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RESUMO 

MELLO, A. S. Efeitos da desnutrição proteica na linfoproliferação e na produção 

in vitro de IFN- e IL-10 em células do baço. Quantificação de STAT-1 e STAT-3. 

Dissertação [Mestrado] – Faculdade de Ciências Farmacêuticas. Universidade de São 

Paulo, São Paulo, 2013.86p. 

 

A desnutrição modifica a resistência à infecção, alterando grande variedade de 

processos fisiológicos, incluindo a hematopoiese e a resposta imune. Os mecanismos 

exatos que comprometem o sistema imunológico em condições de desnutrição ainda 

não estão totalmente compreendidos, sendo que a desnutrição modifica a funcionalidade 

das células efetoras na resposta inflamatória/infecciosa, causando redução da síntese de 

citocinas pró-inflamatórias, além de alterações na hematopoiese. Os linfócitos têm 

papel-chave tanto na resposta imune inata quanto adaptativa. Nesse contexto, 

propusemo-nos a avaliar alguns aspectos da resposta linfoide esplênica em  um modelo 

de desnutrição proteica. Camundongos BALB/c, machos, submetidos à desnutrição 

proteica, após perda de aproximadamene 20% do peso corpóreo, foram eutanasiados. 

Hemograma, mielograma, esplenograma e análise das concentrações séricas de proteína 

totais, albumina, pré-albumina e dosagem de imunoglobulinas G e M foram realizados. 

As células do timo e do baço foram coletadas e analisadas por citometria de fluxo – e 

foi realizado o ciclo celular. Para avaliação da linfoproliferação, as células esplênicas 

foram cultivadas, in vitro, e estimuladas com LPS ou ConA durante 72 horas. Foram 

quantificadas a capacidade de produção de INF-ƴ, IL-2 e IL-10 e a expressão de STAT-

1 e STAT-3. Os animais desnutridos apresentaram anemia, leucopenia e severa redução 

na celulariedade da medula óssea, com comprometimento no setor mieloide e 

diminuição da celulariedade do baço, com redução da população de linfócitos. Os 

animais desnutridos apresentaram alterações no desenvolvimento celular linfoide, 

alteração na capacidade de proliferação, menor produção de citocinas pró-inflamatórias, 

como IL-2, e, ao mesmo tempo, aumento da produção de IL-10. Os animais também 

apresentaram maior porcentagem de células CD3
+ 

e CD4
+ 

no baço em relação aos 

animais controle. Quando as células esplênicas foram estimuladas, apresentaram maior 

expressão de STAT-3 e menor expressão de STAT-1. Baseando-se nestes resultados, 

discutimos se deficiências nutricionais alteram a imunocompetência e aumentam o risco 

de infecções. 

 

Palavras-chave: Desnutrição, Linfócitos, Citocinas, STAT. 



ABSTRACT 

MELLO, A. S. Protein malnutrition effects on lymphocyte proliferation and in 

vitro production of IFN- and IL-10 in spleen cells. Quantification of STAT-1 and 

STAT-3. Dissertation [Master Degree] – Faculdade de Ciências Farmacêuticas. 

Universidade de São Paulo, São Paulo, 2013.86p. 

 

Malnutrition modifies the resistance against infection by changing a variety of 

physiological processes, including the hematopoiesis and the immune response. The 

exact mechanisms that compromise the immune system in conditions of malnutrition is 

not yet thoroughly understood, since malnutrition modifies the functionality of the 

effector cells in inflammatory / infectious response, causing the reduction of the 

synthesis of proinflammatory cytokines, besides causing alterations in hematopoiesis. 

The lymphocytes have a key role in both innate and adaptive immune responses, in this 

context, we proposed to evaluate some aspects of lymphoid spleen cells response in a 

model of protein malnutrition. Male mice BALB / c submitted to protein malnutrition 

after approximately  20% loss of body weight were euthanized. The complete blood 

count, bone marrow examination, spleen cells count and analysis of serum total protein, 

albumin, pre-albumin and immunoglobulin G and M were performed. The thymus and 

spleen cells were collected and analyzed by flow cytometry as well as the cell cycle 

performed. For evaluation of the lymphocyte proliferation the spleen cells were 

cultivated in vitro and stimulated with LPS or ConA for 72 hours and the ability to 

produce IFN-ƴ, IL-2 and IL-10 as well as the expression of STAT-1 and STAT -3, were 

quantified. The malnourished animals presented anemia, leukopenia and severe 

reduction in celulariedade bone marrow with myeloid commitment in the sector and 

decreased celulariedade spleen, with reduced lymphocyte population. The malnourished 

animals showed changes in lymphoid cell development, abnormal proliferation 

capacity, reduced production of proinflammatory cytokines such as IL-2, and at the 

same time, increased production of IL-10. The animals also had higher percentages of 

CD3 + and CD4 + spleen compared to control animals. When spleen cells were 

stimulated, showed higher expression of STAT-3 and lower expression of STAT-1. 

Based on these results, we discussed whether nutritional deficiencies alter 

immunocompetence and increase the risk of infections. 

 

Keywords: Malnutrition, Lymphocytes, Cytokine, STAT. 
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1. INTRODUÇÃO 

1.1.  Desnutrição 

 

A desnutrição é definida pela Organização Mundial da Saúde como “condição 

patológica que provém da menor ingestão, em várias proporções, de proteínas e 

calorias” (ONIS et al., 1993). É um termo geral que significa a falta de alguns ou de 

todos os nutrientes necessários para a saúde humana. 

 

Há dois tipos básicos de desnutrição: a primeira e mais importante é a desnutrição 

proteico e proteico-energética, na qual há falta de quantidade suficiente de proteína e de 

alimentos que forneça energia. Este é o tipo de desnutrição que é referido quando a 

fome no mundo é discutida (BARON, 1997; MONTEIRO, 2003; WHO, 2011). O 

segundo tipo de desnutrição, também muito importante, é a deficiência de 

micronutrientes, como vitaminas e minerais.  Recentemente, há discussões para incluir a 

obesidade como o terceiro tipo de desnutrição; neste caso, não relacionado à falta de 

alimentos, mas sim com a má nutrição, ou seja, as pobres escolhas alimentares 

(BARON, 1997; MONTEIRO, 1995; WHO, 2011). 

 

A desnutrição, em geral, é uma condição causada por uma dieta desbalanceada ou 

por deficiência de nutrientes. O mais comum na desnutrição é a insuficiência de calorias 

na alimentação ou a ingestão deficiente de proteínas, vitaminas e micronutrientes, como 

zinco, vitamina A, vitamina B e ferro (BENDICH & CHANDRA, 1990; KRENITSKY, 

1996). 
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Dentre as causas da desnutrição, se encontram dieta inadequada, deficiência de 

absorção, ingestão insuficiente, aumento da utilização dos nutrientes e excreção 

excessiva. Desta forma, é possível ocorrer mais de uma causa de desnutrição no mesmo 

indivíduo simultaneamente (SAUDERS; SMITH, 2010).  

 

Com base na severidade e nas características que apresenta, a desnutrição 

proteica é definida como marasmus, uma condição de perda crônica, ou como 

kwashiorkor, que é distinguido pelo edema e pelo quadro anêmico que se desenvolve. 

Marasmus ocorre quando há insuficiência de alimento, enquanto o kwashiorkor se 

desenvolve pela deficiência de proteína na dieta alimentar (CUNNINGHAN-

RUNDLES et al., 2005). Kwashiorkor e marasmus são dois extremos da desnutrição, 

porém muitos estados intermediários são reconhecidos, sendo que em todos eles é 

frequente a presença de infecções ( CHANDRA 1989; DE ANGELIS, 1986; SHETTY, 

2006). 

 

Estas síndromes podem cursar com retardo no crescimento (MONTEIRO, 2003) 

e alterações morfológicas e funcionais nos sistemas cardiovascular, renal, respiratório, 

digestório (WAITZBERG, 2006) e também nos sistemas endócrino e imunológico 

(AUGUSTO, 1995; ROBBINS et al., 2003). Também pode diminuir habilidades 

mentais e provocar efeitos psicossociais, como depressão e ansiedade (WHO, 2000; 

SAUNDERS; SMITH 2010). 

 

Enquanto nos países em desenvolvimento a principal causa de desnutrição é 

primária e acomete principalmente lactante e crianças, nos países industrializados a 

desnutrição, geralmente, é secundária, acometendo principalmente indivíduos 
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hospitalizados por períodos prolongados, aqueles que necessitam de dieta 

enteral/parenteral, portadores de doenças crônicas e inflamatórias, que sofrem de 

neoplasias e aqueles que realizam quimioterapia (BARON, 1997; SHETTY, 2006; 

SAKA et al., 2011). 

 

Dados da Food and Agriculture Organization (FAO) demonstram que, em 2012, 

havia cerca de 868 milhões de pessoas desnutridas mundialmente, sendo que a maior 

parte da população desnutrida vive em países em desenvolvimento.  Dois terços vivem 

em apenas sete países (Bangladesh, Congo, Etiópia, Indonésia e Paquistão) e mais 40% 

vivem na China e na Índia. A proporção de pessoas desnutridas continua maior na 

África subsaariana, com 30% em 2012. A desnutrição por carência de energia (calorias) 

e proteínas é responsável por 55% das mortes de crianças no mundo inteiro, estando 

associada a várias outras doenças e ainda considerada como uma das causas que mais 

mata crianças abaixo de cinco anos (SAWAYA, 2006).  

 

No Brasil, dados publicados pelo Instituto Brasileiro de Geografia e Estatísticas 

(IBGE) mostraram queda nos índices de desnutrição. Nas regiões Norte e Nordeste, os 

índices são entre 8,5% e 5,9%. Nas regiões Sudeste e Sul, o percentual de crianças 

desnutridas encontra-se entre 6,1% e 3,9%, a região Centro-oeste apresentou índice de 

6,1% (POF, 2008-2009). Segundo Monteiro et al. (2009), esse declínio esta relacionado 

com a redução da pobreza, com a melhoria da distribuição de renda, consequência da 

reativação do crescimento econômico e diminuição do desemprego, reajustes do salário-

mínimo e expansão da cobertura dos programas de transferência de renda. 
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Observações de caráter epidemiológico e experimental evidenciam que indivíduos 

desnutridos, especialmente crianças, apresentam maior susceptibilidade frente a 

processos infecciosos e índices mais elevados de morbidade e mortalidade 

(CHANDRA, 1991; LEE et al., 2003; JOOSTEN, 2010). De acordo com Waitzerg et al. 

(2006), a desnutrição pode ocorrer em 19% a 80% dos pacientes hospitalizados, sendo 

que até 70% dos pacientes inicialmente desnutridos sofrem piora gradual em seu estado 

nutricional durante a hospitalização, afetando seu estado geral e sua resposta ao 

tratamento. 

