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RESUMO
MELLO, A. S. Efeitos da desnutri¢éo proteica na linfoproliferacdo e na producgdo
in vitro de IFN-y e IL-10 em células do bago. Quantificagdo de STAT-1 e STAT-3.

Dissertagdo [Mestrado] — Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas. Universidade de S&o
Paulo, S&o Paulo, 2013.86p.

A desnutricdo modifica a resisténcia a infecgdo, alterando grande variedade de
processos fisioldgicos, incluindo a hematopoiese e a resposta imune. Os mecanismos
exatos que comprometem o sistema imunoldgico em condi¢des de desnutricdo ainda
ndo estdo totalmente compreendidos, sendo que a desnutricdo modifica a funcionalidade
das células efetoras na resposta inflamatdria/infecciosa, causando reducéo da sintese de
citocinas pré-inflamatorias, além de alteragdes na hematopoiese. Os linfocitos tém
papel-chave tanto na resposta imune inata quanto adaptativa. Nesse contexto,
propusemo-nos a avaliar alguns aspectos da resposta linfoide esplénica em um modelo
de desnutricdo proteica. Camundongos BALB/c, machos, submetidos a desnutri¢do
proteica, ap6s perda de aproximadamene 20% do peso corporeo, foram eutanasiados.
Hemograma, mielograma, esplenograma e analise das concentracfes séricas de proteina
totais, albumina, pré-albumina e dosagem de imunoglobulinas G e M foram realizados.
As células do timo e do bago foram coletadas e analisadas por citometria de fluxo — e
foi realizado o ciclo celular. Para avaliacdo da linfoproliferacdo, as células esplénicas
foram cultivadas, in vitro, e estimuladas com LPS ou ConA durante 72 horas. Foram
quantificadas a capacidade de producdo de INF-y; IL-2 e IL-10 e a expresséo de STAT-
1 e STAT-3. Os animais desnutridos apresentaram anemia, leucopenia e severa reducao
na celulariedade da medula 6ssea, com comprometimento no setor mieloide e
diminuicdo da celulariedade do baco, com reducdo da populacdo de linfocitos. Os
animais desnutridos apresentaram alteragdes no desenvolvimento celular linfoide,
alteracdo na capacidade de proliferacdo, menor producéo de citocinas pro-inflamatorias,
como IL-2, e, a0 mesmo tempo, aumento da producdo de IL-10. Os animais também
apresentaram maior porcentagem de células CD3" e CD4" no baco em relagio aos
animais controle. Quando as células esplénicas foram estimuladas, apresentaram maior
expressdao de STAT-3 e menor expressdo de STAT-1. Baseando-se nestes resultados,
discutimos se deficiéncias nutricionais alteram a imunocompeténcia e aumentam o risco

de infecgdes.

Palavras-chave: Desnutri¢do, Linfdcitos, Citocinas, STAT.



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

vitro production of IFN-y and IL-10 in spleen cells. Quantification of STAT-1 and
STAT-3. Dissertation [Master Degree] — Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas.
Universidade de Sdo Paulo, Sdo 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 / ¢ 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-y, 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. INTRODUCAO

1.1.  Desnutricdo

A desnutricdo é definida pela Organizacdo Mundial da Salde como “condicao
patoldgica que provém da menor ingestdo, em varias proporcdes, de proteinas e
calorias” (ONIS et al., 1993). E um termo geral que significa a falta de alguns ou de

todos os nutrientes necessarios para a salde humana.

Ha dois tipos basicos de desnutricdo: a primeira e mais importante é a desnutricao
proteico e proteico-energética, na qual ha falta de quantidade suficiente de proteina e de
alimentos que forneca energia. Este é o tipo de desnutricdo que é referido quando a
fome no mundo é discutida (BARON, 1997; MONTEIRO, 2003; WHO, 2011). O
segundo tipo de desnutricdo, também muito importante, é a deficiéncia de
micronutrientes, como vitaminas e minerais. Recentemente, ha discuss@es para incluir a
obesidade como o terceiro tipo de desnutri¢do; neste caso, ndo relacionado a falta de
alimentos, mas sim com a ma nutricdo, ou seja, as pobres escolhas alimentares

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

A desnutricdo, em geral, é uma condicdo causada por uma dieta desbalanceada ou
por deficiéncia de nutrientes. O mais comum na desnutricdo é a insuficiéncia de calorias
na alimentag&o ou a ingestdo deficiente de proteinas, vitaminas e micronutrientes, como
zinco, vitamina A, vitamina B e ferro (BENDICH & CHANDRA, 1990; KRENITSKY,

1996).
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Dentre as causas da desnutricdo, se encontram dieta inadequada, deficiéncia de
absorcdo, ingestdo insuficiente, aumento da utilizacdo dos nutrientes e excregédo
excessiva. Desta forma, é possivel ocorrer mais de uma causa de desnutricdo no mesmo

individuo simultaneamente (SAUDERS; SMITH, 2010).

Com base na severidade e nas caracteristicas que apresenta, a desnutricdo
proteica é definida como marasmus, uma condicdo de perda cronica, ou como
kwashiorkor, que € distinguido pelo edema e pelo quadro anémico que se desenvolve.
Marasmus ocorre quando ha insuficiéncia de alimento, enquanto o kwashiorkor se
desenvolve pela deficiéncia de proteina na dieta alimentar (CUNNINGHAN-
RUNDLES et al., 2005). Kwashiorkor e marasmus séo dois extremos da desnutricéo,
porém muitos estados intermediarios sdo reconhecidos, sendo que em todos eles é
frequente a presenca de infecgbes ( CHANDRA 1989; DE ANGELIS, 1986; SHETTY,

2006).

Estas sindromes podem cursar com retardo no crescimento (MONTEIRO, 2003)
e alteragdes morfoldgicas e funcionais nos sistemas cardiovascular, renal, respiratério,
digestorio (WAITZBERG, 2006) e também nos sistemas enddcrino e imunolégico
(AUGUSTO, 1995; ROBBINS et al., 2003). Também pode diminuir habilidades
mentais e provocar efeitos psicossociais, como depressdo e ansiedade (WHO, 2000;

SAUNDERS; SMITH 2010).

Enquanto nos paises em desenvolvimento a principal causa de desnutri¢cdo é
priméaria e acomete principalmente lactante e criangas, nos paises industrializados a

desnutricdo, geralmente, € secundaria, acometendo principalmente individuos
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hospitalizados por periodos prolongados, aqueles que necessitam de dieta
enteral/parenteral, portadores de doencas cronicas e inflamatérias, 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 milhdes de pessoas desnutridas mundialmente, sendo que a maior
parte da populacdo desnutrida vive em paises em desenvolvimento. Dois ter¢os vivem
em apenas sete paises (Bangladesh, Congo, Etidpia, Indonésia e Paquistdo) e mais 40%
vivem na China e na India. A propor¢io de pessoas desnutridas continua maior na
Africa subsaariana, com 30% em 2012. A desnutricio por caréncia de energia (calorias)
e proteinas é responsavel por 55% das mortes de criangas no mundo inteiro, estando
associada a varias outras doencas e ainda considerada como uma das causas que mais

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

No Brasil, dados publicados pelo Instituto Brasileiro de Geografia e Estatisticas
(IBGE) mostraram queda nos indices de desnutri¢cdo. Nas regides Norte e Nordeste, 0s
indices sdo entre 8,5% e 5,9%. Nas regides Sudeste e Sul, o percentual de criancas
desnutridas encontra-se entre 6,1% e 3,9%, a regido Centro-oeste apresentou indice de
6,1% (POF, 2008-2009). Segundo Monteiro et al. (2009), esse declinio esta relacionado
com a redugdo da pobreza, com a melhoria da distribuigdo de renda, consequéncia da
reativacdo do crescimento econdmico e diminui¢do do desemprego, reajustes do salario-

minimo e expansdo da cobertura dos programas de transferéncia de renda.
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Observac0es 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
(CHANDRA, 1991; LEE et al., 2003; JOOSTEN, 2010). De acordo com Waitzerg et al.
(2006), a desnutricdo 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 hospitalizacdo, afetando seu estado geral e sua resposta ao

tratamento.

1.2.  Desnutricéo e sistema imunoldgico

As células e as moléculas responsaveis pela imunidade formam o sistema
imunologico. A resposta coletiva e coordenada a introducéo de substancias estranhas e
chamada de resposta imunologica (ABBAS & LICHTMAN, 2005). Um sistema de
protecdo ao hospedeiro efetivo consiste de vérias barreiras fisicas, além de imunidades
inata e adquirida (BROSTOFFID et al., 1991). Os mecanismos de resisténcia do

hospedeiro podem ser divididos em dois grupos principais: inespecifico e especifico.

As defesas inespecificas incluem pele e membranas, células fagocitarias, mucos,
cilios, complementos, lisozima, interferon e outros fatores humorais. Esses processos
inatos estdo naturalmente presentes e ndo séo influenciados pelo primeiro contato com o
agente de infeccdo, atuando como a primeira linha de protecdo e retardando o

estabelecimento da infeccdo (CHANDRA, 1997).
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Os mecanismos antigeno-especificos incluem o sistema de producdo de
anticorpo por células B e o sistema de imunidade mediada por células T. Esses
mecanismos sdo adaptativos e adquiridos, sendo reagdes especificas induzidas pela
primeira exposi¢do ao microrganismo ou a seus determinantes antigénicos. Eles sdo
efetivos na avaliagdo da extensdo da infeccdo e na erradicagdo do organismo invasor.

No corpo, as defesas inespecificas e especificas atuam em unido (CHANDRA, 1997).

