio condicionado de CTM
sobre a producao de IL-10 por esplendcitos
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Bl Linfécitos+LPS [ Cond.Desn+Linfécitos+LPS

Grafico 18. Efeito do meio condicionado de CTMs sobre a produgao de IL-10 por linfocitos
esplénicos. Resultados representados pela média * desvio padrdo da média de 3
experimentos independentes, p>0,05.
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De acordo com o Grafico 19, os linfocitos esplénicos estimulados com LPS
apresentaram um aumento significativo na produgédo de IL-17 em relagado aqueles
nao estimulados. Observou-se uma diminuigdo significativa na produgao de IL-17
por essas células quando cultivadas no meio CTMct 0,6 mM GLUT. Por outro lado,

o meio CTMct 2 mM GLUT aumentou significativamente a produgéo dessa citocina.

Os linfocitos esplénicos estimulados com LPS e cultivados nos meios
CTMdesn 0,6 e 2 mM GLUT produziram uma quantidade significativamente maior
de IL-17 em relagédo aos seus respectivos controles (Linfocitos esplénicos + LPS +
0,6 e 2 mM GLUT). Adicionalmente, observou-se que essas células, quando
cultivadas no meio CTMdesn 0,6 mM GLUT, produziram mais IL-17 que as células
cultivadas com CTMct 0,6 mM GLUT (Grafico 19).

Efeito do meio condicionado de CTM
sobre a produgao de IL-17 por linfécitos esplénicos
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Grafico 19. Efeito do meio condicionado de CTMs sobre a produgao de IL-17 por linfocitos
esplénicos. Resultados representados pela média * desvio padrdo da média de 3
experimentos independentes, *** p<0,0005.
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Observou-se uma menor producao de IFN-y pelos linfocitos esplénicos nao
estimulados e cultivados em 2 mM e 10 mM de GLUT em relacdao aqueles
cultivados em 0 e em 0,6 mM desse aminoacido (Grafico 20). O estimulo com LPS
gerou um aumento na produgao de IFN-y pelos linfocitos esplénicos apenas quando
cultivados em 0 mM GLUT.

Dentre os meios CTMct testados, o unico que reduziu a producédo de IFN-y
em relacdo ao seu controle foi o0 meio CTMct 0 mM GLUT. Nesta mesma
concentragdo, pode-se observar um aumento significativo na producao de IFN-y
pelos linfocitos esplénicos estimulados com LPS e cultivados com meio CTMdesn

em relagao aos cultivados com meio CTMct.

Efeito do meio condicionado de CTM
sobre a produgao de IFN-y por esplenécitos
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Grafico 20. Efeito do meio condicionado de CTM sobre a produg¢ao de IFN-y por linfocitos

esplénicos. Resultados representados pela média * desvio padrdo da média de 3
experimentos independentes, p>0,05.
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Tabela 14. Produgado de IL-10, IL-17 e IFN-y por linfocitos esplénicos em meio

condicionado de CTMs

Condicao de cultura [GLUT] P

Citocina
IL-10 (+) LPS OmM > 2mM *
OmM - 10mM *
(-)LPS/(+) LPS 2mM *
10mM *
(+) LPS /Cond. CT OmM *
IL-17 (-)LPS/(+) LPS OmM *
0,6mM **
2mM *
10mM *
(+) LPS/Cond. CT 0,6mM **
2mM *
(+) LPS / Cond. DESN 0,6mM **
2mM *
Cond. CT / Cond. 0,6mM >

DESN

IFN-y (-) LPS OmM > 2mM **
OmM -> 10mM >
(+) LPS OmM > 2mM **
(-)LPS/(+) LPS OmM *
(+) LPS/Cond. CT OmM *

Tabela 14. Produgao de IL-10, IL-17 e IFN-y por linfocitos esplénicos em meio condicionado
de CTMs. Condigdes de cultura de linfécitos esplénicos que induziram diferencas
estatisticamente significativas na producao de IL-10, IL-17 e IFN-y por essas células. Valores
significativos para p<0,05, sendo * p<0,05, ** p<0,005.
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5. DISCUSSAO

A desnutricdo, em seus diversos graus, é considerada um grave problema de
saude publica que prevalece em regides em desenvolvimento, ainda que nao esteja
restrita somente a estes locais (SCHOFIELD e ASHWORTH, 1996).

Apesar do Brasil apresentar indices decrescentes de desnutricdo, devido a
implementacédo de programas de combate a fome e transferéncia de renda, como o
Programa Fome Zero e o Programa Bolsa Familia, um estudo recente de Wolf e
Barros Filho indica que quase 70% das familias beneficiadas relataram um aumento
no consumo de alimentos altamente caldricos, mas de baixo valor nutricional. Dessa
maneira, a implantacado desses programas sem a devida orientagao nutricional
resulta em escolhas alimentares inadequadas pela maioria dos seus beneficiarios
(WOLF e BARROS FILHO ADE, 2014).

A desnutricdo é causada por dietas quanti ou qualitativamente inadequadas
decorrentes da falta de acesso aos alimentos e de disturbios alimentares, bem como
por patologias que alteram a biodisponibilidade de nutrientes e/ou que aumentam a
necessidade de aporte dos mesmos para a manutencdo da homeostase do
organismo (CHANDRA, 1991; WATERLOW et al., 1996).

A combinacgéo de varios graus de privagao protéica — com diversos graus de
deficiéncia caldrica total — constitui a base das modificacbes metabdlicas que
acometem o organismo na desnutricdo proteico-energética (DPE) (WATERLOW et
al.,, 1996). Caso o suprimento de nutrientes seja persistentemente menor, o
organismo perde a sua capacidade adaptativa, o que pode levar a faléncia de
tecidos e o6rgaos (STINNETT, 1983). Portanto, as consequéncias da DPE séao
dependentes da sua causa, intensidade, e duragéo (DE ANGELIS, 1986).

A DPE nao causa somente consequéncias momentaneas para 0 organismo.
Um menor consumo de energia e proteinas de boa qualidade pode desencadear
uma série de fenbmenos fisiolégicos para garantir a sobrevivéncia, mas que sao
deletérios a longo prazo (COZZOLINO e COMINETTI, 2013). Por exemplo, a DPE
gera uma situacdo de estresse no organismo, com alteragbes na sintese de
adrenalina, noradrenalina, cortisol e hormdnio adrenocorticotrofico. Estas alteracdes

metabdlicas causam malformacido em vasos e provocam alteragdes permanentes no
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metabolismo intermediario, levando & menor oxidacao de gordura e danos na
sintese muscular e 6ssea. A longo prazo, a DPE pode favorecer o desenvolvimento
de doencas cronicas nao transmissiveis, como diabetes, hipertensdao e obesidade.
De fato, existe uma correlagao entre DPE na infancia e obesidade na idade adulta,
principalmente em mulheres (FLORENCIO et al., 2008; FERREIRA et al., 2009;
COZZOLINO e COMINETTI, 2013).

O consumo adequado de nutrientes é essencial para a funcdo adequada do
sistema imunolégico (CHANDRA, 1983). Em linhas gerais, a resposta imune da-se
pela sintese, expressao e secrecdo de compostos proteicos por células
imunoldgicas, que, por sua vez, sdo originadas a partir do processo de hemopoese,
e/ou ainda, pelo seu contato direto com outros tipos celulares co-localizadas as

células imunoldgicas.