 

1.2. Desnutrição e sistema imunológico  

 

As células e as moléculas responsáveis pela imunidade formam o sistema 

imunológico. A resposta coletiva e coordenada à introdução de substâncias estranhas é 

chamada de resposta imunológica (ABBAS & LICHTMAN, 2005). Um sistema de 

proteção ao hospedeiro efetivo consiste de várias barreiras físicas, além de imunidades 

inata e adquirida (BROSTOFFID et al., 1991). Os mecanismos de resistência do 

hospedeiro podem ser divididos em dois grupos principais: inespecífico e específico. 

 

As defesas inespecíficas incluem pele e membranas, células fagocitárias, mucos, 

cílios, complementos, lisozima, interferon e outros fatores humorais. Esses processos 

inatos estão naturalmente presentes e não são influenciados pelo primeiro contato com o 

agente de infecção, atuando como a primeira linha de proteção e retardando o 

estabelecimento da infecção (CHANDRA, 1997). 
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Os mecanismos antígeno-específicos incluem o sistema de produção de 

anticorpo por células B e o sistema de imunidade mediada por células T. Esses 

mecanismos são adaptativos e adquiridos, sendo reações específicas induzidas pela 

primeira exposição ao microrganismo ou a seus determinantes antigênicos. Eles são 

efetivos na avaliação da extensão da infecção e na erradicação do organismo invasor. 

No corpo, as defesas inespecíficas e específicas atuam em união (CHANDRA, 1997). 

 

O sistema imune é capaz de reconhecer os organismos estranhos e invasores, 

impedir sua disseminação e eliminá-los do corpo humano. Este complexo sistema, 

responsável pela imunidade, é constituído por moléculas proteicas solúveis e células, 

que são principalmente os leucócitos e as células teciduais relacionadas a eles 

(LICHTMAN, 2005; PAUL, 2003). 

 

Os componentes celulares envolvidos na defesa inata e adaptativa do sistema 

imune são vários. As células exterminadoras naturais (células NK), descritas como não 

T e não B, são envolvidas principalmente na defesa inata (KINDT et al., 2008).  As 

células T natural killers (NKT) representam um raro subtipo de linfócitos T e são 

consideradas como parte do sistema imune inato; são caracterizadas por expressar 

rearranjo do TCR e também expressam marcadores de células NK, o que as coloca na 

interface entre a imunidade inata e a imunidade adaptativa (SANDBERG, 2003; 

MATSUDA, 2008; DIANA, 2009). Também podem ser citadas as células 

apresentadoras de antígeno ou APCs (linfócitos B, células dendríticas, macrófagos), 

linfócitos T CD4
+
, linfócitos T CD8

+
, que agem promovendo respostas imunes celulares 

e/ou humorais a depender do tipo de antígeno (KINDT et al., 2008). 
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Os linfócitos T CD4+ tipo Th1 promovem a resposta imune do tipo celular, 

devido ao perfil de citocinas produzidas IFN-γ, TNF-β e IL-12, que agem basicamente 

contra bactérias intracelulares. Estas três citocinas também estimulam a síntese de óxido 

nítrico e outros mediadores inflamatórios. Os linfócitos T CD4+ tipo Th2 produzem 

perfil distinto de citocinas, como IL-10, IL-4, IL-13 e IL-5, que levam a um tipo de 

resposta denominada humoral, muito importante na proteção contra bactérias 

extracelulares e toxinas. Existe equilíbrio entre a produção dessas citocinas, sendo que 

as citocinas IL-12 e IFN-gama, perfil Th1, inibem a resposta Th2, assim como as 

citocinas IL-10 e IL-4,  perfil Th2, inibem a resposta Th1. A dominância do tipo de 

resposta Th1/Th2 dependerá do microambiente de citocinas produzidas durante o ataque 

do patógeno ao hospedeiro (GUMY et al., 2004; KINDT et al., 2008). 

 

A perda do equilíbrio desses mecanismos envolvidos na resposta imune pode 

levar à imunodeficiência e às suas sequelas; por exemplo: aumento na incidência e na 

gravidade de infecção, infecção por organismos atípicos, malignidade e doenças 

autoimunes (BROSTOFFID et al., 1991). A imunodeficiência pode ocorrer devido a 

fatores congênitos, como defeitos de desenvolvimento do sistema imune, ou pode ser 

adquirida secundariamente por uma variedade de desordens sistêmicas. No grupo das 

adquiridas, as desordens nutricionais são as causas mais frequentes de imunodeficiência 

(BROSTOFFID et al., 1991). 

 

Entretanto, a literatura, relativamente às situações de desnutrição, apresenta 

dados muitas vezes conflitantes, o que pode ser devido à presença de quadro 

multicarencial e, frequentemente, associado a outros processos patológicos 

(ASCHKENASY,  1975; WATERLOW, 1996; CHANDRA, 1989, WHO, 2000). 
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A desnutrição proteica induz alterações estruturais em órgãos linfoides, 

especialmente em áreas timo-dependentes (GROSS & NEWBERNE, 1980; XAVIER et 

al., 1999; COTRAN et al., 2000), conduzindo à involução do timo, do baço e dos 

linfonodos e à linfopenia sanguínea (ASCHKENASY,  1975; CHANDRA, 1977, 1991;; 

GROSS & NEWBERNE, 1980; SCHRIMSCHAW, 2003). 

 

As populações de linfócitos parecem ser atingidas de maneira distinta pela 

desnutrição: nas áreas timo-dependentes há redução no número de linfócitos T, 

particularmente da população CD4
+
, estando normal o número de células B no baço, 

nos linfonodos e no sangue (CHANDRA, 1991). 

 

Na literatura, temos grupos de pesquisadores relatando a ocorrência de depressão 

da resposta celular (BELL, 1976; RODRIGUES, 2005) e temos trabalhos cujos 

resultados são opostos, revelando que, na desnutrição proteica, a resposta celular 

encontra-se estimulada (COOPER et al., 1974; GOOD & LORENZ, 1988). A interação 

desnutrição-infecção em seus múltiplos aspectos tem sido alvo de estudo nas últimas 

décadas, sendo considerada a principal causa da imunodeficiência (CHANDRA, 1997; 

WOODWARD, 1998), enquanto a dieta pode ser considerada como moduladora do 

sistema imune (MARCOS, 2000). 

 

1.3. STAT (signal transducers and activators of transcription) 

 

O desenvolvimento da resposta imune efetiva envolve células linfoides, células 

inflamatórias e células hematopoiéticas. As complexas interações entre essas células são 
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mediadas por um grupo de proteínas coletivamente designadas citocinas, para denotar 

seu papel na comunicação célula-célula. Entre as inúmeras respostas fisiológicas que 

requerem o envolvimento de citocinas estão o desenvolvimento das respostas imunes 

celular e humoral, a indução de resposta inflamatória, a regulação da hematopoese, além 

do controle da proliferação e da diferenciação celular (KINDT et al., 2008).  

 

As citocinas são proteínas regulatórias de baixo peso molecular ou glicoproteínas 

secretadas pelas células brancas e por várias outras células no corpo em resposta a 

inúmeros estímulos. Estas proteínas auxiliam na regulação do desenvolvimento de 

células efetoras do sistema imune, sendo que algumas citocinas possuem funções 

efetoras diretas por conta própria. Elas se ligam a receptores específicos de membranas 

nas células-alvo, desencadeando uma via de transdução de sinais que, em última análise, 

leva à alteração da expressão gênica em células-alvo. Muitas, se não a maioria, das 

citocinas usam o sinal transdutor Janus quinase (JAK) e a via de sinalização ativador de 

transcrição (STAT) para mediar a ativação do gene ou sua repressão (KINDT et al., 

2008). 

 

Os STATs (signal transducers and activators of transcription) são fatores de 

transcrição citoplasmáticos latentes que se tornam ativados após serem recrutados para 

um complexo receptor e fosforilados em resíduos de aminoácidos específicos. A família 

STAT é composta por sete membros (STAT-1, STAT-2, STAT-3, STAT-4, STAT-5a, 

STAT-5b), que, quando ativados por citocinas ou fatores de crescimento, se dimerizam, 

migram para o núcleo e induzem alterações no padrão de expressão gênica ao se ligarem 

aos promotores de genes-alvos específicos (DARNELL et al., 1997; ARONSO, 2002). 
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Dessa forma, a rota de sinalização JAK-STAT promove um caminho direto de 

sinalização. Quando as citocinas são secretadas pelas células, em resposta a estímulos 

gerados por outras citocinas do sistema imune, antígenos ou agentes inflamatórios, estas 

se ligam a superfície celular das células e induzem a oligomerização e a reorientação 

das cadeias do receptor em um oligômero. Quando ativadas, as JAKs fosforilam e 

ativam proteínas reguladoras do gene latente, STATs, as quais possuem domínio SH2, 

que reconhece apenas o sítio fosfotirosina-específico nos receptores e fazem a mediação 

da ligação da proteína STAT a um sítio de fosfotirosina em um receptor de citocina 

ativado. O domínio SH2 na STAT que foi liberada faz a mediação da sua ligação a uma 

fosfotirosina em outra molécula de STAT, formando um dímero. O dímero de STAT 

move-se em direção ao núcleo onde, em combinação com outros genes de proteínas 

reguladoras, ligam-se a DNA específico e estimulam sua transcrição (DARNELL et al., 

1994; IHLE, 1996; ARONSO, 2002;  ALBERTS et al., 2004). 

 

O interferon gama (IFN-) é uma citocina pró-inflamatória importante para as 

imunidades inata e adaptativa, contra infecções virais e bacterianas intracelulares. O 

IFN- é sintetizado principalmente por células NK como parte da resposta imune inata, 

e por linfócitos T CD4
+
 e citotóxicos CD8

+
 efetores. Indivíduos que possuem mutações 

nos receptores dos genes de IFN- são mais susceptíveis a agentes infecciosos, inclusive 

cepas de salmonela e micobactéria (KADOWAKI, 2000). Dados da literatura indicam 

que STAT-1 desempenha papel obrigatório na mediação de respostas biológicas 

dependentes de interferon. 

 

A STAT-1 pode ser ativada por IFN- e formar homodímeros que migram para o 

núcleo, onde se ligam a sequências de GAS – sequência ativadora de interferon gama – 
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e tem sido relacionada com grande número de outras citocinas e fatores de crescimento, 

incluindo hormônio de crescimento, interleucina 2 (IL-2), EGF e angiotensina (AKIRA, 

1999; 2006).  

 

Trabalhos demonstram que camundongos knockout para STAT-1 apresentam 

comprometimento da resposta imune, com diminuição da expressão de RNA 

mensageiro para IFN. O IFN- e o IFN- possuem capacidade de modular a expressão 

de moléculas MHC de classes II e B7-2. Entretanto, animais knockout para STAT-1 não 

apresentaram modulação dessas moléculas, bem como diminuição na produção de óxido 

nítrico (NO), quando estimulados com LPS, mostrando que animais knockout para a 

STAT-1 são bastante sensíveis a infecções (DURBIN et al., 1996; MERAZ et al., 

1996). 