O sistema imune € capaz de reconhecer 0s organismos estranhos e invasores,
impedir sua disseminacdo e elimind-los do corpo humano. Este complexo sistema,
responsavel pela imunidade, é constituido por moléculas proteicas soluveis e células,
que sao principalmente os leucocitos e as células teciduais relacionadas a eles

(LICHTMAN, 2005; PAUL, 2003).

Os componentes celulares envolvidos na defesa inata e adaptativa do sistema
imune sdo varios. As células exterminadoras naturais (células NK), descritas como néo
T e ndo B, séo envolvidas principalmente na defesa inata (KINDT et al., 2008). As
células T natural killers (NKT) representam um raro subtipo de linfécitos T e sdo
consideradas como parte do sistema imune inato; sdo 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 antigeno ou APCs (linfocitos B, células dendriticas, macrofagos),
linfocitos T CD4", linfocitos T CD8", que agem promovendo respostas imunes celulares

e/ou humorais a depender do tipo de antigeno (KINDT et al., 2008).
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Os linfocitos T CD4+ tipo Thl promovem a resposta imune do tipo celular,
devido ao perfil de citocinas produzidas IFN-y, TNF-f ¢ IL-12, que agem basicamente
contra bactérias intracelulares. Estas trés citocinas também estimulam a sintese de dxido
nitrico e outros mediadores inflamatorios. Os linfocitos 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 protecdo contra bactérias
extracelulares e toxinas. Existe equilibrio entre a producdo dessas citocinas, sendo que
as citocinas 1L-12 e IFN-gama, perfil Thl, inibem a resposta Th2, assim como as
citocinas IL-10 e IL-4, perfil Th2, inibem a resposta Thl. A dominéncia do tipo de
resposta Th1/Th2 dependera do microambiente de citocinas produzidas durante o ataque

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

A perda do equilibrio desses mecanismos envolvidos na resposta imune pode
levar a imunodeficiéncia e as suas sequelas; por exemplo: aumento na incidéncia e na
gravidade de infeccdo, infeccdo por organismos atipicos, malignidade e doencas
autoimunes (BROSTOFFID et al., 1991). A imunodeficiéncia pode ocorrer devido a
fatores congénitos, como defeitos de desenvolvimento do sistema imune, ou pode ser
adquirida secundariamente por uma variedade de desordens sistémicas. No grupo das
adquiridas, as desordens nutricionais sdo as causas mais frequentes de imunodeficiéncia

(BROSTOFFID et al., 1991).

Entretanto, a literatura, relativamente as situacGes de desnutricdo, apresenta
dados muitas vezes conflitantes, o que pode ser devido a presenca de quadro
multicarencial e, frequentemente, associado a outros processos patoldgicos

(ASCHKENASY, 1975; WATERLOW, 1996; CHANDRA, 1989, WHO, 2000).
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A desnutricdo proteica induz alteragGes estruturais em orgdos linfoides,
especialmente em areas timo-dependentes (GROSS & NEWBERNE, 1980; XAVIER et
al., 1999; COTRAN et al., 2000), conduzindo a involu¢do do timo, do baco e dos
linfonodos e a linfopenia sanguinea (ASCHKENASY, 1975; CHANDRA, 1977, 1991;;

GROSS & NEWBERNE, 1980; SCHRIMSCHAW, 2003).

As populacBes de linfocitos parecem ser atingidas de maneira distinta pela
desnutricdo: nas &reas timo-dependentes h& reducdo no ndmero de linfécitos T,
particularmente da populacio CD4", estando normal o nimero de células B no bago,

nos linfonodos e no sangue (CHANDRA, 1991).

Na literatura, temos grupos de pesquisadores relatando a ocorréncia de depresséo
da resposta celular (BELL, 1976; RODRIGUES, 2005) e temos trabalhos cujos
resultados sé@o opostos, revelando que, na desnutricdo proteica, a resposta celular
encontra-se estimulada (COOPER et al., 1974; GOOD & LORENZ, 1988). A interagéo
desnutricdo-infeccdo em seus multiplos aspectos tem sido alvo de estudo nas Ultimas
décadas, sendo considerada a principal causa da imunodeficiéncia (CHANDRA, 1997;
WOODWARD, 1998), enquanto a dieta pode ser considerada como moduladora do

sistema imune (MARCOQOS, 2000).

1.3.  STAT (signal transducers and activators of transcription)

O desenvolvimento da resposta imune efetiva envolve células linfoides, células

inflamatdrias e células hematopoiéticas. As complexas interacdes entre essas células séo
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mediadas por um grupo de proteinas coletivamente designadas citocinas, para denotar
seu papel na comunicacdo célula-célula. Entre as inimeras respostas fisioldgicas que
requerem o envolvimento de citocinas estdo o desenvolvimento das respostas imunes
celular e humoral, a inducédo de resposta inflamatdria, a regulacdo da hematopoese, além

do controle da proliferacdo e da diferenciacdo celular (KINDT et al., 2008).

As citocinas sdo proteinas regulatorias de baixo peso molecular ou glicoproteinas
secretadas pelas células brancas e por varias outras células no corpo em resposta a
inimeros estimulos. Estas proteinas auxiliam na regulacdo do desenvolvimento de
células efetoras do sistema imune, sendo que algumas citocinas possuem fungdes
efetoras diretas por conta prépria. Elas se ligam a receptores especificos de membranas
nas células-alvo, desencadeando uma via de transducdo de sinais que, em ultima analise,
leva a alteracdo da expressdo génica em células-alvo. Muitas, se ndo a maioria, das
citocinas usam o sinal transdutor Janus quinase (JAK) e a via de sinalizagéo ativador de
transcricdo (STAT) para mediar a ativacdo do gene ou sua repressao (KINDT et al.,

2008).

Os STATs (signal transducers and activators of transcription) sdo fatores de
transcricdo citoplasmaticos latentes que se tornam ativados apOs serem recrutados para
um complexo receptor e fosforilados em residuos de aminodacidos especificos. A familia
STAT €é composta por sete membros (STAT-1, STAT-2, STAT-3, STAT-4, STAT-5a,
STAT-5Db), que, quando ativados por citocinas ou fatores de crescimento, se dimerizam,
migram para o nucleo e induzem alteracGes no padrdo de expressao génica ao se ligarem

aos promotores de genes-alvos especificos (DARNELL et al., 1997; ARONSO, 2002).
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Dessa forma, a rota de sinalizagdo JAK-STAT promove um caminho direto de
sinalizacdo. Quando as citocinas sdo secretadas pelas células, em resposta a estimulos
gerados por outras citocinas do sistema imune, antigenos ou agentes inflamatorios, estas
se ligam a superficie celular das células e induzem a oligomerizagdo e a reorientacao
das cadeias do receptor em um oligbmero. Quando ativadas, as JAKs fosforilam e
ativam proteinas reguladoras do gene latente, STATS, as quais possuem dominio SH2,
que reconhece apenas o sitio fosfotirosina-especifico nos receptores e fazem a mediacéo
da ligagdo da proteina STAT a um sitio de fosfotirosina em um receptor de citocina
ativado. O dominio SH2 na STAT que foi liberada faz a mediagdo da sua ligagdo a uma
fosfotirosina em outra molécula de STAT, formando um dimero. O dimero de STAT
move-se em direcdo ao nucleo onde, em combinagdo com outros genes de proteinas
reguladoras, ligam-se a DNA especifico e estimulam sua transcricdo (DARNELL et al.,

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

O interferon gama (IFN-y) é uma citocina pro-inflamatéria importante para as
imunidades inata e adaptativa, contra infeccBes virais e bacterianas intracelulares. O
IFN-y € sintetizado principalmente por células NK como parte da resposta imune inata,
e por linfécitos T CD4" e citotoxicos CD8" efetores. Individuos que possuem mutagoes
nos receptores dos genes de IFN-y sdo mais susceptiveis a agentes infecciosos, inclusive
cepas de salmonela e micobactéria (KADOWAKI, 2000). Dados da literatura indicam
que STAT-1 desempenha papel obrigatério na mediacdo de respostas bioldgicas

dependentes de interferon.

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

nucleo, onde se ligam a sequéncias de GAS — sequéncia ativadora de interferon gama —
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e tem sido relacionada com grande nimero de outras citocinas e fatores de crescimento,
incluindo horménio 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 diminuicdo da expressdio de RNA
mensageiro para IFN. O IFN-a e o IFN-y possuem capacidade de modular a expressao
de moléculas MHC de classes Il e B7-2. Entretanto, animais knockout para STAT-1 nédo
apresentaram modulacdo dessas moléculas, bem como diminuicdo na producédo de 6xido
nitrico (NO), quando estimulados com LPS, mostrando que animais knockout para a
STAT-1 sdo bastante sensiveis a infecces (DURBIN et al., 1996; MERAZ et al.,

1996).

A proteina STAT-1 também participa do processo de angiogénese tumoral,
inibindo a expresséo de moléculas como o fator de crescimento do fibroblasto béasico, o
MMP-2 e 0 MMP9, o que lhe confere propriedade antiangiogénica (HAURA, 2005), ao
inibir a expressdo dos genes bcl-2 e bel-XI e promover a expressao das caspases 1, 2, 3

e 7, quando STAT-1 torna-se uma proteina pro-apoptética (MICHEAU et al., 1999).

Com relacdo a STAT-3, dados da literatura tém demonstrado que animais
deficientes para STAT-3 apresentam comprometimento nas funcdes de defesa
(TAKEDA et al., 1999). Quando mostraram-se altamente suscetiveis ao choque
endotoxico, com aumento na producéo de citocinas inflamatérias, como TNF-a, IL-1 e
IFN-y, tambem se observou resposta imune polarizada do tipo Thl, com aumento da

secrecdo de IFN-y, bem como supresséo da producdo de IL-10. Esses resultados
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indicam que a STAT-3 possui importante papel na sinalizagdo da resposta anti-

inflamatoria (AKIRA, 2006).