Constituintes da dieta, tanto macro quanto micronutrientes, participam da
regulacdo do sistema imune em resposta a alteragdes nutricionais (CORTHESY-
THEULAZ et al., 2005). Os efeitos mais importantes da dieta sobre o organismo
ocorrem a nivel molecular e podem ser tanto benéficos quanto prejudiciais,
envolvendo diversos 6rgaos em seus mais variados — e complexos — niveis de
regulacdo (HIRSCH e EVANS, 2005). Em vista disso, uma nutricdo balanceada é
fundamental para uma resposta imune adequada, que é orquestrada pela fina

interacao dos sistemas imune inato e adaptativo.

A desnutricdo compromete a resposta imune, pois provoca alteracées
morfofuncionais em tecidos e 6rgaos linfo-hemopoéticos, essenciais para ontogenia
e maturagao de células imunolégicas, e modifica a resposta efetora de células das
imunidades inata e adaptativa, aumentando assim a susceptibilidade do individuo
desnutrido a agentes infecciosos (BORELLI et al., 1995; VITURI et al., 2000;
XAVIER et al., 2007). Portanto, a associacdo desnutricao-infeccédo é responsavel
pelos altos indices de morbidade e mortalidade (CHISTI et al., 2013).

O bindmio desnutricao-infeccao pode ser abordado sob diferentes aspectos: a
desnutricdo modificando os mecanismos de defesa do organismo, a infecgao
agravando o estado carencial previamente instalado, ou ainda, a doenca
desencadeando a desnutricdo. A desnutricdo e a infecgao podem interagir de forma
sinérgica, no caso de agentes infecciosos extracelulares, ou antagbnica, quando

esses agentes, em sua maioria intracelulares, dependem de sistemas enzimaticos e
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metabdlicos do hospedeiro (RODRIGUEZ et al., 2011; PAPIER et al.,, 2014).
Consequentemente, a terapia nutricional pode trazer resultados benéficos ou nao

para o organismo dependendo do agente infeccioso.

A literatura contém inumeros estudos sobre a DPE em seres humanos que
foram desenvolvidos buscando compreender a inter-relagdo doencga-desnutricao e,
mesmo com muitas descobertas sobre o assunto, os mecanismos envolvidos em
todo esse processo ainda nao estao totalmente esclarecidos. A maioria dos estudos
dos efeitos dos nutrientes sobre o sistema imunolégico provém de modelos animais.
Entretanto, a experimentagdo animal apresenta uma gama de situagdes distintas:
diferenga entre as espécies, isogenicidade ou nao das espécies, sexo, idade, tipos e
formas de desnutricdo. Assim, torna-se dificil definir o modo exato pelo qual a

desnutricdo modula a resposta imune do organismo.

Visto que buscamos investigar a influéncia da L-glutamina (GLUT) sobre
aspectos imunomodulatérios das CTMs, a funcionalidade do modelo experimental
murino de desnutricdo é de extrema importancia para o éxito desse trabalho. Com a
intencdo de aumentar a homogeneidade dos grupos e diminuir a variabilidade
genética, utilizou-se camundongos da linhagem BALB/c isogénica. Para diminuir
interferéncias causadas por alteragdes hormonais caracteristicas de fémeas durante
o ciclo estral, foram utilizados camundongos machos no modelo experimental. Outra
caracteristica importante € a idade destes animais, pois, tanto em animais como em
humanos, ocorrem importantes modificagées fisioldgicas na hematopoese em
funcdo da idade. Portanto, foram utilizados camundongos adultos jovens pois estes
ja atingiram a maturidade hematolédgica. Optou-se por utilizar uma estreita faixa de
idade (45-60 dias), objetivando reduzir variaveis indesejadas relativas as idades
baixa ou avangada desses animais (BANNERMAN, 1983; FOCK, 2005).

Quando fornecidos pelo biotério, os camundongos foram entregues em
gaioleiros, contendo mais de um animal em cada, e alimentados com ragao
comercial CR-1 Nuvilab® (Anexo 2) e agua ad libitum. No inicio da adaptagdo, os
mesmos foram transferidos para gaioleiros metabdlicos onde viveram
individualmente e passaram a consumir racdo normoprotéica produzida in house
(Tabela 1). Optou-se por substituir a racdo comercial pela in house com o intuito de
controlar de forma mais rigida a composi¢ao nutricional da ragao fornecida durante a

adaptacdo, uma vez que a racdo comercial pode apresentar variagdes na sua
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composi¢cao de acordo com o lote fabricado. O periodo de adaptacdo, que teve
duracdo de dez dias, € essencial para ambientar os camundongos ao seu novo
habitat. Como demonstrado em nossos resultados, ndo houve variagao significativa
no peso dos animais ao longo do periodo de adaptagéo, bem como no consumo de

racao e consequentemente de proteina.

Apbs o término do periodo de adaptacdo, os animais foram divididos
aleatoriamente em dois grupos para o inicio da indugdo a desnutricdo: controle e
desnutrido, os quais receberam, respectivamente, ragcdo normoproteica ou
hipoproteica. Como ja& comentado anteriormente, as ragbes utilizadas sao
isocaldricas (3601,0 kcallkg), diferindo apenas no teor proteico definido pela
quantidade de caseina adicionada. A caseina, uma proteina com alto valor biolégico,
fornece em torno de 80% de fosfato, entdo, para que a deficiéncia desse sal fosse
suprida na ragado hipoprotéica (que contém teor mais baixo de caseina), a
composi¢cdo da mistura salinica foi corrigida de acordo com a porcentagem de
caseina de cada lote utilizado no preparo da racdo (REEVES et al., 1993). Essas
racoes foram produzidas em nosso laboratério considerando os teores de vitaminas,
acidos graxos e sais minerais necessarios para fornecer uma dieta adequada,
restringindo-se apenas a quantidade de proteina na ragao hipoproteica (REEVES et
al., 1993; REEVES, 1997).

O periodo de duragdao da etapa de inducdo a desnutricdo foi definido
previamente pelo nosso grupo por ensaios de padronizagdo do modelo murino
experimental de desnutricdo. A variagao do peso dos camundongos que receberam
ragcao hipoprotéica ao longo de cinco ou nove semanas foi similar (dados nao
demonstrados) (HASTREITER, 2014). Dessa forma, optou-se por um periodo de
desnutricdo de cinco semanas por uma questdo de otimizacdo de tempo
experimental. De acordo com a literatura, o periodo de cinco semanas para o
camundongo tem grandeza semelhante a dois anos para o homem (QUINN, 2005).
Por conseguinte, a desnutricdo induzida no modelo experimental pode ser

considerada croénica.

Ao longo do periodo de indugdo a desnutricdo, o consumo de ragao pelos
animais que receberam ragao hipoproteica (grupo desnutrido) foi significativamente
menor em relagdo aqueles que receberam ragcdo normoproteica (grupo controle).

