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CARMO, L. S. Proliferacao e diferenciagdo in vitro de células mononucleares
medulares apos estimulo com fatores de crescimento em ratos Wistar
submetidos a dieta hiperlipidica. Dissertacdo de Mestrado, 2012, p. 114
[Programa de Po6s-Graduacdo em Farméacia — Area de Andlises Clinicas da
Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas da Universidade de Sao Paulo].

RESUMO

O aumento da adiposidade corporea pode gerar diversos mediadores
inflamat6rios com capacidade de influenciar a proliferacdo e a diferenciacédo
hematopoética e, consequentemente, a complexa regulacdo da hematopoese.
Por isso, propusemo-nos, neste trabalho, avaliar a influéncia do aumento da
adiposidade corpérea sobre a proliferacdo e a diferenciacdo de células
hematopoéticas, bem como sua capacidade em sintetizar citocinas. Ratos
Wistar, machos foram alimentados com uma dieta rica em lipidios durante 14
semanas. Apos esse periodo foram avaliados hemograma, mielograma, perfil
lipidico, concentragdes séricas de leptina, insulina e adiponectina. Citbmetria
de fluxo foi utilizada para avaliagio da porcentagem de células CD34%/CD133",
bem como o ciclo celular de células medulares. Células medulares foram
utilizadas para avaliar a atividade proliferativa in vitro e a capacidade de
diferenciacao, in vitro, na presenca de IL-3, EPO, GM-CSF e G-CSF. Animais,
alimentados com dieta hiperlipidica, apresentaram maiores concentracdes de
leptina circulante, com aumento de gordura corporal, aumento da concetracao
de proteina C reativa, colesterol total, LDL, VLDL e triacilglicerol. O hemograma
apresentou neutrofilia absoluta e a medula 6ssea apresentou-se hipercelular
com aumento do numero de granulocitos maduros e da populacdo celular
CD133/CD34". Os resultados dos testes in vitro demonstraram aumento da
capacidade de sintese de IL-3 e aumento de G-CSF, com aumento do
potencial proliferativo, também evidenciado pelo maior nimero de células
medulares na fase S/G2/M, bem como o aumento da diferenciacdo
granulocitica. Esses resultados sugerem que a leucocitose e neutrofilia
observadas em situacdes de aumento da adiposidade corpérea séo
decorrentes de uma complexa modulacao do sistema hematopoético.

Palavras-chave: Dieta hiperlipidica. Hematopoese. Citocinas.



CARMO, L. S. Proliferation and differentiation of bone marrow
mononuclear cells in vitro after stimulation with growth factors in Wistar
rats subjected to high fat diet. Dissertacdo de Mestrado, 2012, p. 114
[Programa de PoOs-Graduagio em Farméacia — Area de Andlises Clinicas da
Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas da Universidade de Sao Paulo].

ABSTRACT

The body fat increase can generate various inflammatory mediators, that are
capable to influence the proliferation and differentiation of hematopoietic cells
and consequently modulate the complex regulation of the hematopoiesis. In this
study we have proposed to evaluate the effect of increase body fat on the
proliferation and differentiation of hematopoietic cells, as well as its ability to
synthesize cytokines. Male Wistar rats were subjected to a high fat diet during a
period of 14 weeks. After that period were evaluated hemogram, mielogram,
lipid profile and the serum concentrations of leptin, insulin and adiponectin. Flow
cytometry was used to evaluate the percentage of CD34/CD133", as well as
the cell cycle of bone marrow cells. Bone marrow cells were used to perform the
proliferation and differentiation capacity in vitro in the presence of IL-3, EPO,
GM-CSF and G-CSF. Animals fed high-fat diet had higher concentrations of
circulating leptin with increase body fat, and increase of C-reactive protein, total
cholesterol, LDL, VLDL and triacylglycerol concentrations. The hemogram
showed absolute neutrophilia and a hypercellular bone marrow with increase of
granulocytic mature population and CD133/CD34" cells. The results in vitro,
showed an increase of IL-3 and G-CSF production, and higher proliferative
potential with an increase in S/G2/M bone marrow cell cycle phases, as well as
an increase of the granulocytic differentiation. The results suggest that
leukocytosis and neutrophilia observed in this model of body fat increase are in
fact a result of a complex modulation of the hematopoietic system.