Com relacéo a citocina IL-10, ela desempenha papel fundamental no controle das
respostas imunes e na manutencdo da toleréncia in vivo (MOORE, et al., 2001) e a
sinalizacdo da IL-10 compreende principalmente a via STAT-3 (CAVAILLON, 2001).
As atividades bioldgicas da IL-10 sdo variadas; a mais relevante é a de limitar a
magnitude da resposta imune, comprovada em experimentos com ratos com delecdo do
gene para a producdo de IL-10. Esses ratos ndo somente apresentaram aumento da
resposta Thl e, consequentemente, aumento da resposta as infeccBGes contra bactérias,
fungos e toxoplasma, como também mostraram exagerada resposta alérgica e asmatica

(PESTKA, 2004).

Todas as STATs apresentam topografia comum e sdo organizadas em trés
dominios funcionais distintos, que incluem: o dominio de ligagdo ao DNA, o dominio
de dimerizacdo e o dominio de ativagdo transcricional (TAD) (SCHINDLER, 1998).
Dessa forma, a rota de sinalizacgdo JAK-STAT promove um caminho direto de
sinalizacdo, sendo critica para diferentes funcbes celulares, incluindo o
desenvolvimento embriogénico, a organogénese, as funcbes imunoldgicas, o0

crescimento, a diferenciagéo e a sobrevivéncia celulares (BUETTNER et al., 2002).
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo geral

Sabendo-se que animais desnutridos apresentam hipoplasia severa de 6rgéos linfo-
hemopoéticos, com comprometimento na resposta imune, alteracBes funcionais em
macréfagos, com menor sintese de citocinas pro-inflamatdrias, se propds, neste
trabalho, abordar alguns aspectos da complexa regulagdo imunoldgica e destacar as
provaveis contribuicdes provenientes dos novos conhecimentos envolvidos na resposta

imune em situacdes de desnutrigdo proteica.

2.2. Objetivos especificos

Baseados em um modelo de desnutri¢do proteico experimental, avaliamos:

¢+ Perfil hematol6gico (avaliando hemograma, mielograma, esplenograma)

¢+ Histologia esplénica

¢+ Perfil imunofenotipico esplénico e timico

¢+ Capacidade proliferativa de células esplénicas

% Capacidade de células esplénicas em sintetizar as citocinas IL-2, IL-10 e
IFNy, quando estimuladas in vitro com LPS e CONA

% Expressdo das STATs 1 e 3 em células esplénicas
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3. MATERIAL E METODOS

3.1.  Animais

Para realizacdo dos experimentos, foram utilizados camundongos BALB/C, de
dois a trés meses de idade, isogénicos, machos, provenientes do Biotério de Producdo e
Experimentacdo da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas e do Instituto de Quimica da

Universidade de S&do Paulo.

Os animais foram submetidos, desde o nascimento, as mesmas condigdes
ambientais (temperatura ambiente entre 22 e 25°C, ciclo de luz de 12 horas). Logo ap6s
o desmame, os animais passaram a ser alimentados com racéo Purina® e 4gua ad libitum
até o inicio do experimento. Eles foram pesados e distribuidos em gaiolas metabdlicas
(ZUCAS et al., 1969), pesados a cada 48 horas, durante o periodo de adaptacdo
(BORELLI et al., 1995), que foi definido pelo ganho e pela estabilidade do peso

corporeo.

3.2.  Rac0es

A ragdo | controle, destinada aos animais nutridos, contém 12% de proteina
(Tabela 1. Racdo I controle), enquanto a ragdo Il hipoproteica, destinada aos animais do
grupo desnutrido, contém 2% de proteina (Tabela 1. Racdo Il hipoproteica). As racdes
sdo isocaldricas, sendo diferente apenas o conteddo proteico. A caseina foi a fonte
proteica das rac¢Ges, sendo a concentracdo proteica da caseina e das ragdes determinadas
pelo método micro-Kjeldahl (INSTITUTO ADOLFO LUTZ, 1985). As misturas

salinica e vitaminica utilizadas foram as recomendadas por Reeves et al. (1993)
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(Tabela 1). As ra¢des foram produzidas em nosso laboratoério, na forma de granulado, e

conservadas a -4°C até o momento de uso.

Tabela 1 - Composicao percentual da racéo

Racéo normoproteica Racéo hipoproteica
Composicéo
(9/kg racéo)
Proteina 120 20
Sacarose 100 100
Celulose 50 50
Oleo de soja 40 40
Mistura salinica 35 35
Mistura vitaminica 10 10
L-Cistina 1,8 0,257
Bitartarato de colina 2,5 2,5
Tert-butil-hidroquinona 0,008 0,008
Amido (g.s.p.) 1.000 1.000

Composicdo das dietas normoproteica e hipoproteica de acordo com o Instituto
Americano de Nutricdo (REEVES, 1993).

3.3.  Inducéo a desnutricéo

No periodo de adaptacdo de aproximadamente 3 semanas, 0os animais foram
colocados individualmente em gaiolas metabdlicas e mantidos nas mesmas condicdes
de ciclo de luz de 12h (claro/escuro), onde foram alimentados com ragdo Purina® e agua

ad libitum até adaptacdo ao gaioleiro, estabilidade do peso corporal e inicio do

experimento.

Apds o periodo de adaptacdo, os animais foram separados em dois grupos:

controle e desnutrido. Ao grupo controle (nutrido) foi administrada racdo contendo 12%
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de proteina e ao grupo experimental (desnutrido) foi administrada dieta com 2% de
proteina. Em ambos os grupos, foram determinados, a cada 48 horas, o consumo de
racdo e o peso corporeo de cada animal. Ao final deste periodo, os animais dos grupos

controle e desnutrido foram eutanasiados para obtencéo das amostras bioldgicas.

3.4. Avaliagéo do estado nutricional dos animais

A avaliacdo do estado nutricional dos animais foi baseada no peso corporeo, no
consumo diario das racfes, no consumo total de proteina, na dosagem de proteinas
totais, albumina, pré-albumina sérica, hemograma, mielograma, esplenograma e no

exame histoldgico do bago.

3.5.  Obtencéo de sangue total e soro

As amostras sanguineas foram obtidas, a partir do plexo axilar, com auxilio de
uma pipeta de transferéncia, 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 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 centrifugacdo (2.000Xg por 10 minutos), a 4°C, e

foi utilizado para a dosagem das proteinas totais, albumina e pré-albumina.
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3.6. Determinacdo de proteinas totais, albumina, pré-aloumina e hemograma

A determinacgdo de proteinas totais foi feita pelo método do Biureto (GORNALL
et al., 1949) e a determinacgdo 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 espectrofotometro automatizado COBAS MIRA

PLUS (ROCHE®).

Para a realizacdo do hemograma, as amostras foram coletadas como descrito no
item 3.5 e, com esse material, realizamos o hemograma (DACIE & LEWIS, 1995). O
namero de eritrocitos e de leucdcitos foi determinado pelo analisador automatico de
células sanguineas ABC Vet (ABX DIAGNOSTICS). Os valores relativos do ndmero
de leucdcitos foram determinados em extensdes sanguineas realizadas apds a coleta do
sangue e coradas pela coloracdo de May Grunwald-Giensa, modificada (ROSENFELD,

1947).

3.7.  Dosagem de IgG e IgM

As amostras sanguineas foram obtidas como descrito no item 3.5. Foram
coletados soros de animais dos grupos controle e desnutrido. Dos animais estimulados
in vivo com 1,25ug de LPS de Eschericia coli, sorotipo 055:B5 (Sigma Chemical
Company, USA®), também foram coletados o soro, ap6s 1 hora, para dosagem de

imunoglobulinas. As dosagens de IgG e IgM foram realizadas por kits comerciais,
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seguindo-se a recomendacdo do fabricante (Abcam, 1gG Mouse ELISA Kit ab157719 e

IgM Mouse ELISA kit ab133047).

3.8.  Obtencdo de celulas da medula 6ssea e realizagdo do mielograma

Animais anestesiados, de acordo com o descrito no item 3.5, foram exsanguinados
por venosseccao e eutanasiados. Procedeu-se a retirada do fémur esquerdo, seguida do
corte das epifises. 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 suspensdo celular obtida foi utilizada para a contagem do
namero total de células nucleadas em camara de Neubauer (utilizando-se, como
diluente, o liquido de Turk) e para a confeccdo de ldminas obtidas por citocentrifugacéo
e coradas pelo método May-Grunwald-Giemsa, modificado (ROSENFELD, 1947), que
foram analisadas em microscopio optico, a fim de se realizar a identificacdo e a
quantificacdo das populacBes celulares (contando-se, no minimo, 300 células por

lamina).

3.9.  Obtencéao de células do baco

Para obtencdo de células do baco, apos a perda de 20% do peso corporeo inicial,
0s animais do grupo desnutrido e o0s respectivos controles foram anestesiados,
exsanguinados e eutanasiados. O bago foi retirado e transferido para uma placa de Petri
de plastico, 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 capsula do 6rgdo foi rompida e as células foram
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delicadamente retiradas da capsula pelo método de dissociacdo mecénica. A suspensdo
foi homogeneizada na placa com pipeta tipo Pasteur, para completa dissociagéo celular,

e transferida para o tubo conico de pléstico, que foi mantido em banho de gelo.