Consequentemente, animais desnutridos consumiram menos calorias diarias que
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seus respectivos controles. Uma vez que o teor proteico da ragao hipoproteica (2%
proteina) € menor que o da ragdo normoproteica (12% de proteina), animais
desnutridos consumiram uma quantidade diaria de proteinas significativamente
menor em relacdo aos seus controles. Assim sendo, pode-se classificar a
desnutricdo induzida no modelo experimental como desnutricdo proteico-energética
(DPE).

As informagdes da literatura sao confltantes com relagdo a dietas
hipoproteicas e ao consumo de ragdo; alguns trabalhos mostram aumento de
consumo (COLOMBO et al., 1992; WHITE et al.,, 1998; NAKAJIMA et al., 2014),
enquanto outros relatam comportamento anorético dos animais (BECK et al., 1989;
MERCER et al.,, 1994). Este comportamento anorético que leva a redugdo na
ingestao de racao hipoproteica era esperado, visto que esta reagao é habitual em
outros trabalhos realizados por nosso grupo (BORELLI et al., 2004; BORELLI et al.,
2007; FOCK et al., 2007; FOCK et al., 2008; BORELLI et al., 2009; FOCK, BLATT, et
al., 2010; FOCK, ROGERO, et al., 2010; FOCK et al., 2012) e pode ser explicada
por alteragdes nas concentragcdes plasmaticas de aminoacidos de cadeia ramificada
(leucina, valina e isoleucina), os quais influenciam na regulagdo do centro da fome
(FERRO-LUZZI e SPADONI, 1978). A diminuicdo no consumo da ragao
hipoprotéica, que culmina em uma redugao acentuada no peso corporal dos animais
dos grupos desnutrido, ndo € exclusiva deste estudo, uma vez que outros trabalhos
ja demonstraram o mesmo (BORELLI et al., 1995; VITURI et al., 2000).

Com a ingestdo de uma dieta balanceada, o organismo encontra-se em
balango nitrogenado. A desnutricdo pode desequilibrar esse balango, tornando-o
negativo, desencadeando a perda de peso frequentemente observada em individuos
desnutridos (MERCER et al.,, 1994; WESTERTERP-PLANTENGA et al., 2009).
Durante estados de privagao proteica, ocorre deple¢cao da musculatura esquelética e
liberagdo de aminoacidos provenientes do catabolismo muscular (MALAFAIA et al.,
2009). Esses aminoacidos liberados séo direcionados para o figado com o propésito
da gliconeogénese e/ou podem ser usados na sintese proteica (CARPENTIER et al.,
1982). Além disso, quadros de caréncia nutricional podem induzir a degradacao de
tecido adiposo para a sustentagdo do metabolismo energético (GROVER e EE,

2009). Por conseguinte, o organismo perde peso.
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Ao longo do periodo de desnutrigdo, observou-se uma diminuigdo significativa
no peso corporeo, bem como no consumo de ragdo e consequentemente de
proteinas. A perda de aproximadamente 20% do peso corpéreo inicial pelos animais
do grupo desnutrido, associados aos valores do hemograma, da concentragdo de
proteinas totais e da albumina e pré-albumina séricas, mostraram-se como bons

indicadores na avaliagdo da desnutricao proteico-energética.

Em relagdo aos dados hematoldgicos, os animais desnutridos apresentaram
reducdo quantitativa e significativa tanto no compartimento periférico quanto no
centra. Em suma, esses animais apresentaram anemia, leucopenia e

comprometimento medular, no qual observamos importante hipolasia.

Os resultados dos leucogramas dos animais desnutridos mostraram uma
diminuicdo quantitativa de leucdcitos, linfocitos, neutréfilos e mondcitos no sangue
periférico. Esta leucopenia pode, em parte, ser responsavel pelo comprometimento
tanto da imunidade inata, quanto da adquirida, conforme descrito em trabalhos
anteriores do nosso grupo (FOCK et al., 2007; FOCK, BLATT, et al., 2010; FOCK,
ROGERQO, et al., 2010).

Desta forma, o comprometimento hemopoético encontrado no grupo
desnutrido pode ser decorrente da hipoplasia medular observada, que corrobora
com o0 menor numero de células nucleadas na MO desses animais. A hipoplasia
medular resultante da DPE pode ser justificada pela baixa disponibilidade de
substrato, que compromete a sintese proteica necessaria para a proliferacdo celular
adequada, e por mudancas na proporcdo de proteinas constitutivas do
compartimento medular estromal, que alteram o microambiente medular responsavel
pela regulagcdo de CTHs (BORELLI et al., 1995; VITURI et al., 2000; XAVIER et al.,
2007).

Além disso, a DPE pode alterar o processo de diferenciacdo de CTMs e,
consequentemente, alterar a formagdo dos microabientes indutiveis da
hematopoese, de forma a prejudicar a formagao do compartimento estromal medular
e alterar o perfil de produgdao de citocinas, influenciando assim a hematopoese
(CUNHA et al., 2013).

CTMs sao células clonogénicas capazes de se diferenciar em tipos diversos
tipos celulares constituintes do estroma medular (HOCKING e GIBRAN, 2010), onde
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modulam a fungdo de outras células presentes no microambiente onde se
encontram. Intimamente relacionadas as CTHs, as CTMs apresentam-se distribuidas
nos nichos hematopoéticos de forma que sédo responsaveis pela regulagéo direta e
indireta das CTHs (MENDEZ-FERRER et al., 2015). Em vista disso, pode-se inferir
que alteragdes significativas na fungado das CTMs poderiam prejudicar a hemopoese

e, consequentemente, comprometer a ontogenia de células imunoldgicas.

A caracterizacdo de CTMs ainda é complexa, pois, além de ndo haver um
marcador especifico para essas células, a expressao dos mesmos pode variar
conforme a espécie (humano, camundongo) e entre as diferentes linhagens de
camundongos (ANJOS-AFONSO e BONNET, 2011; BOXALL e JONES, 2012). Isto
€ um fator limitante na escolha da técnica para a identificacdo de CTMs. Dessa
forma, estas células sdo atualmente caracterizadas por uma combinacgao de critérios
fisicos e fenotipicos, além de propriedades funcionais, como a confirmacg¢ao de sua
multipotencialidade, utilizando testes de diferenciacdo osteogénica, adipogénica e
condrogénica. Devido a sua extensa plasticidade, a existéncia de subpopulacdes de
CTMs justificaria a sua multipotencialidade e variedade fenotipica (BOXALL e
JONES, 2012; PHINNEY, 2012). Portanto, para a caracterizagao das CTMs, utilizou-
se como parametros a sua morfologia, seu potencial de diferenciagcao e seu perfil
fenotipico. Por estarem inseridas no microambiente hemopoético, que pode ser
alterado pela desnutricdo, foi investigado se a DPE teria algum efeito sobre a

morfologia, confluéncia, potencial de formar CFU-F e sobre o fenétipo das CTMs.

