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RESUMO

SANTOS, E. W. C. O. Hemopoese em desnutricdo proteica: caracterizacdo do
estroma medular e avaliacdo da participacdo de ions calcio. 2018. 122f. Tese
(Doutorado) — Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas, Universidade de S&do Paulo, Séo
Paulo, 2018.

A desnutricdo proteica continua sendo um dos principais problemas nutricionais do
mundo. Trabalhos de nosso laboratério e de outros autores evidenciam que entre as
alteracdes presentes na desnutricdo proteica, esté a alteragéo do tecido hemopoético, com
modificagdes em componentes da matriz extracelular, altera¢des no ciclo celular da célula
tronco/progenitora hemopoética, reducdo da producdo de precursores hemopoéticos, tanto
na série eritrocitaria como na série leucocitaria, levando a anemia e leucopenia. Os
mecanismos de participacdo do Ca*" nas células da medula éssea s&o pouco conhecidos,
porém, sabe-se que ele atua no processo de hemopoese. Tém sido descrito que
elevacées da concentracdo de Ca?* citoplasmatico induzem a proliferacdo e diferenciacdo
de células mieldides. A acdo dessa via em individuos desnutridos também é pouco
conhecida. Este estudo tem como objetivo avaliar o estabelecimento da celularidade
medular in vitro, bem como investigar mecanismos moleculares envolvidos na proliferacéo
e diferenciacdo dessa celularidade, além de avaliar a acdo do célcio na presenca da
interleucina-3 em células-tronco hemopoéticas murinas e sua modulacdo para avaliar
alteracbes na via das MAPKs. Camundongos C57BL/6, machos e adultos foram
submetidos a desnutricdo proteica e, ap0s a perda de aproximadamente 20% de seu peso
corporal, as células da medula d&ssea foram colhidas. Essas células foram
imunofenotipadas, além de reagirem com anticorpos especificos para caracterizacdo da
célula-tronco hemopoética e proteinas da via de sinalizagdo de calcio intracelular.
Observamos que a celularidade do estroma medular em cultura de longa duracao de
animais desnutridos é alterada, principalmente em células de origem mesenquimal, que
aparecem em maior numero em desnutridos ao longo dos dias de cultura. Além disso, as
ondas de calcio intracelular estavam diminuidas em animais desnutridos, bem como as
proteinas p-PKC, p-PLCy, CAMKII, p-AKT e p-STAT5 néo respondem ao estimulo de IL-3,
levando a uma deficiéncia da expressao das MAPK: ERK 1/2, JNK e p38. A desnutricdo
proteica pode causar alteracdes na celularidade estromal da medula Ossea e na
diferenciacdo das células tronco hemopoéticas pela via das MAPKs estimulada por IL-3.

Palavras chave: Desnutricdo proteica; Célula-tronco hemopoética; Medula 0ssea;
Estroma medular; Célcio intracelular.



ABSTRACT

SANTOS, E.W.C.O. Hematopoiesis in protein malnutrition: characterization of bone
marrow stroma and evaluation of calcium participation. 2018. 122f. Thesis (Ph.D) -

Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas, Universidade de S&o Paulo, S&do Paulo, 2018.

Protein malnutrition remains one of the world's major nutritional problems. Studies from
our laboratory and others shown that alterations in protein malnutrition include hemopoietic
tissue alterations, changes in extracellular matrix components, changes in the hemopoietic
stem/progenitor cell tissue, reduction in the production of hemopoietic precursors, in the
erythroid series as in the mieloyd series, leading to anemia and leukopenia. Mechanisms of
Ca”* participation in bone marrow cells are poorly understood, but no hemopoiesis has
been developed. Elevations of cytoplasmic Ca?* concentration in proliferation and
differentiation of myeloid cells were included. Such an action through malnourished animals
is also a little known. This study aims to evaluate the establishment of cellularity in vitro as
well as investigate the molecular involvement in cell proliferation and differentiation, as well
as to evaluate the action of calcium in the presence of IL-3 in hemopoietic stem cells and
its modulation by analytical evaluations in the MAPKs pathway. C57BL/6, male adult mices
were subjected to protein restriction and, after loss of approximately 20% of their body
weight, bone marrow cells were harvested. These were immunophenotyped in addition to
specific activation terms for the hemopoietic stem cell and intracellular signaling pathway
proteins. We observed that the bone marrow cells in long-term culture of malnourished
animals is altered, mainly in cells of mesenchymal origin, which appears in greater
numbers in undernourished throughout the days of culture. In addition, as intracellular
calcium waves decreased in malnourished animals, as well as the p-PKC, p-PLC, CAMKII,
p-AKT and p-STAT5 proteins did not respond to IL-3, sugesting expression of the
expression of MAPK: ERK 1/2, JNK and p38. Protein malnutrition may have changes in
bone marrow capacity and differentiation of hemopoietic stem cells through IL-3-stimulated
MAPKS.

Palavras-chave: Protein malnutrition; Hemopoietic stem cell; Bone marrow; Intracellular

calcium; Stroma.



LISTA DE FIGURAS

Figura 1. Modelo da hemopoese

Figura 2. O nicho de HSC da medula 6ssea adulta

Figura 3. Sinalizacdo do calcio ativando fatores de transcricdo hemopoéticos

Figura 4. Delineamento experimental

Figura 5. Variacao do peso corporal apés ingestédo de dieta experimental

Figura 6. Consumo de racao e proteinas

Figura 7. Concentracdo sérica de proteinas totais, albumina, calcio e fosforo

Figura 8. Numero de hemacias, hematdcrito e hemoglobina

Figura 9. indices hematimétricos: VCM, HCM e CHCM

Figura 10. Porcentagem de reticulécitos no sangue periférico

Figura 11. Namero de leucdcitos no sangue periférico

Figura 12. Namero de células nucleadas da medula 6ssea

Figura 13. Avaliacéo da proliferacéo celular por BrDU em células tronco
hemopoéticas

Figura 14. Fotomicrografia do estabelecimento do estroma medular em culturas de
longa duracgao

Figura 15. PopulacGes de origem hemopoética presentes na cultura de células
estromais da medula 6ssea

Figura 16. Populacdes de origem mesenquimal presentes na cultura de células
estromais da medula éssea

Figura 17. Citometria de fluxo representativa dos grupos Controle e Desnutrido, nos
tempos de 7, 14, 21 e 28 dias, demonstrando a propor¢cdo de células da série
eritrocitica da cultura de medula 6ssea marcado por Ter119 (PE).

Figura 18. Citometria de fluxo representativa dos grupos Controle e Desnutrido, nos
tempos de 7, 14, 21 e 28 dias, demonstrando a proporcdo de células da série
macrofagica da cultura de medula 6ssea marcadas por F4/80 (APC) e CD11b (PE).
Figura 19. Citometria de fluxo representativa dos grupos Controle e Desnutrido, nos
tempos de 7, 14, 21 e 28 dias, demonstrando a proporcdo de adipdécitos na cultura
de estroma da medula éssea marcados por Bodipy (FITC).

Figura 20. Citometria de fluxo representativa dos grupos Controle e Desnutrido, nos
tempos de 7, 14, 21 e 28 dias, demonstrando a proporcao de osteoblastos na cultura

de estroma da medula 6ssea marcados por OPN (PE).

17
20
25
30
46
47
48
49
50
51
52
54

56

60

63

64

65

66

67

68



Figura 21. Citometria de fluxo demonstrando a estratégia de marcacédo de células-
tronco hemopoética e mesenquimal na cultura de estroma da medula dssea.

Figura 22. Via de diferenciacdo da célula-tronco mesenquimal

Figura 23. Fotomicrografia de células estromais de cultura de longa duracéo de
células da medula 6ssea coradas por May-Grunwald-Geimsa

Figura 24. Coloragdes imunohistoquimicas para megacariocitos e granulécitos
Figura 25. Colorag6es imunohistoquimicas para eritrocitos

Figura 26. Fotomicrografia de células estromais de cultura de longa duracéo de
células da medula 6ssea coradas por oil red

Figura 27. Fotomicrografia de células estromais de cultura de longa duracéo de
células da medula 6ssea coradas por vermelho de alizarina

Figura 28. Ondas de calcio em culturas de medula 6ssea de longa duracéo

Figura 29. Fotomicrografia de células estromais da medula 6ssea, demonstrando
fluorescéncia ao serem estimuladas com IL-3 e ionomicina

Figura 30. Imagens representativas de tipos de colonias de proliferacao
hemopoética

Figura 31. Populacdes de origem hemopoética presentes na cultura de células
estromais da medula éssea de curta duracéo (24h)

Figura 32. Avaliacdo da expressao e ativacao de fatores de transcricdo ERK, JNK e
p-38 por citometria de fluxo

Figura 33. Avaliac@o da expressao e ativacdo de proteinas da via de sinalizacao das
MAPKSs por citometria de fluxo

Figura 34. Via de sinalizacdo das MAPKSs estimulada por IL-3

Figura 35. Dosagem de fatores de crescimento no sobrenadante de cultura de
medula 0ssea

Figura 36. Dosagem de citocinas no sobrenadante de cultura de medula 6ssea

Figura 37. Expressao relativa do mRNA

69

72

73

73
74

75

76

78

78

79

82

83

85

86

90

91
93



LISTA DE TABELAS

Tabela 1 — Composicao das Racdes (g/Kg racao)

Tabela 2 — Composi¢édo da Mistura Salinica (MIX)

Tabela 3 — Composi¢do da Mistura Vitaminica dos genes selecionados pela técnica
de PCR em tempo real.

Tabela 4 — Anticorpos utilizados para a caracterizacdo imunofenotipica
Tabela 5 — Anticorpos utilizados para a avaliacdo da expresséo e ativacéo de
proteinas por citometria de fluxo

Tabela 6 — Selecéo de genes de referéncia e de interesse

Tabela 7 — Contagem relativa de leucdcitos no sangue periférico

Tabela 8 — Contagem absoluta de leucdcitos no sangue periférico

Tabela 9 — Distribuicdo absoluta das populacdes medulares

Tabela 10 — Distribuicao relativa das populacdes medulares

Tabela 11 — NUmero absoluto do total de colénias contadas

31
32

33

37

41

43
53
53
55
55
80



LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

AIN: American Institute of Nutrition (Instituto Americano de Nutricéo)

ANGL1: angiopoetina-1

APC: allophycocyanin (aloficocianina)

CHCM: concentragéo de hemoglobina corpuscular média

c-Kit: (receptor de stem cell factor)

CMOLD: cultura de medula 6ssea de longa duracdo

CT: célula-tronco

CTH: célula-tronco hemopoética

CTPH: célula-tronco progenitora hemopoética

CTM: célula-tronco mesenquimal

CXCL12: CXC chemokine ligand 12

CXCR4: CXC chemokine receptor 4

DAPI: 4',6-diamino-2-fenilindol

DP: desnutricdo proteica

DPE: desnutricdo proteico-energética

ERK: extracellular-signal-regulated kinases (quinase regulada por sinal extracelular)
FAO: Food and Agriculture Organization of the United Nations (Organizagcao das
Nacdes Unidas para Alimentag&o e Agricultura)

FITC: fluorescein isothiocyanate (isotiocianato de fluoresceina)

GAP: GTPase activating proteins

GEF: guanine nucleotide exchange factor

HCM: hemoglobina corpuscular média

HE: hematoxilina-eosina

JNK: c-Jun N-terminal quinase

Lin": linhagem negativa Lin’/c-Kit"/Sca-1" ou “LSK”

LT-CTH: célula-tronco hematopoética com capacidade de autorrenovacao a longo
prazo

G-CSF: granulocyte colony-stimulating factor (fator estimulador de colénia de
granuldcitos)

GM-CSF: granulocyte-macrophage colony-stimulating factor (fator estimulador de
colénia de granulécitos e macréfagos)

ICQ: imunocitoquimica



MAPK: mitogen-activated protein kinase (proteina quinase ativada por mitdgeno)
M-CSF: macrophage colony-stimulating factor (fator estimulador de colbnia de
macroéfagos)

MEC: matriz extracelular

MO: medula 6ssea

OMS: Organizag¢do Mundial da Saude

OPN: osteopontina

NF-kB: nuclear factor kappa B (factor nuclear kappa B)

PBS: phosphate buffered saline (solugéo tampao fosfato)

PE: phycoerytrin (ficoeritrina)

PME: progenitor hemopoético multipotente

PGM: progenitor granulo-monocitico

PI13K: phosphatidylinositol-3 kinase (fosfatidilinositol-3-quinase)

PKC: protein kinase C (proteina quinase C)

PL: progenitor linfoide

PLC: phospholipase C (fosfolipase C)

PM: progenitor mieloide

PU.1: fator de transcricdo da familia ETS

RANK: receptor activator of nuclear factor kappa-B (receptor ativador do fator
nuclear kB)

SCF: stem cell factor (fator estimulador de célula-tronco)

SDF-1: stromal cell-derived factor 1 (fator derivado do estroma da medula 6ssea)
SFB: soro fetal bovino

TNF: tumor necrosis factor (fator de necrose tumoral)

VCM: volume corpuscular médio



SUMARIO

1. INTRODUCAO
1.1 Desnutricao proteica

1.2 Hemopoese e estroma medular

1.3 Papel do calcio intracelular na proliferagéo e diferenciacdo celular

1.4 Relacao da desnutricdo com a hemopoese
2. JUSTIFICATIVA E OBJETIVO
3. MATERIAIS E METODOS

3.1
3.2
3.3
3.4
3.5
3.6
3.7
3.8
3.9
3.10
3.11
3.12
3.13
3.14
3.15
3.16
3.17
3.18
3.19
3.20
3.21
3.22
3.23
3.24

Animais
Racoes
Inducdo da desnutricao
Avaliacdo do estado nutricional dos animais
Avaliagao da concentracéo proteica das ragoes
Obtencdo de amostras sanguineas
Determinacéo de proteinas totais, albumina sérica, calcio total e fésforo
Hemograma e contagem de reticuldcitos
Coleta de células da medula 6ssea
Realizagéo de mielograma
Estabelecimento do estroma total da medula éssea (CMOLD)
Identificacdo dos tipos celulares por imunocitoquimica
Identificac@o de adipdcitos por coloragdo de oil red
Identificacéo de osteoblastos por coloracdo de vermelho de alizarina
Identificacdo dos tipos celulares por citometria de fluxo
Identificag&o de citocinas e fatores de crescimento
Imunomarcag&o em culturas de curta duragao
Ensaio de Unidades formadoras de colonia (CFU)
Ensaio de BrDU
Isolamento e a separacdo magnética de células LSK
Medidas intracelulares de Ca** por microscopia de fluorescéncia
Medicdes de célcio por microscopia confocal
Avaliacao da expresséo de proteinas por citometria de fluxo
Extracédo e analise de RNA total
3.24.1 Sintese do DNA complementar
3.24.2 Selegéo dos genes de referéncia e de interesse
3.24.3 Determinacéo da expressao dos genes de interesse

14
14
16
23
26
29
30
30
31
33
34
34
34

34
35
35
35
36
36
37
38
38
38
38
39
39
39
40
40
41
42
42
43



3.25 Andlise estatistica
4. RESULTADOS

4.1

4.2

4.3
4.4
4.5

4.6
4.7
4.8
4.9
4.10
411

Avaliacéo do estado nutricional
4.1.1 Analise do peso corporal
4.1.2 Andlise do consumo de ragéo e proteinas
4.1.3 Avaliacdo da concentracao de proteinas, albumina, calcio e
fosforo
Avaliacdo hematoldgica
421 Hemograma
4.2.2  Eritrograma
4.2.3 Indices Hematimétricos
4.2.4 Reticuldcitos
42,5 Leucograma
Mielograma
Ensaio de BrDU
Avaliacao do estabelecimento do estroma medular (CMOLD)
4.5.1 ldentificagdo dos tipos celulares por citometria de fluxo
4.5.2 ldentificacdo de células estromais em cultura de longa duracéo
4.5.3 Identificacéo de adipécitos por coloracao de oil red
4.5.4 Identificacdo de osteoblastos por coloracédo de vermelho de alizarina
Medidas de ondas de célcio intracelular
Ensaio de unidades formadoras de col6nias miel6ides
Imunomarcacao
Avaliacdo da expresséo e ativacao de proteinas por citometria de fluxo
Identificagao de citocinas e fatores de crescimento
Avaliacao de fatores de transcricdo em células-tronco hemopoéticas

5. CONCLUSAO
6. REFERENCIAS
7. ANEXOS
7.1 OrientagOes aos membros da banca
7.2 Certificado do CEUA
7.3 Ficha do aluno
7.4 Lattes

44
45
45
45
47

47
49
49
49
50
51
52
54
56
57
61
72
74

77
79
81
83
87
93
96
97
113
113
114
115
116



1. INTRODUCAO

1.1 Desnutricdo proteica

A desnutricdo proteica e proteico-energética sdo alguns dos principais problemas
alimentares do mundo, sendo encontrada com maior frequéncia em criangas, idosos,
pacientes portadores de neoplasias, doencas cronicas ou sob quimioterapia (MARCOS et
al., 2003; MONTEIRO et al., 2009).

A desnutricdo é definida pela Organizacdo das Nacdes Unidas para Alimentacdo e
Agricultura como uma condicao fisiolégica anormal causada por uma ingestao inadequada,
desequilibrada ou consumo excessivo de macronutrientes (carboidratos, proteinas e
gorduras) e micronutrientes (vitaminas e minerais) que Sao essenciais para 0 crescimento
e desenvolvimento fisico e cognitivo (FAO, 2015). A gravidade da desnutricdo depende de
fatores como a causa, intensidade e duragédo da caréncia. Ela pode ser causada por dieta
inadequada, deficiéncia de absorcéo, ingestdo insuficiente, aumento da utilizacdo dos
nutrientes, ou ainda por excrecdo excessiva, podendo assim, existir diversas formas de
desnutricdo atuando no mesmo individuo simultaneamente (BATISTA FILHO & RISSIN,
2011; CHANDRA, 1992; FAO, 2015).

A deficiéncia na ingestdo de proteinas seguida da restricdo, maior ou menor de
calorias, constitui a base das modificacbes que acometem o organismo na DP e DPE
(WATERLOW & ALLEYNE, 1971). As modificacbes centrais relacionadas a deficiéncia
proteico-energética consistem em alteragdes psico-motoras, retardo no crescimento,
alterac6es funcionais em diversos 6rgdos como coracao, rim, figado e intestino (ROBBINS
& COTRAN, et al., 2010), alteracdes no metabolismo intermediario e, também, a nosso ver,
nos 6rgaos linfo-hemopoéticos (BORELLI et al., 2007; 2009; NAKAJIMA et al., 2014).

Com base na severidade e nas caracteristicas clinicas apresentadas, a desnutricao
pode ser classificada como Kwashiorkor ou Marasmus. O Kwashiorkor se desenvolve pela
deficiéncia de proteina na dieta alimentar enquanto o Marasmus € decorrente da
insuficiéncia de proteinas e calorias. Kwashiorkor e Marasmus sao os dois extremos da DP
e DPE, porém varios estados intermediarios sdo reconhecidos entre eles (CHANDRA,
1999). Normalmente h& uma interposicdo dos quadros, levando ao Kwashiorkor-
marasmatico, neste caso a pessoa pode desenvolver doencgas infecciosas por baixa
imunidade, devido a associacdo da perda aguda de nutrientes com a resposta inflamatoria

imposta a deplecédo crénica de massa lipidica e muscular. (BADALOO et al., 2006).



A desnutricdo e a dieta sédo, de longe, os maiores fatores de risco para a carga
global de doencas: todos os paises enfrentam um grave desafio para a salde publica por
meio da desnutricdo. As consequéncias econdmicas representam perdas de 11% do
Produto Interno Bruto (PIB) todos os anos na Africa e na Asia, enquanto que a prevencao
da desnutricdo oferece US$ 16 em retornos de investimento por cada US$ 1 gasto (IFPRI,
2016).

O Brasil fez importantes avancos na reducdo da desnutricdo. Segundo trabalho de
MONTEIRO (2003), observamos que os indices de desnutricdo infantil em 1996 estavam
na faixa de 10% da populagéo, sendo que havia uma evidente diferenca entre a regido
norte-nordeste (apresentando taxa de 25% de criangas desnutridas na zona rural) e a
regido centro-sul (com taxa de 4,6% na zona urbana). Os indices, no entanto, cairam pela
metade nos 10 anos subsequentes, provavelmente gracas a politicas sociais, aumento da
escolaridade das maes, aumento do poder aquisitivo e acesso a informacdo (BATISTA
FILHO & RISSIN, 2011; MONTEIRO et al.,, 2009), mas continuam elevados no Brasil
(cerca de 3,7% em criancas e 2,4% em adultos) segundo a Organizacdo Mundial de Saude
(WHO, 2015; FAO, 2017).

Observacfes de carater epidemioldgico e experimental evidenciam que individuos
desnutridos, especialmente criancas, apresentam maior susceptibilidade frente a
processos infecciosos e indices mais elevados de morbidade e mortalidade (LEE et al.,
2003). O binébmio desnutricdo-infeccdo pode ser visto sob dois aspectos: a desnutricdo
alterando os mecanismos de defesa do individuo e a infeccdo agravando o estado
carencial previamente instalado ou ainda, a doenca desencadeando-o (KEUSCH et al.,
2003). Nessas condicfes, a desnutricdo pode facilitar a invasdo do agente, favorecer sua
proliferacdo no organismo, facilitar infec¢cdes secundarias e modificar o curso e a evolugcao
da enfermidade e da terapéutica (BORELLI 1992; BRUNDTLAND, 2000).

A restricdo proteica modifica as respostas fisioldgicas podendo induzir lesao
celular. Contudo, existem diferencas na extensao e no tipo da leséo: tecidos que exibem
elevado “turnover’ de proteinas e nutrientes, como o sistema hemopoético, sdo
primeiramente afetados em relacdo aos que apresentam baixo “furnover’ proteico.
Portanto, mecanismos envolvidos com a proliferagédo, diferenciacdo e morte celular podem
alterar-se na desnutricdo, afetando diferentemente os distintos tecidos do organismo
(SANTOS et al., 2017).
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1.2. Hemopoese e estroma medular

O processo de formacado, proliferacdo, maturacdo e distribuicdo das células
sanguineas totalmente dependente das células-tronco hemopoéticas (CTH) é denominado
hemopoese, processo este complexo e altamente regulado, sendo influenciado por varios
estimulos que atuam nos diferentes niveis — central e periférico, caracterizando-se pela
continua producdo e liberacdo de células maduras para a circulacdo sanguinea (OGAWA
et al., 1983).

A elevada e constante necessidade de proteinas por parte do tecido hemopoético
faz com que seja comum o encontro de alteragcbes hematolégicas como anemia e
leucopenia em desnutricdo proteica, embora a natureza das mesmas ainda ndo esteja
totalmente esclarecida (SANTOS et al., 2017).

A hemopoese é um fenbmeno complexo e altamente regulado, caracterizado pela
continua producéo e liberagdo de leucécitos, eritrécitos e plaquetas para a circulagdo. A
hemopoese é influenciada por varios estimulos, os quais atuam nos diferentes niveis do
processo. Desta maneira, ha que considerar as interagfes célula-célula e célula-estroma
gue ocorrem tanto no microambiente indutor da hemopoese como em outras localizacdes
(BORELLI et al., 2004; XAVIER et al., 2007), a acao dos diferentes fatores de crescimento,
citocinas e acdo hormonal — particularmente corticosteréides, estrogenos, andrégenos,
horménios tireoidianos e a adrenalina, a presenca de mediadores plasmaticos e celulares
da resposta inflamatéria e, obviamente, o estado nutricional do individuo (FOCK et al.,
2007; NAKAJIMA et al., 2014; XAVIER et al., 2007), fatores e situacdes que compde o
microambiente indutor da hemopoese (OGAWA et al., 1983).