As células obtidas do bago foram quantificadas em hemocitdmetro de Neubauer,

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

3.10. Obtencéo de células do timo

Para obtencdo de células do timo, ap6s a perda de 20% do peso corpéreo inicial,
0s animais do grupo desnutrido e o0s respectivos controles foram anestesiados,
exsanguinados e eutanasiados. O timo foi retirado e transferido para uma placa de Petri
de pléstico, 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). Apds a maceracdo, a suspensdo foi transferida para o

tubo cénico de pléastico, que foi mantido em banho de gelo.

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

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

3.11. Esplenograma

A partir das amostras da suspenséo total de células do baco e imediatamente apos

a coleta, foram preparadas laminas por citocentrifugacdo (Incibras®, Brasil). As
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laminas foram coradas pelo método de May-Griinwald-Giemsa, modificado
(ROSENFELD, 1947), e, para a anélise diferencial, foram contadas, no minimo, 300
células ao microscopio Optico. A contagem total de células foi realizada em
hemocitdmetro de Neubauer, apds diluicdo das amostras da suspensdo celular com

liquido de Turk.

3.12. Fenotipagem celular por citometria de fluxo

Células do baco e do timo dos camundongos BALB/C foram preparadas de
acordo com o protocolo descrito nos itens 3.9 e 3.10. Suspensdes contendo 10°
células/mL foram preparadas e distribuidas em tubos de polipropileno de 12 x 75 mm
(BD Biosciences). A seguir, foram adicionados anticorpos conjugados com
fluorocromos e em diluicdes apropriadas para os marcadores CD3 Pacific blue, CD4
APC, CD8a PerCP, CD19 PE e CD49b FITC (para esplendcitos) e CD4 APC, CD8a
PerCP (para células do timo), seguido de incubacdo por 30 minutos a 4° C, protegida da
luz. Apds lavagem, as amostras foram ressuspendidas em tampdo de FACS (PBS
contendo 1% de soro fetal bovino) e adquiridas nos citdmetros FACSCalibur ou
FACSCanto I, do Servico de Citometria do Departamento de Imunologia do Instituto
de Ciéncias Biomédicas da USP. Os anticorpos utilizados foram tanto da empresa BD

Biosciences quando da empresa Biolegend.

A analise dos resultados foi realizada utilizando-se o software FlowJo, versao

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

propideo e RNAse, por citometria de fluxo

As suspensfes de células do bago foram obtidas como descrito no item 3.9.
Foram utilizadas 1x10° células do baco, que foram centrifugadas por 10 minutos, 300 g,
a 4°C. O sobrenadante foi retirado e o sedimento celular lavado com PBS (solugdo de
tampao fosfato, pH 7,4). Em seguida, foram adicionados 200 pL de solugdo de iodeto de

propideo (P1) (BD Biosciences Pharmigem) em 1x10° células.

Ap0s este periodo, 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, apos a ultima lavagem, o sedimento foi ressuspenso em 200 puL de PBS. Foram
adicionados 200 pL de solugdo de iodeto de propideo para marcacdo (5 pL de Triton—
X100, 20 uL de RNAse a 20 mg/mL, 50 pL. de uma solucdo estoque de PTa 50 pg/mL),

sendo submetida a analise por citometria de fluxo.

3.14. Avaliacgao histopatoldgica do baco

Para a avaliacdo histolégica do baco, os 6rgdos retirados dos camundongos,
tanto do grupo controle quanto do grupo desnutrido, foram fixados em formalina
tamponada 10% e incluidos em parafina, seguindo o processamento histoldgico
convencional. A avaliagdo histoldgica foi realizada em laminas contendo cortes de
aproximadamente 5um, obtidos a partir de fragmentos de tecido emblocados em
parafina e corados pelos métodos hematoxilina e eosina, seguindo-se os procedimentos

histoldgicos rotineiros.
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3.15. Cultura de células totais do baco

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, 1x10° células mononucleares do baco em placas de 96 wells em meio
RIPA suplementado com 10% de soro bovino fetal e mitdégenos (LPS ou ConA), em
volume final de 150 pL/pogo. As placas de cultura foram mantidas por 5 dias a 37°C e
em atmosfera Umida contendo 5% de CO,. Apds esse periodo, 0 sobrenadante foi
retirado e as células foram lisadas por meio da adicdo em cada poco de tampdo RIPA
(0,1 % SDS, 1 % lgepal CA-630, 1 % deoxicolato de sodio, 10 mM Tris.HCL, pH 7,5,
150 mM NacCl, 2 pg/mL aprotinina, 1 pg/mL leupeptina, 100 pg/mL PMSF, 0,5 mM
EDTA). A partir desse lisado celular, foram realizados os ensaios de determinacao das

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

O sobrenadante da cultura celular removido foi congelado (-80 °C), para posterior
dosagem de IFN-y, IL-2 e IL-10. A determinacdo das concentracdes de IFN-y, 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. Avaliacdo da sintese de citocinas

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

células do bacgo obtido apds 24 horas e 72 horas de cultivo, de acordo item anterior. A

concentracédo de IL-2, IL-10 e IFN-y 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. Proliferacao de linfécitos

Apos eutandsia, camundongos BALB/c machos, grupos controle e desnutrido,
tiveram o bago retirado em condi¢des assépticas e colocado em 5 mL de RPMI 1640. O
6rgdo foi macerado em peneiras com poros de 40 um, com a ajuda de um émbolo de
seringa estéril. As células foram centrifugadas a 300 g (5 min/4° C) e, apds descarte do
meio, 0s eritrocitos foram lisados. As células foram lavadas novamente e
ressuspendidas em meio completo, para contagem em camara de Neubauer. Suspensdes
celulares contendo 10° células/mL foram preparadas e distribuidas em aliquotas de 100
uL por pogo, em placas de 96 pocos. A seguir, foram adicionados nos po¢os da cultura
100 pL de Con A, nas concentragdes finais de 0,1 pg/mL, 0,5 pg/mL e 1 pg/mL ou
LPS nas concentracdes finais de 1 pg/mL, 5 pg/mL , 10 pg/mL e 20 pg/mL. As
culturas foram incubadas por 72 h, a 37° C e 5% CO,. Ap0s 48 h de incubacéo, 25 pL
de resazurina 0,01% (preparada em meio completo) foram adicionados em todos 0s

POCOS.

A resazurina € um composto de cor azul, ndo téxico, permeavel e nao
fluorescente, que utiliza as reac6es de reducdo provenientes de células metabolicamente
ativas para converter-se em uma molécula vermelha fluorescente chamada resofurina. A
quantidade de fluorescéncia e também a variacdo na coloragdo produzida durante o
ensaio sdo proporcionais ao numero de células vivas. Entre 18 e 24 horas ap6s a adi¢éo

da resazurina, a densidade dptica (D.O.) de cada poco foi medida, a 570 e 600 nm, e a
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proliferacdo foi avaliada pela subtragcdo dos valores obtidos entre a D.O. das duas

leituras.

A proliferacdo celular também foi avaliada pelo ensaio colorimétrico MTT,
utilizando-se as concentracfes de LPS de 1,25ug/mL ou ConA de 5ug/mL. As células
do bago dos camundongos BALB/C foram preparadas de acordo com o protocolo

descrito acima.

Tanto nas amostras previamente incubadas quanto a curva padrdo foram
adicionados 10uL da solugdo de MTT (azul de tiazol) em cada poco (Sigma® Chemical
Company, USA) na concentracdo de 5mg/mL, sendo as placas novamente incubadas a
37°C, em atmosfera Umida contendo 5% de CO,, por 4 horas. Apds esse periodo de
incubacdo, foram adicionados 100uL de solugcdo de SDS 10% em HCI 0,01M em cada
poco, seguido de nova incubagdo por 12-72 horas, a 37°C, em atmosfera Umida
contendo 5% de CO,. Apds esse periodo, a proliferacdo celular foi avaliada pelo método

de MTT.

O ensaio colorimétrico do MTT tem como principio a redu¢do do sal MTT (3-
(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difenil bromo tetrazélio, Sigma®) pela desidrogenase
mitocondrial das células vivas, para o produto de reacdo MTT-formazana de cor azul
escuro, assim avaliando a proliferacdo celular expressa em termos de absorbancia.
Através de um leitor de placas (EL800 Universal Microplate Reader — Bio-Tek
Instrumentals, Inc), foram obtidas as absorbancias a 550nm. Os testes foram realizados

em triplicata.
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3.18. Determinagao da expressdo de STAT-1e STAT-3

A expressdo das STAT-1 e STAT- 3 em células do bago, 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) constituida de acrilamida a 5%, 125 mM Tris pH 6,8, 0,1% SDS, 0,1%
persulfato de amonio e 0,1 % TEMED. O gel inferior (resolutivo) foi preparado com 6 a
10 % de poliacrilamida, 380 mM Tris.HCI, pH 8,8, 0,1 % persulfato de amonio e 0,077

% TEMED.

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

Os lisados foram preparados a partir de 1x10° células em tampdo RIPA (0,1 %
SDS, 1 % Igepal CA-630, 1 % deoxicolato de s6dio, 10 mM Tris.HCL, pH 7,5, 150 mM
NaCl, 2 pg/mL aprotinina, 1 pg/mL leupeptina, 100 pg/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 pg foi misturado

ao tampdo 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 a eletroforese em gel de poliacrilamida. Foi utilizada a mistura

pré-corada BenchMark (GIBCO BRL, MD, USA) (5-10 ug de proteina).