As CTM obtidas dos dois grupos apresentaram morfologia fusiforme
fibroblastéide quando observadas em microscopio o6tico invertido, tipica dessas
células (ABDALLAH e KASSEM, 2008), porém a DPE nao alterou a morfologia ou a
estimativa do percentual de confluéncia das mesmas. De acordo com a literatura
(GOTHARD et al., 2013), CTMs tém a capacidade de formar colénias fibroblastoides.
De fato, essas células foram capazes de formar colbnias fibroblastdides, ainda que
nao tenham surgido diferengas significativas quanto ao numero de colbnias

formadas entre as células provenientes de animais controles e desnutridos.

A imunofenotipagem de CTMs foi realizada para caracteriza-las e identificar
possiveis efeitos da DPE sobre o fendtipo dessas células. Para isso, CTMs foram
marcadas com um painel de anticorpos (anti-CD14, -CD34, -CD45, -CD90, -CD271 e

-Scal) e seu perfil fenotipico foi obtido por citometria de fluxo. De acordo os
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resultados obtidos, CTMct e CTMdesn apresentaram marcacdes de intensidades
similares, negativas ou fracamente positivas para CD14, CD34 e CD45, e positivas
para CD90, Sca-1, e CD271.

E importante mencionar que um Gnico marcador de superficie ndo é capaz
de caracterizar individualmente as CTMs — ou qualquer outra célula — uma vez que o
mesmo pode ser expresso por mais de um tipo celular. Isto posto, para a
investigacdo do perfil fenotipico das CTMs, optou-se por utilizar um painel de
marcadores especificos para essas células e que seria capaz de excluir outros tipo
celulares. A marcagao negativa para CD14, CD34 e CD45 indica, respectivamente,
que as células analisadas nao apresentam comprometimento para as linhagens
monocitica, tronco hematopoética ou leucocitaria. A marcacao positiva para CD90,
CD271 e Sca-1 corresponde especificamente a de CTMs, caracterizando essas
células como tal. O perfil fenotipico encontrado associado a capacidade de
diferenciagcdo das células isoladas dos dois grupos em adipécitos, osteoblastos e
condrécitos, permitem classificar as mesmas em CTMs, segundo critérios

atualmente estabelecidos pela literatura.

Neste trabalho, optamos por trabalhar com CTMs em baixa passagem (P1),
pois a manipulagao in vitro dessas células resulta na perda da sua capacidade de
proliferagdo e diferenciagdo, respectivamente, a partir da 3° e 6 passagens (BONAB
et al., 2006; AYATOLLAHI et al., 2012).

A literatura relata que CTMs em cultura perdem a sua capacidade
proliferativa sem necessariamente alterar a sua morfologia (AYATOLLAHI et al.,
2012). Uma vez que nao foram observadas diferengas entre a morfologia de CTMct
e CTMdesn, buscou-se determinar se a DPE teria algum efeito sobre a proliferagcéo
dessas células. Para isso, avaliou-se a influéncia da DPE sobre o ciclo celular de
CTMs, bem como a expressao de proteinas relacionadas com a progressao do ciclo

celular. Além disso, verificou-se a viabilidade dessas células frente a DPE.

A porcentagem de CTMs em G0/G1, S/G2/M e em apoptose foram similares
aos dois grupos, indicando que a DPE néo teve efeito sobre a progressao do ciclo
celular e sobre a viabilidade dessas células. Aproximadamente 80% das CTM de
ambos o0s grupos encontraram-se nas fases G0/G1 e apenas 20% em S/G2/M.

Menos de 3% do total das células estavam em apoptose.
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Para se obter um panorama mais preciso quando a influéncia da DPE sobre
a proliferagcdo de CTMs, investigou-se a expressado das proteinas CDC25a, CDK2,
PCNA, c-Myc, CDC42 e p27 em CTMct e CTMdesn.

CDC25a, CDK2 e PCNA séao proteinas que induzem a progressao do ciclo
celular. CDC25a e CDK2 sao essenciais para a progressao da fase G1 para a fase S
(BUSINO et al., 2004; SATYANARAYANA e KALDIS, 2009). A proteina PCNA atua
sobre a replicagcdo do DNA que ocorre na fase S (LEONARDI et al., 1992). c-Myc é
um proto-oncogene capaz de induzir a proliferagdo celular uma vez que induz
expressdo de ciclinas e reduz a expressdao de p21 (DOMINGUEZ-SOLA et al.,
2007). CDC42 é uma enzima que regula a progressao do ciclo celular de diversas
formas (CHIRCOP, 2014). P27 é uma proteina inibidora do ciclo celular em G1
(NAKAJIMA et al., 2014).

A DPE néo induziu diferengas significativas na expressdo de CDC25a,
CDK2, PCNA, c-Myc, CDC42 e p27 em CTMs obtidas dos dois grupos. Até o
presente momento, ndo existem estudos que relacionam a DPE com a expressao de

proteinas reguladoras do ciclo celular em CTMs.

Considerando que CTMs promovem o estroma de suporte para a
hemopoese, bem como apresentam capacidade imunorreguladoras (UCCELLI et al.,
2008; SHI et al., 2010; BAIGUERA et al., 2012; Yl e SONG, 2012) e uma vez que a
GLUT possui propriedades imunomodulatérias, sendo o aminoacido mais consumido
por CTMs (NEU et al.,, 2013) objetivamos avaliar a influéncia da GLUT sobre a

capacidade imunomodulatéria de CTMs.

A GLUT é o aminoacido mais abundante encontrado na corrente sanguinea
(RENNIE et al., 1996; TAPIERO et al.,, 2002) e o mais consumido por CTMs
(HIGUERA et al., 2012). A GLUT torna-se condicionalmente essencial em condi¢des
catabdlicas (ADEVA et al., 2012), como na desnutrigao, sendo utilizada como fonte
alternativa de energia através da sua participagdo no processo de gliconeogénese
(KRAFT et al.,, 2005). Dessa forma, investigou-se o efeito da GLUT sobre a
morfologia e a proliferagdo de CTM. Para isso, foram testadas quatro concentragdes
desse aminoacido: 0, 0,6, 2 e 10 mM. A escolha pela concentragdo de 0,6 mM de
GLUT durante o periodo de cultura celular deve-se ao fato dessa concentracao
corresponder aquela observada no plasma de animais adultos saudaveis. A

concentracdo 2 mM é padrdao em cultura de células e, apesar desse valor estar
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acima da concentragao fisiolégica de GLUT in vivo (0,6 mM), experimentalmente 2
mM favoreceram o cultivo de células por periodos prolongados (24 — 72 horas)
(EAGLE, 1955). A escolha da concentragdo de 10 mM, apesar de significantemente
superior aquela utilizada em ensaios in vitro (2 mM) provém de estudos que
verificaram efeitos opostos da GLUT sobre a expressdo de genes que codificam
para citocinas, por enterécitos e células mononucleares, quando as mesmas foram
cultivadas em 2 mM desse aminoacido (WISCHMEYER et al., 2003; HUBERT-
BURON et al., 2006).

Nossos dados demonstraram que CTMs cultivadas na auséncia de GLUT
apresentam morfologia alterada em relagdo aquelas cultivadas na presenca desse
aminoacido. Embora ndo tenha havido uma diferenga significativa quanto a
proliferacdo de CTMs obtidas de ambos os grupos e cultivadas na mesma
concentracdo de GLUT, observou-se que quanto maior a concentracao desse
aminoacido, maior a proliferacdo dessas células. De fato, a literatura relata que a
GLUT é um fator determinante para a proliferagao dessas células, ainda que CTMs
provenientes de diversas espécies necessitem de quantidades distintas desse
aminoacido para a sua proliferagcédo (SOTIROPOULOU et al., 2006).