 

A proteína STAT-1 também participa do processo de angiogênese tumoral, 

inibindo a expressão de moléculas como o fator de crescimento do fibroblasto básico, o 

MMP-2 e o MMP9, o que lhe confere propriedade antiangiogênica (HAURA, 2005), ao 

inibir a expressão dos genes bcl-2 e bcl-Xl e promover a expressão das caspases 1, 2, 3 

e 7, quando STAT-1 torna-se uma proteína pró-apoptótica (MICHEAU et al., 1999).  

 

Com relação à STAT-3, dados da literatura têm demonstrado que animais 

deficientes para STAT-3 apresentam comprometimento nas funções de defesa 

(TAKEDA et al., 1999). Quando mostraram-se altamente suscetíveis ao choque 

endotóxico, com aumento na produção de citocinas inflamatórias, como TNF-, IL-1 e 

IFN-, também se observou resposta imune polarizada do tipo Th1, com aumento da 

secreção de IFN-, bem como supressão da produção de IL-10. Esses resultados 
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indicam que a STAT-3 possui importante papel na sinalização da resposta anti-

inflamatória (AKIRA, 2006).  

 

Com relação à citocina IL-10, ela desempenha papel fundamental no controle das 

respostas imunes e na manutenção da tolerância in vivo (MOORE, et al., 2001) e a 

sinalização da IL-10 compreende principalmente a via STAT-3 (CAVAILLON, 2001). 

As atividades biológicas da IL-10 são variadas; a mais relevante é a de limitar a 

magnitude da resposta imune, comprovada em experimentos com ratos com deleção do 

gene para a produção de IL-10. Esses ratos não somente apresentaram aumento da 

resposta Th1 e, consequentemente, aumento da resposta às infecções contra bactérias, 

fungos e toxoplasma, como também mostraram exagerada resposta alérgica e asmática 

(PESTKA, 2004). 

 

Todas as STATs apresentam topografia comum e são organizadas em três 

domínios funcionais distintos, que incluem: o domínio de ligação ao DNA, o domínio 

de dimerização e o domínio de ativação transcricional (TAD) (SCHINDLER, 1998). 

Dessa forma, a rota de sinalização JAK-STAT promove um caminho direto de 

sinalização, sendo crítica para diferentes funções celulares, incluindo o 

desenvolvimento embriogênico, a organogênese, as funções imunológicas, o 

crescimento, a diferenciação e a sobrevivência celulares (BUETTNER et al., 2002). 
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2. OBJETIVOS 

2.1. Objetivo geral 

 

Sabendo-se que animais desnutridos apresentam hipoplasia severa de órgãos linfo-

hemopoéticos, com comprometimento na resposta imune, alterações funcionais em 

macrófagos, com menor síntese de citocinas pró-inflamatórias, se propôs, neste 

trabalho, abordar alguns aspectos da complexa regulação imunológica e destacar as 

prováveis contribuições provenientes dos novos conhecimentos envolvidos na resposta 

imune em situações de desnutrição proteica. 

 

2.2. Objetivos específicos 

 

Baseados em um modelo de desnutrição proteico experimental, avaliamos: 

 

 Perfil hematológico (avaliando hemograma, mielograma, esplenograma) 

 Histologia esplênica 

 Perfil imunofenotípico esplênico e tímico 

 Capacidade proliferativa de células esplênicas  

 Capacidade de células esplênicas em sintetizar as citocinas IL-2, IL-10 e 

IFNγ, quando estimuladas in vitro com LPS e CONA 

 Expressão das STATs 1 e 3 em células esplênicas 
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3. MATERIAL E MÉTODOS 

3.1.  Animais 

 

Para realização dos experimentos, foram utilizados camundongos BALB/C, de 

dois a três meses de idade, isogênicos, machos, provenientes do Biotério de Produção e 

Experimentação da Faculdade de Ciências Farmacêuticas e do Instituto de Química da 

Universidade de São Paulo. 

 

Os animais foram submetidos, desde o nascimento, às mesmas condições 

ambientais (temperatura ambiente entre 22 e 25C, ciclo de luz de 12 horas). Logo após 

o desmame, os animais passaram a ser alimentados com ração Purina


 e água ad libitum 

até o início do experimento. Eles foram pesados e distribuídos em gaiolas metabólicas 

(ZUCAS et al., 1969), pesados a cada 48 horas, durante o período de adaptação 

(BORELLI et al., 1995), que foi definido pelo ganho e pela estabilidade do peso 

corpóreo.  

 

3.2.  Rações 

 

A ração I controle, destinada aos animais nutridos, contém 12% de proteína 

(Tabela 1. Ração I controle), enquanto a ração II hipoproteica, destinada aos animais do 

grupo desnutrido, contém 2% de proteína (Tabela 1. Ração II hipoproteica). As rações 

são isocalóricas, sendo diferente apenas o conteúdo proteico.  A caseína foi a fonte 

proteica das rações, sendo a concentração proteica da caseína e das rações determinadas 

pelo método micro-Kjeldahl (INSTITUTO ADOLFO LUTZ, 1985). As misturas 

salínica e vitamínica utilizadas foram as recomendadas por Reeves et al. (1993)  
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(Tabela 1). As rações foram produzidas em nosso laboratório, na forma de granulado, e 

conservadas a -4C até o momento de uso.   

 

Tabela 1 - Composição percentual da ração 
 

 

 

Composição 

 

Ração normoproteica 
 

Ração hipoproteica 

 

(g/kg ração) 

 

Proteína 
 

120 
 

20 

Sacarose 100 100 

Celulose 50 50 

Óleo de soja 40 40 

Mistura salínica 35 35 

Mistura vitamínica 10 10 

L-Cistina 1,8 0,257 

Bitartarato de colina 2,5 2,5 

Tert-butil-hidroquinona 0,008 0,008 

Amido (q.s.p.) 1.000 1.000 

 

Composição das dietas normoproteica e hipoproteica de acordo com o Instituto 

Americano de Nutrição (REEVES, 1993). 
 

3.3. Indução à desnutrição 

 

No período de adaptação de aproximadamente 3 semanas, os animais foram 

colocados individualmente em gaiolas metabólicas e mantidos nas mesmas condições 

de ciclo de luz de 12h (claro/escuro), onde foram alimentados com ração Purina


 e água 

ad libitum até adaptação ao gaioleiro, estabilidade do peso corporal e início do 

experimento. 

 

Após o período de adaptação, os animais foram separados em dois grupos: 

controle e desnutrido. Ao grupo controle (nutrido) foi administrada ração contendo 12% 
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de proteína e ao grupo experimental (desnutrido) foi administrada dieta com 2% de 

proteína. Em ambos os grupos, foram determinados, a cada 48 horas, o consumo de 

ração e o peso corpóreo de cada animal. Ao final deste período, os animais dos grupos 

controle e desnutrido foram eutanasiados para obtenção das amostras biológicas. 

 

3.4. Avaliação do estado nutricional dos animais 

 

A avaliação do estado nutricional dos animais foi baseada no peso corpóreo, no 

consumo diário das rações, no consumo total de proteína, na dosagem de proteínas 

totais, albumina, pré-albumina sérica, hemograma, mielograma, esplenograma e no 

exame histológico do baço. 

 

3.5.  Obtenção de sangue total e soro 

 

As amostras sanguíneas foram obtidas, a partir do plexo axilar, com auxílio de 

uma pipeta de transferência, em camundongos previamente anestesiados com cloridrato 

de quetamina (50 mg/Kg de massa corporal) associado ao cloridrato de xilazina (50 

mg/Kg de massa corporal), por via intramuscular. Amostras sem anticoagulante foram 

utilizadas, para obtenção do soro, e amostras utilizando-se EDTA 10%, como 

anticoagulante, para obtenção do sangue total, o qual foi utilizado para a realização do 

hemograma. O soro foi separado por centrifugação (2.000Xg por 10 minutos), a 4C, e 

foi utilizado para a dosagem das proteínas totais, albumina e pré-albumina.   
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3.6.  Determinação de proteínas totais, albumina, pré-albumina e hemograma 

 

A determinação de proteínas totais foi feita pelo método do Biureto (GORNALL 

et al., 1949) e a determinação de albumina e pré-albumina foi realizada pelo método do 

Verde de Bromo Cresol (DOUMAS et al., 1971). As amostras foram processadas em 

duplicata e as leituras realizadas em espectrofotômetro automatizado COBAS MIRA 

PLUS (ROCHE


). 

 

Para a realização do hemograma, as amostras foram coletadas como descrito no 

item 3.5 e, com esse material, realizamos o hemograma (DACIE & LEWIS, 1995). O 

número de eritrócitos e de leucócitos foi determinado pelo analisador automático de 

células sanguíneas ABC Vet (ABX DIAGNOSTICS). Os valores relativos do número 

de leucócitos foram determinados em extensões sanguíneas realizadas após a coleta do 

sangue e coradas pela coloração de May Grunwald-Giensa, modificada (ROSENFELD, 

1947). 

 

 

3.7.  Dosagem de IgG e IgM 

 

As amostras sanguíneas foram obtidas como descrito no item 3.5.  Foram 

coletados soros de animais dos grupos controle e desnutrido. Dos animais estimulados 

in vivo com 1,25g de LPS de Eschericia coli, sorotipo 055:B5 (Sigma Chemical 

Company, USA
®
), também foram coletados o soro, após 1 hora, para dosagem de 

imunoglobulinas. As dosagens de IgG e IgM foram realizadas por kits comerciais, 
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seguindo-se a recomendação do fabricante (Abcam, IgG Mouse ELISA Kit ab157719 e 

IgM Mouse ELISA kit ab133047). 

 

3.8.  Obtenção de células da medula óssea e realização do mielograma 

 

Animais anestesiados, de acordo com o descrito no item 3.5, foram exsanguinados 

por venossecção e eutanasiados. Procedeu-se à retirada do fêmur esquerdo, seguida do 

corte das epífises. As células da MO foram obtidas por lavagem da cavidade femural 

com 0,5 mL de meio de cultura McCOY´S 5A


, modificado (SIGMA


, CHEMICAL 

COMPANY, USA). A suspensão celular obtida foi utilizada para a contagem do 

número total de células nucleadas em câmara de Neubauer (utilizando-se, como 

diluente, o líquido de Turk) e para a confecção de lâminas obtidas por citocentrifugação 

e coradas pelo método May-Grunwald-Giemsa, modificado (ROSENFELD, 1947), que 

foram analisadas em microscópio óptico, a fim de se realizar a identificação e a 

quantificação das populações celulares (contando-se, no mínimo, 300 células por 

lâmina). 

 

3.9.  Obtenção de células do baço 

 

Para obtenção de células do baço, após a perda de 20% do peso corpóreo inicial, 

os animais do grupo desnutrido e os respectivos controles foram anestesiados, 

exsanguinados e eutanasiados. O baço foi retirado e transferido para uma placa de Petri 

de plástico, contendo meio de cultura RPMI 1640 (Cultilab


, Campinas, Brasil), pH 7,4, 

estéril, contendo 10% de soro bovino fetal (Cultilab


 Campinas, Brasil) contendo 

glutamina. Na placa de Petri, a cápsula do órgão foi rompida e as células foram 
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delicadamente retiradas da cápsula pelo método de dissociação mecânica. A suspensão 

foi homogeneizada na placa com pipeta tipo Pasteur, para completa dissociação celular, 

e transferida para o tubo cônico de plástico, que foi mantido em banho de gelo. 