3.19.3. Transferéncia de proteinas do gel para a membrana (nitrocelulose)

O gel contendo as proteinas fracionadas por eletroforese foi incubado por 10
min em tampéo de transferéncia (3 mM glicina, 48 mM Tris base, 0,037 %
SDS, 20 % metanol, pH 8,3). Paralelamente, a membrana de nitrocelulose foi hidratada
e entdo também incubada em tampédo de transferéncia. Um “sanduiche” foi entdo
montado, na seguinte ordem: 3 folhas de papel filtro, gel, membrana, 3 folhas de
papel filtro. A transferéncia foi realizada em cuba de eletroforese, na presenca de

tampé&o de transferéncia, sob corrente de 200-400 mA, por 30-90 min.

A eficiéncia da transferéncia foi verificada corando-se a membrana por
5-10 min com corante Ponceau (1% Ponceau, 1 % 4&cido acético), seguida de

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

3.19.4. Sondagens das proteinas com anticorpos

Os sitios sem proteinas das membranas foram blogueados com proteinas de
leite desnatado Molico, a 5 %, em tampdo TBS, por 12 horas, sob agitacdo. Os
anticorpos primarios especificos Statl (E-23): sc-346, p-Statl (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 diluidos 1:500 em TBS com 0,05% Tween
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20 (TBST) e utilizados para a incubacdo com as membranas, por 12 horas, sob
agitacdo, a temperatura ambiente. A membrana foi lavada 3 vezes, por 10 min,
com TBST. As proteinas foram entdo sondadas com anticorpo anti-lgG de coelho
conjugado com peroxidase de raiz forte, diluido 1:5.000 em TBST, por 2 horas,

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

3.19.5. Revelagdo com sistema quimioluminescente

A revelagdo foi realizada utilizando-se o kit ECL Plus (luminol, fenol e
peroxido de hidrogénio), com exposicdo das membranas em filmes de raio X. Para

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

4.0. ANALISE ESTATISTICA

Para cada conjunto de dados, foi realizado o teste de normalidade. Apds a
verificagdo de que os dados seguiam uma distribuicdo normal, todos os resultados foram
analisados por teste “t”, sendo considerado estatisticamente significativo quando p<0,05.

A andlise estatistica foi realizada utilizando-se o programa GraphPad Prisma versdo 4.0.
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5. RESULTADOS

5.1. Consumo de proteina, variacédo do peso e da racao

Verificamos que ndo houve diferenga na quantidade de consumo de ragdo dos
animais do grupo desnutrido em relacdo aos animais do grupo controle, mas houve
significativa reducdo no consumo de proteinas, ja que a dieta hipoproteica contém
apenas 2% de proteina. Os animais do grupo desnutrido apresentaram perda de peso

significativa em relacdo ao peso inicial, quando comparados com o0s do grupo controle.

Variagdo de Peso Corpéreo Consumo ragéo Consumo de Proteinas

(%)
(g/dia/animal)
(g/dia/animal)

*kk

304 xkk Controle Desnutrido

Controle Desnutrido
Controle Desnutrido

Gréfico 1. Resultado, em valores médios + o desvio padrdo, do consumo de racdo e de
proteinas dos animais dos grupos controle (n=20) e desnutrido (n=20). Os animais dos grupos
controle e desnutrido receberam, respectivamente, a racdo | e a racdo Il. * Valores
significativos para p< 0,05. n representa 0 nimero de animais avaliados.

5.2.  Andlise das concentracfes séricas de proteinas totais e albumina

Verificamos reducéo significativa nas concentrac@es de proteinas totais, albumina
e pré-albumina nos animais desnutridos em relacdo ao grupo controle, caracterizando o

quadro de desnutricao.
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Gréfico 2. Resultado, em valores médios + o desvio padrdo, de proteinas 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 racdo | e a racdo Il. * Valores significativos
para p< 0,05. ** Valores significativos para p< 0,01. n representa 0 nimero de animais
avaliados.

5.3. Avaliacdo das concentragdes séricas de imunoglobulinas

A quantificacdo de imunoglobulina M ndo mostrou diferenca entre animais dos
grupos controle e desnutrido. Entretanto, animais estimulados com LPS apresentaram
menor producdo de IgM em relacdo aos animais controles. Em relacdo a producdo de

IgG, ndo observamos diferencas estatisticas entre 0s grupos.

200 100,
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Gréafico 3. Resultado, em valores médios + o desvio padrdo, das concentracdes de
imunoglobulinas 1gG 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
0 numero de animais avaliados.
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5.4. Avaliacdo hematologica

5.4.1. Eritrograma

Os animais do grupo desnutrido apresentaram anemia, com valores
significativamente menores (p <0,05) para numero de eritrocitos, volume

hematocrito e concentracdo de hemoglobina, em relacdo aos respectivos controles.

151 N 501

s
T
Hematdcrito
(%)

Hemoglobina
(g/dL)
@

0- 0-
Controle Desnutrido Controle Desnutrido Controle Desnutrido
Grupos Grupos Grupos

Grafico 4. Resultado, em valores médios + o desvio padréo, da concentragdo de hemoglobina,
do numero de hemécias e do volume do hematdcrito de camundongos Balb/C dos grupos
controle (n =10) e desnutrido ( n =10). n representa nimero de animais avaliados. * Valores
significativos para p< 0,05. n representa 0 nimero de animais avaliados.

5.4.2. Leucograma

Os animais do grupo desnutrido apresentaram reducdo estatisticamente
significativa do numero de leucdécitos, em relacdo ao grupo controle; sendo que 0s
animais do grupo desnutrido apresentaram leucopenia com acentuadas neutropenia e

linfocitose, em relacdo aos respectivos controles.
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Gréfico 5. Resultados em valores médios + o desvio padrdo do nimero de leucécitos, do
numero de bastonetes, segmentados, linfocitos, mondcitos e eosinoéfilos 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

ndmero de animais avaliados.

5.5. Avaliacdo morfoldgica da medula 6ssea

A analise do quadro hematoldgico medular dos animais desnutridos evidenciou
hipoplasia, com significativa redugdo no numero de células nucleadas blasticas e na
série granulocitica, além de significativa redugdo na série eritrocitaria plasmocitaria e

monocitica, porém ndo observamos diferencas significativas nas contagens de
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linfocitos.
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Gréfico 6. Resultado, em valores médios + o desvio padrdo, do mielograma do nimero total de
células nucleadas e dos diferentes tipos celulares presentes na medula dssea 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 nimero de animais avaliados.



46

5.6. Esplenograma

A avaliacdo da celularidade do baco indicou diferenca significativa entre os
animais dos grupos controle e desnutrido. Podemos observar que os animais do grupo
desnutrido apresentaram valores menores em relagdo ao grupo controle, caracterizada
por diminuicdo de células da linhagem granulocitica, principalmente células maduras
segmentadas, bem como diminui¢do do numero total de linfocitos esplénicos (Grafico
8). Da mesma forma, o peso do baco dos animais desnutridos apresentou diferenca
significativa, quando comparado com o bago dos animais do grupo controle (Grafico

7).

B Peso do bago
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Figura 1. A) Foto representativa do baco de animal do grupo controle e do grupo desnutrido,
evidenciando atrofia no bago dos animais do grupo desnutrido.

Gréfico 7. B) Resultado, em valores médios + o desvio padrdo, do namero de células nucleadas
do baco de camundongos dos grupos controle (n=8) e desnutrido (n=8).** Valores
significativos para p<0,01. n representa nimero de animais analisados.
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Gréfico 8. Resultado, em valores médios + o desvio padrdo, 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 0 nimero de animais avaliados.
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5.7.  Analise histol6gica do baco

O baco de animais do grupo desnutrido apresentou menor celularidade (Figura
D), se comparado ao baco dos animais do grupo controle (Figura B), no qual
observamos a progressiva deplecdo celular, em particular de linfdcitos, além do
espessamento de capsulas e trabéculas esplénicas. O baco de animais dos grupos

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

Figura 2. A: Corte histolégico de bago de animal do grupo controle, apresentando imagem
panordmica do tecido (4X). B: Corte histolégico de bago de animal do grupo controle,
evidenciando capsula delimitando parénquima tecidual (40X). C: Corte histoldgico de baco de
animal do grupo desnutrido, apresentando imagem panoramica do tecido (4X). D: Corte
histologico de baco de animal do grupo desnutrido, mostrando espessamento capsular e
rarefacdo linfocitaria (40X).
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5.8. Ensaio de proliferacao de linfécitos

A linfoproliferacdo das células do baco, pelo ensaio de resazurina, mostra que as
células do grupo controle, quando estimuladas com diferentes concentra¢fes de
concanavalina (ConA) e lipopolissacarideo (LPS), apresentaram maior capacidade de
proliferacdo quando comparada com células de animais do grupo desnutrido. Destaca-se

que células estimuladas com ConA apresentaram maior capacidade proliferativa.
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Graéfico 9. Resultados, em valores médios + o desvio padrdo, do numero total de células
mononucleares vidveis do baco, avaliadas apds 72 horas de cultivo, apds estimuladas com LPS
ou ConA. Animais dos grupos controle (n=6 animais) e desnutrido (n=6 animais). n representa
0 numero de animais avaliados.

A linfoproliferacdo das células do baco, pelo ensaio de MTT, mostra que as
células de ambos os grupos ndo apresentaram aumento de proliferacdo. Porém, quando
essas células foram estimuladas com ConA e LPS, observamos aumento da
proliferacdo, 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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Gréfico 10. Resultados, em valores médios + o0 desvio padrdo, do nimero total de células
mononucleares viaveis do baco avaliadas apds 72 horas de cultivo. Os animais dos grupos
controle (n=6) e desnutrido (n=6).* Valores significativos para p< 0,05. n representa 0 nimero
de animais avaliados.