O tecido sanguineo caracteriza-se por apresentar alta taxa de renovacdo uma vez
gue as células maturas apresentam tempo de vida na circulagdo relativamente curto
(diariamente, individuos adultos, normais, produzem cerca de 10 cel/Kg) e por sua
flexibilidade e adaptacdo as diferentes situacfes fisioldgicas e patoldgicas (BOULAIS &
FRENETTE, 2015). A producédo de células sanguineas em um padrdo constante depende
do microambiente hemopoético, estrutura organizada que regula a fisiologia da CTH e, em
parte, também da fisiologia da célula-tronco mesenquimal (QUESENBERRY et al., 1995).

Em camundongos, assim como em humanos, as CTH originam duas linhagens
celulares restritas: a de progenitores linféides (PL), da qual resultam os linfécitos T,
linfécitos B, células “natural killers” (NK) e subpopulacdes, além de progenitores mieloides,
gue originam o0s progenitores granulo-monociticos e megacariocitico/eritroides (AROSA et

al., 2007). A diferenciagcdo hemopoética é representada na Figura 1.
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Figura 1. Modelo da hemopoese. As células-tronco hemopoéticas tém a capacidade de renovar-se por
longos periodos (CTH de longa duracao) ou por periodos curtos (CTH de curta duracdo) e de diferenciar-se
em progenitores hemopoéticos multipotentes, os quais se comprometem com a linhagem mieléide (PM) ou
com a linhagem linféide (PL). O PM origina progenitor eritroide-megacariocitico (PEM) e progenitor granulo-
monocitico (PGM). Os precursores pro-DC, pro-NK, pro-T e pré-B originam, respectivamente, células
dendriticas, linfocitos NK (“natural killer”), linfécitos T e linfocitos B. Marcadores fenotipicos: Lin™ c-Kit, Sca-1,
FIk2, Thyl.1. Adaptado de LARSSON e KALSSON, 2005.

Em relagdo as CTH, estudos in vivo e in vitro demonstram extensa
heterogeneidade de fendtipo e de comportamento, sendo que estas podem diferir quanto a
sua capacidade de auto-renovacdo, ao numero de progenitores diferenciados, a
capacidade de diferenciacdo e ao padrédo de migracdao (SPANGRUDE et al., 1988).
Contudo, as principais caracteristicas que definem as CTH sé&o: células indiferenciadas,
capacidade de auto renovacdo, sua habilidade em manter um equilibrio entre a auto

renovacdo e a diferenciacdo; a multipotencialidade; a extensa capacidade proliferativa

17



apesar de a maioria da populacéo encontrar-se em Gp; serem raras e capazes de repovoar
o tecido lesado (MORRISON & SCADDEN, 2014).

As CTH de camundongos podem ser classificadas em dois grupos, de acordo com
a sua habilidade em reconstituir as diferentes linhagens celulares em animais irradiados:
as CTH com capacidade de reconstituicdo por tempo indefinido (long-term hematopoietic
stem cells: LT-HSC) e que podem recuperar o sistema hemopoético e mante-lo durante a
vida inteira do animal letalmente irradiado, enquanto que as com capacidade de
reconstituicdo por um curto periodo (short-term hematopoietic stem cells: ST-HSC) podem
repovoar as populacdes de células linfoides e mieloides por algumas semanas (ZHONG,
2005).

As LT-HSC, as mais primitivas e consideradas as verdadeiras células-tronco (CT),
proliferam mais lentamente que as ST-HSC acarretando em um “engraftment”
(“enxertamento”) tardio, mas sustentavel da medula 6ssea. Por outro lado, as ST-HSC
apresentam um “engraftment” precoce, porém, nao sustentavel (JONES et al., 1990).
Dessa forma, para que um animal irradiado sobreviva a aplasia medular € necessario que
o material a ser transplantado tenha ambas as células (ZHAO et al., 2000).

A forma mais utilizada para isolar e caracterizar as diferentes populagbes de
células hemopoéticas é por meio do seu imunofenétipo usando um conjunto de
marcadores de superficie especificos. As CT murinas sdo comumente caracterizadas por
ndo expressarem marcadores de células diferenciadas (Lin"), mas por expressarem 0S
marcadores Sca-1 (stem cell antigen-1), c-Kit (receptor de “stem cell factor”) e,
expressarem, pelo menos em baixas quantidades, Thy-1 (CD90), logo sendo denominadas
Lin" Sca-1*c-Kit" Thy-1" (PEARCE et al., 2004). Essa rara populacdo de células engloba
praticamente todas as LT-HSC e a maioria das ST-HSC, que podem ser distintas das
primeiras devido a co-expressdo de Flt3 (CD135) e Mac-1 (CD11b) ou mesmo do Flk2
(CHRISTENSEN & WEISSMAN, 2001). Outros dois marcadores importantes sdo o CD34 e
o CD38. Em camundongos é aceito que as CTH mais primitivas, ou seja, as LT-HSC
encontram-se na populagdo de células CD34°, porém, Donnely e colaboradores (1999)
verificaram que células CD34" Lin"~ também contém uma parcela de LT-HSC, mas
provavelmente ndo na subpopulacdo Sca-1'c-Kit". Zhao e colaboradores (2000)
caracterizam trés subpopulagées de CTH Lin'Sca-1'c-Kit": (1) CD38" CD34", (2) CD38"
CD34" e (3) CD38 CD34" (CRANE et al., 2017).

Funcionalmente, as CT s&o controladas por uma combinacdo de fatores
intrinsecos e por mecanismos externos responsaveis por regular sua participacdo na

renovacdo do tecido, manutencdo, reparo, proliferacdo, diferenciagcdo e, por fim, na
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guiescéncia celular. A manutencao e regulacdo sob a qual as CT sdo submetidas depende
de um microambiente especifico onde residem e que historicamente é conhecido como
microambiente indutor da hemopoese ou nicho de célula tronco ou ainda, microambiente
medular, descrito por SCHOFIELD em 1978 e que vem sendo cada vez mais conhecido
desde entdo (ZHAO et al., 2000; ZHANG et al., 2003; MORRISON & SCADDEN, 2014).

O ambiente medular se caracteriza pela presenca de células hemopoéticas e
mesenquimais, sendo estas Ultimas as responsaveis pela formagcdo do estroma medular,
caracterizado pela presenca de fibroblastos, adipdcitos, macrofagos, células endoteliais e
osteoblastos provenientes da diferenciacéo, proliferacdo e maturacdo das células tronco
mesenquimais (CTM) presentes neste ambiente (SMITH, 2003).

As células do estroma medular sdo responsaveis pela formacdo da matriz
extracelular (MEC) e pela producédo de substancias soluveis, como as citocinas IL-3, IL6,
IL-7 e IL-11, por exemplo, e os fatores de crescimento G-CSF, GM-CSF e SCF, os quais
possuem efeito regulatério sobre a hemopoese, além de substéncias insollveis como
colageno, fibronectina, laminina, proteoglicanos e &cido hialurbnico, secretadas,
principalmente pelos fibroblastos, e que sédo responsaveis por ndo s6 preencherem o0s
espacos extracelulares, mas por controlarem a adeséo, a migracao e a proliferacdo de
diferentes células por meio de proteinas de superficie de membrana, como as integrinas e
as selectinas (TAICHMAN, 2005).

As CTH déao origem a todas as linhagens de células sanguineas e do sistema
imunolégico e, segundo Schoffield (1978), residem em microambientes da medula 0ssea.
Esses microambientes sdo denominados nichos perivascular e endosteal e oferecem as
CTH sinais regulatorios essenciais para a sua manutencado, proliferacdo e diferenciacéo
para produzir adequadamente células sanguineas durante toda a vida (MORRISON &
SCADDEN, 2014).

O nicho perivascular na medula 6ssea é definido como um local de mobilizacao,
proliferacéo e diferenciacdo de células progenitoras e sanguineas maduras. O aporte de
sangue para fornecer oxigénio e nutrientes necessarios para as ceélulas se dividirem e
amadurecerem ocorre por meio de um sistema complexo de sinusdides que se ramificam
em toda a cavidade medular. Os sinusoides tém lumen aberto, permitindo um fluxo de
sangue lento e a passagem de células maduras do sangue que séo geradas na medula em
direcdo ao sangue periférico (KIEL & MORRISON, 2006).

A concentracdo de oxigénio no microambiente medular varia em relacdo a perfuséo
local, tendo o nicho perivascular maior concentragédo de O, quando comparado ao nicho
endosteal. Essa menor concentracéo de O, no nicho endosteal tem sido relacionado como
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um modulador positivo do estado de quiescéncia de CTH, bem como na diminuigdo dos
efeitos das citocinas, concluindo-se que a concentracdo de O, também pode ser
considerado um efeito regulatério sobre a hemopoese (CORDEIRO-SPINETTI et al.,
2015).

O nicho endosteal € caracterizado pela presenca de osteoblastos (Fig. 2) que se
alinham a superficie 6ssea da medula 6ssea atuando na formagéo 6ssea bem como na
manutencao do estado de quiescéncia e na mobilizacdo da CTH (BOULAIS & FRENETTE,
2015).

Nervo simpéatico
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Figura 2. O nicho de HSC da medula dssea adulta. CTH quiescentes sdo encontradas ao redor de
arteriolas onde fatores como CXCL12 e SCF secretados por células neuronais perivasculares, endoteliais, de
Schwann e simpéticas promovem sua manutengdo. CTH ativadas estdo localizadas perto de nichos
sinusoidais que provavelmente sdo diversos em sua influéncia para a autorrenovacdo, proliferacdo e
diferenciacdo. Células hemopoéticas, tais como macréfagos ou megacariécitos, sdo exemplos de
descendentes derivados de CTH que podem alimentar o nicho para influenciar a migracao ou proliferacéo de
CTH. GFAP, proteina acida fibrilar glial; TGF-B1, fator de crescimento transformador beta-1. Adaptado de
BOULAIS & FRENETTE, 2015.

Os ions de célcio sdo absolutamente essenciais para caderinas formarem juncdes
aderentes entre as CTH e os osteoblastos do nicho. Entre cada par de repeticdo de
caderina ocorre o posicionamento do Ca®*, mantendo esses dominios ligados e garantindo
a adeséo celular (KNUDSEN et al., 1990).
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Segundo Paredes-Gamero e colaboradores (2008) as citocinas que induzem
respostas diferentes no sistema hemopoético, tais como a IL-3, IL-6, IL-7, SCF, GM-CSF,
G-CSF e eritropoietina, sdo todas capazes de estimular a movimentacdo de Ca®'
intracelular em células progenitoras hemopoéticas podendo induzi-las a proliferacdo, a
diferenciacdo e/ou morte. O aumento da concentracdo de Ca*" intracelular pode ativar a
proteina monomérica Ras, a qual participa ativamente de processos de proliferacdo e
diferenciacdo celular bem como pode ser associado a mecanismos que levam a morte
celular por apoptose e necrose (CULLEN & LOCKYER, 2002).

Trabalhos do nosso grupo vém demonstrando que a desnutricio proteica causa
diversas alteragbes no ambiente medular como o aumento de deposicdo de fibronectina e
laminina na matriz extracelular (XAVIER et al., 2007) e aumento do numero de células
adipdcitos-like, os quais regulam negativamente a hemopoese, implicando na diminuicdo
na producédo de células sanguineas maduras (CUNHA et al., 2013).

Essas alteracOes implicam diretamente na resposta celular induzindo a reducao na
proliferacédo “in vitro” de células mieldides e, ainda, levando a diminuicdo dos progenitores
eritrdides, com consequente anemia causada, ndo por deficiéncia de ferro, mas sim por
ineficiéncia da eritropoiese (BORELLI et al., 2007) e altera¢des no ciclo celular das células
tronco hemopoéticas decorrentes da desnutricdo proteica (NAKAJIMA et al., 2014). Além
de alteracdes no ambiente medular, a desnutricdo proteica também pode ser relacionada
com a diminuicdo do espraiamento e das atividades fagocitaria e fungicida de macrofagos
peritoniais (FOCK et al., 2005; BORELLI & NARDINELLI, 2001)

O microambiente apresenta-se como uma estrutura compartimentalizada e
dindmica que, além de fornecer o parénquima de sustentacdo para as células
hemopoéticas, permite a formagdo de um "ambiente bioquimico" fundamental para a
proliferacao, diferenciagcdo e maturagéo das mesmas (MAYANI et al., 1992).

Dessa maneira, supde-se a existéncia de fatores regulatérios que formariam
microambientes indutivos (DEXTER & TESTA, 1980). O termo microambiente indutivo é
aplicado mais especificamente aos fatores que atuam em associacdo com o0 estroma do
gue aos fatores que atuam a distancia.

Acredita-se que o microambiente indutivo possa controlar a hemopoese pela
producdo e secrecdo local de citocinas, pelas células estromais, pela co-localizacdo de
citocinas e/ou outras substancias solUveis ou ainda, por estimulo direto pelo contato
celular. As interacBes celulares sdo mediadas por diferentes grupos de moléculas de
adesao as quais influenciam processos diversos como o crescimento e a diferenciacao

celular, a formacéo de juncdes e a polaridade celular (WILSON & TRUMP, 2006).
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Estudos in vitro demonstraram que as células do estroma medular sintetizam varias
citocinas, inclusive fatores de crescimento hemopoéticos e moléculas da MEC, indicando
gque estas células desempenham papel importante na regulacdo da hemopoese.
Topograficamente a composicdo da MEC é distinta e associada ao desenvolvimento das
diferentes linhagens sanguineas, o que sugere a existéncia de interacdes especificas entre
a célula-tronco, tanto hemopoética como a mesenquimal, e determinados elementos
estromais. Os componentes moleculares da MEC da medula 6éssea mais estudados sao
os colagenos tipo I, lll e IV, fibronectina, laminina, vitronectina e trombospondina,
glicosaminoglicanos/proteoglicanos, particular-mente o acido hialurénico, sulfato de
heparan e sulfato de condroitin (KIEL & MORRISON, 2006), os quais exibem importante
papel funcional no controle de eventos celulares, tais como, adesdo, migracao,
proliferacdo, diferenciacéo e sobrevivéncia celular (JARVELAINEN et al., 2009).

A hemopoese € influenciada por varios estimulos que atuam nos diferentes niveis
do processo. Desta maneira, ha que considerar as intera¢des célula-célula e célula - MEC,
gue ocorrem tanto no microambiente indutor da hemopoese como em outras localizacbes
(MOHANDAS & PRENANT, 1978; WILSON & TRUMP, 2006), a acdo dos diferentes
fatores de crescimento e citocinas; a acdo hormonal, particularmente de corticosteroides,
estrogenos, andrégenos, horménios tireoidianos, e a adrenalina, mediadores plasmaticos e
celulares da resposta inflamatoria e, obviamente, o estado nutricional do individuo (VITURI
et al., 2000; 2008; BORELLI et al., 2004).

No caso dos hormdnios tireoidianos, o horménio para-tireoidiano expande o
namero de CTH e, ainda, aumenta o nimero dessas células na circulacdo periférica
guando é administrado em camundongos e em humanos. Esse hormdnio demonstrou ser
capaz de sinalizar as CTH e de regular tanto a sobrevivéncia quanto a proliferagdo das
CTH/progenitoras hemopoéticas pela sua influéncia na atividade das células osteoblasticas
e na manutencéo da homeostasia dos minerais e do 0sso (GARRET & EMERSON, 2009).

A MEC constitui-se de uma complexa rede de macromoléculas que preenchem os
espacos extracelulares e intercelulares, composta de proteinas e polissacarideos
secretados localmente, principalmente pelos fibroblastos, e distribuidos na forma de uma
rede organizada, em intima associacdo com a superficie da célula que as produziram
(MAYANI et al., 1992). Interacdes célula-célula e célula—MEC sdo mediadas por diferentes
grupos de receptores presentes na superficie celular e denominadas de moléculas de
adesdo. As interacdes diretas célula-célula podem ocorrer via moléculas de adeséao celular
ou via “‘jungdes comunicantes” (ROSENDAAL & KRENACS, 2000).
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A hemopoese envolve fenbmenos complexos e altamente regulados dependentes
da existéncia de células primitivas bem como de sua capacidade proliferativa, da acao
regulatoria de fatores de crescimento e de outros mediadores, dos componentes do
microambiente e da relacdo arquitetural desse microambiente (BORELLI, 1992).

Um dos pré-requisitos para a hemopoese € a fixacdo da célula-tronco em
microambientes particulares, possibilitando interacdes célula/célula e célula/MEC.
Demonstrou-se que a implantacdo da célula-tronco € dependente de migracao
intramedular seguida de retencdo seletiva em nichos endosteais especificos, sendo que a
interacdo das células primitivas com o estroma depende da presenca de proteoglicanos na
MEC, secretada pelas células estromais (TAVASSOLI & MINGUELL, 1991).

A maior parte dos dados encontrados na literatura foi obtida de estudos in vitro, a
partir do desenvolvimento do sistema de cultura de células da medula 6ssea de longa
duracdo (CMOLD), descrito por Dexter e seus colaboradores (1977). Estes estudos
mostraram que a sintese e deposi¢cdo de moléculas da MEC coincidem com o inicio da
producado de células hemopoéticas, sugerindo que a MEC seja necessaria para 0 processo
de hemopoese. A manutencao da hemopoese in vitro € dependente do estabelecimento de
uma camada de células aderente intacta derivada do estroma medular (DEXTER et al.,
1977; MOORE & DEXTER, 1978).

As CMOLD, tipo Dexter sdo capazes de manter as CTH, os granulécitos, os
monaocitos, 0s eritrécitos imaturos e 0s megacariécitos, sendo que na producdo da
eritropoese é necesséria a adicao externa de eritropoetina. Nas CMOLD ocorre a forma-
cdo de areas de “cobblestones” que sdo nichos onde ocorre a hemopoese in vitro
(DEXTER et al., 1977). O contato proximo destas células promove varias interacdes entre

as células para manter o estado indiferenciado ou o processo de diferenciacao.

1.3 Papel do ion calcio intracelular na proliferacéo e diferenciacao celular

O Ca®" é fundamental para a proliferacdo de células eucariéticas. Em culturas de
fibroblastos, a diminuicdo do Ca?* do meio externo para o processo de divisdo promoveu o
acumulo de células na fase G; do ciclo celular. Dois pontos do ciclo celular parecem
sensiveis a retirada do Ca®": antes do ponto de restricdo e no final da fase Gi, na entrada
da fase S. A variagdo de Ca®" parece ser um mecanismo necessario na primeira fase do
ciclo celular para a ativacdo de genes envolvidos na proliferacdo como c-Fos e c-Jun, e
mais tarde parece ser requerido para a fosforilagdo da “retinoblastoma protein” (Rb),
necesséria para a entrada na fase S (KAHL & MEANS, 2003).
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Os mecanismos de participacdo do Ca** no controle da proliferacdo e diferenciacdo
nas células da medula éssea s&o pouco conhecidos. O Ca?* é um segundo mensageiro
gue participa de varios processos intracelulares. Sendo assim, € muito provavel a
participacdo ativa da via de sinalizacdo do Ca?* nos processos de proliferacédo e
diferenciacdo da CTH. O conhecimento desta via intracelular € necesséario para um maior
entendimento da proliferacdo, diferenciacdo e morte celular da CTH.

Uma das cascatas de sinalizacdo mais conhecidas que intervém na proliferacdo e
diferenciagdo celular é via da Ras—Raf—MEK (extracellular signal-regulated [ERK]
kinases)—MAPK (mitogen activated protein kinase). Nos ultimos anos tém sido descritas
interacdes da proteina Ras com via de sinalizacdo do Ca®" intracelular (Ca*";). O Ca*ie o
diacilglicerol (DAG) podem modular diretamente a “guanine nucleotide exchange factor”
(GEF), que promove a troca do GDP por GTP ativando a Ras, e a “GTPase activating
proteins” (GAP), que inativa a Ras. A ativacdo dos receptores tirosina cinase e da Ras
podem ativar canais de Ca?'i tipo VOCC (canais de calcio ativados por voltagem)
desencadeando efeitos intracelulares ou aumentar os niveis de IP3 (inositol trifosfasto) e
IP4 (inositol tetrafosfato) liberando de Ca®"; (PAREDES-GAMERO et al., 2012).

Walker e colaboradores (2004) descrevem uma nova Ras chamada RASAL que é
sensivel a aumentos de Ca®; oscilatérios, colocando a RASAL como uma nova proteina
decodificadora dos sinais de Ca®'i. A ativacdo de cinases, como a PKC, ou CaMKs,
promove cascatas de fosforilacdo de proteinas que levam a outras vias intracelulares
como a da MAPK, ou proteinas como a Ras poderiam promover a ativagcao da sinalizacao
de Ca*i.

A proteina Ras é uma GTPase pequena, semelhante a subunidade a da proteina G.
Esta proteina participa nos processos de regulacdo de transducdo de sinais. A proteina
Ras ativa a Raf que por sua vez ativa uma cascata de cinases intermediarias chamadas
MEKSs até ativarem a MAPK. As MAPKs mais conhecidas sédo a Erk1/Erk2 (p42/p44), mas
além da familia das Erk existe a familia da p38 e da c-Jun “NH2-terminal kinase” (JNK). A
via da Ras-Raf-MEK-MAPK controla muitos eventos celulares como embriogénese,
diferenciacdo e proliferacado celular, e morte celular (CULLEN & LOCKYER, 2002). A
Figura 3 esquematiza a funcéo do célcio na ativagcéo da via das MAPK.
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Figura 3. Sinalizag&o do calcio intracelular ativando fatores de transcricdo hemopoéticos. O efluxo de
célcio do meio extracelular para o0 meio intracelular pode ocorrer por canais tipo VOCC (canais de calcio
ativados por voltagem), SOCC (canais de calcio ativados por estoque) e ROCC (canais de calcio ativados
por receptores), além de canais NCX (trocador sédio e calcio). O aumento de céalcio também pode promover
a ativacdo do Receptor acoplado & proteina G, que promove uma sinaliza¢do transmembrana para a
ativacdo da fosfolipase C (PLCy). Essa promove a hidrélise de fosfatidil-inosol-bifosfato (PIP2) em
diacilglicerol (DAG) e inositol trifosfato (IP3). O IP3 se liga a seu receptor (IP3R) no reticulo endoplasmatico
promovendo a liberacdo dos estoques que calcio para o citosol por meio de canais como o de rianodina
(RYR). DAG ir4 recrutar a proteina quinase C (PKC) que promove a fosforilacdo de RAS levando a cascata
de ativagGes até ERK1/2, com producéo de fatores de transcricdo (GATA1/2, PU.1, C/EBPa, NF-E2 e Ikz-3)
para a proliferacéo e diferenciacéo celular. A PKC pode, ainda, ser ativada por citocinas, como IL-3 e IL-6 por
sinalizacdo JAK/STAT.

Nas células da medula 6ssea os mecanismos de participacdo do Ca?*; no controle da
proliferacdo e diferenciagédo séo pouco conhecidos. Tem sido descrito que elevacgbes da
concentracdo de Ca?* citoplasmatico (Ca?*.;) por ion6foros de Ca?* e tapsigargina induzem
a diferenciacdo de células mielociticas humanas em células dentriticas (CZERNIECKI et
al., 1997).

Na hemopoese, a participagdo da proteina quinase C (PKC) foi inicialmente descrita
durante o processo de diferenciacdo de uma linhagem de células primitivas hemopoéticas
dependentes de IL-3, FDCP-Mix 1. Nestas células altas concentracdes do éster de forbol

PMA (forbol 12-miristate-13-acetato), que mimetiza o DAG, induzem a diferenciagéo
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mielocitica/monocitica, baixas concentracbes de PMA induzem a diferenciacdo de
eosinodfilos (ROSSI & MCNAGNY, 1996).