 

As células obtidas do baço foram  quantificadas em hemocitômetro de Neubauer, 

enquanto a viabilidade celular foi avaliada pelo teste de exclusão com o azul de tripano. 

 

3.10.  Obtenção de células do timo 

 

Para obtenção de células do timo, após a perda de 20% do peso corpóreo inicial, 

os animais do grupo desnutrido e os respectivos controles foram anestesiados, 

exsanguinados e eutanasiados. O timo foi retirado e transferido para uma placa de Petri 

de plástico, contendo meio de cultura RPMI 1640 (Cultilab


, Campinas, Brasil), pH 7,4, 

estéril, contendo 10% de soro bovino fetal (Cultilab


 Campinas, Brasil) contendo 

glutamina. Na placa de Petri, o timo foi macerado com bulbo de seringa e uma peneira 

de malha fina (BD Biosciences). Após a maceração, a suspensão foi transferida para o 

tubo cônico de plástico, que foi mantido em banho de gelo. 

 

As células obtidas do timo foram quantificadas em hemocitômetro de Neubauer, 

enquanto a viabilidade celular foi avaliada pelo teste de exclusão com o azul de tripano. 

 

3.11.  Esplenograma 

 

A partir das amostras da suspensão total de células do baço e imediatamente após 

a coleta, foram preparadas lâminas por citocentrifugação (Incibrás®, Brasil). As 
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lâminas foram coradas pelo método de May-Grünwald-Giemsa, modificado 

(ROSENFELD, 1947), e, para a análise diferencial, foram contadas, no mínimo, 300 

células ao microscópio óptico. A contagem total de células foi realizada em 

hemocitômetro de Neubauer, após diluição das amostras da suspensão celular com 

líquido de Turk.  

 

3.12.  Fenotipagem celular por citometria de fluxo 

 

Células do baço e do timo dos camundongos BALB/C foram preparadas de 

acordo com o protocolo descrito nos itens 3.9 e 3.10. Suspensões contendo 10
6
 

células/mL foram preparadas e distribuídas em tubos de polipropileno de 12 x 75 mm 

(BD Biosciences). A seguir, foram adicionados anticorpos conjugados com 

fluorocromos e em diluições apropriadas para os marcadores CD3 Pacific blue, CD4 

APC, CD8a PerCP, CD19 PE e CD49b FITC (para esplenócitos) e CD4 APC, CD8a 

PerCP (para células do timo), seguido de incubação por 30 minutos a 4º C, protegida da 

luz. Após lavagem, as amostras foram ressuspendidas em tampão de FACS (PBS 

contendo 1% de soro fetal bovino) e adquiridas nos citômetros FACSCalibur ou 

FACSCanto II, do Serviço de Citometria do Departamento de Imunologia do Instituto 

de Ciências Biomédicas da USP. Os anticorpos utilizados foram tanto da empresa BD 

Biosciences quando da empresa Biolegend. 

 

A análise dos resultados foi realizada utilizando-se o software FlowJo, versão 

7.5.5 (Tree Star, Ashland, OR, USA). 
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3.13.  Avaliação do perfil proliferativo das células esplênicas utilizando iodeto de 

propídeo e RNAse, por citometria de fluxo 

 

As suspensões de células do baço foram obtidas como descrito no item 3.9. 

Foram utilizadas 1x10
6
 células do baço, que foram centrifugadas por 10 minutos, 300 g, 

a 4
o
C. O sobrenadante foi retirado e o sedimento celular lavado com PBS (solução de 

tampão fosfato, pH 7,4). Em seguida, foram adicionados 200 μL de solução de iodeto de 

propídeo (PI)  (BD Biosciences Pharmigem) em 1x10
6
 células. 

 

Após este período, os tubos foram centrifugados por 5 minutos a 300 g, o 

sobrenadante foi retirado e o sedimento celular foi lavado duas vezes com PBS, sendo 

que, após a última lavagem, o sedimento foi ressuspenso em 200 μL de PBS. Foram 

adicionados 200 μL de solução de iodeto de propídeo para marcação (5 μL de Triton–

X100, 20 μL de RNAse a 20 mg/mL, 50 μL de uma solução estoque de PI a 50  μg/mL), 

sendo  submetida à análise por citometria de fluxo.  

 

3.14.  Avaliação histopatológica do baço 

 

Para a avaliação histológica do baço, os órgãos retirados dos camundongos, 

tanto do grupo controle quanto do grupo desnutrido, foram fixados em formalina 

tamponada 10% e incluídos em parafina, seguindo o processamento histológico 

convencional. A avaliação histológica foi realizada em lâminas contendo cortes de 

aproximadamente 5m, obtidos a partir de fragmentos de tecido emblocados em 

parafina e corados pelos métodos hematoxilina e eosina, seguindo-se os procedimentos 

histológicos rotineiros. 
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3.15.  Cultura de células totais do baço 

 

As células foram coletadas como descrito no item 3.9, sendo que as células 

mononucleares foram separadas utilizando-se Fycoll-Hypaque. Foram plaqueadas, em 

quadriplicata, 1x10⁵ 
células mononucleares do baço em placas de 96 wells em meio 

RIPA suplementado com 10% de soro bovino fetal e mitógenos (LPS ou ConA), em 

volume final de 150 μL/poço. As placas de cultura foram mantidas por 5 dias a 37
o
C e 

em atmosfera úmida contendo 5% de CO2. Após esse período, o sobrenadante foi 

retirado e as células foram lisadas por meio da adição em cada poço de tampão RIPA 

(0,1 % SDS, 1 % Igepal CA-630, 1 % deoxicolato de sódio, 10 mM Tris.HCL, pH 7,5, 

150 mM NaCl, 2 µg/mL aprotinina, 1 µg/mL leupeptina, 100 µg/mL PMSF, 0,5 mM 

EDTA). A partir desse lisado celular, foram realizados os ensaios de determinação das 

proteínas STAT-1 e STAT-3 por Western Blot. 

 

O sobrenadante da cultura celular removido foi congelado (-80 °C), para posterior 

dosagem de IFN-γ, IL-2 e IL-10. A determinação das concentrações de IFN-γ, IL-2 e 

IL-10, presentes no sobrenadante das culturas celulares, foi realizada pelo método de 

ELISA (Enzyme Linked ImmnunoSorbent Assay) – kits R&D Systems. 

 

3.16.  Avaliação da síntese de citocinas 

 

A análise de citocinas foi realizada em amostras do sobrenadante de cultura de 

células do baço obtido após 24 horas e 72 horas de cultivo, de acordo item anterior. A 

concentração de IL-2, IL-10 e IFN-γ foi determinada por meio de imunoensaio do tipo 
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ELISA, utilizando-se kit Quantikine (R&D System, USA), segundo metodologia 

descrita pelo fabricante. 

 

3.17.  Proliferação de linfócitos 

 

Após eutanásia, camundongos BALB/c machos, grupos controle e desnutrido, 

tiveram o baço retirado em condições assépticas e colocado em 5 mL de RPMI 1640. O 

órgão foi macerado em peneiras com poros de 40 m, com a ajuda de um êmbolo de 

seringa estéril. As células foram centrifugadas a 300 g (5 min/4º C) e, após descarte do 

meio, os eritrócitos foram lisados. As células foram lavadas novamente e 

ressuspendidas em meio completo, para contagem em câmara de Neubauer. Suspensões 

celulares contendo 10
6 

células/mL foram preparadas e distribuídas em alíquotas de 100 

µL por poço, em placas de 96 poços. A seguir, foram adicionados nos poços da cultura 

100 µL de Con A, nas concentrações finais de 0,1 µg/mL, 0,5 µg/mL e 1 µg/mL  ou 

LPS nas  concentrações  finais de 1 µg/mL, 5 µg/mL , 10 µg/mL e 20 µg/mL. As 

culturas foram incubadas por 72 h, a 37º C e 5% CO2. Após 48 h de incubação, 25 µL 

de resazurina 0,01% (preparada em meio completo) foram adicionados em todos os 

poços. 

 

A resazurina é um composto de cor azul, não tóxico, permeável e não 

fluorescente, que utiliza as reações de redução provenientes de células metabolicamente 

ativas para converter-se em uma molécula vermelha fluorescente chamada resofurina. A 

quantidade de fluorescência e também a variação na coloração produzida durante o 

ensaio são proporcionais ao número de células vivas. Entre 18 e 24 horas após a adição 

da resazurina, a densidade óptica (D.O.) de cada poço foi medida, a 570 e 600 nm, e a 
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proliferação foi avaliada pela subtração dos valores obtidos entre a D.O. das duas 

leituras. 

 

A proliferação celular também foi avaliada pelo ensaio colorimétrico MTT, 

utilizando-se as concentrações de LPS de 1,25µg/mL ou ConA de 5µg/mL. As células 

do baço dos camundongos BALB/C foram preparadas de acordo com o protocolo 

descrito acima. 

 

Tanto nas amostras previamente incubadas quanto a curva padrão foram 

adicionados 10L da solução de MTT (azul de tiazol) em cada poço (Sigma® Chemical 

Company, USA) na concentração de 5mg/mL, sendo as placas novamente incubadas a 

37
o
C, em atmosfera úmida contendo 5% de CO2, por 4 horas. Após esse período de 

incubação, foram adicionados 100L de solução de SDS 10% em HCl 0,01M em cada 

poço, seguido de nova incubação por 12-72 horas, a 37
o
C, em atmosfera úmida 

contendo 5% de CO2. Após esse período, a proliferação celular foi avaliada pelo método 

de MTT. 

 

O ensaio colorimétrico do MTT tem como princípio a redução do sal MTT (3-

(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difenil bromo tetrazólio, Sigma®) pela desidrogenase 

mitocondrial das células vivas, para o produto de reação MTT-formazana de cor azul 

escuro, assim avaliando a proliferação celular  expressa em termos de absorbância. 

Através de um leitor de placas (EL800 Universal Microplate Reader – Bio-Tek 

Instrumentals, Inc), foram obtidas as absorbâncias a 550nm. Os testes foram realizados 

em triplicata. 
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3.18.  Determinação da expressão de STAT-1 e STAT-3 

 

A expressão das STAT-1 e STAT- 3 em células do baço, mantidos sob cultura 

como descrito no item 3.15, foi determinada pela técnica de Western Blotting. 

 

3.19. SDS-PAGE e Western Blotting 

3.19.1.  Preparo do gel de poliacrilamida 

 

O procedimento foi realizado conforme protocolo de Sambrook et al. (1989) e 

Harlow & Lane (1988), descrito sucintamente a seguir. 