As CTMs sao capazes de modular o sistema imunoldgico através da
secrecdo de citocinas e pelo seu contato direto com células imunoldgicas
(BAIGUERA et al., 2012). Isto posto, optou-se em focar, neste trabalho, na avaliagao
do perfil de producdo de citocinas, bem como na expressdo dos fatores de
transcricdo NFxB e STAT-3, pois estdo diretamente relacionados com a producéo de
citocinas em condigbes de estresse, como a DPE (DE OLIVEIRA et al.,, 2014;
MELLO et al., 2014).

Para mimetizar uma condigao de estresse imunolégico, estimulou-se CTMct
e CTMdesn com lipopolissacarideo (LPS). O LPS é uma molécula encontrada na
parede de bactérias Gram-negativas e amplamente utilizada em estudo das
respostas inflamatéria e imunoldgica pois tem a capacidade de ativar diversas
células e induzir a produgao de citocinas, bem como espécies reativas do oxigénio e
nitrogénio. Este estimulo é dependente de vias de sinalizagdo que culminam com a
ativacao direta de NFxB e indireta de STAT-3, através de citocinas produzidas pela
via do NFkB (RIETSCHEL et al., 1994; CAMPBELL et al., 2006).
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Para a avaliagao da expressao de NFkB e STAT-3 em CTMct e CTMdesn,
previamente estimuladas com LPS e cultivadas em 0, 0,6, 2 e 10 mM de GLUT,
utilizou-se como paradmetro a relacdo da porcao fosforilada pela porcao total desses
fatores de transcricdo. A fosforilacdo destes fatores levam a sua ativagcado e
translocagdo para o nucleo, onde promovem a transcrigdio génica e,

consequentemente, a producgao de citocinas.

Nossos resultados demonstraram que a GLUT modula a expressao das
porcoes total e fosforilada do fator de transcricdo NFkB em CTMct e CTMdesn. Em
CTMct previamente estimuladas com LPS, observou-se um aumento significativo na
relacdo p-NFxB/NFxB somente quando cultivadas em 0,6 mM de GLUT. Dessa
forma, 0,6 mM de GLUT é a concentragdo que induziria uma maior producido de
citocinas relacionadas com a ativacdo da via do NFkB. E interessante notar que 0,6
mM de GLUT corresponde aquela observada no plasma de animais adultos
saudaveis. Por outro lado, observou-se uma reducao significativa na relagéo p-
NFkB/NFkB quando CTMs foram cultivadas em 2 e 10 mM de GLUT. Nessas
concentragdes, a expressao da porgao fosforilada de NFkB em CTMdes chega a ser
quase um quinto da sua porc¢ao total, indicando uma possivel reducdo na producao
de citocinas por CTMdes cultivadas nessas concentragbes. Por conseguinte, a
suplementacdo de GLUT em altas concentragcbes poderia comprometer a resposta

imune de individuos desnutridos.

Em relacdo a expressdao de STAT-3, também observamos agao da GLUT
sobre a expressdo das porcbes total e fosforilada desse fator. Em CTMct
previamente estimuladas com LPS, observou-se um aumento significativo na relagao
p-STAT3/STAT3 quando cultivadas em 2 e 10 mM de GLUT. Portanto, essas
concentracdes poderiam provocar, em tese, um aumento na producao de citocinas
relacionadas a via da STAT-3 por essas células. Além disso, a literatura descreve
que a ativagao de STAT-3 aumenta a produgédo de CCL2, ligante de CCR2 e CCR4,
responsavel pela atragdo de células imunoldgicas para o local de inflamagao. Por
outro lado, um aumento na porcéo fosforilada de STAT-3 reduz a producido dasra
citocinas IFN-y, IL-12 e TNF-a, diminuindo assim a ativagdo autécrina de STAT-3
como uma forma de evitar um processo inflamatério acentuado. (FREEMAN e
HOLLAND, 2009; KOK et al., 2009). Kanauchi e colaboradores apresentam indicios

de que a GLUT poderia atuar inibindo a expressdo de STAT-3 no microambiente
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intestinal, diminuindo quadros proé-inflamatérios exarcebados (KANAUCHI et al.,
2003).

Em CTMdesn, hda um aumento significativo da expressdo da porgao
fosforilada de STAT-3 quando cultivadas em 0,6, 2 e 10 mM de GLUT em relagao a
quando cultivadas na auséncia desse aminoacido. Quando CTMdesn sao cultivadas
em uma concentracdo de GLUT corresponde aquela observada no plasma de
animais adultos saudaveis (0,6mM), parece haver uma recuperagao significativa na
sua capacidade de producdo de citocinas relacionadas a essa via. Esta
concentragdo aumenta de forma significativa a expressao da porcao fosforilada de
STAT-3 por CTMdesn em relagdo ao seu controle. Recentemente, relatou-se um
aumento na expressao de STAT-3 por linfocitos esplénicos provenientes de animais
desnutridos (MELO et al., 2014), porém a literatura € escassa quanto ao efeito da

desnutricdo sobre a expressao desse fator em CTMs.

Buscando investigar a influéncia da GLUT sobre o perfil de produgdo de
citocinas por CTMct e CTMdesn previamente estimuladas com LPS, avaliou-se a
produgéo de IL-1a, IL-1B, IL-2, IL-4, IL-6, IL-10, IL-17, IFN-y, TGF-$ e TNF-a por
essas células. Enquanto CTMct e CTMdesn foram capazes de produzir IL-1p, IL-6,
IL-10, IL-17, IFN-y, TGF-B, essas células ndo produziram, ou produziram abaixo do

nivel de detecgao do teste empregado, as citocinas IL-1a, IL-2, IL-4 e TNF-a.

Sabe-se que a estimulacao de células por LPS resulta na ativacédo da IKK, a
qual promove a fosforilagdo do inibidor do NFxB (IkB-a). Este fato resulta na
degradacao do IkB-a e, subsequentemente, na liberagdo e translocagdo do NFxB
para o0 nucleo, onde o NFkB - um fator de transcricdo ubiquo que regula a
transcricdo de diversos genes envolvidos em respostas imunes e inflamatdrias -
promove a ativagdo do gene que codifica diversas citocinas proé-inflamatoérias
(BEUTLER, 2003; BEUTLER et al., 2006).

Nossos resultados demonstraram uma menor produgdo de IL-18 por
CTMdesn em relacao aos seu controles quando cultivadas em 0,6 e 2 mM de GLUT.
Interessantemente, observamos que quanto maior a concentragdo de GLUT
utilizada, menor a producdo de IL-1p por CTMs de ambos os grupos. Conforme
mencionado anteriormente, houve uma diminuigdo significativa na expressdo da

porcao fosforilada de NFkB, quanto maior a concentragcao de GLUT, o que nos leva
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a correlacionar que a diminuicdo na producao de IL-1 observada pode estar
diretamente relacionada a diminuicdo da expressao da porcao fosforilada do NFxB
(RENARD et al., 1997; FITZGERALD et al., 2007).