Estudos posteriores mostraram que a PLCy participa da linfopoese (WANG et al.,
2000). A PLCy1 é a isoforma predominantemente expressa nos linfécitos T (SERRANO &
GRAHAM, 2005), enquanto que a PLCy2 & expressa em células B (WANG et al., 2000).
Mais recentemente foi mostrado que o Ca?' citoplasméatico pode modular tanto a
proliferacdo como a diferenciacéo das células primitivas hemopoéticas por dois grupos de
sinalizadores, as citocinas e agonistas purinérgicos (ATP e analogos) (BARBOSA et al.,
2011).

Foi demonstrado que pequenos aumentos da Ca®'g; iniciados por citocinas (IL-3 e
GM-CSF) estéo relacionados com a proliferacdo, sem diminuir a porcentagem de CTH e
com a participacdo de juncdes comunicantes. Diferentemente, grandes aumentos da
Ca®*;; por ATP e andalogos promovem pequena proliferacdo, porém com répida
diferenciagdo mieloide diminuindo as CTH (BARBOSA et al., 2011; PAREDES-GAMERO
et al., 2008).

Posteriormente determinaram-se 0s mecanismos de integracdo molecular entre a
sinalizacdo do Ca*" e da via da RAS/RAF/ERK em CTH humanas e murinas. Neste estudo
observou-se que o aumento de Ca®'; por IL-3 e por GM-CSF ocorre por ativacdo da
PLCy2 e que inibidores da sinalizacdo do Ca®', como o antagonista do receptor de IPs,
da PKC e da CaMKII bloqueiam parcialmente a ativagdo da MEK1/2 (LEON et al., 2011).

Ademais foram observadas diferencas na sinalizacdo de Ca®* no processo de
diferenciacdo monocitica e granulocitica. A diferenciagdo monocitica por M-CSF esta
associada com a ativagdo da ERK1/2 e a ativagdo da NFAT. Enquanto que a diferenciacao
granulocitica (G-CSF) ativa a JAK-1 e a STAT-3 e da CaMK-Il e do fator de transcri¢cdo
PU.1 (BARBOSA et al., 2014).

1.4 Relacado da desnutricdo com a hemopoese

Dados do nosso laboratério e de outros autores evidenciam que, entre as alteracdes
presentes na DP, estd a alteracdo do tecido hemopoético, com modificacbes em
componentes da matriz extracelular (BORELLI et al., 1995; XAVIER et al., 2007),
alterac6es no ciclo celular das células tronco/progenitoras hemopoéticas (BORELLI et al.,
2009; NAKAJIMA et al., 2014), reducdo da producdo de células e precursores
hemopoéticos tanto na série eritrocitaria (BORELLI et al., 2007), como na série leucocitaria
(BORELLI et al., 1995; 1998; 2001; 2004; CRISMA, 2010; FOCK et al., 2003; 2007; 2010),
levando a anemia e leucopenia (BORELLI et al., 2004; FOCK et al., 2010).

26



A literatura e dados de nosso grupo demonstram que a resposta imune inata
mediada por macrofagos torna-se prejudicada no individuo desnutrido. Em macréfagos,
ocorre a reducdo da ativacdo (ANSTEAD et al., 2003), deficiéncia na apresentacdo do
antigeno (PAPADIMETRIOU & VAN BRUGGEN, 1988, REDMOND et al., 1995),
diminuicdo no espraiamento e fagocitose (SANTOS et al., 2016; SOUZA et al.,, 2001,
TESHIMA et al., 1995), além de diminuicdo de espécies reativas de oxigénio (BORELLI &
NARDINELLI, 2001; PAIXAO E SILVA et al., 2011; SANTOS, 2013; TESHIMA et al., 1995)
e de nitrogénio (ANSTEAD et al., 2003; FOCK et al., 2003; REDMOND et al., 1995;
STAPLETON et al., 2001). Ha, também, reducdo da producdo de citocinas pro-
inflamatdrias (FOCK et al., 2007; REDMOND et al., 1991; STAPLETON et al., 2001), tais
como IL-1, IL-6 e TNFa e aumento de citocinas anti-inflamatorias, como a IL-10,
observados tanto em camundongos Swiss webster como em C57bl/6J (CRISMA, 2010;
SANTOS et al., 2016).

Frente a DPE experimental também encontramos que progenitores granulo-
monociticos apresentam menor capacidade proliferativa (BORELLI et al., 1995;
BORSATTO, 1999), assim como reducdo da populagdo de células CD34" e de
progenitores das linhagens mieloide e linfoide (BORSATTO, 1999; BORELLI et al., 1995,
2007; XAVIER et al., 2007). Um dos pré-requisitos para a hemopoese é a fixacdo da
célula-tronco em microambientes particulares, possibilitando interacfes célula - célula e
célula - MEC (TAVASSOLI & MINGUELL, 1991).

Temos encontrado em desnutricdo proteica, hipoplasia de medula éssea de
camundongos (BORELLI et al., 1995) com evidéncias histologicas de alteracdo da matriz
extracelular. Neste contexto, Vituri e colaboradores (2000, 2001) encontraram alteracdes
na proporcao de proteinas, especialmente de fibronectina, trombospondina e laminina na
MEC de camundongos desnutridos, situacdo que, a nosso ver poderia estar contribuindo
para a hipoplasia observada.

Posteriormente, tais alteracdes foram caracterizadas de forma imuno-histoquimica
e ultra-estruturalmente, evidenciando aumento na deposi¢cdo de fibronectina na medula
Ossea esternal de animais desnutridos especialmente em sitios endosteais/
paratrabeculares (regides de fixacdo de CTH) e aumento na deposicdo de laminina,
particularmente em regides perisinusais. Identificamos ativagdo endosteal, cujo significado
ainda nos é desconhecido no contexto da desnutricdo, ndo havendo, até o momento,
relatos na literatura a esse respeito (XAVIER et al., 2007).

Considerando que as moléculas da MEC estdo envolvidas na adesdao, regulacao,
proliferacao, diferenciacdo e migracao das células hemopoéticas (KLEIN, 1995; MAYANI et
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al., 1992), tais alteracbes podem modificar a colocalizacdo de uma série de fatores de
crescimento e citocinas que poderiam interferir na regulagcéo dos processos de crescimento
e diferenciacdo de células hemopoéticas (BORELLI et al., 1995; KLEIN, 1995; VITURI et
al., 2000).

Poucos séo os estudos que correlacionam a desnutricdo proteica ao metabolismo
do calcio. Gleason e colaboradores (1982) demonstraram que a DP prejudica a absorcao
intestinal de Ca®" em ratos, devido a diminuicdo da proteina ligadora de Ca** (CaPB) em
nivel duodenal. Um estudo em criangas mostra que a administracdo de Ca®* auxilia no
ganho de peso e no restabelecimento de situagéo de desnutricdo extrema (CABALLERO et
al., 1986).

Diante destes eventos, nossa hipotese é de que, ao menos em nosso modelo
experimental, as alteracdes na proliferacdo, diferenciacdo e maturacdo ora observadas,
podem ser decorrentes da alteragdo na celularidade medular, comprometendo os

processos de sinalizagéo celular e a fisiologia das células tronco/progenitoras.
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2. JUSTIFICATIVA E OBJETIVO

Sabendo-se que animais desnutridos apresentam hipoplasia de o6rgéaos linfo-
hemopoéticos, com alteracdo no ciclo celular de células-tronco/progenitoras, modificacéo
in vivo, da matriz extracelular da medula 6ssea e que o0 estroma medular obtido de animais

desnutridos ndo mantém a hemopoese in vitro, nos propomos nesse trabalho:

() Caracterizar a celularidade estromal e a cinética do estabelecimento do estroma
medular em culturas de longa duragéo;

(I Avaliar a producao de citocinas e fatores de crescimento (TNFa, IL-3, IL-6, IL-7, IL-
9, IL-11, TGFB, SCF, GM-CSF, G-CSF, M-CSF e CXCL-12) no sobrenadante
das culturas de longa duracéao;

(111 Avaliar a proliferacéo e diferenciacdo hemopoética mediada por IL-3;

(IV) Avaliar a participacdo do Ca?* nas vias reguladoras de proliferacéo e diferenciacdo

da célula-tronco hemopoética.
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3. MATERIAIS E METODOS
O presente estudo foi realizado em trés etapas, conforme mostra a Figura 4.
A primeira parte consiste da caracterizagdo nutricional, confirmando o modelo de
desnutricdo proteica. A segunda parte foi desenvolvida para avaliar a cinética do
estabelecimento da celularidade medular em culturas de longa duragdo. Por fim,
realizamos a avaliacdo do calcio intracelular e estimulos por IL-3 para avaliar a proliferacao
e diferenciagdo pela via das MAPK, analisando a expressdo de proteinas da via e a

ativacao de fatores de transcricdo hemopoeticos.
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racio, gua, proteinase sa——— Inducdo a desnutricdo

ariag : Soro
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Figura 4. Delineamento experimental realizado em trés etapas: caracterizacdo nutricional (grafiado em
preto); imunofenotipagem e caracterizagdo da celularidade medular (verde); avaliagdo do célcio intracelular
por estimulo de IL-3 em células estromais e células-tronco hemopoéticas.

3.1. Animais

Foram utilizados camundongos C56bl/6J, machos, de dois a trés meses de idade,
provenientes de colbnias mantidas no Biotério de Producdo e Experimentacdo da
Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas/Instituto de Quimica da Universidade de Sao Paulo.

O presente projeto foi aprovado pelo Comité de Etica em Experimentacdo Animal

da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas da Universidade de Sao Paulo (CEUA/FCF/419).
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3.2. Racoes

ApGs o desmame os animais receberam, ad libitum, racdo de crescimento AIN-93G
(REEVES, 1993), até completarem 45 dias de idade, quando, entdo se inicia a inducao a
desnutricdo. Um grupo recebeu racdo controle AIN-93M (REEVES, 1993; 1997) e outra,
racado hipoprotéica, conforme Tabela 1.

Todas as ragfes foram preparadas em nosso laboratério, na forma de granulado.
As ragOes foram conservadas a 4°C até o momento do uso. Utilizamos caseina comercial
como fonte de proteina. Os animais do grupo Controle receberam racédo contendo 12% de
proteina e os animais do grupo Desnutrido (grupo experimental) receberam racdo
hipoproteica contendo 2% de proteina (BORELLI et al., 2007; 2009). Nesse caso, os dois
tipos de racdo sao isocaldricos, diferindo apenas na concentracdo proteica. A caseina
fornece em torno de 80% de fosfato, portanto, para a racéo hipoproteica que contém teores
mais baixos de caseina, a composicdo da mistura mineral foi corrigida de acordo com a
concentragdo proteica de cada lote, para que a deficiéncia de fosfato fosse suprida
(REEVES, 1993). A Tabela 1 descreve os componentes das ragoes.

Tabela 1: Composicdo das Rac¢des (g/Kg racao)

Constituintes Crescimento Controle Desnutrido
Amido 627,5 641 741
Sacarose 100 100 100
Caseina 132 120 20
Oleo de Milho 80 80 80
Celulose 10 10 10
Mistura mineral 35 35 35
Mistura vitaminica® 10 10 10
Metionina 3 1,5 1,5
Bitartarato de Colina 2,5 2,5 2,5
Tert-butilhidroquinona 0,01 0,01 0,01

!As misturas mineral e vitaminica foram preparadas sob encomenda de acordo com as recomendacdes
de 1993 do Instituto Americano de Nutricdo para camundongos adultos (REEVES et al.,1993).




Tabela 2 - Composicdo da Mistura Salinica (MIX)

Componentes

Rac&o Normoproteica
(g/Kg de Mix)

Racé&o Hipoproteica
(g/Kg de Mix)

Carbonato de calcio anidro
Fosfato de potassio monobasico
Cloreto de sodio
Citrato de potéassio
Sulfato de potassio
Oxido de magnésio
Citrato férrico
Carbonato de zinco
Carbonato de manganés
Carbonato cuprico
lodato de potassio
Selenito de s6dio anidro
Paramobilidato de aménio

tetrahidratado
Meta-silicato de sodio 9-hidratado
Sulfato de potassio e cromo
Cloreto de litio
Acido bérico
Fluoreto de sodio
Carbonato de niquel
Vanadato de amonio

Sacarose

357,0
236,2
74,0
39,0
46,6
24,0
6,06
1,65
0,63
0,30
0,01

0,01025

0,00795

1,45
0,275
0,0174
0,0815
0,0635
0,0318
0,0066

212,646

357,0
353,2
74,0
0
46,6
24,0
6,06
1,65
0,63
0,30
0,01
0,01025

0,00795

1,45
0,275
0,0174
0,0815
0,0635
0,0318
0,0066
134,596

Composicao da mistura salinica para as dietas de acordo com o Instituto Americano de Nutrico

(REEVES et al.,1993).
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Tabela 3 - Composicdo da Mistura Vitaminica

Racgdes Normoproteica e

Componentes
Hipoproteica (g/Kg de mix)
Acido nicotinico 3,00
Pantotenato de calcio 1,60
Piridoxina-HCI 0,70
Tiamina-HCI 0,60
Riboflavina 0,60
Acido félico 0,20
D-biotina 0,02
Vitamina B12 2,50
Vitamina E 15,00
Vitamina A 0,80
Vitamina D; 0,25
Vitamina K 0,075
Sacarose 974,655

Composicéo da mistura vitaminica para as dietas de acordo com o Instituto Americano de Nutricdo
(REEVES et al.,1993).

3.3. Inducéo a desnutricéo

Para a inducdo da desnutricdo os animais foram previamente pesados e separados
em gaiolas individuais e mantidos sob temperatura ambiente de 22 a 25°C, ciclo de luz
claro-escuro de 12 horas (luzes acesas as 7h da manha), umidade de 55 + 10%. Durante o
periodo de adaptacéo, que dura em média de 15 a 20 dias, todos os animais receberam,
ad libitum, a racdo controle e agua. Os animais foram pesados e o consumo de racédo foi
avaliado a cada 48 horas. Apds a fase de adaptagdo, quando todos os animais
estabilizaram o peso corporal, os mesmos foram separados, aleatoriamente, em dois
grupos: grupo nutrido ou controle (C) e grupo hipoproteico ou desnutrido (D). Assim,
os animais do grupo controle (C) continuaram a receber a ragdo controle; e 0os animais
pertencentes ao grupo desnutrido (D) passaram a receber racéo hipoproteica. O tempo de
duracdo desse tratamento foi de cerca de 5 semanas (HUANG & FRAKER, 2003) e
durante todo o tratamento, tanto o peso quanto o consumo de agua e racdo foram
avaliados a cada 48 horas. Os grupos controle e desnutrido permaneceram sob as

mesmas condi¢cdes ambientais (BORELLI et al., 2004).
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3.4. Avaliacao do estado nutricional dos animais

A avaliacdo do estado nutricional dos animais foi baseada no peso corpéreo, no
consumo diario das racdes, no consumo total de proteina, hemograma dosagem de
proteinas totais e albumina sérica (BORELLI et al., 2004, NAKAJIMA et al., 2014)

3.5. Avaliacéo da concentragcédo proteica das racdes
A determinacdo da concentracdo proteica das racdes foi feita pelo método de
micro-Kjedahl e realizada no laboratério de Nutricdo Experimental da Faculdade de

Ciéncias Farmacéuticas — USP.

3.6. Obtencdo de amostras sanguineas

As amostras sanguineas foram obtidas a partir do plexo axilar de camundongos
anestesiados com 10 mg/Kg de peso com cloridrato de xilazina (Rompum®, Bayer) e 100
mg/Kg de peso de cloridrato de quetamina (Ketamina®, Cristélia), por via intramuscular.
Amostras sem anticoagulante foram utilizadas para obtencdo do soro e amostras
utilizando-se EDTA 10% como anticoagulante para obtencdo do sangue total, o qual foi
utilizado para a realizacdo do hemograma. O soro foi separado por centrifugacéo (2000 g
por 10 minutos) a 4°C e utilizado para a dosagem das proteinas totais, albumina, célcio e

fésforo inorganico.

3.7 Determinacao de proteinas totais, albumina sérica, calcio total e fosforo
inorganico

A determinacgdo de proteinas totais foi feita pelo método de Biureto (GORNALL et
al., 1949) enquanto a determinacdo de albumina foi feita pelo método do Verde de
Bromocresol (DOUMAS et al., 1971). A determinacéo de célcio sérico total pelo método de
cresolftaleina e as dosagens de fésforo inorganico foram realizadas pelo método do
fosfomolibdato ndo reduzido. Todas as amostras foram processadas em duplicata e as
leituras realizadas em espectrofotdmetro Varioskan Flash®.

3.8 Hemograma e contagem de reticulécitos

A contagem global de eritrocitos e leucdcitos, analise do volume hematdcrito,
dosagem de hemoblobina, indices hematimétricos e contagem de plaguetas foi
determinada pelo analisador automéatico de células sanguineas ABC Vet® (ABX
Diagnostics) a partir do sangue total, logo apdés a coleta. A contagem diferencial dos

leucdcitos foi determinada a partir da preparacdo de extensdes sanguineas coradas pelo
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médodo May-Grunwald-Giemsa modificado (ROSENFELD, 1947). As extensbes coradas
foram analisadas para diferenciacdo celular em microscépio éptico comum, contando-se
aleatoriamente, no minimo, 100 leucdocitos.

Para a contagem de reticulocitos, o sangue recém-coletado com EDTA, foi
imediatamente processado, utilizando-se corante supravital Novo Azul de Metileno e a
contagem descrita por Brecher (BRECHER, 1949) foi realizada utilizando-se microscépio
6éptico (Olympus®, CH2), contando-se, no minimo, 20 campos aleatérios.

3.9 Coleta de células da medula 6ssea

Os animais de ambos os grupos (controle e desnutrido) foram anestesiados,
exsanguinados e, por ultimo, eutanasiados com superdosagem de anestésico e posterior
deslocamento cervical. Com o auxilio de pingcas e tesouras, os fémures e tibias foram
obtidos e todo o tecido conjuntivo ndo 6sseo foi removido.

Com o auxilio de agulha e seringa, foi realizada a lavagem da cavidade femural e
das tibias. A lavagem procedeu-se com 4 mL de meio Iscove’s suplementado com 10 %
soro equino, 100 Ul/mL de penicilina G-sddica e 100 pg/mL de estreptomicina para 0s
fémures e 2 mL para as tibias, sendo realizado um pool com as suspensdes celulares
obtidas dos femures e das tibias.

A suspensao de células da medula éssea obtida a partir dessa lavagem foi
centrifugada por 10 minutos a 1200 rpm, o sobrenadante foi desprezado e o sedimento
ressuspenso em 1 mL de meio Iscove’s e mantido no gelo até a realizagdo do mielograma
e/ou plaqueamento para cultura (SILVA, 2014). Todo o procedimento foi realizado em

condi¢cBes assépticas, utilizando-se material estéril e cabine de fluxo laminar.

3.10 Mielograma

Uma aliquota das células em suspensdo obtidas da medula 6ssea conforme
descrito no item 3.9 foi diluida em liquido de Turk para a contagem de células nucleadas
na camara de Neubauer. Laminas de citocentrifugado foram confeccionadas utilizando
citocentrifuga Incbras® e, posteriormente, coradas pelo método May-Grunwald-Giemsa
modificado (ROSENFELD, 1947), contando-se, no minimo, 300 células por lamina, para
deteccdo dos tipos celulares presentes na medula 6ssea.

3.11 Cultura de medula 6ssea de longa duracdao (CMOLD)
O estabelecimento do estroma medular foi realizado de acordo com o protocolo
descrito por Spooncer e Dexter (1997). Uma aliquota das células em suspenséao obtidas da
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medula 6ssea conforme descrito no item 3.9 foi diluida em Azul de Tripan® 1% para a
contagem de células totais viaveis. As células foram plaqueadas (1,9 x 10° células/poco)
em placas de cultura 24 wells (com e sem laminula), utilizando-se meio de cultura
comercial Myelocult® M 5300 (StemCell®) suplementado com hidrocortisona (1 pMol/L)
(Sigma-Aldrich®). As células foram mantidas em estufa Umida, a 33°C com 5% de COa,.

No 3° dia de cultura, 50% do meio foi substituido por meio de cultura novo e, a
cada 7 dias (7°, 14°, 21° e 28° dias) durante todo o experimento, cerca de 50% do meio foi
substituido por meio de cultura novo (DEXTER et al., 1977). O meio de cultura retirado foi
aliguotado e armazenado a -80°C para posterior dosagem de citocinas e fatores de
crescimento. A proliferagdo celular e o estabelecimento do estroma foram avaliados
semanalmente, utilizando-se microscépio invertido (Nikon®, Eclipse TS 100).

3.12 Identificacdo celular na CMOLD por técnica de imunocitoquimica (ICQ)

No 28° dia de CMOLD as placas foram retiradas da estufa e todo o meio de cultura
foi removido. As células aderentes foram lavadas duas vezes com PBS por 5 minutos e
incubadas com solugcdo de PBS contendo soro de cavalo na diluicdo de 1:100 para
bloqueio das ligagbes inespecificas. Apds 30 minutos de incubagcdo em camara escura e
umida, foi retirado o excesso da solucédo de bloqueio e as células foram incubadas com
anticorpo primario, segundo o fluoréforo a ser investigado (Tabela 4), diluido em solucdo
de PBS 0,02M pH 7, 2, azida sddica 1%, albumina bovina 1%, sendo incubadas “overnight”
(16 horas) em camara escura a 4°C. Apés esse periodo, as células foram lavadas duas
vezes com PBS por 5 minutos e, finalmente, foram incubadas com o anticorpo secundario
anti-mouse conjugado com fluoréforos de interesse na diluicdo de 1:100 por 45 minutos em
camara Umida e a temperatura ambiente. Apds esses procedimentos as células foram

observadas em microscopio de fluorescéncia Nikon 80i.

3.13 Identificacdo de adip6citos por coloracdo com oil red

Nos 7°, 14°, 21° e 28° dias de CMOLD as laminulas foram removidas. Depois da
retirada do meio de cultura, as células foram fixadas dois minutos em propilenoglicol P.A.
e, em seguida, adicionamos solucdo de oil red por 20 min. Apos esse periodo, a solucdo
de oil red foi retirada e adicionado propilenoglicol 85% por 1 min. As células foram lavadas
duas vezes com agua destilada e coradas com hematoxilina de Harris. Apés lavagem, as
laminulas foram observadas em microscépio 6ptico invertido (Nikon®, DS-Ril para
identificacdo de adipdcitos (PROPHET et al., 1992).
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3.14 Identificacdo de osteoblastos por coloragéo de vermelho de alizarina

Nos 7°, 14°, 21° e 28° dias de CMOLD as placas foram retiradas da estufa e todo o

meio de cultura foi removido. Foi adicionado diretamente ao poco 0,5mL de uma solucéo

de vermelho de alizarina 2% por 15 minutos, apos este intervalo os poc¢os foram lavados

com uma solucdo de PBS e realizada microscopia em microscépio invertido (Nikon®,

Eclipse TS 100) para verificagdo de osteoblastos corados.