 

Foram preparados géis em bicamada, sendo a camada superior (gel de 

empacotamento) constituída de acrilamida a 5%, 125 mM Tris pH 6,8, 0,1% SDS, 0,1% 

persulfato de amônio e 0,1 % TEMED. O gel inferior (resolutivo) foi preparado com 6 a 

10 % de poliacrilamida, 380 mM Tris.HCl, pH 8,8, 0,1 % persulfato de amônio e 0,077 

% TEMED.  

 

3.19.2. Preparo de lisado de proteínas para SDS-PAGE e Western Blotting 

 

Os lisados foram preparados a partir de 1x10
6 

células em tampão RIPA (0,1 % 

SDS, 1 % Igepal CA-630, 1 % deoxicolato de sódio, 10 mM Tris.HCL, pH 7,5, 150 mM 

NaCl, 2 µg/mL aprotinina, 1 µg/mL leupeptina, 100 µg/mL PMSF, 0,5 mM EDTA). O 

material foi sonicado (30 segundos), centrifugado por 10 minutos, a 20.000 rpm, e a 4 

°C. O sobrenadante foi quantificado e o volume correspondente a 200 µg foi misturado 

ao tampão de amostra (3 x concentrado, 100 mM Tris.HCL, pH 6,8, 5 % 2-
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mercaptoetanol (v/v), 2 % SDS, 20 % glicerol, 0,01 % azul de bromofenol), fervido por 

10 minutos e submetido à eletroforese em gel de poliacrilamida. Foi utilizada a mistura 

pré-corada BenchMark (GIBCO BRL, MD, USA) (5-10 µg de proteína). 

 

3.19.3. Transferência de proteínas do gel para a membrana (nitrocelulose) 

 

O gel contendo as proteínas fracionadas por eletroforese foi incubado por 10 

min em tampão de transferência (3 mM glicina, 48 mM Tris base, 0,037 % 

SDS, 20 % metanol, pH 8,3). Paralelamente, a membrana de nitrocelulose foi hidratada 

e então também incubada em tampão de transferência. Um “sanduíche” foi então 

montado, na seguinte ordem: 3 folhas de papel filtro, gel, membrana, 3 folhas de  

papel filtro. A transferência foi realizada em cuba de eletroforese, na presença de 

tampão de transferência, sob corrente de 200-400 mA, por 30-90 min. 

 

A eficiência da transferência foi verificada corando-se a membrana por 

5-10 min com corante Ponceau (1% Ponceau, 1 % ácido acético), seguida de 

lavagem com água destilada ou TBS (Tris, pH 7,5, 20 mM, NaCI 0,9 %). 

 

3.19.4.  Sondagens das proteínas com anticorpos 

 

Os sítios sem proteínas das membranas foram bloqueados com proteínas de 

leite desnatado Molico, a 5 %, em tampão TBS,  por 12 horas, sob agitação. Os 

anticorpos primários específicos Stat1 (E-23): sc-346, p-Stat1 (Tyr 701): sc-

135648, Stat3 (C-20): sc-482 e p-Stat3 (Ser 727)-R: sc-8001-R , ambos da marca 

Santa Cruz Biotechnology, Inc., foram diluídos 1:500 em TBS com 0,05% Tween 
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20 (TBST) e utilizados para a incubação com as membranas, por 12 horas, sob 

agitação, à temperatura ambiente. A membrana foi lavada 3 vezes, por 10 min, 

com TBST. As proteínas foram então sondadas com anticorpo anti-IgG de coelho 

conjugado com peroxidase de raiz forte, diluído 1:5.000 em TBST, por 2 horas, 

com agitação. A membrana foi lavada 3 vezes, por 10 min, com agitação. 

 

3.19.5.  Revelação com sistema quimioluminescente 

 

A revelação foi realizada utilizando-se o kit ECL Plus (luminol, fenol e 

peróxido de hidrogênio), com exposição das membranas em filmes de raio X. Para 

análise, foi utilizado o digitalizador de imagem ImageQuant 400 (GE Helthcare). 

 

4.0. ANÁLISE ESTATÍSTICA 

 

Para cada conjunto de dados, foi realizado o teste de normalidade. Após a 

verificação de que os dados seguiam uma distribuição normal, todos os resultados foram 

analisados por teste “t”, sendo considerado estatisticamente significativo quando p<0,05. 

A análise estatística foi realizada utilizando-se o programa GraphPad Prisma versão 4.0. 
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5. RESULTADOS 

5.1.  Consumo de proteína, variação do peso e da ração 

 

Verificamos que não houve diferença na quantidade de consumo de ração dos 

animais do grupo desnutrido em relação aos animais do grupo controle, mas houve 

significativa redução no consumo de proteínas, já que a dieta hipoproteica contém 

apenas 2% de proteína. Os animais do grupo desnutrido apresentaram perda de peso 

significativa em relação ao peso inicial, quando comparados com os do grupo controle. 
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Gráfico 1. Resultado, em valores médios  o desvio padrão, do consumo de ração e de 

proteínas dos animais dos grupos controle (n=20) e desnutrido (n=20). Os animais dos grupos 

controle e desnutrido receberam, respectivamente, a ração I e a ração II. * Valores 

significativos para p 0,05. n representa o número de animais avaliados. 

 

5.2.   Análise das concentrações séricas de proteínas totais e albumina 

 

Verificamos redução significativa nas concentrações de proteínas totais, albumina 

e pré-albumina nos animais desnutridos em relação ao grupo controle, caracterizando o 

quadro de desnutrição.  
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Gráfico 2. Resultado, em valores médios  o desvio padrão, de proteínas totais, albumina e pré-

albumina dos animais dos grupos controle e desnutrido. Os animais dos grupos controle (n=11) 

e desnutrido (n=11) receberam, respectivamente, a ração I e a ração II. * Valores significativos 

para p 0,05. ** Valores significativos para p 0,01.  n representa o número de animais 

avaliados. 

 

5.3. Avaliação das concentrações séricas de imunoglobulinas  

 

A quantificação de imunoglobulina M não mostrou diferença entre animais dos 

grupos controle e desnutrido. Entretanto, animais estimulados com LPS apresentaram 

menor produção de IgM em relação aos animais controles. Em relação à produção de 

IgG, não observamos diferenças estatísticas entre os grupos.  

 

 

 

 

 

 

 

 

Gráfico 3. Resultado, em valores médios  o desvio padrão, das concentrações de 

imunoglobulinas IgG e IgM dos animais dos grupos controle e desnutrido. Os animais dos 

grupos controle (n= 5) e desnutrido (n= 5). * Valores significativos para p 0,05. n representa 

o número de animais avaliados. 
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5.4. Avaliação hematológica 

5.4.1. Eritrograma 

 

Os animais do grupo desnutrido apresentaram anemia, com valores 

significativamente menores (p 0,05) para número de eritrócitos, volume 

hematócrito e concentração de hemoglobina, em relação aos respectivos controles. 
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Gráfico 4. Resultado, em valores médios  o desvio padrão, da concentração de hemoglobina, 

do número de hemácias e do volume do hematócrito de camundongos Balb/C dos grupos 

controle (n =10) e desnutrido ( n =10). n representa número de animais avaliados. * Valores 

significativos para p 0,05. n representa o número de animais avaliados. 

 

5.4.2. Leucograma 

 

Os animais do grupo desnutrido apresentaram redução estatisticamente 

significativa do número de leucócitos, em relação ao grupo controle; sendo que os 

animais do grupo desnutrido apresentaram leucopenia com acentuadas neutropenia e  

linfocitose, em relação aos respectivos controles. 

 



44 

 

Controle Desnutrido
0

1000

2000

3000

4000

**

Grupos

L
e

u
c

ó
c

it
o

s

(/
m

m
3
)

Controle Desnutrido
0

200

400

600

800

***

Grupos

N
e

u
tr

ó
fi

lo
s

(/
m

m
3
)

Controle Desnutrido
0

10

20

30

Grupos

E
o

s
in

ó
fi

lo

(/
m

m
3
)

Controle Desnutrido
0

5

10

15

20

Grupos

B
a

s
ó

fi
lo

(/
m

m
3
)

Controle Desnutrido
0

500

1000

1500

2000

2500

**

Grupos

L
in

fó
c

it
o

 (
/m

m
3
)

Controle Desnutrido
0

50

100

150

*

Grupos

M
o

n
ó

c
it

o

(/
m

m
3
)

 

Gráfico 5. Resultados em valores  médios  o desvio padrão do número de leucócitos, do 

numero de bastonetes, segmentados, linfócitos, monócitos e eosinófilos presentes no sangue dos 

animais dos grupos controle (n=10) e desnutrido (n=10). ).* Valores significativos para p 0,05. 

** Valores significativos para p 0,01. *** Valores significativos para p 0,001.  n representa o 

número de animais avaliados. 

 

5.5. Avaliação morfológica da medula óssea 

 

A análise do quadro hematológico medular dos animais desnutridos evidenciou 

hipoplasia, com significativa redução no número de células nucleadas blásticas e na 

série granulocítica, além de significativa redução na série eritrocitária plasmocitária e 

monocítica, porém não observamos diferenças significativas nas contagens de 
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linfócitos. 
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Gráfico 6. Resultado, em valores médios  o desvio padrão, do mielograma do número total de 

células nucleadas e dos diferentes tipos celulares presentes na medula óssea de camundongos 

dos grupos controle (n =6) e desnutrido (n =6 ).* Valores significativos para p 0,05. ** 

Valores significativos para p 0,01.  n representa o número de animais avaliados. 
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5.6. Esplenograma 

 

A avaliação da celularidade do baço indicou diferença significativa entre os 

animais dos grupos controle e desnutrido. Podemos observar que os animais do grupo 

desnutrido apresentaram valores menores em relação ao grupo controle, caracterizada 

por diminuição de células da linhagem granulocítica, principalmente células maduras 

segmentadas, bem como diminuição do número total de linfócitos esplênicos (Gráfico 

8). Da mesma forma, o peso do baço dos animais desnutridos apresentou diferença 

significativa, quando comparado com o baço dos animais do grupo controle (Gráfico 

7). 
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Figura 1. A) Foto representativa do baço de animal do grupo controle e do grupo desnutrido, 

evidenciando atrofia no baço dos animais do grupo desnutrido. 

 

Gráfico 7. B) Resultado, em valores médios  o desvio padrão, do número de células nucleadas 

do baço de camundongos dos grupos controle  (n=8) e  desnutrido (n=8).** Valores 

significativos para p<0,01. n representa número de animais analisados.  
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Gráfico 8. Resultado, em valores médios  o desvio padrão, do esplenograma dos grupos 

controle (n =6) e desnutrido (n =6). * Valores significativos para p 0,05. ** Valores 

significativos para p 0,01.  n representa o número de animais avaliados. 
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5.7.   Análise histológica do baço 

 

O baço de animais do grupo desnutrido apresentou menor celularidade (Figura 

D), se comparado ao baço dos animais do grupo controle (Figura B), no qual 

observamos a progressiva depleção celular, em particular de linfócitos, além do 

espessamento de cápsulas e trabéculas esplênicas. O baço de animais dos grupos 

controle e desnutrido apresentou-se histologicamente preservado (Figuras A e C).  