Wischmeyer e colaboradores relataram que a suplementagédo com GLUT acima
de 4 mM possui capacidade de diminuir a producdo de citocinas pro-inflamatorias
em células mononucleares do sangue periférico estimuladas in vitro com LPS. Por
outro lado, Cruzat e colaboradores demonstraram, in vivo, que a suplementagao
com GLUT na forma livre ou como dipeptidio diminui a liberacdo dessas citocinas
imediatamente apds o exercicio fisico intenso e que a razdo GSH/GSSH no musculo
séleo e no figado encontra-se aumentada (WISCHMEYER et al., 2003; CRUZAT e
TIRAPEGUI, 2009).

O aumento na concentracdo de GLUT resultou em uma diminuicdo na
producao de IL-1p e IL-6 por CTMs. Este resultado esta de acordo com a redugao
observada na expressdo de p-NFkB por CTMs uma vez que essas citocinas sao
produzidas em decorréncia da ativacdo da via do NFkB (CORTEZ et al., 2013).
Levando em conta o papel imunomodulador de CTMs, a redug¢ao na producéao de IL-
6 por essas células pode resultar na inibicdo do fator de transcricdo STAT-3,
diminuindo a producao de IL-17, essencial para a diferenciacdo de linfocitos T
auxiliares em Ty17, aumentando assim a susceptibilidade a infec¢oes (MUDTER e
NEURATH, 2007).

De fato, nota-se uma reducdo nos niveis de IL-17 quando CTMs séao
cultivadas em altas concentragdes de GLUT, ainda que esses resultados nao
tenham sido estatisticamente significativos. Quando suplementadas com 10 mM de
GLUT, CTMs obtidas dos dois grupos tendem a diminuir a produg¢ao de IFN-y. Visto
que essa citocina é capaz de ativar diversas células do sistema imunolégico
(SCHOENBORN e WILSON, 2007), concentragdes elevadas de GLUT poderiam
prejudicar a resposta imune. Isto posto, a suplementacdo de GLUT, em
concentragbes acima da fisioldgica, ndo seria recomendada pois poderia
comprometer a resposta imune do individuo desnutrido. Entretanto, em situacoes
onde existiria a necessidade de imunossuprimir o organismo, como por exemplo,
nos casos de transplante, talvez a utilizacdo da GLUT em associacdo com as CTMs

poderia ser aventada.
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Em conformidade com esses resultados, o aumento na concentragao de
GLUT induziu a produgao de IL-10, uma citocina antiinflamatéria que inibe a via do
NFkB (FOCK et al., 2008). Da mesma forma, houve um aumento na producao de
TGF-p por CTM isoladas de ambos os grupos conforme a elevagédo na concentragéao
de GLUT. Entretanto esse aumento foi menos evidente em CTMdesn. Dessa
maneira, a DPE reduziu a produgdo de TGF-f por CTMdes suplementadas com
concentragdes de GLUT maiores que a fisiolégica. Uma vez que o TGF-p regula a
proliferacdo, diferenciagdo, migragao e adesao celulares (NASSIRI et al., 2011;
TRAVIS e SHEPPARD, 2014), pode-se inferir que essa diminuicdo poderia

comprometer os mecanismos de defesa de individuos desnutridos.

Visto que CTM sao capazes de modular células imunolégicas através da
secrecao de citocinas, buscou-se identificar possiveis efeitos do sobrenadante de
CTMct e CTMdes previamente cultivadas em 0, 0,6, 2 e 10 mM de GLUT sobre a
proliferagcdo de macroéfagos e linfocitos esplénicos estimulados com LPS, bem como

sobre a producéao de citocinas por essas células.

O estimulo com LPS associado a suplementagcdo de GLUT aumentou a
proliferacdo de macrofagos e de linfocitos esplénicos em relagéo as células que nao
receberam o estimulo ou em comparagao aquelas cultivadas na auséncia desse
aminoacido. Portanto, pode-se inferir que a GLUT ¢é essencial para a proliferagao
dessas células, independente do quadro nutricional previamente instalado. De
acordo com a literatura, a enzima MAPK fosfatase-1 estimula a proliferacdo de
macrofagos e linfocitos (ZHANG et al., 2009; COMALADA et al., 2012). Visto que
MAPK fosfatases podem ser ativadas pela GLUT e que essas enzimas inibem
MAPK (KIM et al., 2015), como IKKs, essa via de sinalizagao pode estar relacionada
nao s6 ao aumento na proliferagdo de macrofagos e de linfécitos esplénicos, mas
também com o efeito antiinflamatério observado quando CTMs sdo cultivadas em
concentragdes supra-fisiologicas de GLUT, mesmo na presenga do estimulo com
LPS.

Quando cultivados na presengca dos meios condicionados provenientes de
CTMct e CTMdesn, macrofagos e linfocitos estimulados com LPS apresentaram
diminui¢ao na sua proliferagcdo. De acordo com os resultados obtidos, a redugao na

proliferacdo dessas células pode estar relacionada com a produgao de TGF-f por
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CTMct e CTMdesn. Sabe-se que o TGF-f induz a parada do ciclo celular em G1 pois
estimula a sintese das proteinas p15 e p21 que, por sua vez, inibem a expressao de
c-Myc, impedindo assim, a progressao do ciclo celular (HANAHAN e WEINBERG,
2000). Em conformidade com os resultados obtidos referentes ao ciclo celular de
CTMs, observa-se que a maioria das CTMct e CTMdes (aproximadamente 80% das
células) encontram-se na fase GO0/G1. Nossos resultados demonstraram, por
exemplo, um aumento significativo na produgdo de TGF-f em CTMct e CTMdesn
quando cultivadas em 2 e 10 mM de GLUT. De fato, a proliferacdo de linfécitos
estimulados com LPS foi significativamente reduzida quando cultivados na presenca
dos meios condicionados de CTMct e CTMdesn 2 e 10 mM GLUT em relagao aos
seus respectivos controles. Além disso, macrofagos cultivados com CTMdesn 2 mM
GLUT proliferam significativamente menos do que quando cultivados com CTMct 2
mM GLUT.

Além de identificar possiveis efeitos dos meios condicionados de CTM sobre
a proliferacdo de macrofagos e linfocitos esplénicos, investigou-se também a
producao das citocinas IL-10, IL-12 e TNF-a. por macréfagos e IL-10, IL-17 e INF-y
por linfécitos esplénicos quando estimulados com LPS e cultivados com esses meios

condicionados.

Macrofagos estimulados com LPS e cultivados na presenga dos meios
condicionados testados tendem a diminuir a producéo das citocinas proé-inflamatorias
IL-12 e TNF-a e aumentar a produgao da citocina antiinflamatéria IL-10, em relacao

aos seus respectivos controles (macréfagos estimulados com LPS).