Tabela 4 — Anticorpos utilizados para caracterizagcdo imunofenotipica

TipO celular Painel Clone Cata|ogo Empresa
1 Série Eritrdide TER119" PE Ter-119 553989 BD
2 Megacariocitos CD41" FITC MWReg30 133903 Biolegend
Gr-1'APC RB6-8C5 108411 Biolegend
3 Granulécitos F4/80 FITC BM8 123107 Biolegend
CD11b PE M1/70 101211 Biolegend
F4/80" FITC BMS8 ;
4 Macrofagos . 123107 B!olegend
CD11b" PE M1/70 101211 Biolegend
5 Linfocitos T CD3"FITC UCHT1 561806 BD
6 Linfocitos B B220" PE RA3-6B2 553089 BD
Bodipy’ FITC 493/503 :
7 Adipécitos py_ D3922 Thermofisher
F4/80 APC BM8 123107 Biolegend
CD45 APC 30-F11 103111 Biolegend
8 Cél. Endotelial CD31"PE 390 102407 Biolegend
CD106" FITC 429 (MVCAM.A) 105705 Biolegend
CD45 PE 30-F11 103111 Biolegend
9 Osteoblastos .
OPN"FITC sc-21742 AKM2A1 Santa Cruz
_ Vimentin" FITC D21H3 12020S Cell Signaling
10 Fibroblastos i .
CD45 PE 30-F11 103111 Biolegend
Lin" PE Terll9, CD3, CD11b
Kit* APC 288 . Biolegend
Célula tronco o 105811 Biolegend
11 H y Sca-1" PECy7 E13-161.7 122513 Biolegend
emopoética .
poet FLK2 PE A2F10 135305 Biolegend
Thy-1.1°"FITC OX-7 202503 B EREi
CD14'PE M5SE2 555308 -
CD45PE -
] . 30-F11 103111 Biolegend
1 Ceélula tronco CD34+PE MEC14.7 119307 Biolegend
mesenquimal CD105FITC E13-161.7 122513 Biolegend
Sca-1" PECy7 IM7 103011 Bio:ege”g
Biolegen
CD44* APC MEM-226 Ab18278 J
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3.15 Identificagao dos tipos celulares por citometria de fluxo

Nos 7°, 14°, 21° e 28° dias de CMOLD as células aderentes foram removidas da
placa de cultura por tripsinizacéo, transferidas para um tubo tipo Falcon®, centrifugadas por
5 min a 300xg 4°C e ressuspensas em meio de cultura comercial Myelocult® M 5300
(StemcCell®).

Uma aliquota do material ressuspenso foi diluida em Azul de Tripan® 1% para a
contagem de células viaveis e outra aliquota foi utilizada para marcacdo celular para
investigacdo de seus imunofendtipos, descritos na Tabela 4. Apés incubacdo, o excesso
de anticorpos foi retirado por lavagem utilizando PBS. As células foram centrifugadas por 5
min a 300xg 4°C, ressuspensas em PBS e analisadas em um citometro de fluxo BD
FACSCanto Il ®. Foram adquiridos, por citometria de fluxo, 300.000 eventos para andlise
das populacdes primitivas e 50.000 eventos para andlise das populagbes maduras. Os

dados analisados com auxilio do software FlowJo®.

3.16 Identificacao de citocinas e fatores de crescimento

O meio de cultura obtido nos 7°, 14°, 21° e 28° dias de CMOLD foi descongelado e
foram determinadas quantitativamente as citocinas IL-3, IL-6, IL-7, IL-9, IL-11, TNFa e
CXCL-12, e fatores de crescimento SCF, GM-CSF, G-CSF, M-CSF, TGF-B empregando-se
a técnica de imunoensaio do tipo ELISA, utilizando-se o sistema comercial Quantikine
ELISA (R&D System®).

3.17 Imunomarcagdo em culturas de curta duragéo

Foram realizadas culturas de curta duracdo (24h) para identificar as diferentes
populacdes de células da medula 6ssea, como célula-tronco hemopoética, progenitores
mieloide e linfoide, macréfagos, granuldcitos, eritrécitos e linfécitos. As células foram
estimuladas por 15 min com IL-3 para avaliar a atuacdo dessa citocina da diferenciacao
celular.

Foram marcadas 1x10° células com cocktails de anticorpos (Becton Dickinson®),
conforme Tabela 4. Foram adquiridos por citometria de fluxo 300.000 eventos para analise
das populacdes primitivas e 50.000 eventos para andlise das populacbes maduras. Os
softwares Cell Quest versdo 3.4 (Becton Dickinson®) e FlowJo versdo 7.6.4 (Tree Star®)

foram utilizados para a aquisi¢éo e analise de dados, respectivamente.
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3.18 Ensaio de Unidades Formadoras de Col6nia (CFU)

Aproximadamente 2x10* células da medula dssea, retiradas conforme item 3.9,
foram misturadas com 1 mL de meio a base de metilcelulose (Methocult M3434, Stem Cell
Technologies®). A mistura foi colocada em pocos de 35 mm e cultvada em uma
incubadora umidificada durante sete dias. No final deste periodo, foram contado o nimero
de clusters (1 a 49 células) e de colbnias (que consistem em mais de 50 células), usando

um microscoépio invertido com uma ampliacao de 100x.

3.19 Ensaio de BrdU

As células de medula Ossea, retiradas conforme item 3.9, provenientes de
camundongos controles e desnutridos receberam uma dose de 1 mg de 5-bromo-20-
desoxiuridina (BrdU, Sigma-Aldrich®). A rotulagem de BrdU em células tronco
hemopoéticas foi realizada como descrito anterior-mente (ROTHAEUSLER &
BAUMGARTH, 2006). A aquisi¢cao de dados foi realizada por citometria de fluxo.

3.20 Isolamento e a separacdo magnética de células LSK

As células de medula Ossea, retiradas conforme descrito no item 3.20, foram
separadas por coluna magnética para remocao das células da linhagem hematol6gica
utilizando-se kit de separacdo magnética por microesferas (Miltenyi Biotec Inc., Auburn,
Califérnia, EUA). O kit de separacdo continha os seguintes anticorpos monoclonais
conjugados a biotina: CD5, CD45R (B220), CD11b, anti-Gr-1 (Ly-6G/C), anti 7-4 e Ter-119.
As células assim obtidas por deplecao negativa foram incubadas com anticorpo anti-Scal
FITC (Miltenyi Biotec Inc., Auburn, Califérnia, EUA), processo seguido por incubacdo com
microesferas magnéticas anti-FITC. As células foram colocadas em coluna magnética e
recolhidas para fenotipagem. A fenotipagem foi realizada por citometria de fluxo
utilizando-se os anticorpos antibiotina APC (Miltenyi Biotec Inc., Auburn, Califérnia,
EUA), Sca-1 PE (clone D7) (eBioscience, San Diego, Califérnia, EUA) e OPN PE (R&D
Systems, Minneapolis, EUA). Um total de 20.000 eventos foram adquiridos em citémetro
de fluxo FACSCalibur® (Becton Dickinson, San Jose, Califérnia, EUA) com fon argénio e
as andlises realizadas em aplicativo FlowJo® (Tree Star Inc, Ashland, EUA).

3.21 Medidas intracelulares de Ca®" por microscopia de fluorescéncia
As células c-Kit'Lin™ isoladas foram incorporadas com a sonda fluorescente de Ca**
fura-2-AM (2 uM) e &cido plurénico (0,02%). As leituras foram realizadas em dois

comprimentos de ondas de excitacdo (340 e 380 nm) e a fluorescéncia de emissao da
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amostra coletada em 505 nm. A razdo entre as intensidades de fluorescéncia (R340/380
nm) corresponde ao valor da concentracédo de Ca*'.. Os resultados foram calculados pela
razdo 340 e 380 nm e a concentracdo intracelular de Ca®" foi obtida pela féormula de
Grynkiewicz e colaboradores (1985). Para tempos maiores de medidas intracelulares as
células foram incorporadas com 10 puM do indicador de Ca®*" Fluo-4-AM por 40 min a
temperatura ambiente e o excedente foi retirado por lavagem da preparacdao (PAREDES-
GAMERO et al., 2008). Os cromoforos dos anticorpos que reagiram com as células foram
excitados em 480 nm e a emisséo de flourescencia celular coletada no intervalo 500-550
nm. As imagens capturadas de modo temporal foram analisadas e a intensidade de

fluorescéncia ao longo do tempo foi normalizada pela fluorescéncia basal (Fi/Fo).

3.22 Medic¢bes de calcio por microscopia confocal

As populacdes de células LSK (Lin” Sca-1 c-Kit") foram previamente isoladas como
descrito no item 3.20 para medir o Ca®'i. Ap6s a separacéo das populacdes, as células
foram centrifugadas em laminas de vidro (25 mm). Para medi¢cdes de concentracdo de
Ca”'i, as células isoladas ou CMOLD foram incubadas durante 40 min em temperatura
ambiente com 10 mM de Fluo-4 /AM (Molecular Probes/Invitrogen) e 0,01% de acido
plurico (Molecular Sondas/Invitrogen) e lavadas com solucao fisioldgica.

As CMOLD foram realizadas em pocos contendo laminula de vidro de 13 mm nas
condicbes descritas anteriormente. Posteriormente, as células foram fixadas com
paraformaldeido 2% em PBS por 30 min. As células foram lavadas com 0,1% de glicina e
permeabilizadas em saponina 0,01% ambas diluidas em PBS. As células foram incubadas
por 30 min com os anticorpos Lin", c-kit", Sca-1" (para células-tronco hemopoéticas). O
anticorpo foi diluido em PBS com 1% de BSA. Para a visualizacdo desta marcacao foi
utilizado um anticorpo secundario anti-IgG conjugado com Alexa Fluor 488 (4 ng/ml)
durante 40 min.

Imagens foram capturadas com um microscépio confocal (Zeiss, Axiovert 100M,
Oberkochen, Alemanha) equipado com um scanner a laser (Zeiss, LSM 510 META) e um
objetivo 63 (Plan-Neofluor, 1.4 abertura numérica) sob imersdo em 6leo. A sonda Fluo-4 foi
excitada com um laser de argbnio (488 nm) e a emissao de luz foi detectada usando um
detector META (500-550 nm) do laboratério multiusuarios do Instituto de Farmacologia e
Biologia Molecular (INFAR), da UNIFESP/EPM. As imagens foram coletadas em intervalos
de 8 segundos aproximadamente. A intensidade da fluorescéncia foi normalizada com

referéncia a fluorescéncia basal o software Examiner 3.2 (Zeiss) e Spectralyzer (NJ, EUA).
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3.23 Avaliacdo da expressao e ativacdo de proteinas da via de sinalizacao
MAPK por citometria de fluxo
Apoés os estimulos celulares com a citocina IL-3 (10 ng/mL) as células totais da
medula 6ssea foram fixadas em solu¢do de paraformaldeido 2% por 30 min. As células
foram lavadas com 0,1% de glicina e permeabilizadas com triton X-100 0,001% ambas
diluidas em PBS e incubadas por 2h com os anticorpos anti-proteinas fosforiladas
relacionadas na Tabela 5 com a proliferacao e diferenciacao (p-CaMKIl, p-PKC, p-PLCy, p-
RAS, p-ERK1/2, p-STAT3, p-STAT-5, p-JAK1, p-JAK2 e p-AKT) diluidos em PBS com 1%
de albumina. Ademais foram utilizados anticorpos para o reconhecimento da célula tronco
hemopoética LSK (Lin" Sca-1" c-Kit").
As células foram lavadas com glicina 0,1 M e permeabilizadas com Triton X-
100 (0,001%) ou saponina (0,01) durante 15 min, para marcacéo de forma ativas de vias
intracelulares acima citadas. Os marcadores primarios contra as proteinas foram
incubados por 1h, sendo revelados com o anticorpo secundario anti-lgG de coelho,
conjugados com Alexa Fluor 488 (4 pg/mL). Todos os anticorpos foram diluidos em PBS
com 1% de BSA e 0,05% de azida. Controles sé com os anticorpos secundarios foram
realizados. Os dados foram expressos de forma quantitativa utilizando a intensidade de

fluorescéncia. As leituras foram realizadas no citdmetro de fluxo Accuri C6 (BD®).

Tabela 5 — Anticorpos utilizados para a avaliagdo da expressdo e ativacao de proteinas

por citometria de fluxo

Anticorpo Catalogo | Conjugado Empresa
PLC gamma 2 (Tyr759) bs-3339R FITC Cell Signaling
JAK1 (Tyr1034 + Tyr1035) bs-3238R FITC Cell Signaling
JAK2(Tyr1007+Tyr1008) bs-2485R FITC Cell Signaling
PKC alpha/beta/gamma bs-3531R FITC Cell Signaling
CaMK2 (Tyr230) bs-3081R FITC Cell Signaling
Phospho-Akt (Ser473) (193H12) Rabbit mAb 2336S FITC Cell Signaling
Phospho-p44/42 MAPK (Erk1/2) (Thr202/Tyr204) Mouse mAb | 4374S FITC Cell Signaling
Phospho-Stat3 (Tyr705) (D3A7) Rabbit mAb 4323S FITC Cell Signaling
Phospho-Stat5 (Tyr694) (C71E5) Rabbit mAb 3939S FITC Cell Signaling

3.24 Extracdo e andlise de RNA total

O RNA total foi obtido a partir das células tronco hemopoéticas, separadas conforme

item 3.20, dos animais dos grupos Controle e Desnutrido, usando o kit RNeasy Mini
(Qiagen, Incorporated, Chatsworth, EUA) com tratamento com DNase e seguindo as
recomendacgfes do fabricante. Apds a extracdo, o RNA total foi imediatamente mensurado
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por espectrofotometria pelo equipamento NanoVue Plus (GE Healthcare, Buckinghamshire,
Reino Unido). A absorbancia maxima dos &cidos nucléicos sob luz UV ocorre no
comprimento de onda de 260 nm e a concentragdo de RNA total é dada em ng/uL, onde
uma unidade de densidade optica equivale a 40 ug de RNA por mL de solugéo. A pureza
do RNA total foi avaliada pela razdo de absorbéncia Azsonm/A2sonm, Sendo que foram
consideradas adequadas para utilizagdo as amostras cujas razbes de absorbancia
encontravam-se na faixa entre 1,9 e 2,1. A integridade do RNA foi avaliada em gel de
agarose 1,0%. As amostras de RNA foram armazenadas em aliquotas a —80°C até que a

transcricéo reversa fosse realizada.

3.24.1 Sintese do DNA complementar

O DNA complementar (cDNA) das amostras das células tronco hemopoéticas,
separadas conforme item 3.20, foi sintetizado a partir de RNA total. Foi utilizado o sistema
comercial High Capacity cDNA Reverse Transcription (Applied Biosystems, Carlsbad,
EUA), que utiliza a enzima transcriptase reversa MultiScribe™. A sintese de cDNA foi
realizada a partir de 500 ng de RNA total em um volume total de 10 yL em agua livre de
DNase e RNase. A proporcao de reagentes utilizada para a transcrigao reversa foi: 2,0 pL
de 10x RT Buffer, 0,8 pL de 25x dNTP Mix (100 mM), 2,0 uL de 10x RT Random Primers,
1,0 uL de transcriptase reversa MultiScribe™, 1,0 yL de inibidor de RNase e 3,2 uL de
agua livre de DNase e RNase, totalizando um volume final de 20 uL. A reacgao foi feita sob
as seguintes condi¢cdes de ciclagem: incubacdo dos reagentes por 10 minutos a 25°C,
aquecimento a 37°C por 120 minutos e 85°C por 5 minutos e resfriamento a 4°C, seguindo
as instrucdes do fabricante. A eficiéncia da reacéo de transcricdo reversa foi considerada
igual para todas as amostras. O cDNA obtido foi armazenado a —40 °C até a realizacdo da
PCR real time.

3.24.2 Selecao dos genes de referéncia e de interesse

A andlise da expressdo génica das células tronco hemopoéticas, separadas
conforme item 3.20, foi feita pelo método de quantificacdo relativa, no qual foi utilizado um
gene de referéncia como controle enddgeno. Neste intuito, foram testados quatro genes
constitutivos (ACTB, GAPDH, HRPT1 e RN18s) e testados “pools” de dois tipos de
amostras: (1) CTH/Controle; (2) CTH/Desnutrido. Os resultados foram avaliados pelo
programa geNorm™,

Foi realizada uma revisdo bibliogréfica na qual os genes de interesse foram
selecionados a partir de marcadores potenciais descritos em estudos prévios. Os genes de
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interesse selecionados para este trabalho estdo descritos na Tabela 6.

A eficiéncia dos ensaios de amplificacao foi calculada utilizando-se a curva padréo
obtida da relacao de diferentes concentracdes de cDNA e 0s respectivos valores de limiar
de amplificacdo (Ct — Cycle Threshold). Foram utilizadas as diluicbes 1:2, 1:4, 1:8, 1:16 a
partir de um pool contendo cDNA extraido de célula tronco mesenquimal, sendo que 0s
pontos da curva foram feitos em triplicata. O calculo da eficiéncia foi feito de acordo com a
formula; E = pQtteceliciente angulan g Eqram realizadas curvas de eficiéncia para os genes de

referéncia e de interesse.

3.24.3 Determinacao da expressao dos genes de interesse

A determinacdo da expressao dos genes listados na Tabela 6 foi feita por PCR
(reacdo em cadeia de polimerase) em tempo real utilizando o sistema TagMan® (Applied
Biosystems, Carlsbad, EUA) e os ensaios conduzidos no equipamento A&B StepOne Plus
Real-Time PCR System® (Applied Biosystems, Carlsbad, EUA). Neste sistema, a
amplificacdo € avaliada por monitoramento continuo da fluorescéncia de cada amostra,
entre 520 e 660 nm, de forma que a intensidade de fluorescéncia detectada € diretamente
proporcional a quantidade de cDNA presente na amostra. Estes dados séo traduzidos por
um software especifico e plotados em um grafico que mostra a intensidade de
fluorescéncia versus o numero de ciclos. Quanto maior a quantidade de cDNA molde
presente no inicio da reacdo, menor € o numero de ciclos para deteccdo de uma

intensidade de fluorescéncia estatisticamente significante.

Tabela 6: Avaliacdo da expressdo dos genes selecionados pela técnica de PCR em

tempo real.
Simbolo do . a Tamanho do
Nome do gene Espécie Catalogo fragmento
gene e
amplificado (pb)
Genes para avaliagdo da fung¢do das CTH
GATAl GATA binding protein 1 Mouse Mm01352636_m1l 73
GATA2 GATA binding protein 2 Mouse Mm00492301 m1 57
GATA3 GATA binding protein 3 Mouse MmO01337569 m1l 73
C/EBPa CCAAT/enhancer binding protein Mouse Mm00514283 s1
(C/EBP), alpha - 99
IKZF3 IKAROS family zinc finger 3 Mouse ~ Mm01306721 m1 80
NF-E2 nuclear factor, erythroid derived 2 Mouse MmO00801891 m1l 67
Pu.l Transcription factor PU.1 Mouse Mm03938870 gl 71

pb: pares de bases
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O volume total de reacdo de 10 ul é composto de 1,0 uyL de cDNA, 5,0 ul de
TagMan® Fast Universal Master Mix (Applied Biosystems, Carlsbad, EUA), 0,5 pl de cada
iniciador (sense e antisense) — marcado com sonda FAM e referéncia passiva ROX — e 3,5
ul de agua livre de DNase e RNase. As condicdes de ciclagem sao: pré-incubacao por 2,0
minutos a 50°C e por 20 segundos a 95°C para desnaturacdo das dupla-fitas de cDNA,
seguido de 40 ciclos de 01 segundo a 95°C e 20 segundos a 60°C.

Os valores quantitativos da expressao génica foram obtidos pelos valores do Ct, que
se caracteriza pelo inicio da amplificagdo do produto de PCR. Para a quantificacdo da
expressdo génica foi utilizado o método de quantificacao relativa (LIVAK e SCHMITTGEN,

2001) de acordo com a seguinte férmula:

Taxa de expressao relativa = 2 (ACtamostra—ACt calibrador) _ 5- AACt

O ACt é obtido pela subtragdo da média dos Cts do gene de interesse pela média
dos Cts do controle enddgeno, para normalizacdo dos dados. Como calibrador, foi utilizada
a média aritmética do ACt das CTH do grupo Controle, empregada como base para
resultados comparativos. Como controle de qualidade, todas as reagOes foram realizadas
em duplicata e para cada placa de reacao foram utilizados controles negativos.

3.25 Analise estatistica

Os resultados foram submetidos ao teste de normalidade e classificados em
paramétricos ou ndo parameétricos, de acordo com sua distribuicdo em relacdo a curva de
Gauss. Posteriormente, em funcéo da distribuicdo gaussiana, foram definidos os testes
(Teste T, Mann-Whitney e Kruskal-Wallis). A andlise estatistica foi realizada utilizando-se o
software GraphPad Prism v.5,0, sendo considerado estatisiticamente signifcantes quando
p< 0,05
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

O camundongo C57bl/6 é uma espécie isogénica frequentemente utilizada para
estudo do sistema imune e da hemopoese. Foram utilizados animais machos para evitar
alteracdes caracteristicas de fémeas durante o ciclo estral e que podem interferir no perfil
hematolégico. Usamos animais de 2 a 3 meses de vida por j4 estarem em fase adulta e
com seu quadro hematolégico ja estabelecido para a idade adulta, evitando variaveis pela
baixa ou avancada idade (FOCK, 2005; WU et al., 2013). O procedimento de inducdo da
desnutricdo utilizado em nosso trabalho tem duracdo de cinco semanas (35 dias).
Tracando um paralelo com humanos, este periodo no camundongo equivaleria,
aproximadamente, a dois anos no periodo de vida do ser humano (QUINN, 2005). Ou seja,
o processo de inducdo a desnutricdo por 35 dias equivaleria a dois anos de alteracfes na
dieta, sendo 0 nosso modelo considerado cronico e grave.

O modelo experimental de desnutricdo proteica desenvolvido nesse trabalho é
baseado na reducdo de proteina na racdo. Como o consumo de racédo foi similar entre os
grupos, ndo houve comprometimento de micronutrientes para os animais desnutridos. Ao
final do periodo de cinco semanas, usado para inducdo da desnutricdo, constatamos
gue o grupo desnutrido teve uma perda de peso de cerca de 20% em relacdo ao
primeiro dia de dieta.

4.1 Avaliagcao do estado nutricional
4.1.1 Analise do peso corporal
Apos um periodo de 10-15 dias de adaptacdo, os animais foram separados em
grupos controle e desnutrido, sendo a média de peso corporal dos grupos estatisticamente
semelhante entre eles. Ao final do periodo de indug¢do de cinco semanas, o grupo C
(controle) apresentou ganho de 27,4 + 2,2% (média + SD) de peso e o grupo D
(desnutrido) teve perda de -21,0 = 1,3% (média + SD) de peso, diferencas estas

estatisticamente significativas (Fig. 5A e 5B).
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Figura 5. Resultados representam variacéo final do peso corporal apés ingestdo de dieta experimental (A)
variacao de peso corporal em fungéo do tempo (B) variagédo final do peso corporal (médiatSD) dos grupos C
- Controle (n=34) e D - Desnutrido (n=34). *** Valores significativos para p<0,001. Teste estatistico de Mann-
Whitney.

A queda de peso do grupo desnutrido pode estar ligada ao fato do musculo
esquelético ser um importante reservatorio de proteinas, que é depletado quando
ocorre um déficit deste nutriente, para fornecimento de aminoacidos necessarios para 0s
processos anabdlicos reduzindo, assim, significativamente a massa corpérea (ALVES et
al., 2008). Estes resultados sao confirmados com dados ja obtidos pelo nosso grupo
(XAVIER et al., 2007; BORELLI, 2009; NAKAJIMA, 2014) e também em outros trabalhos
desenvolvidos com modelo de desnutricdo proteica (CROZIER et al., 2009; SUGIYAMA et
al., 2011; RODRIGUES-BARBOSA et al., 2012).
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4.1.2 Analise do consumo de racao e de proteinas

Os animais passaram por um periodo de cinco semanas de indug¢do a desnutri¢do,
no qual o grupo C (controle) ingeriu quantidade de racao diaria semelhante ao grupo D
(desnutrido): 7,03 + 0,17g e 7,23 £ 0,13g (média £ SDM), respectivamente.

O modelo de desnutricdo € induzido pelo consumo reduzido de proteinas. Enquanto
0s animais do grupo controle consumiram uma média diaria de proteinas de 1,00 + 0,029
de racado, houve o consumo de apenas 0,19 + 0,01g pelos animais do grupo desnutrido
(Fig. 6).
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Figura 6. Resultados, em valores médiostSDM, do consumo de racéo (A) e proteinas (B) dos grupos C -
Controle (n=34) e D - Desnutrido (n=34). ***Valores significativos para p<0,001. n representa nimero de
animais avaliados. Teste estatistico de Mann-Whitney.