 

 

 

Figura 2. A: Corte histológico de baço de animal do grupo controle, apresentando imagem 

panorâmica do tecido (4X). B: Corte histológico de baço de animal do grupo controle, 

evidenciando cápsula delimitando parênquima tecidual (40X). C: Corte histológico de baço de 

animal do grupo desnutrido, apresentando imagem panorâmica do tecido (4X). D: Corte 

histológico de baço de animal do grupo desnutrido, mostrando espessamento capsular e 

rarefação linfocitária (40X). 
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5.8.  Ensaio de proliferação de linfócitos 

 

A linfoproliferação das células do baço, pelo ensaio de resazurina, mostra que as 

células do grupo controle, quando estimuladas com diferentes concentrações de 

concanavalina (ConA) e lipopolissacarídeo (LPS), apresentaram maior capacidade de 

proliferação quando comparada com células de animais do grupo desnutrido. Destaca-se 

que células estimuladas com ConA apresentaram maior capacidade proliferativa.  
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Gráfico 9. Resultados, em valores médios  o desvio padrão, do número total de células 

mononucleares viáveis do baço, avaliadas após 72 horas de cultivo, após estimuladas com LPS 

ou ConA. Animais dos grupos controle (n=6 animais) e desnutrido (n=6 animais). n representa 

o número de animais avaliados. 

 

A linfoproliferação das células do baço, pelo ensaio de MTT, mostra que as 

células de ambos os grupos não apresentaram aumento de proliferação. Porém, quando 

essas células foram estimuladas com ConA e LPS, observamos aumento da 

proliferação, sendo que células de animais do grupo desnutrido apresentaram menor 

capacidade proliferativa quando comparadas com células de animais do grupo controle. 
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Gráfico 10. Resultados, em valores médios  o desvio padrão, do número total de células 

mononucleares viáveis do baço avaliadas após 72 horas de cultivo. Os animais dos grupos 

controle (n=6) e desnutrido (n=6).* Valores significativos para p 0,05. n representa o número 

de animais avaliados. 

 

5.9.  Ciclo celular 

 

A análise do ciclo celular em células esplênicas, avaliada pelo iodeto de 

propídio, revelou que os animais do grupo desnutrido, estimulados com ConA, 

apresentaram menor porcentagem de células nas fases S/G2/M, quando comparadas 

com células esplênicas de animais do grupo controle (Tabela 2).  

 

Tabela 2 - Ciclo celular de células esplênicas dos animais dos grupos controle e 

desnutrido estimuladas ou não com ConA 

 
 

Controle 

(n=6) 

 

Desnutrido 

 (n=6) 

 

Controle 

(n=6) 

 

Desnutrido 

 (n=6) 
 

Parâmetros 
 

Sem estímulo 
 

CONA 
 

G0/G1 
 

94.57 + 1.36
 
 

 

95.45 + 2.77 
 

85.57 + 3.59 
 

90.18 + 5.67 

S/G2/M 5.43 + 1.36 4.55 + 2.77
 
 14.44 + 3.59 9.81 + 3.55* 

 

Resultados em valores médios  desvio padrão das fases do ciclo celular G0/G1  e das S/G2/M de 

células do baço, estimuladas ou não com ConA, utilizando a técnica de iodeto de propídio. Os 

animais dos grupos controle (n=6) e desnutrido (n=6). * Valores significativos para p 0,05. n 

representa o número de animais avaliados. 



51 

 

 

5.10.  Caracterização imunofenotípica de células do baço 

 

Todas as representações gráficas da imunofenotipagem de células do baço de 

camundongos nutridos e desnutridos foram realizadas pela aquisição de 10
6 

células, 

realizada citômetros FACSCalibur ou FACSCanto II e analisadas e compensadas pelo 

software Flow Jo versão 7.5.5 (Tree Star, Ashland, OR, USA). 

 

 

 

Figura 3. Análise da dispersão dos eventos celulares adquiridos por citometria de fluxo: 

todas as células adquiridas de animais (controle e desnutrido) foram analisada em uma única 

janela eletrônica. Citograma bidimensional em “dot plot” formado por FSC na abscissa e SSC 

na ordenada. O tamanho celular é representado pelo canal de dispersão a 0° (FSC) e a 

complexidade interna é representada pelo canal de dispersão a 90° (SSC). 

Estratégia de análise 
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Figura 4. Estratégia de definição da janela de identificação para mensuração da 

quantificação de linfócitos T CD3/CD4/CD8, CD19  e NK/NKT de células do baço. 

Inicialmente, foi feita uma janela de aquisição na região de leucócitos marcada com anti-CD45
+
. 

Na sequência, foi feita outra janela de aquisição na região denominada CD3
+ 

e CD19
+ 

e, por 

fim, foi delimitada uma janela de aquisição de quadrantes para identificar as subpopulações de 

linfócitos T CD4
+
, CD8

+
, CD4

-
, CD8

-
, CD4

+
CD8

+
 e CD4

-
CD8

-
, respectivamente. Após, foi feita 

outra janela de aquisição na região denominada CD3
+ 

e CD49b e, finalmente, foi delimitada 

uma janela de aquisição de quadrantes para identificar as subpopulações de linfócitos NK e 

NKT. 
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A representação gráfica da imunofenotipagem de células do baço de 

camundongos (controle e desnutrido)  apresentou diferença estatística significativa na 

porcentagem de células CD45, de células CD4
+
 e de células CD3

+
 no baço, quando 

comparados aos animais do grupo controle. Quando comparamos a porcentagem de 

células CD19
+
 e de células NK e NKT de animais desnutridos, verificamos que não 

houve diferença estatística – quando comparados com animais do grupo controle. 
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Gráfico 11. Resultado, em valores médios  o desvio padrão, das subpopulações de linfócitos 

CD45/CD3/CD4/CD8/CD19 e NK/NKT do baço de animais dos grupos controle (n=6) e 

desnutrido (n=6). * Valores significativos para p 0,05. ** Valores significativos para p 0,01.  

n representa o número de animais avaliados. 

 

5.11.  Caracterização imunofenotípica de células do timo 

 

Todas as representações gráficas da imunofenotipagem de células do baço de 

camundongos nutridos e desnutridos foram realizadas pela aquisição de 10
6 

células 

realizada em citômetros FACSCalibur ou FACSCanto II e analisadas e compensadas 
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pelo software Flow Jo versão 7.5.5 (Tree Star, Ashland, OR, EUA). Os animais 

desnutridos não apresentaram diferença na porcentagem de células CD4
+
 e CD8

+
, bem 

como na relação porcentual CD4
+
/CD8

+
 no timo, quando comparados aos animais do 

grupo controle. 

 

 

 

Figura 5. Estratégia de definição da janela de identificação para mensuração da 

quantificação de linfócitos T CD3/CD4/CD8 do células Timo. Inicialmente, foi feita uma 

janela de aquisição na região  denominada CD3
+  

e, por fim, foi delimitada uma janela de 

aquisição de quadrantes para identificar as subpopulações de linfócitos T CD4
+ 

, CD8
+
,  

CD4
+
CD8

+
 e CD4

-
CD8

-
, respectivamente. 

 

Gráfico 12. Resultado, em valores médios   desvio padrão, das subpopulações de linfócitos T 

CD4
+ 

, CD8
+
,  CD4

+
CD8

+
 e CD4

-
CD8

-
  do baço de animais dos grupos controle (n=6) e 

desnutrido (n=6). O n representa o número de animais avaliados. 
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5.12.  Avaliação da síntese in vitro de citocinas por células esplênicas 

 

Nos resultados apresentados no gráfico 13, podemos observar que animais de 

ambos os grupos não apresentaram diferença na capacidade de produção de INF-ƴ. 
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Gráfico 13.  Resultado, em valores médios   desvio padrão, da concentração de IFN-y 

produzidas por células esplênicas dos grupos controle (n=8) e desnutrido (n=8) * Valores 

significativos para p<0,05. n representa número de animais analisados. 
 

 

Nos resultados apresentados no gráfico 14, podemos observar que animais do 

grupo desnutrido, quando estimulados com LPS, apresentaram maior capacidade de 

produção de IL-10, quando comparado com os respectivos animais do grupo controle. 
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Gráficos 14. Resultado, em valores médios  desvio padrão, da concentração de IL-10 

produzidas por células esplênicas dos grupos controle (n=8) e desnutrido (n=8) * Valores 

significativos para p<0,05. n representa número de animais analisados. 
 

 

Nos resultados apresentados no gráfico 15, podemos observar que animais do 

grupo desnutrido, quando estimulados com ConA e LPS, apresentaram menor 

capacidade de produção de IL-2, quando comparados com os respectivos animais  do 

grupo controle. 
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Gráfico 15.  Resultado, em valores médios  desvio padrão, da concentração de IL-2 

produzidas por células esplênicas dos grupos controle (n=8) e desnutrido (n=8) * Valores 

significativos para p<0,05. n representa número de animais analisados. 
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5.13.  Avaliação da expressão das STAT-1 e STAT-3 

 

A avaliação da expressão STAT-1 total evidenciou que células esplênicas dos 

animais de ambos os grupos, mesmo estimuladas in vitro, durante 24 horas com 1,25 µg de 

LPS e 5µg/mL de ConA, não apresentaram diferença estatística. 

 

 

Gráfico 16. Resultado, em valores médio ± desvio padrão, da quantificação STAT-1 em células 

esplênicas de camundongos dos grupos controle (n=6) e desnutrido (n= 6) estimuladas, in 

vitro, durante 24 horas com 1,25 µg de LPS e 5µg/mL de ConA. n representa número de 

animais analisados. 

 

A avaliação da expressão STAT- 1 fosforilada evidenciou que células esplênicas 

dos animais do grupo desnutrido, quando cultivadas e estimuladas in vitro durante 24 horas 

com 5µg/mL de ConA, apresentaram menor expressão de STAT-1p, quando comparado com o 

respectivo controle. 
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Gráfico 17. Resultado, em valores médios ± desvio padrão, da quantificação STAT-1 P em 

células esplênicas de camundongos dos grupos controle (n= 6) e desnutrido (n= 6) 

estimuladas, in vitro, durante 24 horas com 1,25 µg de LPS e 5µg/mL de ConA. * Valores 

significativos para p 0,05. n representa o número de animais avaliados. 

 

A avaliação da expressão STAT-3 total evidenciou que células esplênicas dos 

animais do grupo desnutrido, quando cultivadas e estimuladas in vitro durante 24 horas 

com 1,25 µg de LPS, apresentaram maior expressão de STAT-3 total, quando 

comparado com o respectivo controle. 