A IL-12 é uma citocina produzida por macréfagos em resposta a estimulos
antigénicos, como o LPS. Em linhas gerais, essa citocina estimula a proliferagdo de
linfécitos T e induz a sua diferenciagdo em linfocitos Ty1, que produzem IFN-y e
TNF-a. Essas duas citocinas podem atuar de forma paracrina em macréfagos,
aumentando ainda mais a sua produgao de citocinas proé-inflamatérias (HSIEH et al.,
1993). A ligagdo do TNF-a ao seu receptor (TNFR), presente em diversos tipos
celulares incluindo macréfagos, pode ativar a via do NFkB e gerar a produgao de
citocinas pro-inflamatdérias, bem como estimular a proliferacdo e diferenciagao
celular via MAPK, ou ainda induzir apoptose celular via ativacdo de caspases
(GAUR e AGGARWAL, 2003; KANT et al., 2011; DE OLIVEIRA et al., 2014).
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Sabe-se que a IL-10 é uma citocina antiinflamatdria pois inibe a via do NFxB
e, consequentemente, a producdo de citocinas pro-inflamatérias, dimunui a
producdo de citocinas Ty1, bem como reduz a expressdo de moléculas co-
estimulatérias por células apresentadoras de antigenos (DIJKSTRA et al.,, 2002;
SATO et al.,, 2011). Portanto, a redugdo na produgao de IL-12 e TNF-a por
macrofagos estimulados com LPS e cultivados na presenga dos meios
condicionados pode ser decorrente da acido antiinflamatdérias das citocinas IL-10 e
TGF-p produzidas por CTMs. Por outro lado, o aumento na produgao de IL-10 por
essas células pode estar relacionado ao carater imunossupressor das CTMs,
amplamente discutido na literatura (KYURKCHIEV et al., 2014; WANG et al., 2014).
Nao foram observadas diferencgas significativas quanto a producéo de IL-12, TNF-a
e IL-10 por macréfagos cultivados com os meios condicionados provenientes de
CTMct e CTMdesn. Isto posto, pode-se inferir que a concentracdo de GLUT é o fator

determinante na modulagéo da produgao dessas citocinas por macrofagos.

Linfocitos estimulados com LPS e cultivados nos meios condicionados
testados nao alteraram significativamente a sua producgao de IL-10 e IFN-y. Por outro
lado, houve um aumento significativo na producdo de IL-17 por essas células
quando cultivadas na presenca dos meios condicionados. Esse fato pode ser
resultante da elevada producao de IL-6 por CTMct e CTMdesn, uma vez que esta
citocina ativa a via da STAT-3 que, por sua vez, resulta na producdo de IL-17
(NISHIHARA et al., 2007).
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6. CONCLUSOES

A avaliacado nutricional dos animais submetidos ao modelo experimental utilizado

indicou a instalagdo de um quadro de DPE crénica;

A DPE comprometeu o tecido medular e a hemopoese, porém nao alterou a
morfologia, o fendtipo, a multipotencialidade ou aspectos relacionados ao ciclo
celular de CTMs;

A GLUT induziu proliferacdo em CTMs, bem como modificou a expressao de
fatores de transcricdo e a producdo de citocinas por essas células, exercendo

efeito imunomodulador sobre as mesmas, o qual foi influenciado pela DPE;

CTMs produziram fatores soluveis que reduziram a proliferagdo de macréfagos e
linfocitos e que modularam a producéo de citocinas por essas células. A GLUT e

a DPE também influenciaram nesses aspectos;

Portanto, variagcbes na biodisponibilidade de GLUT influenciam na
imunomodulagcdo de CTMs que, por sua vez, tém efeito direto sobre células

imunoldgicas.
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ANEXOS

ANEXO |

UNIVERSIDADE DE SAO PAULO

Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas
Secretaria de Pés-Graduacdo

Informagoes para os Membros de Bancas Julgadoras de
Mestrado/Doutorado

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

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

2.1 Com a devida anuéncia das partes (examinador e candidato), €
facultada a argtiic3o na forma de didlogo em até sessenta minutos por examinador.

3. A sess3o de defesa sera aberta ao publico.

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

4.1 Caso algum membro da banca reprove o candidato, a Comiss3o
Julgadora devera emitir um parecer a ser escrito em campo exclusivamente indicado
na ata.

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

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

Sao Paulo, 23 de maio de 2014.

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

Av. Prot. Lineu Frestes, 520, Bloco 13 A - Cidade Universitaris - CEP D5508-200 - 880 Paulo - 8P
Fone: (11) 3091 3521 - Fax (11) 3091 3141 — e-mall: pgfarmausp.br
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ANEXO Il

UNIVERSIDADE DE SAO PAULO

FACULDADE DE CIENCIAS FARMACEUTICAS
Comisséo de Etica no Uso de Animais - CEUA

Oficio CEUA/FCF 132013

CERTIFICADO

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

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




ANEXO Il

Composicdo da racdo comercial CR-1 Nuvilab®

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

Proteina bruta 220

Umidade 125

Material mineral 90

Matéria fibrosa 70

Gordura bruta 40
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ANEXO IV

Composicdo da mistura salinica da ragdo comercial CR-1 Nuvilab®

Constituintes

Racao CR-1 Nuvilab® (g/kg de ragao)

Célcio
Cobalto
Cobre
Ferro
Fosforo
Fluor
lodo
Manganés
Selénio
Sadio
Zinco

12
0,0015
0,01
0,05
8
0,08
0,02
0,06
0,00005
2,7
0,06
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ANEXO V

154

Composicdo da mistura vitaminica e de aminoacidos da ragdo comercial CR-1

Nuvilab®

Constituintes

Racao CR-1 Nuvilab® (mg/kg, g/kg, Ul/kg de

racao)
Lisina 12g/kg
Metionina 4g/kg
Vitamina A 13000Ul/kg
Vitamina B1 5mg/kg
Vitamina B2 6mg/kg
Vitamina B3 60mg/kg
Vitamina B5 20mg/kg
Vitamina B6 7mg/kg
Vitamina B7 0,05mg/kg
Vitamina B8 1900mg/kg
Vitamina B9 1mg/kg
Vitamina B12 22mg/kg
Vitamina D3 2000Ul/kg
Vitamina E 34Ul/kg
Vitamina K3 3mg/kg
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1.

dos SANTOS, G. G., Spiekstra, Sander W., Sampat-Sardjoepersad, Shakun C., Reinders, Judith,
Scheper, Rik J., Gibbs, Susan
A potential in vitro epidermal equivalent assay to determine sensitizer potency. Toxicology in Vitro.
v.25, p.347 - 357, 2011.

Spiekstra, S.W., dos SANTOS, G. G., Scheper, R.J., Gibbs, S
Potential method to determine irritant potency in vitro ¢, Comparison of two reconstructed epidermal culture
models with different barrier competency. Toxicology in Vitro. i v.23, p.349 - 355, 2009.

dos SANTOS, G. G., Reinders, J., Ouwehand, K., Rustemeyer, T., Scheper, R.J., Gibbs, S.
Progress on the development of human in vitro dendritic cell based assays for assessment of the
i potential of a { and Applied P| J Vv.236, p.372 - 382,

2009.

Trabalhos publicados em anais de eventos (resumo)

1.

Artigos em jornal de noti

1.