4.1.3 Avaliacdo da concentracao sérica de proteinas totais, albumina,
célcio e fosforo

Os animais do grupo desnutrido apresentaram concentracdes séricas de proteinas
totais (3,74 + 0,06 g/dL) menores que os animais do grupo controle (4,62 + 0,15 g/dL). Ao
avaliar a concentracéo sérica de albumina, o Grupo C apresentou 3,1 + 0,4 g/dL enquanto
gue o Grupo D teve valores sisgnificativamente mais baixos (2,2 = 0,6 g/dL).

Ao avaliarmos o calcio serico verificamos que nao houve diferenca significativa entre
o grupo C (9,8 £ 1,2 mg/dL) e o grupo D (9,6 £ 1,4 mg/dL). Os valores de fésforo inorgani-
co também apresentaram dados similares entre os grupos C (7,6 = 0,9 mg/dL) e o grupo D
(7,2 £1,5 mg/dL) (Fig. 7).
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Figura 7. Resultados, em valores médiostSDM, da concentracéo sérica de proteinas totais (A), albumina (B),
célcio (C) e fésforo (D) dos grupos C - Controle (n=25) e D - Desnutrido (n=25). ***Valores significativos para
p<0,001. n representa nimero de animais avaliados. Teste estatistico de Mann-Whitney.

A menor ingestdo de proteinas pelos animais desnutridos acarreta, como
esperado, a reducédo de proteinas totais e albumina no soro. A albumina sérica € uma
das principais proteinas associadas ao estado nutricional. A queda na concentracao de
albumina pode indicar deficiéncia de aminoacidos disponiveis para a sintese destas
proteinas ou uma diminuicdo na biossintese hepatica decorrente de um suprimento
limitado de substrato proteico (CUPPARI, 2009).

As concentracdes séricas de Ca?* e fosforo apresentaram valores semelhantes
entre os grupos avaliados. Como os animais tiveram um consumo semelhante de ragéo e
estes minerais sdo encontrados em quantidades iguais nas racdes, verificamos que nao
houve alteracbes em suas proporc¢oes. Apesar da DP causa alteragdes da microarquitetura
0ssea com comprometimento da regido trabecular (TSUJITA, 2016), essas alteracfes nao

sdo decorrentes de uma deficiéncia na ingestdo ou absorgéo de calcio.
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4.2 Avaliacdo hematologica

4.2.1 Hemograma

4.2.2 Eritrograma

Os animais do grupo D apresentaram reducdo significativa do nimero de hemacias,
hematécrito e hemoglobina, respectivamente (7,5 + 0,2 x10°/mm3; 32,9 + 3,2%; 10,6 + 0,3
g/dL, respectivamente) em relacdo aos animais do grupo C (8,7 + 0,2 x10%mm3; 38,9 +
1,3%; 12,7 £ 0,3 g/dL, respectivamente) (Fig. 8).
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Figura 8. Resultados, em valores médios + SDM, do numero de hemacias (A), hematocrito (B) e
hemoglobina (C) dos grupos C - Controle (n=28) e D - Desnutrido (n=28). **Valores significativos para
p<0,01; ***Valores significativos para p<0,001. n representa nimero de animais avaliados. Teste estatistico
de Mann-Whitney.
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4.2.3 Iindices hematimétricos

Os indices hematimétricos ndo apresentaram nenhuma diferenca significativa entre

0s grupos. O VCM (volume corpuscular médio), HCM (hemoglobina corpuscular média) e

CHCM (concentracdo de hemoglobina corpuscular média) mostraram-se semelhantes

entre o controle (44,7 £ 0,2 fl; 14,7 = 0,1 pg; 32,8 + 0,3 %, respectivamente) e desnutrido
(44,1 +1,81; 14,2 +0,5 pg; 32,1 £ 0,2 %) (Fig. 9).
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Figura 9. Resultados, em valores médios + SDM, dos indices hematimétricos: VCM (A), HCM (B) e CHCM
(C) dos grupos C - Controle (n=28) e D - Desnutrido (n=28). n representa nimero de animais avaliados.

Teste estatistico de Mann-Whitney.
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4.2.4 Reticuldcitos

A porcentagem de reticulécitos no sangue periférico apresentou diferencga estatistica
em relacdo aos animais desnutridos (Fig. 10). Os animais do grupo desnutrido
apresentaram média de 5,14 * 0,36% enquanto que 0s animais do grupo controle

apresentaram 6,95 * 0,33%.
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Figura 10. Resultados, em valores médios+SDM, da porcentagem de reticulcitos no sangue periférico dos
grupos C — Controle (n=14) e D - Desnutrido (n=14). **Valores significativos para p<0,001. n representa
namero de animais avaliados. Teste estatistico de Mann-Whitney.

O hemograma apresentou valores reduzidos de hemoglobina, nimero de hemacias
e hematdcrito. No entanto, os indices hematimétricos (VCH, HCM e CHCM) apresentaram-
se semelhantes nos dois grupos, caracterizando uma anemia normocitica, normocrémica.
O tecido hemopoético, como todos os tecidos que apresentam uma alta taxa de renovacao
celular, tem uma alta demanda de nutrientes. A necessidade de proteina pelo processo de
hemopoese poderia, por si sO justificar a ocorréncia de anemia e leucopenia, que sao
frequentemente encontrados em individuos desnutridos (IBRAHIM et al., 2017).

A anemia, decorrente da desnutricdo, apresenta, em nosso modelo, diminuicdo do
namero de reticulocitos que, associada a hipoplasia de medula observada, inclusive no
setor eritroide, evidencia uma anemia ndo regenerativa, decorrente de alteragcdo no
processo de maturagao de eritroblastos. A eritropoiese medular em animais desnutridos
apresenta diminuicdo de células eritréides primitivas verificando-se que a maturacéo de
eritroblastos encontra-se alterada. Também foi observado que os animais desnutridos
apresentaram reducdo no numero de células das unidades formadoras de coldnias

granulo-monocitica, unidades de formacdo expansiva eritroide (BFU-E) e unidades
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formadoras de colonias eritrdide (BORELLI et al., 2007; OZKALE & SIPAHI, 2014) e, ja
demonstramos que a mesma néo é decorrente da reducéo de ferro.

4.2.5 Leucograma

O consumo de dieta hipoproteica causou reducdo significativa do numero de
leucécitos circulantes no sangue periférico (1,0 + 0,1 x 10¥mm® em relacdo ao grupo
controle (1,9 + 0,2 x 10°/mm?®) (Fig. 11).
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Figura 11. Resultados, em valores médiostSDM, do numero de leucocitos no sangue periférico dos
grupos C - Controle (n=28) e D - Desnutrido (n=28). **Valores significativos para p<0,01. n representa
ndmero de animais avaliados. Teste estatistico de Mann-Whitney.

A desnutricdo leva a leucopenia, com neutropenia, eosinopenia, monocitopenia e
linfopenia. Tanto in vivo (BORELLI et al., 1995) quanto in vitro (BORSATTO, 1999)
desnutridos tém uma menor producdo de progenitores de granulo-monocitica (GM-CFU), o
gue sugere que este é um dos fatores responséveis pela hipoplasia nestas individuos, ja
que em nosso estudo encontramos uma menor producdo de GM-CSF a partir do 21° dia
de cultura (OZKALE & SIPAHI, 2014; SANTOS et al., 2017).

As populacdes de linfécitos parecem ser afetadas pela desnutricdo de maneira
diferente: em areas dependentes do timo, hd uma redugcdo do numero de linfocitos T,
especialmente a populacdo de células CD4+, ao passo que o numero de linfécitos B do
baco, nddulos linfaticos e no sangue permanecer normal (BLATT et al., 2010). De acordo
com Frayn (1986), a linfopenia é resultado da reducéo da proliferacéo celular que, por sua
vez, pode ser uma consequéncia direta da falta de proteinas ou elementos como ferro,
zinco e cobre, ou devido ao desequilibrio hormonal que envolve a adrenalina, insulina,
tiroxina ou cortisol (FRAYN et al.,1986).

Ao realizarmos a contagem diferencial relativa, ndo encontramos diferencas

significativas entre 0s grupos em nenhum dos tipos celulares presentes no sangue
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periférico, no entanto, ao realizar a contagem diferencial absoluta, verificamos que o
animal desnutrido apresenta linfopenia e neutropenia significativas.

Tabela 7 — Contagem relativa de leucocitos no sangue periférico

Controle Desnutrido
Neutrofilos segmentados (%) 13,7+4,5 129+3,1
Eosinofilos (%) 0,5+0,1 0,3+0,1
Basofilos (%) 0 0
Monécitos (%) 0,7+0,1 05+0,1
Linfécitos (%) 85,0+4,5 87,3+4,4

Resultados, em valores médiostSDM, do numero relativo de neutréfilos segmentados, eosindfilos,
mondécitos, basofilos e linfécitos dos grupos Controle (n=8) e Desnutrido (n=8). n representa nimero de

animais avaliados. Teste estatistico de Mann-Whitney.

Tabela 8 — Contagem absoluta de leucdcitos no sangue periférico

Controle Desnutrido
Neutrofilos segmentados (/mm3) 341,0 £ 150,7 128,2 + 38,8**
Eosindfilos (/mm?) 76+15 2,3+0,4*
Basofilos (/mms3) 0 0
Monacitos (/mm3) 185+2,2 54 +0,8*
Linfécitos (/mms3) 2164 + 736,6 1044,0 + 456,5**

Resultados, em valores médios+tSDM, do numero absoluto de neutréfilos segmentados, eosindfilos,
mondcitos, basofilos e linfécitos dos grupos Controle (n=8) e Desnutrido (n=8). n representa nimero de
animais avaliados. Teste estatistico de Mann-Whitney. **Valores significativos para p<0,01.
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4.3 Mielograma
Foi observada reducdo significativa da celularidade da medula Ossea em
decorréncia do quadro de desnutricdo proteica (21,8 + 3,5 x 10%mm?®) em relacdo aos

animais do grupo controle (32,3 + 4,3 x 10%/mm?®) (Fig. 12).
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Figura 12. Resultados, em valores médios+tSDM, do nimero de células nucleadas da medula éssea dos
grupos C - Controle (n=28) e D - Desnutrido (n=28). *Valores significativos para p<0,01. n representa nimero
de animais avaliados. Teste estatistico de Mann-Whitney.

Realizamos também a contagem diferencial absoluta (Tabela 8) e relativa (Tabela
9) de células da medula 6ssea do fémur e tibia dos animais dos dois grupos. Verificamos
gue os valores absolutos encontram-se reduzidos em quase todas as linhagens do grupo
desnutrido. A contagem relativa evidenciou reducdo significativa na quantidade de
mondcitos/macrofagos e eritroblastos jovens (pro-eritroblastos e eritroblastos basofilos) no

grupo desnutrido.
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Tabela 9 — Distribuic&o absoluta das populacdes medulares

Tipo celular Controle Desnutrido
(x107/mL) (x107/mL)

Blasto 1,08 + 0,32 0,94 +0,22°

Forma jovem 1,01 + 0,23 0,87 +0,11"
Forma em anel 1,57 +0,11 1,42 + 0,43
Segmentado 14,61 + 4,5 9,33+2,4"

Eosindfilo 0,54 + 0,24 0,52+0,31"

Mondcito/macréfago 0,87 + 0,26 0,46 +0,33"

Plasmdcito 0,18 + 0,07 0,09 +0,05”
Linfoblasto/Linfécito 3,8+0,92 26+0,85"
ertroblastos hasio 1624038 159.+0,34
Eritroblastos policromatico e 92428 6.0+16°

ortocromatico

Resultados, em valores médiostSDM, dos valores absolutos das populacbes medulares dos grupos
Controle (n=6) e Desnutrido (n=6). *Valores significativos para p<0,05. **Valores significativos para
p<0,01. n representa numero de animais analisados. Teste estatistico de Mann-Whitney.

Tabela 10 — Distribuicéo relativa das populacdes medulares

Tipo celular Controle Desnutrido
(%) (%)
Blasto 2,85+0,89 2,74 + 0,90
Forma jovem 3,90 £ 0,52 3,98 £ 0,55
Forma em anel 5,66 = 0,55 557 +0,72
Segmentado 39,5+ 0,67 39,4+£1,82
Eosinofilo 2,68 +0,81 2,63+0,92
Mondécito/macréfago 2,78 +0,89 1,67 + 0,85*
Plasmacito 0,29 + 0,32 0,34 + 0,29
Linfoblasto/Linfocito 14,1 +£1,32 13,5+2,23
ertoblastos basetlo 266+ 1,02 178 + 0,89"
Eritroblastos policromatico e 226+ 1,33 241+ 1,67

ortocromatico

Resultados, em valores médios+SDM, da porcentagem das popula¢des medulares dos grupos Controle
(n=6) e Desnutrido (n=6). *Valores significativos para p<0,05. n representa nimero de animais

analisados. Teste estatistico de Mann-Whitney.
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A atrofia medular encontrada em DP, assim como a anemia e leucopenia presente
no sangue periférico, sugere um impedimento da capacidade proliferativa das células
progenitoras, uma vez que a diminuigdo do compartimento da medula ndo foi devido ao
efluxo acelerado de células de sangue periférico. Alteracdes bioquimicas, estruturais e
celulares do microambiente hemopoético na DP podem contribuir para a atrofia medular
observada nesse estado (XAVIER et al., 2007; BORELLI et al., 2009).

Foi observada menor celularidade em todas as populagdes da medula 6ssea dos
animais desnutridos, isto acontece devido a diminuicdo da populacdo das CTH presentes
no nicho medular. O uso de BrdU (BromodeoxiUridina) como um andalogo de timidina
incorporado seletivamente no DNA celular na fase S do ciclo celular, promove a
identificacdo da sintese de DNA em suspensdes celulares. Com isso, podemos avaliar o
estado proliferativo na presenca de fatores de crescimento, como a IL-3. A menor
incorporacdo de BrdU pelos desnutridos reflete uma menor atividade mitética, o que pode
explicar a diminuicdo dos blastos evidenciado no mielograma e nos ensaios proliferativos
(ROTHAEUSLER & BAUMGARTH, 2006).

4.4 Ensaio de BrDU

A proliferagdo celular estimulada por IL-3 foi avaliada pelo ensaio de BrDU nos
animais controle e desnutridos, mostrando uma incorporacao elevada no animal controle
em relacdo ao ndo estimulado. O estimulo de IL-3 em células oriundas de animais

desnutridos demonstrou menor incorporagéo em relagdo ao animal control (Fig. 13).
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Figura 13. Avaliacdo da proliferacé@o celular por BrDU em células tronco hemopoéticas de animais do grupo
(C) controle (n=6) e (D) desnutrido (n=6). (+) Estimulo de IL-3. n representa nimero de animais avaliados.
Letras diferentes demonstram que ha diferenca estatisticamente significativa entre os grupos. Teste
estatistico de Kruskal-Wallis e Post test de Dunns. Valores significativos para p<0,05.
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Apesar de animais desnutridos apresentarem uma menor incorporacdo do BrdU,
demonstrando um menor potencial proliferativo, observamos que o estimulo por IL-3
promoveu um aumento dessa incorporacdo tanto em ceélulas oriundas de animais controle
guanto de desnutridos. O ciclo celular também ¢ afetado, com os desnutridos
permanecendo mais tempo em GO0/G1 (quiescéncia), com diminuicdo das fases S/G2/M
(proliferagédo), reducéo das proteinas indutoras do ciclo celular (Ciclina D1, Ciclina E,
Cdk2, Cdk4 e Cdc25a) e o aumento das proteinas inibitorias do ciclo celular (p21 e p27)
(XAVIER et al., 2007; BORELLI et al., 2009; NAKAJIMA et al., 2014).

Cortez-Barberena e colaboradores mostraram proporcdes reduzidas de células em
S e G2/M em ratos com desnutricdo moderada e grave. A incorporagao de BrdU foi menor
nos dois grupos de ratos desnutridos. Em células de ratos com desnutricdo moderada, G1
mostrou-se mais curto, enquanto a fase S aumentou. Neste estudo, a desnutricdo grave
nao afetou significativamente a duracéo das fases do ciclo celular, embora as fragbes das
células em proliferacéo tenham sido dramaticamente reduzidas (CORTES-BARBERENA et
al., 2013).

Em comparacdo com estudos em humanos, aspirados de medula 6ssea de criancas
com desnutricdo proteica apresentaram a maioria dos eritroblastos ultraestruturalmente
normais, a distribuicdo dos eritroblastos policromaticos iniciais entre os varios estagios do
ciclo celular era normal ou quase normal, e os macréfagos ndo continham eritroblastos
ingeridos (WICKRAMASINGHE et al., 1988).

Podemos, entdo, observar que a diminuicdo da proliferacdo de células-tronco
hemopoéticas em animais desnutridos € decorrente ndo da deficiéncia na producédo de
DNA, mas em alteracdes no ciclo celular da CTH, resultando na reducdo dos progenitores
hemopoéticos (YIN & LI, 2006; SIGNER et al., 2014).

4.5 Avaliacéo do estabelecimento do estroma medular: culturas de longa duracao

A matriz extracelular € composta de moléculas como colageno, proteinas nao
colagenas (principalmente fibronectina, laminina e trombospondina) e macromoléculas de
glicosaminoglicanos e proteoglicanos (ABBOUD & LICHTMAN, 2000; ROZARIO &
DESIMONE, 2010). Essas proteinas estdo presentes no estroma da medula 6ssea. A
matriz extracelular é essencial para fornecer suporte estrutural, bem como para auxiliar na
regulacdo da proliferacdo, migracdo e adesao de células hemopoéticas (BOWERS et al.,
2010).

Em um modelo murino de desnutricdo protéica, a expressdo protéica de

fibronectina, laminina e trombospondina aumentou na matriz extracelular de ratos com DP
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(VITURI et al.,, 2000). Camundongos adultos submetidos a uma dieta restrita a calorias
apresentaram diminuicdo da expressdo génica dos tipos de colageno I, I, IV, V e VI no
tecido adiposo branco epididimico. Essas mudancas podem estar envolvidas na reducao
da expressao génica de proteinas reguladoras de colageno, como Hsp47, que também se
verificou ser reduzido nestes ratos (HIGAMI et al., 2006).

Em outro estudo de camundongos com idade de 21 dias ou nove meses mantidos
com restricdo de dieta materna exibiram aumento de elastina e actina-alfa do musculo liso
no pulmao. Além disso, a imunolocalizacdo da elastina no alvéolo foi alterada e esta pode
estar associada a fungédo pulmonar prejudicada em ratos de retardo do crescimento intra-
uterino (REHAN et al., 2012).

O estabelecimento do estroma medular foi avaliado apos 7, 14, 21 e 28 dias de
cultura. No 7° dia cultivo havia células hemopoéticas mortas e também foram visualizadas
frequentes células com aparéncia fibroblastéide. No 14° dia de cultivo, diminuiu a
guantidade de células hemopoéticas e foram visualizadas células com aparéncia
fibroblastéide, sendo possivel verificar o aparecimento de areas de confluéncia e ainda,
foram visualizados também poucos adipécitos like. Importante ressaltar que estas células
n&o foram visualizadas no 7° dia de cultivo celular. No 21° dia de cultivo foram visualizadas
abundantes células com aparéncia fibroblastéide, aumento da frequéncia de adipdcitos like
e aumento das areas de confluéncia. No 28° dia de cultivo foram visualizadas abundantes
células com aparéncia fibroblastéide e adipécitos like e aumento das areas de confluéncia
(Figura 14).

Os adipdcitos like nao foram encontrados no 7° dia de cultivo, surgindo apenas a
partir do 14° dia de cultivo. Essas células aumentam de quantidade e tamanho no 21° dia
de cultivo, mas sem diferenca entre os grupos. No entanto, ao avaliarmos no 28° dia de
cultivo, os adipdcitos like encontravam-se em maior quantidade no grupo desnutrido
(Figura 14).

Observamos que o conteudo lipidico dos adipdcitos like aumentou ao longo do
tempo, de tal maneira que iniciavam como pequenas goticulas e estas aumentavam o seu
tamanho e coalesceram; constituindo uma Unica goticula que preenchia todo o citoplasma
das células (Figura 14).

N&o foi observada diferenca quantitativa nas células com aparéncia fibroblastéide
entre 0s grupos e dias analisados. Em relacdo a confluéncia, as culturas com células
oriundas do grupo desnutrido no 28° dia apresentaram menor confluéncia quando

comparadas ao grupo controle (Figura 14).
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Trabalhos demonstram que o estroma medular estabelecido por meio das culturas
de longa duracao a partir de células da medula éssea dos animais desnutridos ndo é capaz
de manter a hemopoese devido a um comprometimento estrutural do estroma da medula
o0ssea (XAVIER et al., 2007).

Para que a hemopoese normal ocorra € necessario que a célula-tronco esteja
localizada em microambientes especificos que permitem a interacdo entre essas células e
a MEC, sendo que essa localizacdo depende de uma migracao efetiva ha medula 0ssea
(MORRISON & SCADDEN, 2014). Uma vez que as moléculas da MEC estdo envolvidas
na regulacdo da adesdo, migracdo, proliferacdo e diferenciagdo de células hemopoéticas
(MAYANI et al.,, 1992; KLEIN, 1995), tais mudancas podem interferir nos processos de
crescimento e diferenciacéo de células hemopoéticas (SANTOS et al., 2017; VITURI et al.,
2000).

Podemos observar entdo que as alteragbes encontradas in vitro reproduzem as
encontradas in vivo e as possiveis alteracdes das células estromais, devido a desnutricdo
proteica, poderiam ainda permanecer mesmo in vitro, pois as condicdes do microambiente

hemopoético ainda se mantém preservadas.
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CONTROLE DESNUTRIDO

Figura 14. Fotomicrografia do estabelecimento do estroma medular em culturas de longa duragao.
Objetiva de 10x. Setas vermelhas indicam os adipécitos like, setas pretas indicam as células

fibroblastoides.
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4.5.1 Identificacdo dos tipos celulares por citometria de fluxo

As células-tronco hemopoéticas de animais controle estdo em maior nimero nos
dias 14 e 21 de cultivo. Observamos que as ceélulas hemopoéticas, como formas jovens
da série eritréide, megacariocitica, granulocitica e linfocitica, sdo encontradas em maior
guantidade no 7° dia de cultura e ao longo do tempo vao diminuindo em quantidade,
sendo vista ainda poucas células hemopoéticas aos 28 dias de cultura (Fig. 15),

resultados estes esperados uma vez que nao foram adicionados fatores de crescimento
especificos.

Os monocitos/macrofagos sdo células que permanecem em proporgdes
semelhantes durante todos os tempos analisados, tanto nos animais controle quanto nos
desnutridos (Fig. 15).

A quantidade de células-tronco mesenquimais e fibroblastos apresenta queda na
cultura ao longo dos tempos analisados, porém sem diferencas estatisticas entre os
grupos controle e desnutrido (Fig. 16).

Os adipdcitos nao foram detectados de maneira significativa no 7° dia de cultivo.
Eles comecam a aparecer apds este periodo e ja encontramos estas células ocupando
cerca de 10% da cultura. Aos 21 dias de cultura esse numero cresce para em torno de
20% e, assim como no tempo anterior, ndo ha diferencas significativas entre o grupo
controle e o desnutrido. No entanto, ao analisarmos no 28° dia de cultura, observamos
gue os animais do grupo desnutrido apresentam uma maior quantidade de adipdcitos
(chegando até a 50% da populacao) em relagdo ao grupo controle (Fig. 16).