 

 

Gráfico 18.  Resultado, em valores médios ± desvio padrão, da quantificação STAT-3 em 

células esplênicas de camundongos dos grupos controle (n= 6) e desnutrido (n= 6) 

estimuladas, in vitro, durante 24 horas com 1,25 µg de LPS e 5µg/mL de ConA. * Valores 

significativos para p 0,05.  n representa o número de animais avaliados. 
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A avaliação da expressão STAT-3 fosforilada evidenciou que células esplênicas 

dos animais do grupo desnutrido, quando cultivadas e estimuladas in vitro durante 24 

horas com 1,25 µg de LPS e 5µg/mL de ConA, apresentaram maior expressão de STAT- 

3p, quando comparado com o respectivo controle. 

 

 

 

Gráfico 19. Resultado, em valores médio ± desvio padrão, da quantificação STAT-3 P em 

células esplênicas de camundongos dos grupos controle (n= 6) e desnutrido (n= 6) 

estimuladas, in vitro, durante 24 horas com 1,25 µg de LPS e 5µg/mL de ConA. * Valores 

significativos para p 0,05. n representa o número de animais avaliados. 
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6. DISCUSSÃO 

 

A desnutrição está presente em todo o mundo, com alta prevalência nos países em 

desenvolvimento (ORTIZ et al., 2001) e ainda constitui sério problema de saúde pública 

(MONTEIRO, 2003).  Observações de caráter epidemiológico e experimental 

evidenciam que indivíduos desnutridos, especialmente crianças, apresentam maior 

susceptibilidade frente a processos infecciosos e índices mais elevados de morbidade e 

mortalidade (LESOURD, 1997).  

 

A desnutrição proteica e a proteico-energética são as formas mais frequentes de 

desnutrição em pacientes hospitalizados, pacientes portadores de neoplasias ou de 

doenças crônicas, pacientes sob quimioterapia ou, ainda, indivíduos que fazem dietas 

radicais e indivíduos com distúrbios alimentares, como anorexia nervosa e bulimia 

(KEUSCH, 2003; GADDUCCI et al., 2001; WAITZBERG et al., 1999; MARCOS, 

2000; BRUNDTLAND, 2000; AKNER et al., 2001; NOVA et al., 2002). 

 

A interação desnutrição-infecção em seus múltiplos aspectos tem sido alvo de 

estudo nas últimas décadas, sendo considerada a principal causa da imunodeficiência 

(CHANDRA, 1997; KEUSH, 2003; KATONA, 2008). A literatura relata que, na 

desnutrição, ocorrem alterações significativas na imunidade, comprometendo 

principalmente a resposta T-dependente, a fagocitose, o sistema do complemento e a 

síntese de citocinas (PEDERSEN & BRUNSGARD, 1997; CHANDRA, 1980, 

CHANDRA & KUMARI, 1994). 
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Neste trabalho optamos pela indução de uma desnutrição proteica devido a sua 

elevada endemicidade em países em desenvolvimento. De fato, nas últimas décadas, 

muitos trabalhos foram realizados tentando compreender a inter-relação doença-

desnutrição e, embora muito conhecimento tenha sido obtido, os mecanismos 

envolvidos em seu todo ainda estão por serem esclarecidos. 

 

No modelo experimental utilizado em nosso laboratório, as rações foram 

elaboradas considerando os teores de vitaminas, ácidos graxos e sais minerais 

necessários para fornecer uma dieta adequada, restringindo-se apenas a quantidade de 

proteína da ração ofertada (ração hipoproteica – 2% de proteína) (REEVES et al., 1993). 

Na elaboração das rações, utilizamos caseína que é uma proteína de alto valor biológico. 

Em nosso estudo, os camundongos que receberam a dieta, ad libitum, deficiente em 

proteínas (ração hipoproteica, contendo 2% de proteínas), consumiram quantidade 

semelhante de ração em relação aos animais controles, porém apresentaram significativa 

perda de peso corpóreo, de aproximadamente 20% do peso inicial; esta perda, associada 

aos valores do hemograma e da concentração de proteínas totais, albumina e pré-

albumina séricas, mostraram-se como bons indicadores na avaliação da desnutrição 

proteica.  

 

Os órgãos hematopoiéticos têm capacidade de aumentar produção e acelerar a 

maturação de uma ou várias populações de células, como mecanismo de adaptação a 

condições fisiológicas ou patológicas. O tecido hematopoiético tem alta taxa de 

proliferação e renovação celular e, consequentemente, tem elevado consumo, o que o 

torna susceptível a alterações em condições de desnutrição.   
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Estudos realizados por Fried et al. (1978), sobre os efeitos da privação proteica em 

contagens sanguíneas periféricas, mostraram a redução do hematócrito e de plaquetas 

após 3 semanas de desnutrição, sendo que as contagens celulares totais diminuíam 

rapidamente logo após o início da desnutrição, indicando que os granulócitos e os 

linfócitos são afetados em camundongos com restrição proteica, dados esses também 

observados em nossos experimentos.  

 

Dados da literatura, em relação à anemia e às alterações dos níveis de ferro, são 

contraditórios: em situações nas quais a falta de ferro tem sido considerada como a 

principal causa da anemia na desnutrição (RAMDATH, 1989), outros autores 

encontraram valores normais para concentração de ferro sérico, aumento da saturação 

de transferrina e concentrações de ferritina sérica não reduzidos – e a medula óssea 

apresentando depósitos de ferro normais ou elevados. Da mesma forma, biópsias de 

fígado, obtidas post-mortem de indivíduos com marasmus, apresentam valores elevados 

de ferro (WATERLOW, 1996).  

 

Fondu et al. (1978), trabalhando com crianças do Zaire que apresentavam DPE, 

concluíram que a anemia era decorrente da redução na vida média dos eritrócitos, cuja 

população avaliada foi de 18 dias, sugerindo que o aumento da fragilidade dos 

eritrócitos era devido à redução de selênio e de vitamina E. Adicionalmente, os mesmos 

autores sugerem também como causas da anemia, na DPE, a adaptação do organismo à 

redução da necessidade de oxigênio e às infecções crônicas, frequentemente presentes. 

Dados de nosso laboratório evidenciam que a anemia encontrada em camundongos 

adultos experimentalmente desnutridos não é ferropriva e sim devido à diminuição nos 
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progenitores eritroides na medula óssea e que os mesmos são hiporresponsivos ao 

estímulo com eritropoetina (BORELLI et al., 2007).  

 

Os primeiros relatos sobre leucopenia em desnutrição proteica devem-se a 

Aschkenasy (1957). Embora a resposta leucocitária seja variável, as evidências indicam 

que, em situações nas quais a desnutrição não esteja associada a outras doenças, a 

leucopenia é a regra (BORELLI et al., 2007; FOCK et al., 2007; 2010).  

 

Dietas hipoproteicas ou com composição inadequada de aminoácidos têm efeito 

neutropênico (ASCHKENASY, 1966). A aparente dificuldade da resposta leucocitária 

em infecções bacterianas em DPE seria, segundo Suda et al. (1976), devido à redução 

no compartimento de reserva da medula óssea e não à dificuldade primária no processo 

de mobilização dos leucócitos do sangue para os tecidos (CHANDRA et al., 1975). 

Alterações hematológicas, como pancitopenia e hipoplasia medular, são justificadas por 

deficiência proteica no processo de renovação celular. 

 

A linfopenia e a atrofia de tecidos linfoides são encontradas em desnutrição 

proteica e proteica-energética (CHANDRA, 1972; BORELLI et al., 1995). Bhuyan e 

Ramalingaswami (1974) mostraram que animais alimentados com dieta hipoproteica 

tiveram linfopenia e neutropenia, intensa atrofia no timo, moderada no baço e nos 

nódulos linfoides mesentéricos.  

 

Hoje, sabemos que a nutrição é um determinante crítico da resposta imune, de 

maneira que a desnutrição é a causa mais comum da imunodeficiência em todo o 

mundo, estando associadas com o comprometimento significativo da imunidade 
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mediada por células, função fagocítica, sistema do complemento, concentração de 

imunoglobulina A e produção de citocinas (CHANDRA, 1997). Os mecanismos de 

defesa do organismo são dependentes de compostos proteicos e o estado nutricional é 

importante para uma ótima resposta imune, que requer a cooperação entre o sistema 

imune inespecífico e o específico (CHANDRA, 1991). 

 

Nesse estudo, utilizou-se a citometria de fluxo para investigar o perfil fenotípico 

de células do baço de animais desnutridos, pois a literatura relata que, na desnutrição, 

tem-se atrofia de órgãos linfoides, diminuição de células natural killer (NK), além de 

alterações em subconjuntos de linfócitos T, principalmente nas células CD3+, CD4+ e 

CD8+ (NAJERA et al., 2004). 

 

Ao compararmos a expressão das células NKT em nosso estudo, ficou 

demonstrado que, no grupo animais desnutridos, não há diferença estatística quando 

comparado com o grupo de animais controle. Porém, em um estudo realizado por Shen, 

et al. (2009), baseado em restrição alimentar e após um dia dessa privação, tanto as 

células NK como as NKT e sua citotoxicidade foram aumentados em comparação com a 

condição de camundongos normais. Estes resultados sugerem que o estresse induzido 

pela privação alimentar também tem potencial para aumentar as atividades funcionais 

da imunidade inata, especialmente pelas células NKT. As células T natural killer (NKT) 

representam um raro subtipo de linfócitos T e são consideradas como parte do sistema 

imune inato; são caracterizadas por expressar rearranjo do TCR e também expressam 

marcadores de células NK, o que as coloca na interface entre a imunidade inata e a 

imunidade adaptativa (SANDBERG, 2003; MATSUDA, 2008; DIANA, 2009).  
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Todavia, não observamos diferenças entre os grupos experimentais para a 

expressão da célula NK, enquanto que Najera et al. (2004) observaram diminuição em 

células NK. Devemos considerar, contudo, que em nosso estudo houve apenas restrição 

de proteínas na ração ofertada. As células NK são conhecidas como as principais 

efetoras na imunidade inata, cuja função é combater células neoplásicas e infectadas por 

patógenos intracelulares. Elas também desempenham importante papel na modulação da 

resposta imune celular adaptativa, através da liberação de INF-y (MARTIN-

FONTECHA et al., 2004). Atualmente, as funções conhecidas das células NK incluem 

regulação da inflamação e das respostas imunes adaptativas (VIVIER et al., 2008). 

 

Estudo realizado por Barbess (1993) mostra que, em crianças com marasmus, a 

distribuição de linfócito B é normal, não apresentando alterações no número e na 

distribuição. No atual trabalho, também demonstramos que a população de células B 

esplênicas, em ambos os grupos experimentais, apresentava a mesma porcentagem de 

células expressando CD19.  

 

Os estudos existentes na literatura sobre a resposta humoral em desnutrição são 

conflitantes, não permitindo conclusões definitivas (WATERLOW, 1996). Estudos 

realizados por Rikimaru et al. (1998) mostram que os níveis de imunoglobulinas não 

estão afetados em crianças com desnutrição moderada. Porém, outro estudo relata que o 

nível de IgM e IgG no soro de crianças desnutridas foi menor quando comparado com 

crianças bem nutridas (CRIPPS et al., 2008).  