Hastreiter AA, Santos EWCO, dos SANTOS, G. G., Borelli P, Fock RA
Endothelial-like cells derived from bone marrow Nes+ MSCs cells have a snnuso\dal per\vascu\ar
In: http: p-cor 014/1 S14.pdf,
2014, San Antonio.
WSCS - 2014., 2014.

dos SANTOS, G. G., Hastreiter AA, Fock RA
The influence of I-glutamine on immunomodulatory aspects of bone marrow mesenchymal stem cells from
malnourished mice In: 43rd Annual Scientific Meeting of the International Society of Experimental
Haematology, 2014, Montreal.

ISEH 2014 - Abstracts. , 2014.

dos SANTOS, G. G., Spiekstra, S.W., Scheper, R.J., Gibbs, S.
Epidermal equivalent assay to determine sensitizer potency In: 6th Meeting of the Immunotoxicology &
Chem\cal Allergy, 2010, Den Bosch.

assay to i itizer potency. , 2010.

dos SANTOS, G. G., Spiekstra, S.W., Rustemeyer, T., Scheper, R.J., Gibbs, S.
Chemical allergens and irritants induce TSLP secretion from epidermal equivalents In: X Dutch Society for
Experimental Dermatology (NVED), 2009, Lunteren - Holanda.

X Dutch Society for Experimental Dermatology (NVED). , 2009. p.7 - 7

dos SANTOS, G. G., Reinders, J., Spiekstra, S.W., Scheper, R.J., Gibbs, S.
Development of a potential epidermal equivalent based assay to rank skin sensitizers potency In: VIl World
Congress on Alternatives & Animal Use in the Life Sciences, 2009, Roma - Itélia,

ALTEX - Alternatives to Animal Experimentation. Zurique: Society ALTEX Edmon 2009. v.26. p.292 -
293

Relnders J., dos SANTOS, G. G., Ouwehand, K., Spiekstra, S.W., Rustemeyer, T., Scheper, R.J., Gibbs,

Development of in vitro based assays to identify potential allergens In: Dutch Society for Experimental
Dermatology (NVED), 2009, Lunteren - Holanda.
X Dutch Society for Experimental Dermatology (NVED). , 2009. p.6 - 6

dos SANTOS, G. G., Carvalho, H.F.
Effect of alpha-adrenergic inhibition on mouse prostate In: Il Extracellular Matrix International Symposium,
2002, Angra dos Reis.

Il Extracellular Matrix International Symposium. , 2002.

dos SANTOS, G. G., Oliveira, M.L., Carvalho, H.F.
Effect of L-NAME on the development of benign prostatic hyperplasia In: Il Extracellular Matrix
International Symposium, 2002, Angra dos Reis.

Il Extracellular Matrix International Symposium. , 2002.

as

Gibbs, S., Ouwehand, K., Reinders, J., dos SANTOS, G. G., Scheper, R.J., de Gruijl, T.
Valuable scientific work that for one reason or the other has not (yet) been incorporated into the body of
work still to be done until the end of the project. Sens-it-iv Newsletter. , 2010.

dos SANTOS, G. G., Reinders, J., Spiekstra, S.W., Gibbs, S.
The Epidermal Equivalent assay to determine the potency of a sensitizer. Sens-it-iv Website. , 2009.

Gibbs, S., Reinders, J., dos SANTOS, G. G., Ouwehand, K., Spiekstra, S.W.
Optimization of an epithelial-dendritic cell co-culture model and preliminary results. Sens-it-iv Website. ,
2008.
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20.

21.

22.

23.

24.

25.

26.
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Apresentagao de Poster / Painel no(a) 43rd Annual Scientific Meeting of the International Society for
Experimental Hematology, 2014. (Congresso)
Cxcl12 production by bone marrow Nes+ MSCs is downregulated in malnourished mice.

Apresentacao de Poster / Painel no(a) World Stem Cell Summit, 2014. (Congresso)
Endothelial-like cells derived from bone marrow Nes+ MSCs cells have a sinusoidal perivascular
phenotype.

Apresentagao de Poster / Painel no(a) 43rd Annual Scientific Meeting of the International Society for
Experimental Hematology, 2014. (Congresso)

The influence of I-glutamine on immunomodulatory aspects of bone marrow mesenchymal stem cells from
malnourished mice.

Apresentagéo Oral no(a) IV Simpésio de pés-graduagédo em Analises Clinicas, 2012. (Simposio)
Desenvolvimento de peles artificiais imunocompetentes para estudos de seguranga e eficacia de ativos
cosméticos e medicamentos de uso topico.

Melanoma, UV induced lesion and photoprotection, 2012. (Simpésio)

Apresentagao Oral no(a) 5th General Assembly Sens-it-iv, 2010. (Encontro)
A potential in vitro epidermal equivalent assay to determine sensitizer potency.

Apresentagao Oral no(a) Skin in Vitro 2010, 2010. (Congresso)
A potential in vitro epidermal equivalent assay to determine sensitizer potency.

6th Meeting of the Inmunotoxicology & Chemical Allergy, 2010. (Encontro)
An quit assay to ine sensitizer potency.

Apresentagao Oral no(a) 4,5 General y S it-iv, 2010.
An in vitro epidermal equivalent assay to determine sensitizer potency.

XI Meeting of the Dutch Society for Experimental Dermatology (NVED), 2010. (Congresso)

Apresentagéo Oral no(a) X Meeting of the Dutch Society for Experimental Dermatology (NVED),
2009. (Congresso)
Chemical allergens and irritants induce TSLP secretion from epidermal equivalents.

Apresentagéo de Poster / Painel no(a) VIl World Congress on Alternatives & Animal Use in the Life
Sciences, 2009. (Congresso)
Development of a potential epidermal equivalent based assay to rank skin sensitizers potency.

XXII Meeting of the European Research Group on Experimental Contact Dermatitis (ERGECD),
2009. (Congresso)

XXVIII Congress of the Pt Academy of Allergology and Clinical (EAACI), 2009.
(Congresso)

4th General ly S it-iv, 2009.
3.5 General Assembly Sens-it-iv, 2009. (Encontro)
46th Congress of the European Societies of Toxicology (EUROTOX), 2009. (Congresso)

Apresentacao Oral no(a) XXI Meeting of the European Research Group on Experimental Contact
Dermatitis (ERGECD), 2008. (Congresso)
The importance of the skin barrier function for the development of in vitro assays.

IX Meeting of the Dutch Society for Experimental Dermatology (NVED), 2008. (Congresso)

XXVII Congress of the European Academy of Allergology and Clinical (EAACI), 2008.
(Congresso)

3rd General Assembly Sens-it-iv, 2008. (Encontro)
45th Congress of the European Societies of Toxicology (EUROTOX), 2008. (Congresso)
15th International Congress on In Vitro Toxicology (ESTIV), 2008. (Congresso)

VIl Meeting of the Dutch Society for Experimental Dermatology (NVED), 2007. (Congresso)

44th Congress of the European Societies of Toxicology (EUROTOX), 2007. (Congresso)

Apresentacao de Poster / Painel no(a) XX Ci 06. (Ct

leiro de C
Determinagao do potencial irritante de formulagoes cosméticas pela técnica de BCOP.

Il Extracellular Matrix International Symposium (SIMEC), 2002. (Simposio)
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