A populacdo de adipécitos-like aumenta conforme aumentam os dias em cultura.
Sendo que no 28° dia de cultura ha maior quantidade de adipécitos-like nas culturas de
animais desnutridos. O adipdcito da medula éssea € um tipo de célula que atualmente tem
recebido maior atencdo por ser capaz de modular a hemopoese e nao ser apenas um tipo
de preenchimento de tecido (NAVEIRAS et al., 2009).

Relatos na literatura apontam a importancia dos adipécitos estromais na regulacéo
hemopoética e sobre a influéncia desses adipdcitos como reguladores negativos da
hemopoese, comprometendo a capacidade de producdo de fatores de crescimento tais
como o fator de estimulador de coldnias de granulécitos-macrofagos (GM-CSF) e fator
estimulador de colbnias de granuldcitos (G-CSF) (NAVEIRAS et al., 2009).

O aumento da populacdo de adipdcitos, leva ao comprometimento da producéo
desses fatores de crescimento (GM-CSF e G-CSF) como descrito em nosso trabalho,
mostrando que no desnutrido ha um aumento mais expressivo dos adipdcitos, levando a

uma reducdo na producdo dos fatores de crescimento. Outros trabalhos com animais
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desnutridos demonstraram a reduc¢do da capacidade de macrofagos em produzir GM-CSF
(OLIVEIRA et al., 2016) e de células-tronco mesenquimais de produzirem GM-CSF e G-
CSF (CUNHA et al., 2013).

Ao realizarmos a marcacao para osteoblastos, observamos que praticamente néo
h& osteoblastos aos 7 dias de cultura. Um sensivel aumento da celularidade é vista em 14
e 21 dias, porém sem diferenca estatistica entre os grupos. No 28° dia de cultura os
osteoblastos encontram-se em maior quantidade nos animais desnutridos (Fig. 16).

A diferenciacdo das CTHs ocorre em proximidade direta de osteoblastos dentro da
cavidade da medula éssea. Recentemente, foi proposto que 0s osteoblastos apoiam o
crescimento de células hemopoéticas primitivas in vitro e in vivo (WU et al., 2009).

As alteragbes encontradas in vitro sdo as mesmas encontradas in vivo e as
alteracdes nas células do estroma devido a desnutricdo protéica podem ainda permanecer,
mesmo in vitro. A falha estrutural do microambiente hemopoético em camundongos
desnutridos pode afetar as interagBes entre células e sinalizagdo celular (XAVIER et al.,
2007). Com a complexidade do estroma da medula 6ssea, uma grande variedade de
componentes estromais pode ser alterada sob condi¢cdes de desnutricdo protéica.

Evidéncias que apoiam essa hipotese sdo: a influéncia dos osteoblastos no
desenvolvimento dos osteoclastos; a participacao de osteoblastos em CMOLD; a producao
de moléculas reguladoras hemopoéticas positivas por osteoblastos; a producdo de fatores
inibitérios do ciclo celular por osteoblastos e as interacbes célula-célula entre células
hemopoéticas precoces e osteoblastos (NEIVA et al., 2005). A DP promove alteracdes no

tecido 6sseo, como nos osteoblastos e osteoclastos. Essas alteracfes podem influenciar o
ciclo da CTH, acarretando em problemas na proliferacdo e diferenciacdo hemopoética
(TSUJITA, 2016).

As células endoteliais aumentam em namero ao longo dos dias de cultura, porém
sem diferencas significativas entre 0os grupos nos tempos 7, 14 e 21 dias. No 28° dia ha

um aumento da populacdo nos animais controle, porém ndo no desnutrido (Fig. 16).

A estratégia de imunofenotipagem das células da medula éssea é descrita a seguir
e imagens representativas sdo demonstradas nas Figuras 17-21. Para isso utilizamos
varios marcadores das séries eritréide (TER119"), megacariocitica (CD41"), granulocitica
(Gr-1%), série monocitica/macrofagica (F4/80" CD11b"), linfécitos T (CD3") ou B (B220%),
adipdcitos (Bodipy" F4/807), células endoteliais (CD45CD31°'CD106"%), osteoblastos
(OPN™), célula-tronco hemopoética de longa duracéio (Lin c-Kit" Sca-1" FLK2™ Thy-1.1"%)
e célula-tronco mesenquimal (CD45 CD105" Sca-1* CD44").
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Figura 15. PopulagBes de origem hemopoética presentes na cultura de células da medula 6ssea de animais
do grupo Controle (n=6) e Desnutrido (n=6) nos tempos de 7, 14, 21 3 28 dias. n representa nimero de
animais avaliados. Teste estatistico de Kruskal-Wallis e Post test de Dunns. Letras diferentes demonstram
gue ha diferenca estatisticamente significativa entre os grupos. Valores significativos para p<0,05.
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Figura 16. Populacdes de origem mesenquimal presentes na cultura de células da medula 6ssea de animais
do grupo Controle (n=6) e Desnutrido (n=6) nos tempos de 7, 14, 21 3 28 dias. n representa nimero de
animais avaliados. Teste estatistico de Kruskal-Wallis e Post test de Dunns. Letras diferentes demonstram
gue ha diferenca estatisticamente significativa entre os grupos. Valores significativos para p<0,05.

As células-tronco mesenquimais sao precursores multipotentes na medula 0ssea,

dando origem a células que constituem o estroma medular, como adipécitos e
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osteoblastos. Elas sdo intimamente relacionadas com a formagcdo do microambiente da
medula éssea, além disso, é relatado na literatura que os adipdcitos derivados da medula
Ossea reduzem a expanséao de células hemopoéticas num sistema de co-cultura, indicando
gue os adipécitos podem atuar regulando negativamente o microambiente hemopoético
(NAVEIRAS et al., 2009; CUNHA et al., 2013).

As alteragBes encontradas nos animais desnutridos, como diminuigdo das células-
tronco mesenquimais (CTM) com aumento de adipdcitos e osteoblastos, nos permitiram
concluir que a desnutricdo tenha acometido a diferenciacdo da CTM. Trabalhos anteriores
demonstraram que a CTM de camundongos desnutridos apresenta diminuicdo da
producdo de G-CSF e GM-CSF, contribuindo para um microambiente hemopoético
prejudicado, induzindo a faléncia da medula 6ssea comumente observada em estados de
desnutricdo proteica (CUNHA et al., 2013).
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Figura 17. Figura representativa das aquisi¢cdes por citometria de fluxo representativa dos grupos Controle e
Desnutrido, nos tempos de 7, 14, 21 e 28 dias, demonstrando a proporcao de células da série eritrocitica da
cultura de estroma da medula 6ssea marcado por Terl119 (PE).
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Figura 18. Figura representativa das aquisi¢des por citometria de fluxo representativa dos grupos Controle e
Desnutrido, nos tempos de 7, 14, 21 e 28 dias, demonstrando a proporcao de células da série macrofagica
da cultura de estroma da medula 6ssea marcadas por F4/80 (APC) e CD11b (PE).
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Figura 19. Figura representativa das aquisi¢des por citometria de fluxo representativa dos grupos Controle e
Desnutrido, nos tempos de 7, 14, 21 e 28 dias, demonstrando a propor¢do de adipdcitos na cultura de

estroma da medula 6ssea marcados por Bodipy (FITC).
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Figura 20. Figura representativa das aquisi¢des por citometria de fluxo representativa dos grupos Controle e

Desnutrido, nos tempos de 7, 14, 21 e 28 dias, demonstrando a propor¢éo de osteoblastos na cultura de
estroma da medula 6ssea marcados por OPN (PE).
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Figura 21. Figura representativa das aquisi¢fes por citometria de fluxo demonstrando a estratégia de

marcacao de células-tronco hemopoética e mesenquimal na cultura de estroma da medula 6ssea.
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Trabalhos com camundongos constataram que corticoides agem diretamente sobre
0s osteoblastos e os osteoclastos, provocando a autodestruicdo dos osteoblastos e
inibindo o poder de destruicdo dos osteoclastos, o que faz com que o processo de
renovacao do 0sso seja interrompido (KIM et al., 2006).

Os corticoides inibem a formacdo de novas estruturas ésseas, por reducdo da
sintese de colageno tipo | (componente fundamental da matriz éssea), reducdo da
velocidade de diferenciagdo de células-osteoprogenitoras em osteoblastos ativos,
diminuicéo da absorcdo de Ca®" pelo trato gastrointestinal (por antagonismo & vitamina D3)
e por aumento da velocidade de reabsorcdo 6ssea por osteoclastos (BUENO & GOUVEA,
2011).

O estresse fisioldgico induzido pela DP est4d associado ao aumento da
concentracdo seérica de corticosterona, a qual promove diminuicdo da massa magra e,
consequentemente, da capacidade de manutencdo dos niveis de glutamina (CRISMA,
2010). O aumento da corticosterona leva a elevacao dos niveis de PPARYy, estimulando a
diferenciacdo das CTMs em adipdcitos, células que modulam negativamente a
hemopoese, reduzindo a quantidade de leucdcitos e eritrécitos (Fig. 22). Além disso, o
processo inflamatorio € prejudicado, ndo apenas pela diminui¢cdo de leucdcitos, mas pela
diminuicdo da glutamina, que diminui a capacidade funcional de neutrdfilos, macréfagos e
linfécitos uma vez que esse aminoacido é considerado indispensavel para leucécitos.
Outro fator importante é a inibicdo da expressédo de moléculas de adeséo de leucocitos e
diminuicdo da permeabilidade vascular, comprometendo a transmigracao leucocitaria para
o tecido (BARJA-FIDALGO et al., 2003; ROGERO et al., 2006).

A corticosterona também leva a um aumento da producdo de fibronectina,
principalmente pelos fibroblastos, e que sédo responsaveis por ndo sé preencherem os
espacos extracelulares mas por controlarem a adesdo, migracdo e proliferacdo de
diferentes células por meio de proteinas de superficie de membrana como as integrinas e
as selectinas (TAICHMAN, 2005), além de influenciar as interacdes célula-célula e célula-
matriz, o que sugere que eles tém um papel importante no controle da hemopoese
(KOLSET & GALLAGHER, 1990).
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Figura 22. Via de diferenciacéo da célula-tronco mesenquimal (CTM) e célula-tronco hemopoética, alterada
em casos de desnutricdo protéica, com o aumento da produgéo de corticosterona. Figura gentiimente cedida
por Primavera Borelli, Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas, USP.

Embora os corticéides desempenhem um papel central na tentativa de adaptacao a
perda de peso (WOODWARD et al., 2004), o aumento de glicocorticéides no sangue em
decorréncia do estado de inanicdo promove alteracdes metabodlicas deletérias (MONK et
al., 2006), contribuindo para aumentar o estado catabdlico do individuo.

Diversos estudos relatam aumento de corticéides em resposta a reducdo da
guantidade de proteina e energia da dieta (HAMMARQVIST et al., 2005; LING et al.,
2009). Esse aumento seria uma resposta do organismo a uma situacdo de estresse
fisioldgico e estaria relacionado ao aumento do horménio do crescimento (GH) e a reducao
de insulina e leptina no sangue, compondo o quadro hormonal caracteristico da
desnutricdo (MONK et al., 2006).

4.5.2 Identificacéo de células medulares em cultura de longa duracéo

No 28° dia de CMOLD as laminulas foram coradas pelos seguintes métodos:

1. Corante May-Grunwald-Giemsa, mod. Rosenfeld e apds secagem foi realizada
microscopia para identificacdo de células nucleadas (Fig. 23);

2. Imunocitoquimica (ICQ) para verificacdo de granulécitos, linfécitos, eritrécitos e

megacariécitos (Fig. 24-25), observando em microscépio 6ptico.
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Figura 23. Fotomicrografia de células estromais de cultura de longa duracé@o de células da medula 6ssea
oriundas de animais controles e desnutridos. Coloracdo por May-Grunwald-Giemsa, modificado por
Rosenfeld. Aumento de 40x em microscépio éptico.

Ao realizar a IHQ das culturas, fizemos marcacdes para granuldcitos e
megacariécitos. Pudemos observar que os desnutridos apresentavam menor quantidade

de granulécitos (marrom) e megacariocitos (verde) no 28° dia de cultura (Fig. 25).

Controle Desnutrido

Figura 24. Fotomicrografia de células estromais de cultura de longa duracéo de células da medula éssea.
Oriundas de animais controles e desnutridos. Coloragdes imunocitoquimica para megacariocitos (CD41'FITC
corado em verde), granuldcitos (Gr1'PE corado em marrom) e DAPI (APC corado em azul). Aumento de 40x
em microscoépio de fluorescéncia.

A marcacdo para eritrocitos (verde) também demonstrou diminuicdo nos animais

desnutridos no 28° dia de cultura (Fig. 25).
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Figura 25. Fotomicrografia de células estromais de cultura de longa duracéo de células da medula éssea.
Oriundas de animais controles e desnutridos. ColoragBes imunocitoquimica para eritrécitos (TER119+FITC
corados em verde) e DAPI (APC corado em azul). Aumento de 40x em microscopio de fluorescéncia.

4.5.3 Identificacéo de adipécitos por oil red

Fizemos a coloracdo para identificacdo de adipécitos e, como ja descrito na cultura
em placa, os adipdcitos ndo apareceram no 7° dia de cultura, sendo identificados em
pequena quantidade no 14° dia, no entanto, sem diferenca significativa entre os grupos
controle e desnutrido. No 21° dia de cultura, verificamos que ha uma maior quantidade de
adipdcitos e que estes passam a ser mais abundantes no grupo desnutrido. No 28° dia de
cultura essa tendéncia se confirma com uma maior quantidade de adipdcitos no animal
desnutrido (Fig. 26).

4.5.4 Identificacédo de osteoblastos por vermelho de alizarina
A identificacdo de osteoblastos foi realizada pela coloragcdo de vermelho de
alizarina, onde néo identificamos presenca no 7° e 14° dias de cultura, sendo possivel
identificar apenas no 21° dia de cultura poucas células, que aumentam seu niamero no 28°
dia. Apenas no 28° dia de cultura é possivel identificar diferencas significativas entre o
animal desnutrido e controle, com uma maior producdo de osteoblastos pelo animal
desnutrido (Fig. 27).
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Figura 26. Fotomicrografia de células estromais de cultura de longa duracdo de
células da medula éssea. Oriundas de animais controles e desnutridos. Coloragado por oil

red onde podemos identificar adipdcitos corados em vermelho. Aumento de 40x em
microscopio éptico.
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Figura 27. Fotomicrografia de células estromais de cultura de longa duracéo de células
da medula éssea oriundas de animais controles e desnutridos. Coloragéo por vermelho de
alizarina onde podemos identificar osteoblastos corados em marrom. Aumento de 40x em
microscopio optico.
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4.6 Medidas de ondas de calcio intracelular

O Ca*" é fundamental para a proliferacdo de células eucariéticas. Varias proteinas
sdo moduladas direta ou indiretamente pela acado do célcio, como quinases, fosfatases e
fatores de transcricdo (BOOTMAN et al., 2012). O célcio atua como um segundo
mensageiro por causa de sua alta concentracdo no meio extracelular e organelos, e em
baixa concentragdo no ambiente intracelular. Podem ser respostas de curta duragéo, como
secrecdo de citocinas, motilidade muscular ou contracdo, mas também transcricdo de
genes de longa duracao, divisdo e morte celular (BERRIDGE et al., 2003).

As células utilizam varios mecanismos para controlar os niveis citoplasmaticos de
céalcio (DUPONT et al., 2011). Adams e colaboradores mostraram reducéo da celularidade
e do numero de CTH em camundongos cujas células-tronco eram deficientes em
receptores de calcio (CaR). O receptor de calcio favorece a adesdao com consequente
permanéncia das CTHs em estado quiescente no enddsteo (ADAMS et al., 2006).

Realizamos a avaliagdo das ondas de célcio em células de cultura de medula 6ssea
de longa duracdo (CMOLD) e células-tronco hemopoéticas (LSK). As células foram
fotografadas a cada 8 segundos durante 10 minutos. As células foram estimuladas com IL-
3 apdés 3 minutos e com ionomicina com 6 minutos de exposicdo com o objetivo de
observar eventuais altera¢des na concentracdo de célcio intracelular.

Observamos que a maioria das células da medula 6ssea dos animais controle nao
responderam significativamente ao estimulo por IL-3, sendo que algumas células dos
animais desnutridos responderam com maior intensidade, no entanto, decaindo de maneira
rapida. A resposta ao estimulo de ionomicina foi bem mais pronunciada e prolongada, mas
algumas células mostraram-se néo responsivas ao estimulo em ambos os grupos (Fig. 28
e 29).

Ao avaliar as ondas de célcio em células-tronco hemopoéticas, foi observado que o
estimulo de IL-3 promove um efeito antagdnico, promovendo uma queda nas células de
animais controle e um aumento em células de desnutridos. O estimulo de ionomicina gerou

um efeito contrario, com a elevagdo nos animais controle e queda no desnutrido (Fig. 28).
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Figura 28. Ondas de calcio em células de medula O0ssea estimuladas por IL-3 e ionomicina. A e B
representam ondas de calcio em células estromais; C representa ondas de calcio em células-tronco
hemopoéticas.
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Figura 29. Fotomicrografia de células da medula 6ssea, demonstrando fluorescéncia ao

Controle

Desnutrido

serem estimuladas com IL-3 e ionomicina em microscépio confocal.
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A IL-3 € uma citocina que favorece a proliferacdo e diferenciagdo de varias
linhagens celulares como os eritrocitos, megacariocitos, granulécitos e macrofagos. Ela é
sintetizada principalmente por células T ativadas por antigenos e mitdgenos, mas células
NK e células endoteliais também podem sintetiza-la. A producdo desta citocina pode ser
inibida por substéancias inativadoras de linfécitos. A IL-3 habitualmente associa-se a matriz
extracelular, formando complexos com heparam/sulfato, mas ainda assim exerce agao
paracrina. Macréfagos, mastacitos, eosindfilos, baséfilos e células progenitoras da medula
O0ssea produzem e expressam receptores para esta citocina (IHLE, 1992).

Com o objetivo de avaliar melhor a acdo da IL-3 em processos celulares na célula-
tronco hemopoética, foram realizados ensaios de proliferacéo e diferenciacao, identificando
as diferencas entre animais controle desnutridos, estimulados ou néo por IL-3.

A diferenciacéo celular foi avaliada em dois experimentos distintos. O primeiro (Fig.
30) avaliou a producdo de Unidades Formadoras de Coldnias apds sete dias de cultura.
Observamos que o total de col6nias de origem miel6ide estava reduzido em culturas de
animais desnutridos. Essa diminuicdo da diferenciacdo pode estar relacionada com a
reducdo de fatores de crescimento, como CSF-GM (OLIVEIRA et al., 2016). As colbnias
mieléides (CFU-GM, CFU-G e CFU-M) de animais desnutridos ndo responderam ao
estimulo de IL-3, ao passo que, as colbénias de animais controle responderam ao estimulo.
Para compreender essa resposta, € preciso compreender a via de ativacdo por IL-3, que

sera descrita mais a frente.

4.7 Ensaio de unidades formadoras de colénias mieloides

Ensaio de unidades de formacdo de colonias (CFU) realizado em meio de
metilcelulose utilizando 2x10* células (Fig. 30). As coldnias (aglomerados de mais de 50
células) e clusters (aglomerados de 2 a 49 células) foram contadas em microscépio
invertido TS-100 ap0s sete dias de cultura, utilizando uma lente objetiva 40 seca (abertura
numeérica: 0,10) (Tabela 11).

Figura 30. Imagens representativas de tipos de colénias de proliferacdo hemopoética. Imagens
representativas de cada tipo de colbnia, adquiridas usando uma camera digital conectada a microscépio
invertido. Aumento de 100x em microscépio 6ptico.
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Tabela 11. Namero absoluto do total de colonias e clusters contados em metilcelulose.

Tipo Controle Desnutrido CTR + IL-3 DESN + IL-3
Clusters 75+ 18 70+ 15 95+ 11° 72+9
Colénias 58 + 7 38 +13? 72+8° 39+11
CFU-GM 29+3 18 + 22 38+4° 21+4
CFU-G 6+2 5+3 9+3° 6+2
CFU-M 13+2 9+1° 18 + 3" 9+2
CFU-GEMM 1+1 0 2+1 1+1

Os dados séo expressos como a média + SEM de 6 experimentos independentes de ensaios de cultura em
metilcelulose. Abreviacdes: CTR (controle); DESN (desnutrido); CFU (unidade de formacéo de coldnias); GM
(granuldcito-macrofago); G (granulécito); M (mondcito/macrofago); GEMM  (granuldcitos, eritrocitos,
macrofagos, megacariocitos); *P<0,05. n = 6. *Valores significativos para p<0,05 do grupo Desnutrido em
relagdo Controle. ®Valores significativos para p<0,05 do Grupo estimulado (IL-3) em relagdo ao néo
estimulado.

Outro experimento avaliou a diferenciagdo numa cultura de curta duragao (24h),
onde observamos que as populagbes de progenitores mieléides, como CMP e GMP
apresentaram valores semelhantes em colbnias de animais controle e desnutridos. Ao
serem estimuladas por IL-3, células de ambos os grupos responderam ao estimulo,
promovendo aumento da porcentagem celular, o que mostra que os efeitos inibitérios ao
estimulo por IL-3 ocorrem em longo prazo. Esse dado é corroborado pelos niveis de
granulécitos e macréfagos, que apresentaram valores semelhantes entre controles e
desnutridos, no entanto, ao serem estimulados por IL-3 tiveram os valores aumentados.

A diferenciacdo mieldide é um processo complexo em que os granulécitos maduros
ou de mondcitos/macrofagos sdo derivados a partir de um progenitor mieldide comum
através da acédo coordenada de citocinas hemopoéticas (KANJI et al., 2011). Ao longo dos
dias de cultura, torna-se evidente a diminuicdo da producdo de fatores de crescimento
como CSF-GM, CSF-G e CSF-M em animais desnutridos. Além disso, alteragdes no ciclo
celular da CTH também podem influenciar na diferenciacdo em células maduras. Os
linfécitos ndo tiveram o mesmo resultado, ndo respondendo ao estimulo. Esse resultado
pode ser explicado por IL-3 ndo estimular a diferenciacéo da linhagem linfoide.

A diferenciacdo mieléide € regulada por uma interagdo complexa de multiplas
citocinas. Tem sido relatado que, apds 0 acoplamento de uma citocina ao seu receptor, um
namero de proteinas de transducdo de sinal intracelular tornar-se ativadas, incluindo as

guinases calcio-dependentes (KRUTZIK et al., 2005).
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4.8 Imunomarcacao em culturas de curta duracéo

Foram realizadas culturas de curta duracao (24h) com ou sem estimulo de IL-3 para
avaliar a diferenciacdo das diferentes populacbes de células da medula 6ssea, como
progenitores mieldide e linfoide, macrofagos, granulécitos, eritrécitos e linfocitos (Fig. 31).

As populacdes de linfocitos T e B também estavam reduzidas no grupo desnutrido,
no entanto, ndo responderam ao estimulo de IL-3 nos grupos controle e desnutrido. As
células progenitoras de eritrocitos e megacariocitos estavam reduzidas no desnutrido e
nao responderam ao estimulo por IL-3.

As populagdes maduras de granulécitos e macréfagos ndo apresentaram diferencas
significativas entre o controle e desnutrido, além disso, ambas responderam ao estimulo
de IL-3. De modo semelhante, as células progenitoras mieldide comum (CMP) e
progenitora de granuldcitos/mondcitos também néo apresentou diferencas entre os grupos
controle e desnutrido, mas também responderam ao estimulo de IL-3.