5.9. Ciclo celular

A analise do ciclo celular em células esplénicas, avaliada pelo iodeto de
propidio, revelou que os animais do grupo desnutrido, estimulados com ConA,
apresentaram menor porcentagem de células nas fases S/G2/M, quando comparadas

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

Tabela 2 - Ciclo celular de células esplénicas dos animais dos grupos controle e
desnutrido estimuladas ou ndo com ConA

Controle Desnutrido Controle Desnutrido
(n=6) (n=6) (n=6) (n=6)
Parametros Sem estimulo CONA
G0/G1 94.57 + 1.36 95.45 + 2.77 85.57 +3.59  90.18 + 5.67
SIG2/IM 543 +1.36 455+ 2.77 14.44 + 3.59 9.81 + 3.55*

Resultados em valores médios + desvio padréo das fases do ciclo celular GO/G1 e das S/G2/M de
células do bago, estimuladas ou ndo com ConA, utilizando a técnica de iodeto de propidio. Os
animais dos grupos controle (n=6) e desnutrido (n=6). * Valores significativos para p< 0,05. n
representa 0 nimero de animais avaliados.
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5.10. Caracterizacao imunofenotipica de células do bago

Todas as representacdes graficas da imunofenotipagem de células do baco de
camundongos nutridos e desnutridos foram realizadas pela aquisicdo de 10° células,
realizada citdbmetros FACSCalibur ou FACSCanto Il e analisadas e compensadas pelo

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

Estratégia de andlise
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Figura 3. Analise da dispersao dos eventos celulares adquiridos por citometria de fluxo:
todas as células adquiridas de animais (controle e desnutrido) foram analisada em uma Unica
janela eletrénica. Citograma bidimensional em “dot plot” formado por FSC na abscissa ¢ SSC
na ordenada. O tamanho celular é representado pelo canal de dispersdo a 0° (FSC) e a
complexidade interna é representada pelo canal de disperséo a 90° (SSC).
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Figura 4. Estratégia de definicho da janela de identificacdo para mensuracdo da
e NK/NKT de células do bago.
Inicialmente, foi feita uma janela de aquisicdo na regido de leucécitos marcada com anti-CD45".
Na sequéncia, foi feita outra janela de aquisicdo na regido denominada CD3" e CD19" e, por
fim, foi delimitada uma janela de aquisi¢do de quadrantes para identificar as subpopulacGes de
linfocitos T CD4", CD8", CD4", CD8’, CD4"CD8" e CD4 CD8, respectivamente. Apos, foi feita
outra janela de aquisicdo na regido denominada CD3" e CD49b e, finalmente, foi delimitada
uma janela de aquisicdo de quadrantes para identificar as subpopulagdes de linfécitos NK e

guantificacdo de linfécitos T CD3/CD4/CD8, CD19

NKT.
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A representacdo grafica da imunofenotipagem de ceélulas do baco de
camundongos (controle e desnutrido) apresentou diferenca estatistica significativa na
porcentagem de células CD45, de células CD4" e de células CD3" no bago, 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 n&o

houve diferenca estatistica — quando comparados com animais do grupo controle.
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Gréfico 11. Resultado, em valores médios + o desvio padrao, das subpopulacdes de linfdcitos
CD45/CD3/CD4/CD8/CD19 e NK/NKT do bago 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 nimero de animais avaliados.

5.11. Caracterizacdo imunofenotipica de células do timo

Todas as representacGes graficas da imunofenotipagem de células do baco de
camundongos nutridos e desnutridos foram realizadas pela aquisicdo de 10° células

realizada em citdmetros FACSCalibur ou FACSCanto Il e analisadas e compensadas
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pelo software Flow Jo versdo 7.5.5 (Tree Star, Ashland, OR, EUA). Os animais
desnutridos ndo apresentaram diferenca na porcentagem de células CD4" e CD8", bem
como na relacdo porcentual CD4*/CD8" no timo, quando comparados aos animais do

grupo controle.
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Figura 5. Estratégia de definicdo da janela de identificacdo para mensuragdo da
guantificacdo de linfécitos T CD3/CD4/CD8 do células Timo. Inicialmente, foi feita uma
janela de aquisicdo na regido denominada CD3" e, por fim, foi delimitada uma janela de
aquisicdo de quadrantes para identificar as subpopulacbes de linfocitos T CD4* , CDS8",
CD4'CD8" e CD4CD8, respectivamente.

Gréfico 12. Resultado, em valores médios + desvio padréo, das subpopulacdes de linfécitos T
CD4" , CD8", CD4'CD8" e CD4CD8 do baco de animais dos grupos controle (n=6) e
desnutrido (n=6). O n representa o0 nimero de animais avaliados.
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5.12. Avaliacdo da sintese in vitro de citocinas por células esplénicas

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

ambos 0s grupos ndo apresentaram diferencga na capacidade de producgéo de INF-y.
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Gréfico 13. Resultado, em valores médios + desvio padrdo, da concentragdo de IFN-y
produzidas por células esplénicas dos grupos controle (n=8) e desnutrido (n=8) * Valores
significativos para p<0,05. n representa nimero de animais analisados.

Nos resultados apresentados no grafico 14, podemos observar que animais do
grupo desnutrido, quando estimulados com LPS, apresentaram maior capacidade de

producdo de IL-10, qguando comparado com 0s respectivos animais do grupo controle.
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Gréficos 14. Resultado, em valores médios + desvio padrdo, da concentracdo de IL-10
produzidas por células esplénicas dos grupos controle (n=8) e desnutrido (n=8) * Valores
significativos para p<0,05. n representa nimero de animais analisados.

Nos resultados apresentados no grafico 15, podemos observar que animais do
grupo desnutrido, quando estimulados com ConA e LPS, apresentaram menor

capacidade de producdo de IL-2, quando comparados com 0s respectivos animais do

grupo controle.
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Gréfico 15. Resultado, em valores médios + desvio padrdo, da concentracdo de IL-2
produzidas por células esplénicas dos grupos controle (n=8) e desnutrido (n=8) * Valores
significativos para p<0,05. n representa nimero de animais analisados.
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5.13. Avaliagdo da expresséo das STAT-1e STAT-3

A avaliagdo da expressdo STAT-1 total evidenciou que células esplénicas dos
animais de ambos os grupos, mesmo estimuladas in vitro, durante 24 horas com 1,25 ug de

LPS e 5ug/mL de ConA, ndo apresentaram diferenca estatistica.
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Gréfico 16. Resultado, em valores médio + desvio padréo, da quantificagdo STAT-1 em células
esplénicas de camundongos dos grupos controle (n=6) e desnutrido (n= 6) estimuladas, in
vitro, durante 24 horas com 1,25 ug de LPS e 5ug/mL de ConA. n representa nimero de

animais analisados.

A avaliacdo da expressdo STAT- 1 fosforilada evidenciou que células esplénicas
dos animais do grupo desnutrido, quando cultivadas e estimuladas in vitro durante 24 horas
com 5ug/mL de ConA, apresentaram menor expressdo de STAT-1p, quando comparado com 0

respectivo controle.
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Gréfico 17. Resultado, em valores médios + desvio padrdo, da quantificagdo STAT-1 P em
células esplénicas de camundongos dos grupos controle (n= 6) e desnutrido (n= 6)
estimuladas, in vitro, durante 24 horas com 1,25 pg de LPS e 5ug/mL de ConA. * Valores
significativos para p< 0,05. n representa 0 numero de animais avaliados.

A avaliacdo da expressdo STAT-3 total evidenciou que células esplénicas dos
animais do grupo desnutrido, quando cultivadas e estimuladas in vitro durante 24 horas
com 1,25 pg de LPS, apresentaram maior expressdo de STAT-3 total, quando

comparado com o respectivo controle.
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Gréfico 18. Resultado, em valores médios + desvio padrdo, da quantificagdo STAT-3 em
células esplénicas de camundongos dos grupos controle (n= 6) e desnutrido (n= 6)
estimuladas, in vitro, durante 24 horas com 1,25 ug de LPS e 5ug/mL de ConA. * Valores
significativos para p< 0,05. n representa 0 nimero de animais avaliados.
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A avaliacdo da expressdo STAT-3 fosforilada evidenciou que células esplénicas
dos animais do grupo desnutrido, quando cultivadas e estimuladas in vitro durante 24
horas com 1,25 pg de LPS e 5ug/mL de ConA, apresentaram maior expressdo de STAT-

3p, quando comparado com o respectivo controle.
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Gréfico 19. Resultado, em valores médio + desvio padrdo, da quantificagdo STAT-3 P em
células esplénicas de camundongos dos grupos controle (n= 6) e desnutrido (n= 6)
estimuladas, in vitro, durante 24 horas com 1,25 pg de LPS e 5ug/mL de ConA. * Valores
significativos para p< 0,05. n representa 0 nimero de animais avaliados.
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6. DISCUSSAO

A desnutricdo esté presente em todo o0 mundo, com alta prevaléncia nos paises em
desenvolvimento (ORTIZ et al., 2001) e ainda constitui sério problema de saude publica
(MONTEIRO, 2003). Observacdes de carater epidemiolégico e experimental
evidenciam que individuos desnutridos, especialmente criangas, apresentam maior
susceptibilidade frente a processos infecciosos e indices mais elevados de morbidade e

mortalidade (LESOURD, 1997).