 

A partir desses dados, avaliamos os níveis de imunoglobulinas séricos G e M e 

não observamos diferenças estatísticas entre animais dos grupos controle e desnutrido. 
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Entretanto, quando os animais foram estimulados in vivo com LPS, observamos que 

animais do grupo desnutrido apresentaram menor capacidade de síntese de IgM, quando 

comparados com animais controles, também estimulados com LPS. Em relação à 

dosagem de IgG, não observamos diferenças estatísticas. Dados descritos por 

McMurray et al. (1981) mostram que os níveis de IgM estão diminuídos, enquanto os de 

Neumann et al. (1975) e Sirisinha et al. (1976) mostraram que os níveis IgG no soro  

não foram afetados pela desnutrição . 

 

De acordo com Bith et al. (1996), em camundongos, nos quais as linhagens T e 

B se apresentavam alteradas, mostravam-se deficientes em CD45, apresentando 

bloqueio no desenvolvimento e na função de células dessas linhagens. Estudos de 

Tchilian et al. (2001), com camundongos, mostraram que mutações em CD45 

modificam a função imune, sugerindo que anormalidades na sua expressão sejam a 

possível causa da síndrome de imunodeficiência adquirida. O antígeno CD45 é uma 

proteína transmembrana com função de tirosina fosfatase, expresso em todas as células 

nucleadas hematopoiéticas e requerido para vias de sinalização e mecanismos 

transducionais. Dados apresentados por esse trabalho mostram que, em camundongos 

desnutridos, há diminuição na expressão de CD45 quando comparado com o grupo 

controle.  

 

Em estudos anteriores (BORELLI et al., 2007; FOCK et al., 2007; 2010), nosso 

grupo constatou hipoplasia medular e esplênica especialmente importante no setor 

mieloide. Nesse trabalho, verificamos hipoplasia esplênica, com diminuição no número 

total de linfócitos no baço de animais desnutridos, porém, com porcentagem aumentada 

para CD3
+
 e CD4

+
, mantendo-se normal para CD8

+
. Em decorrência da atrofia do baço, 
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tanto a estrutura quanto a função deste órgão são prejudicadas e, consequentemente, a 

resposta de células T é reduzida. O grupo de pesquisa de González (1997) observou que 

os linfócitos obtidos de crianças desnutridas eram incapazes de secretar quantidades 

normais de citocinas e propuseram que a fisiologia alterada de linfócitos pode ser a 

causa predominante da disfunção imune observada nessas crianças.  

 

Para alguns autores, a diminuição no tamanho do timo e dos órgãos linfoides 

periféricos, verificada no kwashiorkor, interferiria na imunidade celular, mediada pelos 

linfócitos T (derivados do timo). Assim, ocorreria diminuição no número destes 

linfócitos e desproporção entre os linfócitos T auxiliares, os T supressores e os 

citotóxicos, alterando suas funções (KEUSH, 2003). Em nossos resultados, verificamos 

que animais desnutridos apresentaram diminuição na celularidade tímica; porém, sem 

diferença na porcentagem de subtipos de linfócito, quando comparado com animais 

controle. A alteração ocorrida no timo está associada à sua atrofia, situação na qual 

temos redução no número de células presentes neste órgão, que, em parte, é causada 

pela depleção por apoptose (SAVINO et al., 2002; RODRIGUES et al, 2011)). Além 

disso, vários estudos indicam que a desnutrição diminui a função das células T, a síntese 

de citocinas e a capacidade dos linfócitos de responder adequadamente às citocinas 

(RODRÍGUES et al., 2005). Tanto a resposta imune celular quanto a resposta imune 

humoral são diretamente afetadas em situações de desnutrição proteica (McMURRAY, 

1981; NAJERA et al., 2004), sendo um importante fator relacionado ao aumento de 

susceptibilidade às infecções (CHANDRA, 1991; RODRÍGUES et al., 2005). 

 

Em estudos anteriores (FOCK et al., 2007; LIMA et al., 2012), nosso grupo  

demonstrou alteração na capacidade de síntese de citocinas em modelo de desnutrição. 
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Nesse trabalho, avaliamos a capacidade de proliferação de células obtidas do baço, 

quando estimuladas com LPS e ConA, e constatamos que em células esplênica a síntese 

de IFN-y foi similar em ambos os grupos. Porém, a produção de IL-2 está diminuída no 

grupo desnutrido e a de IL-10 está aumentada quando estimulada por LPS. Segundo 

Rodrígues (2005), crianças desnutridas apresentam diminuição da produção de citocinas 

tipo I (INF-y e IL-2) e aumento na produção de citocinas tipo 2 (IL-4 e IL-10).  

 

A diminuição na produção de IL-2, pelas células CD4
+
 e CD8

+
 em crianças 

desnutridas, pode ser um importante fator relacionado ao aumento de susceptibilidade a 

infecções (CHANDRA, 1991; RODRÍGUES et al., 2005). Essa redução pode ser devida 

à diminuição do número das células de memória CD45RO+ e/ou à capacidade reduzida 

dessas células em produzir essa citocina (NAJERA et al., 2001; RODRÍGUES et al., 

2005). Além disso, o aumento de IL-10 é evidente em crianças desnutridas, o que tem 

efeito direto sobre as células T CD4+ (RODRIGUES et al, 2011). Portanto, a IL-10 

pode ser um importante fator de imunossupressão relacionada com a diminuição da 

resposta imune em crianças desnutridas (RODRÍGUES et al., 2005; 2007). Essas 

alterações podem contribuir para a redução da capacidade imunológica e para o 

aumento da sensibilidade a infecções associadas à desnutrição. 

 

Dados publicados por Ortiz (1984) demonstraram existir relação entre a carência 

proteica e a redução da proliferação. No presente estudo, verificamos diminuição na 

proliferação celular esplênica quando estimuladas com concanavalina (Cona) ou 

lipopolissacarídeo (LPS) em animais desnutridos; também observamos, nas células 

esplênicas de animais desnutridos, maior porcentagem de células nas fases G0/G1 do 

ciclo celular. Os resultados obtidos evidenciam o efeito imunoestimulador, dos 
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mitógenos presentes, sobre a proliferação de células esplênica de animais grupo 

controle, porém diminuído em animais desnutridos. Observando cortes histológicos do 

baço de animais desnutridos, verificamos hipoplasia esplênica significativa, quando 

comparado com os animais do grupo controle, e atrofia do baço desses animais, 

mostrando, assim, o efeito da desnutrição em órgãos linfoides secundários.  

 

A decisão crucial entre a sobrevivência das células ou a apoptose é a base 

fundamental dos processos fisiológicos e patológicos – e é frequentemente o resultado 

de um delicado equilíbrio entre as citocinas e os fatores de crescimento com funções 

opostas. Na maioria dos tipos celulares, fatores transcricionais, como STAT-1 e STAT-

3, desempenham papéis opostos na direção celular para a proliferação ou a morte celular 

por apoptose. As STATs são fatores de transcrição envolvidos em vias de sinalização e 

têm sido implicadas numa variedade de funções imunes, como síntese de diferentes 

citocinas e fatores de crescimento (REGIS et al., 2008). 

 

Nossos resultados demonstraram que células esplênicas de camundongos 

desnutridos não apresentaram alteração na expressão de STATs dos tipos 1 e 3 quando 

comparadas com células dos animais controles. Entretanto, em células esplênicas de 

animais desnutridos estimulados com LPS, observamos aumento da expressão de 

STAT-3. Possivelmente, o aumento da expressão de STAT-3 está correlacionado com o 

aumento de produção de IL-10, o que pode contribuir para os quadros de 

imunodeficiência, comumente observado em situações de desnutrição (FOCK et al., 

2008). A IL-10 é uma citocina com efeito pleiotrófico na imunorregulação e na 

inflamação, produzido primariamente por monócitos e, posteriormente, por linfócitos. 

Ela inibe a regulação da expressão de citocinas do tipo Th1, antígenos do MHC classe II 
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e moléculas co-estimulatórias em macrófagos e em linfócitos B; além disso, a IL-10  

eleva a sobrevida, a proliferação e a produção de anticorpos (GRIMBALDESTON et 

al., 2007; KINDT et al., 2008). A STAT-3 é um fator de transcrição essencial na via de 

sinalização de IL-10 e possui importante papel na sinalização da resposta anti-

inflamatória (AKIRA, 1999; 2003).  

 

Porém, quando estimulamos as células esplênicas com ConA, observamos 

diminuição de p-STAT-1 e aumento de p-STAT-3. Esse fato pode ser explicado, em 

parte, porque a ativação de STAT-1 e STAT-3 na desnutrição está reciprocamente 

regulada. Estudos têm demonstrado que receptores de citocinas e fatores de crescimento 

para STAT-3 neutralizam a inflamação e promovem a sobrevivência celular e a 

tolerância imunológica, enquanto que STAT-1 favorece as respostas imunes inatas e 

adaptativas, também podendo apresentar perfil apoptótico e anti-inflamatório (REGIS et 

al., 2008). O mecanismo, contudo, pelo qual os níveis de alteração da STAT-1 ou da 

STAT-3 podem influenciar reciprocamente a sua ativação, ainda deverá ser uma questão 

de estudos em estado de desnutrição. 

 

Trabalhos realizados nos últimos 25 anos têm confirmado que a 

imunodeficiência é um fator crítico em desnutrição associada com infecções. Esse 

conceito aplica-se não apenas a crianças jovens em países desenvolvidos, mas também 

em todas as faixas etárias de toda a população mundial, incluindo idosos, pessoas com 

transtorno alimentar ou aquelas com uma variedade de doenças primárias debilitantes 

(CHANDRA, 1997). Os estudos também confirmam que a desnutrição modifica os 

mecanismos de defesa do organismo, alterando a hematopoese e prejudicando a 

homeostase, modificando a resposta imune específica e não específica, incluindo a 
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resposta inflamatória (BORELLI et al., 2004). É aceito atualmente que a nutrição é um 

determinante importante da resposta imune. Dados clínicos e epidemiológicos sugerem 

que deficiências nutricionais alteram a imunocompetência e aumentam o risco de 

infecção (CHANDRA, 1997). 
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7. CONCLUSÃO 

 

No presente trabalho, observamos que animais desnutridos apresentam 

comprometimento da hemopoese, evidenciada pela hipocelulariedade medular e 

esplênica, bem como comprometimento imunológico, com redução da capacidade 

proliferativa de linfócitos, aumento da produção de IL-10 e diminuição de IL-2, com 

alteração da expressão de fatores transcricionais, como STAT-1 e STAT-3. 

 

Pensamos que o desequilíbrio global dos componentes adaptativo e humoral 

apresentado pelos indivíduos com desnutrição possa levar ao comprometimento desses 

múltiplos mecanismos imunorreguladores, contribuindo para o estado clínico de perda 

da função imune. Contudo, estudos estruturais mais detalhados em relação às alterações 

decorrente da desnutrição em células imunocompetentes e suas respectivas vias de 

sinalizações são necessários para a confirmação dos dados aqui apresentados.  
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