As células-tronco hemopoéticas de longa duracdo (LT-HSC) e de curta duracao
(ST-HSC) apresentaram numero significativamente reduzidos nos animais desnutridos,
sendo que as LT-HSC reduziram ainda mais o numero com o0 estimulo em animais
controle, devido a sua diferenciagdo e nao-renovacgéo, e a ST-HSC permaneceu com 0S

mesmos valores tanto em animais controle quanto nos desnutridos.
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Figura 31. Populacdes de origem hemopoética presentes na cultura de células medulares de curta duragéo
(24h) de animais do grupo C (Controle), D (Desnutrido), C+ (Controle estimulado com IL-3) e D+ (Desnutrido
estimulado com IL-3). (n=6). n representa niumero de animais avaliados. Abreviaces: HSC (célula-tronco
hemopoética); LT (longa duracdo); ST (curta duracédo); CMP (progenitor mieléide comum); GMP (progenitor
de granulécitos/mondcitos); MEP (progenitor de megacariécitos/ eritrcitos). Teste estatistico de Kruskal-
Wallis e post-hoc test de Dunns. Letras diferentes demonstram que hé diferenca estatisticamente significativa

entre os grupos. Valores significativos para p<0,05.
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4.9 Avaliacdo da expressao e ativacao de proteinas por citometria de fluxo

O célcio é uma molécula de sinalizagdo que regula diversos sistemas, como
hemopoéticos. Apesar de a participacédo do calcio na hemopoese ainda néo ser totalmente
compreendida, sabe-se que o calcio intracelular atua na sinalizacdo de varios processos,
como a via das MAPKs (Erkl/Erk2, p38 e JNK), promovendo ativacdo de proteinas
responsaveis pela proliferacdo, diferenciagcdo e morte celular (PAREDES-GAMERO et al.,
2012).

As MAPKs mais conhecidas sdo a Erk1/Erk2 (p42/p44), mas além da familia das Erk
existe a familia da p38 e da JNK (c-Jun NH2-terminal kinase). A via da Ras-Raf-MEK-
MAPK controla muitos eventos celulares como embriogénese, diferenciacao, proliferacéo e
morte celular (CULLEN & LOCKYER, 2002). Além disso, DAG parece atuar aumentando a
afinidade de PKC (proteina quinase C) para calcio e CAMKII, proteinas envolvidas com a
proliferacdo e diferenciacdo de células hemopoéticas primitivas (LEON et al., 2011).

Avaliamos a via de sinalizacdo das MAPKs (ERK, JNK e p38) e observamos que
ERK1/2, JNK e p38 em células-tronco hemopoéticas dos animais controle respondem ao

estimulo de IL-3, mas ndo no grupo desnutrido (Fig. 32).
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Figura 32. Avaliacdo da expresséo e ativagdo de fatores de transcricdo ERK, JNK e p-38 por citometria de
fluxo de animais do grupo controle (n=6) e desnutrido (n=6). Graficos representativos demonstrando a nao
ativacdo da via nos animal desnutrido ap6s estimulo por IL-3(*). n representa nimero de animais avaliados.
Adquiridos 200.000 eventos em citdmetro Accuri C6°.
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Para entender a ndo ativacdo desses fatores de transcricdo fomos avaliar as
proteinas presentes nessa via que podem influenciar a auto-renovacédo, proliferacdo e
diferenciacdo da célula tronco hemopoética (CTH). Com marcacfes especificas na CTH,
avaliamos as seguintes proteinas: p-PKC, p-PLCy, p-RAS, p-CaMKIl, p-STAT3, p-STAT-5,
p-JAK1, p-JAK2, p-AKT e p-PI3K.

Em nosso modelo de desnutricdo proteica, encontramos varias proteinas dessa via
de sinalizagdo com a ativacéo prejudicada na CTH, tais como p-PKC, p-PLCy, CAMKII, p-
STATS5 e p-AKT, enquanto que p-PI3K encontra-se aumentada (Fig. 33).

Paredes-Gamero e colaboradores demonstraram que G-CSF ativa JAK1 e ao mesmo
tempo ativa PLCy e PKC. Além disso, CaMKIl é também ativada por G-CSF, bem como
por GM-CSF em CTHs (PAREDES-GAMERO et al., 2008; LEON et al., 2011). PLCy2 €&
importante para a ativacao de fatores de transcricdo STAT3 e PU.1 porque a inibicdo de
PLCy provoca uma reducéo da ativacdo de STAT3, a expressdo aumentada de PU.1.

Foi demonstrada a importancia da PLCy e PKC na proliferagcédo e diferenciacdo que
sdo causados pelas cascatas de sinalizagdo gerados por G-CSF e M-CSF e no
comprometimento das células-tronco em mondcitos e granulécitos. Também foi
demonstrado que a participacdo de ERK1/2 estd associada com os efeitos induzidos por
M-CSF e que a participacdo de JAK1l, STAT-3 e PU.1 esta associada com os efeitos
induzidos por G-CSF. Essas alteracfes prejudicam a transcricdo de genes responsaveis
pela proliferacdo e diferenciacdo celular por meio da via das MAPKs (BARBOSA et al.,
2011).

JAK1 e STAT3 nédo apresentaram diferencas entre 0os grupos controle e desnutrido,
devido ao fato de IL-3 ndo estimular essa via, mas a via de JAK2/STAT5. JAK1/STAT3 é
ativada por estimulos como IL-6 e IL-10. A ligacao de IL-3 e GM-CSF aos seus receptores
promove a dimerizacdo destes receptores de citocinas e provoca as vias JAK/STAT e
RAS/ERK (PAREDES-GAMERO et al., 2012).

A limitacdo da resposta ao estimulo de IL-3 em p-ERK1/2, JNK e p38 estimuladas por
IL-3 nos animais desnutridos pode estar ligada a diminuicdo da fosforilacdo de outras
proteinas da via, tais como p-PKC, p-PLCy, JAK1 e CAMKIl. Como pode ser visto, a
ativacdo de cinases, como a PKC, ou CaMKs, promove cascatas de fosforilagcdo de
proteinas que levam a outras vias intracelulares como a da MAPK (via da
Ras—Raf—MEK), (Fig. 34) ou proteinas como a Ras poderiam promover a ativacdo da
sinalizacdo de Ca®"; (LEON et al., 2011).
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Figura 33. Avaliacdo da expressédo e ativacdo por IL-3 de proteinas de interesse por citometria de fluxo de
animais do grupo controle (n=6) e desnutrido (n=6). Graficos representativos demonstrando a néo ativagao
da via nos animal desnutrido apds estimulo por IL-3(*). n representa nimero de animais avaliados.

Adquiridos 200.000 eventos em citémetro Accuri C6°.
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Barbosa e colaboradores também demonstraram o papel da via de sinalizacdo de
célcio sem envolvimento mielbide, relacionando uma acédo de PLCy2 (Phospholipase C
gamma 2) e PKC (proteina quinase C) com uma diferenciacdo mediada por M-CSF e G-
CSF ativada por citocinas. Além disso, um PLCb2 (Phospholipase C beta 2) € ativado pelo
ATP. Tanto PLCy quanto PLCP induzem a liberagao de calcio intracelular pela formagao de
IP3 (BARBOSA et al., 2011).

Embora vérias citocinas regulem a proliferacdo e sobrevivéncia de células
progenitoras e CTHs, alguns estudos tém explorado o papel destas citocinas nos eventos
de comprometimento especificos de linhagem mieldide. Jack e colaboradores compararam
diretamente a transducé@o de sinal em células mieldides imaturas, e indicaram que o M-
CSF activa a ERK, induzindo desse modo os niveis mais elevados de c-fos e C/EBPa, ao
passo que o G-CSF estimula a fosforilagdo STAT3 (JACK et al., 2009).
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Figura 34. Altera¢cdes na ativacdo da via de sinalizacdo das MAPKSs por IL-3 em desnutricdo proteica.
A ativacdo da via de sinalizacdo das MAPK em células-tronco hemopoéticas estimuladas por IL-3 é
prejudicada em casos de desnutricdo proteica. Diversas proteinas da via, como PLCy, JAK2, STAT3, PKC e
RAS néo respondem ao estimulo, levando a menor ativagdo de ERK1/2 e consequentemente a uma menor
producéo dos fatores de transcricdo hemopoéticos GATAL/2, PU.1, C/EBPa, NF-E2 e Ikz-3.

4.10 Deteccao de citocinas e fatores de crescimento no sobrenadante de
cultura de estroma de longa duracéo

Em relacdo a producdo de citocinas em estados de desnutricdo, ndo existe
consenso na literatura. Em nosso estudo, foi observado que a desnutricdo proteica nao
alterou a producéo das citocinas IL-3, IL-7, IL9, IL-11 e TNFa, sendo a secrecdo delas
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semelhantes em todos os tempos avaliados, com excecao da IL-7 e TNFa que tém uma
maior producédo no 28° dia.

Realizamos a cinética da producdo de fatores de crescimento e citocinas no
sobrenadante de cultura nos tempos 7, 14, 21 e 28 dias de cultura de estroma de medula
Ossea (Fig. 35 e 36) para avaliar alteragdes na funcdo das células presentes na cultura.

A producdo de stem cell factor (SCF) € semelhante aos 7 e 14 dias de cultivo,
apresentando aumento aos 21 e 28 dias de cultura. Em todos os tempos avaliados a
producdo de SCF no sobrenadante de cultura de células de animais desnutridos mostrou
reducao significativa, mas proporcional (Fig. 35).

Quando GM-CSF foi dosado, verificamos que h& producdo semelhante no
sobrenadante de cultura de células de animais nas culturas dos grupos controle e
desnutrido tanto em 7 como em 14 dias, no entanto; identificamos uma menor producao
desse fator de crescimento nos tempos de 21 e 28 dias no grupo desnutrido (Fig. 35).

A producéo de G-CSF foi significativa a partir do 21° dia de cultura, com elevacao no
28° dia. No entanto, os valores em sobrenadante de cultura de células de animais
desnutridos foram significativamente menores (Fig. 35).

As concentragbes reduzidas de G-CSF e de GM-CSF podem justificar o menor
numero de células dessas linhagens nos ensaios de medula 6ssea de longa duracéo assim
como no resultado do mielograma.

A producdo de M-CSF foi semelhante aos 7 e 14 dias de cultura e aumentou a partir
do 21° dia de cultura, mantendo os valores no 28° dia. Nao houve diferenca de producgao
entre os grupos controle e desnutrido em nenhum dos tempos avaliados (Fig. 35).

O M-CSF atua no comprometimento das células-tronco em mondcitos e
granuldcitos, mas também é uma molécula muito importante no controle da maturacédo e
comprometimento dos precursores de osteoclastos, atuando também na regulacdo de
RANK (mediador na formacdo de osteoclastos). RANK ativa e fosforila TRAF6, que
promove a ativagdo de NFkB, JNK, c-Fos, levando a ativagdo dos progenitores,
maturacdo e ativacdo dos osteoclastos (BOYCE, 2013; EDWARDS e MUNDY, 2011).

Nesse estudo ndo observamos alteracdes nas concentracdes de M-CSF no lavado
medular dos animais. Assim, outros fatores podem estar associados a ativacdo dos

osteoclastos.

A producéo do fator de crescimento TGF-3 apresentou dados semelhantes aos 7 e
14 dias de cultura. Aos 21 dias encontramos um aumento desse fator de crescimento no

sobrenadante de cultura de células de animais controle, que se manteve aos 28 dias. Ja
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em desnutridos ndo teve aumento no 21° e 28° dias, mantendo valores semelhantes ao
dos tempos anteriores (Fig. 35).

O TGF-B (transforming growth factor beta) € uma proteina que controla a
diferenciacao celular, a proliferacdo e outras funcdes celulares. A diminuicdo desse fator
em animais desnutridos apds 21 dias de cultura prejudica a diferenciacdo celular,
comprometendo o estabelecimento do microambiente indutor de hemopoese.

Observamos que as dosagens de citocinas IL-3, IL-9 e IL-11 no sobrenadante de
cultura celular mostraram dados semelhantes em todos os tempos avaliados e que néo
havia diferenga significativa entre os grupos.

A IL-9 é produzida por linfécitos CD4+ estimulados por mitdgenos ou antigenos
(RENAULD et al.,, 1993). Estimula blastos formadores de colbnias de eosinofilos a
responderem a IL-3 (YANG, 1992).

A IL-11 é produzida por células mesenquimais e por fibroblastos do estroma da
medula 6ssea (QUENIAUX et al., 1993). Apresenta acao sinérgica com a IL-6, G-CSF, IL-3
em relacdo as colbnias de megacariécitos, sendo um importante regulador da
megacariopoese (KOBAYASHI et al., 1993).

A IL-7 teve valores semelhantes no 7°, 14° e 21° dia, sendo que no 28° dia ocorreu
um aumento dessa citocina no sobrenadante de cultura celular, mas sem diferencas
significativas entre os grupos controle e desnutrido. A IL-7 € secretada por células
estromais da medula 6ssea e células timicas. Receptores de IL-7 sdo expressos em
células pré-B e em suas progenitoras. Esta citocina estimula a proliferacdo das células
precursoras de linfécitos B, sem afetar sua diferenciacdo. Estimula ainda a maturacao de
megacariocitos (PAVLETIC et al., 1993).

Dosamos, ainda, as citocinas pro-inflamatorias IL-6 e TNFa. A IL-6 teve valores
semelhantes no 7° e 14° dias, com um aumento no 21° dia de cultura, mas sem diferencas
significativas entre os grupos. No 28° dia tivemos um aumento apenas no grupo controle,
sendo que o grupo desnutrido apresentou dados semelhantes do 21° dia (Fig. 36).

Das dezenas de citocinas liberadas durante uma resposta imune, a interleucina-1
(IL-1), o fator de necrose tumoral alfa (TNFa) e a interleucina-6 (IL-6) s&o os principais
mediadores do metabolismo intermediario. Essas trés citocinas atuam de forma
concertada para diminuir a ingestdo de alimentos, aumentar o gasto energético em
repouso, a gliconeogénese, a oxidacado da glicose, a sintese hepatica de acidos graxos e
proteinas de fase aguda, diminuicdo da absorcdo de &cidos graxos por adipdcitos e
alteragOes na distribui¢cdo de zinco, ferro e cobre. A maioria dessas atividades resulta de
interagOes diretas entre a citocina e as células respondentes. IL-1, TNFa e IL-6 também
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afetam alteracBes no metabolismo, alterando os niveis de insulina circulante, glucagon e
corticosterona (KLASING, 1988).

Ao avaliarmos a producdo de TNFa, verificamos a producdo semelhante dessa
citocina em 7, 14 e 21 dias em ambos os grupos. No 28° dia ocorreu um aumento desta
citocina em ambos os grupos (Fig. 36).

O TNFa € uma citocina pré-inflamatéria que pode atuar na ativacao de neutrdfilos,
sintese de proteinas de fase aguda, estimulando a secrecdo de quimiocinas, além de
estimular a atividade microbicida, a producédo de IL-1a e a apoptose (OLEFSKY & GLASS,
2010). A producao de TNFa foi avaliada em diversos trabalhos de nosso grupo e foi
constatado que se encontra diminuida em casos de desnutricdo proteica (FOCK et al.,
2007; CORTEZ et al., 2013). O TNFa age no adipdcito regulando o acumulo de gordura,
além de atuar em processos dependentes de insulina, como a homeostase glicémica e o
metabolismo de lipidios (CAWTHORN & SETHI, 2008).

O TNFa atua através da ativacdo de receptores de TNFa e, principalmente, do
receptor | (TNFRI), que é responsavel pela maioria dos efeitos do TNFa. Esta ativacéo
desencadeia uma série de eventos intracelulares que resultam na ativacdo do fator de
transcricdo NF-kB (OLIVEIRA et al., 2014). No entanto, estudos com humanos
hospitalizados e alimentados com dieta de baixa proteina ndo sofreram efeitos na via de
sinalizacado do fator de transcricdo pro-inflamatério NFKB no sistema nervoso (SMITH,
2003).

A producao de IL-6 aumentou no 21° dia, mas sem diferencas entre os grupos. No
28° dia ela continuou a aumentar no grupo controle e permaneceu estavel no grupo
desnutrido. A IL-6 é uma citocina que estimula a proliferacdo das células-tronco
hemopoéticas e, também, € atuante tanto na imunidade natural como adquirida. Sua
producéo é estimulada pela presenca de microorganismos e também pelas citocinas IL-13
e TNFa. A IL-6 estimula a producao de leucocitos, como neutréfilos e linfécitos B, que se
diferenciam para producdo de anticorpos (FONSECA-ALANIZ et al.,, 2006; TILG &
MOSCHEN, 2006).

A IL-6 estd altamente ligada ao processo inflamatério, aumentando a expresséo de
moléculas de adesao endotelial, mediando a migracdo de neutrofilos (BOU GHOSN et al.,
2010). Ela também estimula a producédo de proteinas de fase de fase aguda, bem como a
producado de leucécitos, como neutrofilos e linfécitos B, que se diferenciam para producao
de anticorpos. No tecido adiposo esta presente em grande quantidade e podem atuar,
além da inflamacao, como agentes de lipdlise (RAMALHO & GUIMARAES, 2008).
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Em casos de DP, ocorre a reducéo da producao de citocinas pré-inflamatérias (TILG
& MOSCHEN, 2006), tais como IL-1, IL-6 e TNFa e aumento de citocinas anti-
inflamatorias, como a IL-10, observados tanto em camundongos Swiss webster como
C57bl/6J (CRISMA, 2010). No entanto, a capacidade de ativacdo das MAPKs em resposta
ao estimulo por IL-6 é preservada em casos de DP, sugerindo a preservacado adaptativa da

capacidade de resposta da fase aguda durante a desnutricdo (LING et al., 2004).
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A permanéncia das células-tronco no nicho endosteal também é influenciada pela
acao de CXCL12, angiopoetina (ANGPT1), jagged (JAG2) e N- caderina (CDH2). Tsujita
(2016) verificou que esses fatores estdo diminuidos na DP, fato que prejudica a
permanéncia das células-tronco em quiescéncia no nicho endosteal (TSUJITA, 2016).

O microambiente alterado potencialmente modifica a hemopoese, tanto in vivo como
in vitro. Apenas alguns estudos correlacionam DP com alteragbes da matriz extracelular.
Lyra et al., (1993) observaram um aumento da densidade de MEC no timo, e este é
considerado responsavel pela deplecdo de timocitos. Em um estudo anterior, foi relatado
um aumento na fibronectina e laminina extraivel da medula 6ssea em ratos com DP
(VITURI et al., 2000). Existem evidéncias de que estas moléculas influenciam as
interacOes célula-célula e célula-matriz e sugere que eles tém um papel importante no
controle da hemopoese (KOLSET & GALLAGHER, 1990).

Criancas com DP apresentam alteragfes quantitativas da MEC no timo, como o
aumento da fibronectina e da laminina. Essas alteragbes nas proteinas da matriz
extracelular podem estar associadas a deplecdo de timocitos (SAVINO et al.,, 2007).
Manojkumar e Kurup observaram aumento de quantidades de glicosaminoglicanos, como
acido hialurdnico, heparina, sulfato de condroitina e sulfato de dermatano, no cérebro de
ratos com DP (MANOJKUMAR & KURUP, 1998).

Os adultos que sofrem de desnutricdo, como aqueles com anorexia nervosa,
apresentam hipoplasia da medula éssea caracterizada por uma diminuicdo das células
hemopoéticas. Além disso, as estruturas gelatinosas compostas por acido hialurénico séo
encontradas na medula 6ssea desses pacientes. Essas alteracbes sdo caracteristicas de
uma desordem conhecida como degeneracgdo gelatinosa da medula 6ssea (BOHM, 2000;
OSGOOD et al., 2014).
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4.11 Avaliacao de fatores de transcrigcdo em células-tronco hemopoéticas

A avaliacdo da expresséo relativa do mRNA GATAL, GATA2, lkz-3, NF-E2, C/EBPa
e PU.1 em células-tronco hemopoéticas (LSK) foi realizada por PCR em tempo real,
encontrando-se que todos os fatores analisados estavam diminuidos em animais
desnutridos (Fig. 37).
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A proliferacdo e diferenciacdo de células hemopoéticas e progenitoras esta sob
controle rigoroso de uma rede reguladora orquestrada por fatores de transcricao
especificos da linhagem. Os principais sdo GATA1/2/3, PU.1, C/EBPa, IKZF3 e NF-E2
(ZHANG et al., 2012).

GATAL1/2/3 séo reguladores essenciais no desenvolvimento de linhagens eritréides
e megacariociticas na patogénese molecular de diferentes doencas hemopoéticas. GATAL
e GATA2 desempenham papéis essenciais na regulacao de genes durante a diferenciacéo
hemopoética. (LENTJES et al., 2016). GATA3 regula, ainda, a auto-renovacdo e a
diferenciacdo dos CTH de longa duragdo da medula 6ssea (FRELIN et al., 2013). Mostrou-
se que o GATA3 regula o surgimento do CTH durante a embriogénese (FITCH et al.,
2012).

Animais desnutridos mostraram reducéo dos niveis de expressao relativa do mRNA
de GATAL e GATA2, prejudicando a diferenciacdo hemopoética. O GATAL é essencial
para a sobrevivéncia e diferenciacdo terminal de precursores eritrdides, megacariociticos,
eosinofilicos e mastoécitos, enquanto o GATA2 regula principalmente a proliferacdo e
manutencdo de progenitores imaturos em células hemopoéticas (MORIGUCHI et al.,
2010).

PU.1 é um fator de transcricdo necessario para o desenvolvimento de células
mielbides e linfoides. Como o PU.1 é necessario para varias linhagens diferentes, nao
ficou claro o papel que a PU.1 tem para decidir se uma célula progenitora hemopoética se
diferencia em macrofagos, granuldcitos ou células B. A reducdo da expressao relativa do
MRNA de PU.1 em CTH de animais desnutridos pode afetar a diferenciacdo mieloide, no
entanto, observamos que ao ocorrer o estimulo de IL-3 a diferenciacdo granulo-monocitica
nao é afetada (DAHL & SIMON, 2003).

Estudos recentes demonstraram que diferentes concentragdes celulares de PU.1
podem direcionar destinos celulares distintos, com as maiores concentragdes de PU.1
necessarias para o desenvolvimento de macréfagos e menores concentracdes para a
diferenciacdo granulocitica. Por fim, a regulagdo positiva de PU.1 esta implicada na
maturacdo de células mieloides uma vez que se comprometeram com as linhagens de
macrofagos e granulécitos (DAHL & SIMON, 2003).

C/EBPa (CCAAT/enhancer-binding protein alpha) € essencial para o
comprometimento da linhagem mieldide e, portanto, requer tanto para a formacédo normal
de granuldcitos maduros quanto para o desenvolvimento de leucemia mieloide aguda.

Além disso, a proteina codificada pode se ligar ao promotor e modular a expressdo do
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gene que codifica a leptina, uma proteina que desempenha um papel importante na
homeostase do peso corporal (OHLSSON et al., 2016).

IKZF3 (lkaros family zinc finger 3) € um dos fatores de transcricdo especifico de
hemopoéticas envolvido na regulacdo do desenvolvimento de linfécitos. Este produto
genético é um fator de transcricAo que é importante na regulacdo da proliferacdo e
diferenciacdo de linfocitos B. O regulamento da expressdo génica em linfocitos B €
complexo, pelo menos seis transcritos alternativos que codificam diferentes isoformas
foram descritos (FAN & LU, 2016).

Estudos sugerem que 0s principais sites de expressdo de NF-E2 sdo células
hemopoéticas. NF-E2 é parte de uma rede regulatéria complexa, incluindo fatores de
transcricédo tais como GATAL e RUNX1, controlando a funcao celular megacariocitica e/ou
eritroide. A auséncia de NF-E2 leva a uma producéo de plaquetas gravemente prejudicada
(GASIOREK & BLANK, 2015).