A desnutricdo proteica e a proteico-energética sdo as formas mais frequentes de
desnutricdo em pacientes hospitalizados, pacientes portadores de neoplasias ou de
doencas cronicas, pacientes sob quimioterapia ou, ainda, individuos que fazem dietas
radicais e individuos com distdrbios alimentares, como anorexia nervosa e bulimia
(KEUSCH, 2003; GADDUCCI et al., 2001; WAITZBERG et al., 1999; MARCOQOS,

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

A interacdo desnutricdo-infeccdo em seus multiplos aspectos tem sido alvo de
estudo nas ultimas décadas, sendo considerada a principal causa da imunodeficiéncia
(CHANDRA, 1997; KEUSH, 2003; KATONA, 2008). A literatura relata que, na
desnutricdo, ocorrem alteragdes significativas na imunidade, comprometendo
principalmente a resposta T-dependente, a fagocitose, o sistema do complemento e a
sintese de citocinas (PEDERSEN & BRUNSGARD, 1997; CHANDRA, 1980,

CHANDRA & KUMARI, 1994).
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Neste trabalho optamos pela indugdo de uma desnutricdo proteica devido a sua
elevada endemicidade em paises em desenvolvimento. De fato, nas ultimas décadas,
muitos trabalhos foram realizados tentando compreender a inter-relagdo doenca-
desnutricdo e, embora muito conhecimento tenha sido obtido, 0s mecanismos

envolvidos em seu todo ainda estdo por serem esclarecidos.

No modelo experimental utilizado em nosso laboratorio, as ragdes foram
elaboradas considerando os teores de vitaminas, acidos graxos e sais minerais
necessarios para fornecer uma dieta adequada, restringindo-se apenas a quantidade de
proteina da racdo ofertada (racdo hipoproteica — 2% de proteina) (REEVES et al., 1993).
Na elaboracdo das ragGes, utilizamos caseina que é uma proteina de alto valor bioldgico.
Em nosso estudo, os camundongos que receberam a dieta, ad libitum, deficiente em
proteinas (racdo hipoproteica, contendo 2% de proteinas), consumiram quantidade
semelhante de racdo em relagdo aos animais controles, porém apresentaram significativa
perda de peso corporeo, de aproximadamente 20% do peso inicial; esta perda, associada
aos valores do hemograma e da concentracdo de proteinas totais, albumina e pré-
albumina séricas, mostraram-se como bons indicadores na avaliacdo da desnutricdo

proteica.

Os 6rgdos hematopoiéticos tém capacidade de aumentar producdo e acelerar a
maturacdo de uma ou vérias populacdes de células, como mecanismo de adaptacdo a
condigdes fisioldgicas ou patoldgicas. O tecido hematopoiético tem alta taxa de
proliferacdo e renovacdo celular e, consequentemente, tem elevado consumo, 0 que 0

torna susceptivel a alteragdes em condi¢Oes de desnutricao.
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Estudos realizados por Fried et al. (1978), sobre os efeitos da privacéo proteica em
contagens sanguineas periféricas, mostraram a reducdo do hematocrito e de plaquetas
apo6s 3 semanas de desnutricdo, sendo que as contagens celulares totais diminuiam
rapidamente logo apds o inicio da desnutri¢do, indicando que os granulécitos e 0s
linfocitos sdo afetados em camundongos com restricdo proteica, dados esses também

observados em nossos experimentos.

Dados da literatura, em relacdo a anemia e as alteragdes dos niveis de ferro, séo
contraditérios: em situacBes nas quais a falta de ferro tem sido considerada como a
principal causa da anemia na desnutricdo (RAMDATH, 1989), outros autores
encontraram valores normais para concentracdo de ferro sérico, aumento da saturacdo
de transferrina e concentrages de ferritina sérica ndo reduzidos — e a medula Gssea
apresentando depositos de ferro normais ou elevados. Da mesma forma, bidpsias de
figado, obtidas post-mortem de individuos com marasmus, apresentam valores elevados

de ferro (WATERLOW, 1996).

Fondu et al. (1978), trabalhando com criancas do Zaire que apresentavam DPE,
concluiram que a anemia era decorrente da reducdo na vida média dos eritrécitos, cuja
populacdo avaliada foi de 18 dias, sugerindo que o aumento da fragilidade dos
eritrécitos era devido a reducdo de selénio e de vitamina E. Adicionalmente, 0s mesmos
autores sugerem também como causas da anemia, na DPE, a adaptacdo do organismo a
reducdo da necessidade de oxigénio e as infec¢bes cronicas, frequentemente presentes.
Dados de nosso laboratorio evidenciam que a anemia encontrada em camundongos

adultos experimentalmente desnutridos ndo € ferropriva e sim devido a diminui¢do nos
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progenitores eritroides na medula 6ssea e que 0S mesmos sdo hiporresponsivos ao

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

Os primeiros relatos sobre leucopenia em desnutricdo proteica devem-se a
Aschkenasy (1957). Embora a resposta leucocitaria seja varidvel, as evidéncias indicam
que, em situacOes nas quais a desnutricdo ndo esteja associada a outras doencas, a

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

Dietas hipoproteicas ou com composi¢do inadequada de aminoéacidos tém efeito
neutropénico (ASCHKENASY, 1966). A aparente dificuldade da resposta leucocitaria
em infeccdes bacterianas em DPE seria, segundo Suda et al. (1976), devido a reducgédo
no compartimento de reserva da medula 6ssea e ndo a dificuldade primaria no processo
de mobilizacdo dos leucécitos do sangue para os tecidos (CHANDRA et al., 1975).
AlteracGes hematoldgicas, como pancitopenia e hipoplasia medular, sdo justificadas por

deficiéncia proteica no processo de renovacao celular.

A linfopenia e a atrofia de tecidos linfoides s&o encontradas em desnutri¢éo
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 bago e nos

nddulos linfoides mesentéricos.

Hoje, sabemos que a nutricdo € um determinante critico da resposta imune, de
maneira que a desnutricdo é a causa mais comum da imunodeficiéncia em todo o

mundo, estando associadas com o0 comprometimento significativo da imunidade
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mediada por células, funcdo fagocitica, sistema do complemento, concentracdo de
imunoglobulina A e produgdo de citocinas (CHANDRA, 1997). Os mecanismos de
defesa do organismo sdo dependentes de compostos proteicos e o estado nutricional é
importante para uma 6tima resposta imune, que requer a cooperagdo entre o sistema

imune inespecifico e o especifico (CHANDRA, 1991).

Nesse estudo, utilizou-se a citometria de fluxo para investigar o perfil fenotipico
de células do bago de animais desnutridos, pois a literatura relata que, na desnutricao,
tem-se atrofia de 6rgdos linfoides, diminuicdo de células natural killer (NK), além de
alteracbes em subconjuntos de linfdcitos T, principalmente nas células CD3+, CD4+ e

CD8+ (NAJERA et al., 2004).

Ao compararmos a expressdo das células NKT em nosso estudo, ficou
demonstrado que, no grupo animais desnutridos, ndo ha diferenca estatistica quando
comparado com o grupo de animais controle. Porém, em um estudo realizado por Shen,
et al. (2009), baseado em restricdo alimentar e ap6s um dia dessa privacao, tanto as
células NK como as NKT e sua citotoxicidade foram aumentados em comparacdo com a
condi¢do de camundongos normais. Estes resultados sugerem que o estresse induzido
pela privacdo 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 linfécitos T e sdo consideradas como parte do sistema
imune inato; sdo 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, ndo observamos diferengas entre 0S grupos experimentais para a
expressdo da célula NK, enquanto que Najera et al. (2004) observaram diminui¢do em
células NK. Devemos considerar, contudo, que em nosso estudo houve apenas restri¢ao
de proteinas na racdo ofertada. As celulas NK s&o conhecidas como as principais
efetoras na imunidade inata, cuja funcéo é combater células neoplasicas e infectadas por
patdgenos intracelulares. Elas também desempenham importante papel na modulagéo da
resposta imune celular adaptativa, atraves da liberacdo de INF-y (MARTIN-
FONTECHA et al., 2004). Atualmente, as fungdes conhecidas das células NK incluem

regulacdo da inflamacdo e das respostas imunes adaptativas (VIVIER et al., 2008).

Estudo realizado por Barbess (1993) mostra que, em criangas com marasmus, a
distribuicdo de linfocito B é normal, ndo apresentando alteracbes no nimero e na
distribuicdo. No atual trabalho, também demonstramos que a populagdo de células B
esplénicas, em ambos 0s grupos experimentais, apresentava a mesma porcentagem de

células expressando CD19.

Os estudos existentes na literatura sobre a resposta humoral em desnutricdo séo
conflitantes, ndo permitindo conclusdes definitivas (WATERLOW, 1996). Estudos
realizados por Rikimaru et al. (1998) mostram que os niveis de imunoglobulinas ndo
estdo afetados em criancas com desnutricdo moderada. Porém, outro estudo relata que o
nivel de IgM e IgG no soro de criancas desnutridas foi menor quando comparado com

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

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

ndo observamos diferencas estatisticas 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 sintese de IgM, quando
comparados com animais controles, também estimulados com LPS. Em relacdo a
dosagem de 1gG, ndo observamos diferencas estatisticas. Dados descritos por
McMurray et al. (1981) mostram que os niveis de IgM estdo diminuidos, enquanto os de
Neumann et al. (1975) e Sirisinha et al. (1976) mostraram que 0s niveis 1gG no soro

ndo foram afetados pela desnutrigdo .

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
blogueio no desenvolvimento e na funcdo de células dessas linhagens. Estudos de
Tchilian et al. (2001), com camundongos, mostraram que mutacbes em CDA45
modificam a funcdo imune, sugerindo que anormalidades na sua expressao sejam a
possivel causa da sindrome de imunodeficiéncia adquirida. O antigeno CD45 é uma
proteina transmembrana com funcdo de tirosina fosfatase, expresso em todas as células
nucleadas hematopoiéticas e requerido para vias de sinalizacdo e mecanismos
transducionais. Dados apresentados por esse trabalho mostram que, em camundongos
desnutridos, ha diminuicdo na expressdo de CD45 quando comparado com 0 grupo

controle.

Em estudos anteriores (BORELLI et al., 2007; FOCK et al., 2007; 2010), nosso
grupo constatou hipoplasia medular e esplénica especialmente importante no setor
mieloide. Nesse trabalho, verificamos hipoplasia esplénica, com diminuigdo no numero
total de linfocitos no baco de animais desnutridos, porém, com porcentagem aumentada

para CD3" e CD4", mantendo-se normal para CD8". Em decorréncia da atrofia do bago,
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tanto a estrutura quanto a funcdo deste 6rgdo sdo prejudicadas e, consequentemente, a
resposta de células T é reduzida. O grupo de pesquisa de Gonzéalez (1997) observou que
os linfocitos obtidos de criancas desnutridas eram incapazes de secretar quantidades
normais de citocinas e propuseram que a fisiologia alterada de linfocitos pode ser a

causa predominante da disfuncdo imune observada nessas criangas.

Para alguns autores, a diminuicdo no tamanho do timo e dos 6rgdos linfoides
periféricos, verificada no kwashiorkor, interferiria na imunidade celular, mediada pelos
linfocitos T (derivados do timo). Assim, ocorreria diminuicdo no numero destes
linfocitos e desproporcdo entre os linfécitos T auxiliares, os T supressores e 0s
citotoxicos, alterando suas funcbes (KEUSH, 2003). Em nossos resultados, verificamos
que animais desnutridos apresentaram diminuicdo na celularidade timica; porém, sem
diferenga na porcentagem de subtipos de linfocito, quando comparado com animais
controle. A alteracdo ocorrida no timo estd associada a sua atrofia, situagdo na qual
temos reducdo no nimero de células presentes neste 6rgdo, que, em parte, é causada
pela deplecdo por apoptose (SAVINO et al., 2002; RODRIGUES et al, 2011)). Além
disso, varios estudos indicam que a desnutri¢do diminui a funcdo das células T, a sintese
de citocinas e a capacidade dos linfécitos de responder adequadamente as citocinas
(RODRIGUES et al., 2005). Tanto a resposta imune celular quanto a resposta imune
humoral sdo diretamente afetadas em situacfes de desnutricdo proteica (MCMURRAY,
1981; NAJERA et al., 2004), sendo um importante fator relacionado ao aumento de

susceptibilidade as infecgdes (CHANDRA, 1991; RODRIGUES et al., 2005).

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

demonstrou alteragdo na capacidade de sintese de citocinas em modelo de desnutricdo.
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Nesse trabalho, avaliamos a capacidade de proliferacdo de celulas obtidas do baco,
quando estimuladas com LPS e ConA, e constatamos que em células esplénica a sintese
de IFN-y foi similar em ambos 0s grupos. Porém, a producdo de IL-2 esta diminuida no
grupo desnutrido e a de IL-10 estd aumentada quando estimulada por LPS. Segundo
Rodrigues (2005), criancas desnutridas apresentam diminuicdo da producgéo de citocinas

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

A diminuicdo na producio de IL-2, pelas células CD4" e CD8" em criangas
desnutridas, pode ser um importante fator relacionado ao aumento de susceptibilidade a
infeccbes (CHANDRA, 1991; RODRIGUES et al., 2005). Essa redugéo pode ser devida
a diminuicdo do numero das células de memoria CD45RO+ e/ou a capacidade reduzida
dessas células em produzir essa citocina (NAJERA et al., 2001; RODRIGUES et al.,
2005). Além disso, 0 aumento de IL-10 é evidente em criancas 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 imunossupressdo relacionada com a diminui¢do da
resposta imune em criancas desnutridas (RODRIGUES et al., 2005; 2007). Essas
alteracbes podem contribuir para a reducdo da capacidade imunoldgica e para o

aumento da sensibilidade a infecges associadas a desnutricéo.

Dados publicados por Ortiz (1984) demonstraram existir relagdo entre a caréncia
proteica e a reducédo da proliferagdo. No presente estudo, verificamos diminuicdo na
proliferacdo celular esplénica quando estimuladas com concanavalina (Cona) ou
lipopolissacarideo (LPS) em animais desnutridos; também observamos, nas células
esplénicas de animais desnutridos, maior porcentagem de celulas nas fases GO/G1 do

ciclo celular. Os resultados obtidos evidenciam o efeito imunoestimulador, dos
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mitdgenos presentes, sobre a proliferacdo de células esplénica de animais grupo
controle, porém diminuido em animais desnutridos. Observando cortes histoldgicos do
baco de animais desnutridos, verificamos hipoplasia esplénica significativa, quando
comparado com 0s animais do grupo controle, e atrofia do baco desses animais,

mostrando, assim, o efeito da desnutrigdo em drgaos linfoides secundarios.

A decisdo crucial entre a sobrevivéncia das células ou a apoptose € a base
fundamental dos processos fisioldgicos e patologicos — e é frequentemente o resultado
de um delicado equilibrio entre as citocinas e os fatores de crescimento com funcgdes
opostas. Na maioria dos tipos celulares, fatores transcricionais, como STAT-1 e STAT-
3, desempenham papéis opostos na direcdo celular para a proliferagdo ou a morte celular
por apoptose. As STATS séo fatores de transcrigdo envolvidos em vias de sinalizagdo e
tém sido implicadas numa variedade de fungdes imunes, como sintese de diferentes

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

Nossos resultados demonstraram que células esplénicas de camundongos
desnutridos nédo apresentaram alteracdo na expressdo de STATS dos tipos 1 e 3 quando
comparadas com células dos animais controles. Entretanto, em células esplénicas de
animais desnutridos estimulados com LPS, observamos aumento da expressdo de
STAT-3. Possivelmente, 0 aumento da expressao de STAT-3 esta correlacionado com o
aumento de producdo de IL-10, o que pode contribuir para os quadros de
imunodeficiéncia, comumente observado em situacdes de desnutricdo (FOCK et al.,
2008). A IL-10 é uma citocina com efeito pleiotréfico na imunorregulacdo e na
inflamacdo, produzido primariamente por monaocitos e, posteriormente, por linfdcitos.

Ela inibe a regulagéo da expressdo de citocinas do tipo Thl, antigenos do MHC classe Il
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e moléculas co-estimulatérias em macréfagos e em linfocitos B; além disso, a 1L-10
eleva a sobrevida, a proliferacdo e a produgdo de anticorpos (GRIMBALDESTON et
al., 2007; KINDT et al., 2008). A STAT-3 é um fator de transcrigdo essencial na via de
sinalizacdo de IL-10 e possui importante papel na sinalizacdo da resposta anti-

inflamatoria (AKIRA, 1999; 2003).

Porém, quando estimulamos as células esplénicas com ConA, observamos
diminuicdo de p-STAT-1 e aumento de p-STAT-3. Esse fato pode ser explicado, em
parte, porque a ativacdo de STAT-1 e STAT-3 na desnutricdo esta reciprocamente
regulada. Estudos tém demonstrado que receptores de citocinas e fatores de crescimento
para STAT-3 neutralizam a inflamacdo e promovem a sobrevivéncia celular e a
tolerancia imunoldgica, enquanto que STAT-1 favorece as respostas imunes inatas e
adaptativas, também podendo apresentar perfil apoptotico e anti-inflamatoério (REGIS et
al., 2008). O mecanismo, contudo, pelo qual os niveis de alteracdo da STAT-1 ou da
STAT-3 podem influenciar reciprocamente a sua ativacao, ainda devera ser uma questdo

de estudos em estado de desnutrig&o.

Trabalhos realizados nos UGltimos 25 anos tém confirmado que a
imunodeficiéncia € um fator critico em desnutricdo associada com infeccdes. Esse
conceito aplica-se ndo apenas a criangas jovens em paises desenvolvidos, mas também
em todas as faixas etarias de toda a populacdo mundial, incluindo idosos, pessoas com
transtorno alimentar ou aquelas com uma variedade de doencas primarias debilitantes
(CHANDRA, 1997). Os estudos também confirmam que a desnutricio modifica os
mecanismos de defesa do organismo, alterando a hematopoese e prejudicando a

homeostase, modificando a resposta imune especifica e ndo especifica, incluindo a
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resposta inflamatoria (BORELLI et al., 2004). E aceito atualmente que a nutricio é um
determinante importante da resposta imune. Dados clinicos e epidemiol6gicos sugerem
que deficiéncias nutricionais alteram a imunocompeténcia e aumentam o risco de

infeccdo (CHANDRA, 1997).
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7. CONCLUSAO

No presente trabalho, observamos que animais desnutridos apresentam
comprometimento da hemopoese, evidenciada pela hipocelulariedade medular e
esplénica, bem como comprometimento imunoldgico, com reducdo da capacidade
proliferativa de linfdcitos, aumento da producdo de IL-10 e diminuicdo de IL-2, com

alteracéo da expressao de fatores transcricionais, como STAT-1 e STAT-3.

Pensamos que o desequilibrio global dos componentes adaptativo e humoral
apresentado pelos individuos com desnutricdo possa levar ao comprometimento desses
maltiplos mecanismos imunorreguladores, contribuindo para o estado clinico de perda
da fungdo imune. Contudo, estudos estruturais mais detalhados em relacéo as alteracoes
decorrente da desnutricdo em células imunocompetentes e suas respectivas vias de

sinalizacGes sdo necessarios para a confirmacao dos dados aqui apresentados.
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