A reducao em todos os fatores de transcricdo estudados (GATA1/2, PU.1, C/EBPa,
IKZF3 e NF-E2) em CTHs de animais desnutridos, associada as alteracdes ja discutidas
em nosso trabalho, demonstra comprometimento da proliferacdo e diferenciacdo das

células hemopoéticas em casos de DP.
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5. CONCLUSAO

A privagéo proteica in vitro prejudica a hemopoese medular, afetando diretamente a
formacdo do estroma medular, com aumento de adipocitos, reducdo de fatores de
crescimento, alteracdo na sinalizacéo de célcio, MAPK e nos fatores de transcricdo. Nesse
contexto, observam-se falhas na interacdo entre as células que comp&e o0 estroma, com
predominio de adipdcitos. Em conjunto, esses dados podem ser responsaveis pelas
alteracdes encontradas no estroma de animais desnutridos e com isso, a hemopoese.

O metabolismo do calcio esta alterado na célula-tronco hemopoética, prejudicando a
ativacdo de vias importantes de proliferacdo e diferenciagcdo celular, como a via das
MAPK, levando a uma menor producdo de fatores de transcricdo essenciais para a
renovacdo celular. Diante destes eventos, concluimos que as alteracdes na proliferacao,
diferenciacdo e maturagao, ora observadas, sdo decorrentes da alteracdo estrutural do
microambiente indutor da hemopoese, comprometendo o0s processos de sinalizacao

celular e a fisiologia das células tronco/progenitoras.
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7. ANEXOS
7.1 Informagdes para os membros da banca

UNIVERSIDADE DE SAO PAULO

Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas
Secretana de Pos-Graduagao

Informacbes para os Membros de Bancas Julgadoras de
Mestrado/Doutorado

1. O candidato fard uma apresentacado oral do seu trabalho, com duragdo
maxima de trinta minutos.

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

2.1 Com a devida anuéncla das partes (examinador e candidato), é
facultada a arglicdo na forma de didlogo em até sessenta minutos por examinador.,

3. A sesslio de defesa serd aberta ao publico.

4. Terminada a arglicdo por todos os membros da banca, a mesma se
reunird reservadamente e expressard na ata (relatério de defesa) a aprovacdo ou
reprovacao do candidato, baseando-se no trabalho escrito e na arguic3o.

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 aprovacdo por
unanimidade ou pela maioria da banca.

Duvidas poderdao ser esdareddas junto a Secretaria de Pods-
Graduacdo: ngfemugz. (11) 3091 3621.

S30 Paulo, 23 de maio de 2014.

Prof. Dr. Adalberto Pessoa Junior
Presdente da CPG/FCF/USP
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7.2. Certificado de aprovacio na Comiss&o de Etica no Uso de Animais

UNIVERSIDADE DE SAODO PAULOD

FACULDADE DE CIENCIAS FARMACEUTICAS
Comissao de Elica ne Uso de Animais - CEUA

Micio CEUAFCF 712013

CERTIFICADO

A Comissdo de Etica no Uso de Animais da
Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas da Universidade de S&o Paulo
(CEUA/FCF/USP) CERTIFICA cue o Projeto de Pesauisa “Estudo ex
vivo da hemopoese em desnutricio protéica: caracterizagdo do
estroma medular e avaliacao da participacao do calcio’ (Protocolo
CEUA/FCF/418). de responsabilidade dofa) pesguisador{a) Profa.
Dra. Primavera Borelli, esta de acordo com as normas do Conselho
Nacional de Controle de Experimentacdo Animal (CONCEA) e foi
APROVADO em reuniao de 10 de junho de 2013

S&o Paulo, 23 de agosto de 2013,

Prof. Dr. Joilson de Oliveira Martins
Coordenador da CEUA/FCF/IUSP
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7.3. Ficha do aluno

J'ZI.II.II.S - Sistema Administrative da Pés-Graduacdo
;}oﬂEDEI‘Q - ) .
[ E Universidade de Sao Paulo
Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas
Documento sem validade oficial

FICHA DO ALUNO

9142 - 376760211 - Ed Wilson Cavalcante Oliveira Santos

Car
Horaria

Nome da Disciplina Téermino

Cred. Freq. Conc. Exc. Situaciao

FEAS899- Bicdisponibiidade de Nutrientes e de Substincias Bioativas em -
213 Alimentos & Dietas 1032014 20/04/2014 90 B as A M Coencluida
BIF5707- Regulagdo da Expressdo Génica em Processos Fisicldgicos .
k| (Instituto de Biociéncias - Universidade de Sdo Paulo) /0312014 2470412014 120 8 100 A N Concluida
FBCST92" Topicos em Anaiises Clinicas I 11032014 23062014 15 1 80 A N Conclida
FBTS700- Preparc de Artigos Cientificos na Area de Tecnolegia -
Y Bioquimico-Farmacéutica 03/04/2014  04/06/2014 90 B 100 A M Coencluida
FBCSTE5 Topicos em Anaiises Clinicas IV DS/08/2014  1TH1/2014 15 1 10 A N Conclida
FBASTS1- Minerais em Nutricde: Distribuicdo Compartimental & .
12 Mecanismos de Regulagio de sua Homeostase 0702014 2702014 30 2 100 A M Coencluida
BIOS5749- Biclegia Molecular da Célula-Tronco (Institute de Biociéncias - -
213 Universidade de Sio Pauio) 01/04/2015  0H/06/2015 1] 4 100 A M Coencluida
FBCST3 Apiicacies da Citometria de Fluxo em Modelos Experimentais ~ 03/08/2015  09/0812015 30 2 10 A N Conclida
HMTST708- Epidemiclogia Nutricional (Faculdade de Sadde Publica - -
614 Universidade de Sao Pauin) 0092015 141052015 1] 4 100 A M Coencluida
FBCST48- Trabalhos Cientificos: da Elaboragio a Publicagio 05/042016  17/052016 60 4 75 A N Conclida
Créditos minimos exigidos Créditos obtidos
Para exame de qualificacdo Para deposito de tese
Disciplinas: 0 20 38
Estagios:
Total: 0 20 38

Créditos Atribuidos a Tese: 167

Conceito a partir de 02/01/M1997:
A -Excelente, com direito a crédito; B - Bom, com direito a crédito; C - Regular, com direito a crédito; R - Reprovado: T - Transferéncia.

Um(1) crédito equivale a 15 horas de atividade programada.

Aluno matriculado no Regimento da Pos-Graduacio USP (Resolugio n® 6542 em vigor a partir de 20/04/2013).
Ultima ocorréncia: Matricula de Acompanhamento em 17/07/2017
Impresso em: 13/12/2017 082257
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7.4. Curriculo lattes

Ed Wilson Cavalcante Oliveira Santos

. Enderego para acessar este CV: http://lattes.cnpq.br/6837078110872341

. Ultima atualizacdo do curriculo em 13/12/2017

Doutorando em Fisiopatologia e Toxicologia pela USP, com Mestrado em Analises Clinicas na USP (2013), pds-graduacao
em Analises Clinicas pela Universidade Santo Amaro (2008), licenciatura em Ciéncias Bioldgicas pela Universidade
Guarulhos (2006) e graduagao em Medicina Veterinaria pela Universidade Santo Amaro (2000). Possui experiéncia de 10
anos como docente, sendo 4 anos nNo ensino superior na Area de Imunologia, Bioquimica, Citologia, Salde Coletiva,

Epidemiologia e Parasitologia. (Texto informado pelo autor)

Identificacao

Nome - Ed Wilson Cavalcante Oliveira Santos
Nome em citagoes bibliograficas - SANTOS, E. W. C. O.;SANTOS, E. W.;SANTOS, ED WILSON CAVALCANTE
OLIVEIRA;OLIVEIRA SANTOS, ED WILSON CAVALCANTE;SANTOS, ED;SANTOS, ED WILSON;SANTOS, ED W.

Endereco

Endereco Profissional

Universidade de Sdo Paulo, Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas.
Av. Prof. Lineu Prestes, 580

Cidade Universitaria

05508900 - Sao Paulo, SP - Brasil

Telefone: (11) 30913639

Formacao académica/titulagao

2013

Doutorado em andamento em Farmacia (Fisiopatologia e Toxicologia) (Conceito CAPES 7).

Universidade de Sao Paulo, USP, Brasil.

Titulo: Avaliacao da participacado do calcio e do estabelecimento dos componentes do estroma da medula dssea de
camundongos submetidos a desnutricao protéica,

Orientador: Primavera Borelli.

Palavras-chave: hemopoese; calcio; Desnutrigdo.

2011 - 2013

Mestrado em Farmacia (Fisiopatologia e Toxicologia) (Conceito CAPES 7). Universidade de Sao Paulo, USP, Brasil.
Titulo: Avaliacao comparativa da fungdo de macrofagos peritoniais de camundongos Swiss submetidos a dieta
hipoproteica ou hiperlipidica,Ano de Obtengdo: 2013.

Orientador: Primavera Borelli.

Bolsista do(a): Conselho Nacional de Desenvolvimento Cientifico e Tecnoldgico, CNPq, Brasil.

Palavras-chave: desnutrigdo protéica; Transi¢do nutricional; macréfagos peritoniais; Obesidade.
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2005 - 2006

Especializagdo em Analises Clinicas. (Carga Horaria: 460h).
Universidade de Santo Amaro, UNISA, Brasil.

Titulo: Testes diagndsticos de Rhabidovirus.

Orientador: Sandra.

2010 - 2011

Aperfeicoamento em Hematologia Clinica. (Carga Horaria: 300h).

Universidade de Sao Paulo, USP, Brasil.

Titulo: Aperfeicoamento em Laboratério de Hematologia Clinica. Ano de finalizagdo: 2011.

Orientador: Prof. Dra. Primavera Borelli.

2002 - 2006
Graduacdo em Ciencias Biologicas.
Universidade de Guarulhos, UNG, Brasil.

Titulo: Consideracoes e atualizacdo sobre o design inteligente.

1996 - 2000

Graduacdo em Medicina Veterinaria.

Universidade de Santo Amaro, UNISA, Brasil.
Titulo: ixodidioses e animais silvestres de cativeiro.

Orientador: antonio fernandes.

Formacao Complementar

2015 — 2015 - 8o Curso de Citometria de Fluxo. (Carga horaria: 52h). Instituto Adolfo Lutz, IAL, Brasil.

2015 — 2015 - Biologia Molecular da Célula-Tronco. (Carga horaria: 60h). Universidade de Sado Paulo, USP, Brasil.
2014 — 2014 - Regulacdo da Exp. Génica em Processos Fisiologicos. (Carga horaria: 120h). Universidade de Sdo Paulo.
2013 — 2013 - Controle Hormonal da Resposta Inflamatéria. (Carga horaria: 60h). Universidade de Sao Paulo, USP.
2013 — 2013 - Processos Envolvidos na Regulagdo da Hematopoese. (Carga horaria: 60h). Universidade de Sdo Paulo.
2012 - 2012 - Fundamentos tedricos em Biologia Molecular. (Carga horaria: 20h). Universidade de Sao Paulo, USP.
2011 — 2011 - Moléculas e Células da Imunidade Inata. (Carga horaria: 30h). Universidade de Sao Paulo, USP.

2010 — 2011 - Aperfeicoamento em Hematologia Clinica. (Carga horaria: 300h). Universidade de Sao Paulo, USP.

Atuacao Profissional

Universidade de Sao Paulo, USP, Brasil.

Vinculo institucional
2014 — Atual - Vinculo: Doutorando -Fisiopatologia USP, Enquadramento Funcional: Doutorando em Fisiopatologia e
Toxicologia, Carga horaria: 40, Regime: Dedicacdo exclusiva.

Vinculo institucional

2011 — 2013 - Vinculo: Mestrado - Analises Clinicas, Enquadramento Funcional: Aluno de Mestrado - Andlises Clinicas.
Linhas de pesquisa - Avaliacdo da participacdo do calcio e do estabelecimento dos componentes do estroma da medula
Ossea de camundongos submetidos a desnutricdo protéica
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http://buscatextual.cnpq.br/buscatextual/visualizacv.do?id=K4270691U5#LP_Avaliação da participação do cálcio e do estabelecimento dos componentes do estroma da medula óssea de camundongos submetidos à desnutrição protéica

Universidade Nove de Julho, UNINOVE, Brasil.

Vinculo institucional

2008 — 2010 - Vinculo: Professor vistante, Enquadramento Funcional: Professor aulista, Carga horaria: 38

Universidade Anhembi Morumbi, UAM, Brasil.

Vinculo institucional

2017 — Atual - Vinculo: Professor Visitante, Enquadramento Funcional: Docente, Carga horaria: 30

Linhas de pesquisa

1.Avaliacdo da participacdo do calcio e do estabelecimento dos componentes do estroma da medula dssea de
camundongos submetidos a desnutrigdo protéica

Projetos de pesquisa

2014 - Atual
Avaliacdo da participacdo do calcio e do estabelecimento dos componentes do estroma da medula 6ssea de camundongos
submetidos a desnutricdo protéica. Situagdo: Em andamento; Natureza: Pesquisa.

Integrantes: Ed Wilson Cavalcante Oliveira Santos - Coordenador / Graziela Batista da Silva - Integrante / Dalila Cunha de

Oliveira - Integrante / Primavera Borelli - Integrante / Ricardo Fock - Integrante / Araceli Hastreiter - Integrante.

2013 - Atual
Avaliacdo da via de sinalizacao NFkB ativada por TLR4 e TNFRI em camundongos submetidos a dietas hiperlipidicas e

readequagao alimentar
Descrigdo: Estudo das alteracOes de uma dieta hiperlipidica na via de sinalizacdo TLR4 ativada por LPS e TNFRI ativada
por TNFa culminando na ativagdo do fator de transcricdo NFkB e de alteragGes apds a readequagdo alimentar. Situagdo:

Em andamento; Natureza: Pesquisa.

Integrantes: Ed Wilson Cavalcante Oliveira Santos - Coordenador / Dalila Cunha de Oliveira - Integrante / Araceli

Hastreiter - Integrante.

2011 - 2013
Avaliacdo da funcao de macréfagos peritoniais de camundongos submetidos a dieta hipoproteica e a dieta hiperlipidica

Descricdo: Analise das alteragdes em resposta imune inata decorrente de dietas desbalanceadas. como deficiencia de
proteina e excesso de lipidios. Situacdo: Concluido; Natureza: Pesquisa.

Integrantes: Ed Wilson Cavalcante Oliveira Santos - Coordenador / Dalila Cunha de Oliveira - Integrante Financiador(es):

Conselho Nacional de Desenvolvimento Cientifico e Tecnoldgico - Bolsa.
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Idiomas

Inglés - Compreende Bem, Fala Bem, L& Bem, Escreve Bem.
Espanhol - Compreende Bem, Fala Razoavelmente, Lé Bem, Escreve Razoavelmente.

Prémios e titulos

2015 - 40 Prémio Pemberton (20 lugar na categoria Pesquisa Clinica), Sociedade Brasil. de Alimentagao e Nutricdo.
2013 - Melhor trabalho de pds graduacdo - Mestrado, XVIII Semana Farmacéutica de Ciéncia e Tecnologia - USP.

Producoes

Artigos completos publicados em periddicos

1.7 SANTOS, ED W.; OLIVEIRA, DALILA C. ; SILVA, GRAZIELA B. ; TSUJITA, MARISTELA ; BELTRAN, JACKELINE O. ;
HASTREITER, ARACELI ; FOCK, RICARDO A. ; BORELLI, PRIMAVERA . Hematological alterations in protein malnutrition.
NUTRITION REVIEWS icr, v. 1, p. 1-11, 2017.

2.SANTOS, EW; OLIVEIRA, DALILA CUNHA DE ; HASTREITER, ARACELI ; SILVA, GRAZIELA BATISTA DA ; BELTRAN,
JACKELINE SOARES DE OLIVEIRA ; TSUJITA, MARISTELA ; CRISMA, AMANDA RABELO ; NEVES, SILVANIA MEIRY PERIS
; FOCK, RICARDO AMBROSIO ; BORELLI, PRIMAVERA . Hematological and biochemical reference values for C57BL/6,
Swiss Webster and BALB/c mice. BRAZ J VETERINARY RES. AND ANIMAL SCIENCE, v. 53, p. 138-145, 2016.
3.SANTOS, ED WILSON; DE OLIVEIRA, DALILA CUNHA ; HASTREITER, ARACELI ; BELTRAN, JACKELINE SOARES DE
OLIVEIRA ; ROGERO, MARCELO MACEDO ; FOCK, RICARDO AMBROSIO ; BORELLI, PRIMAVERA . High-fat diet or low-
protein diet changes peritoneal macrophages function in mice. Nutrire, v. 41, p. 1-9, 2016.

4.SANTANA, ANDRE BENTO CHAVES ; SOUZA OLIVEIRA, THAIS CRISTINA DE ; BIANCONI, BARBARA LOBO ; BARAUNA,
VALERIO GARRONE ; SANTOS, ED WILSON CAVALCANTE OLIVEIRA ; ALVES, TATIANA P. ; SILVA, JULIANE
CRISTINA S. ; FIORINO, PATRICIA ; BORELLI, PRIMAVERA ; IRIGOYEN, MARIA CLAUDIA COSTA ; KRIEGER, JOSE
EDUARDO ; LACCHINI, SILVIA . Effect of High-Fat Diet upon Inflammatory Markers and Aortic Stiffening in Mice. BIOMED
RES INT icr, v, 2014, p. 1-12, 2014. Citagoes: 2|sCcoPuUus?2

5.7 DE OLIVEIRA, DALILA CUNHA ; HASTREITER, ARACELI APARECIDA ; MELLO, ALEXANDRA SIQUEIRA ; DE
OLIVEIRA BELTRAN, JACKELINE SOARES ; OLIVEIRA SANTOS, ED WILSON CAVALCANTE ; BORELLI,

PRIMAVERA ; FOCK, RICARDO AMBROSIO . The effects of protein malnutrition on the TNF-RI and NF-kB expression via
the TNF-a signaling pathway. Cytokine icr, v. 69, p. 218-225, 2014. Citacoes: IscuPUs]2

6. " SILVA, GRAZIELA ; TSUJITA, MARISTELA ; SANTOS, ED ; BELTRAN, JACKELINE ; BORELLI, PRIMAVERA . Role of
AKT/mTOR pathway in fibronectin expression mediated by protein malnutrition. Experimental Hematology, v. 42, p. S60,
2014.

7.HASTREITER, ARACELI ; SANTOS, ED ; DOS SANTOS, GUILHERME G. ; MAKIYAMA, EDSON ; BORELLI, PRIMAVERA ;
FOCK, RICARDO . Cxcl12 production by bone marrow Nes+ MSCs is downregulated in malnourished mice. Experimental
Hematology icr, v. 42, p. S37, 2014.

Livros publicados/organizados ou edicoes

1.SANTOS, E. W.. Obesidade e desnutricdo - alteracdes hematologicas. 1. ed. Berlin: Novas Edicoes Académicas, 2014.
v.1.117p.
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Convention Center, 2012, Rio de Janeiro.. 2012. (Apresentacao de Trabalho/Congresso).
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Eventos

Participacao em eventos, congressos, exposicoes e feiras

1. Eric A. Newsholme Research Symposium. STUDY OF HEMATOPOIESIS IN PROTEIN RESTRICTION:
CHARACTERIZATION OF BONE MARROW STROMAL CELLS. 2016. (Congresso).

2.Experimental Biology - San Diego, USA. STUDY OF HEMATOPOIESIS IN PROTEIN RESTRICTION: CHARACTERIZATION
OF BONE MARROW STROMAL CELLS. 2016. (Congresso).

3.FEBRACE Feira Brasileira de Ciéncias e Engenharia. Avaliadora dos trabalhos relacionados a Ciéncias Exatas e da Terra,
Ciéncias Bioldgicas e Ciéncias da Salde. 2. Avaliador de trabalhos. 2016. (Feira).

4.11 International Symposium on Pathophyiology and Toxicology.SCF, IL-3, GM-CSF, TNFa, IL-1b AND IL-6 PRODUCTION
OF THREE DIFFERENT LONG TERM BONE MARROW CULTURES IN PROTEIN MALNUTRITION. In: IT Internationa
Symposium of Pathophysiology and Toxicology. 2016. (Simpdsio).

5.130 Congresso da Sociedade Brasileira de Nutricao e Alimentagdo. BONE MARROW ENDOTHELIAL-LIKE CELLS
PRODUCE G-CSF IN ORDER OF MANTAIN HEMATOPOIESIS DURING PROTEIN ENERGY MALNUTRITION STATES.. 2015.
6.XXIV Semana Cientifica Benjamin Eurico Malucelli (FMVZ-USP).EX VIVO STUDY OF HEMATOPOIESIS IN PROTEIN
MALNUTRITION: CHARACTERIZATION OF BONE MARROW STROMAL CELLS IN MICE. 2015. (Simpdsio).

7.XXX Reunido Anual da FeSBE. Avaliacdo da fungdo de macrofagos peritoniais de camundongos submetidos a dieta
hipoprotéica ou dieta hiperlipidica. 2015. (Congresso).

8.XIX Semana Farmacéutica de Ciéncia e Tecnologia da Universidade de Sdo Paulo.HIGH-FAT DIET DECREASES THE
ACTIVATION OF NUCLEAR FACTOR-KB IN MICE PERITONEAL MACROPHAGES STIMULATED WITH
LIPOPOLYSACCHARIDE. 2014. (Simpdsio).

9.XXIII Semana Cientifica Benjamin Eurico Malucelli (FMVZ-USP).VALORES DE REFERENCIA DE PARAMETROS
HEMATOLOGICOS E BIOQUiMICOS DE CAMUNDONGOS SWISS WEBSTER, C57BL/6, BALB/C E RATOS WISTAR. 2014.
10.12° Congresso da Sociedade Brasileira de Nutricdo. Foz do Iguagu. Brasil. EFEITOS DE DIETAS HIPOPROTEICA OU
HIPERLIPIDICA NOS PARAMETROS HEMATOLOGICOS E IMUNOLOGICOS EM MODELO MURINO. 2013.

12.VIII Semana Farmacéutica de Ciéncia e Tecnologia USP.EFFECTS OF HIGH FAT AND LOW PROTEI DIETS IN
HEMATOLOGICAL AND IMMUNOLOGICAL PARAMETERS IN A MURINE MODEL. 2013. (Simpdsio).

13.V Simpdsio de Pés Graduacdo em Andlises Clinicas da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas da USP. AVALIAGAO DA
VIA DE SINALIZA(;AO DO NFkB ATIVADA PELO TNFa EM UM MODELO DE CARENCIA PROTEICA. 2013.

14.6th Congress of the International Society of Nutrigenetics/Nutrigenomics. The protein malnutrition affects the
expression of TNFRI receptor and IL-1b production in peritoneal macrophages. 2012. (Congresso).

15.ISEH Society for Hematology and Stem Cells 41st Annual Scientific Meeting - Amsterdam - Holanda. The protein
malnutrition affects the expression of TNFRI receptors on peritoneal macrophages. 2012. (Congresso).

16.1V Simpdsio de Pds Graduagao em Analises Clinicas - USP. 2012. (Simpdsio).

17.Redox Regulation and Inflammation - ICB/USP. 2012. (Outra).

18.Semiarios da Comissdo de Pesquisa USP - Insulina e Inflamacdo. 2012, (Seminario).

19.Simpdsio de Imunologia - FCF/USP. 2012. (Simpdsio).

20.VIII Symposium of Lipids and Health - USP - Sdo Paulo. 2012. (Simpdsio).

21.Conferéncias USP "Challenge for Integrating Molecular and System Biology". 2011. (Simpdsio).

22.X Simpodsio de Biosseguranca e Descartes de Produtos Quimicos e Perigosos em Instituicoes de Ensino e Pesquisa -
FCF/USP. 2011. (Simpdsio).

23.1 Semindrio de Etica em Experimentacdo Animal - UNESP. 2009. (Seminario).

Organizacao de eventos, congressos, exposicoes e feiras

1.SANTOS, E. W. C. O.. V Simposio da Pds Graduagdo em Analises Clinicas. 2013. (Outro).
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