Keywords: High-fat diet. Hematopoiesis. Cytokine
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1. INTRODUCAO

1.1 Dieta e transicao nutricional

A dieta e a atividade fisica sao fatores importantes na promoc¢cao e na
manutencdo da saude durante o ciclo da vida. Caracteristicas da dieta podem
determinar ndo somente a saude do individuo, mas também influenciar o
desenvolvimento das doencas cronicas nao-transmissiveis (DCNT), como
cancer, obesidade, doencas cardiovasculares e diabetes, em periodo de vida
mais tardio (CUPPARI, 2009).

Através de dieta adequada, em quantidade e qualidade, o organismo
adquire a energia e 0s nutrientes necessarios para o bom desempenho de suas
funcbes e para a manutencdo do bom estado de saude (MONDINI;
MONTEIRO, 1994).

A maioria dos paises da América Latina, da Asia e do norte da Africa
vem demonstrando importantes mudancas, com reflexos evidentes para o perfil
nutricional da populacédo (KIM; MOON; POPKIN, 2000; MONTEIRO et al., 1995;
POPKIN, 1994; 1998, WORLD CANCER RESEARCH FUND; AMERICAN
INSTITUTE FOR CANCER RESEARCH, 1997).

A transicdo nutricional corresponde as mudancas dos padrdes
nutricionais, modificando a dieta das pessoas e se correlacionando com
mudancas sociais, econémicas, demograficas e relacionadas a saude, o que
normalmente esta associado a obesidade (POPKIN, 2001). Entretanto, a
caracteristica basica foi de crescimento da dieta rica em gorduras, aglcares e

alimentos refinados, além da reduc¢do em carboidratos complexos e fibras.
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A relacdo entre consumo de gorduras saturadas, niveis plasmaticos de
colesterol e risco de doenca coronariana foi das primeiras a ser comprovada
empiricamente (KEYS, 1970; KEYS et al., 1984). Assim como ocorre com as
gorduras saturadas, o consumo elevado de colesterol também pode aumentar
o risco de doencga coronariana (STAMLER; SHEKELLE, 1988).

Uma das caracteristicas marcantes do processo de transi¢do nutricional
no Brasil é o antagonismo de tendéncias temporais entre desnutricdo e
obesidade. Ao mesmo tempo em que declina a ocorréncia da desnutricio em
criangas e adultos num ritmo bem acelerado, aumenta a prevaléncia de
excesso de peso e obesidade na populacdo brasileira (BATISTA FILHO;
RISSIN, 2003).

A prevaléncia da obesidade esta aumentando, sendo que alguns dos
fatores que contribuem para ascensao desta epidemia é a transicdo nutricional,
com aumento do fornecimento de energia pela dieta e reducédo da atividade
fisica, o que podemos chamar de estilo de vida ocidental contemporaneo
(KUMANYAKA, 2001).

O acumulo de evidéncias que associam caracteristicas da dieta ao
estado de saude dos individuos foi determinante para que a Organizacao
Mundial de Saude (OMS) estabelecesse limites maximos para o consumo de
gorduras (30% do consumo caldrico total), acidos graxos saturados (10% do
consumo calorico total), acucar (10% do consumo calérico total), colesterol
(300 mg por dia ou 100 mg/1.000 kcal) e sal (6 g por dia) e estimulasse o
consumo de carboidratos complexos (minimo de 50% do consumo caldrico
total), de legumes, de verduras e de frutas (400 g por dia ou cerca de 7% do

consumo calérico total) (JAMES et al., 1988; WHO, 1990).
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No Brasil, a disponibilidade domiciliar de frutas, legumes e verduras, com
base nos dados da Pesquisa de Orcamentos Familiares (POF) 2002-2003, do
Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE), foi estimada em 2,3% do
total de calorias. Essa disponibilidade permanece aquém do nivel ideal em todas
as regides e em todos os estratos econdmicos da populacdo (IBGE, 2004).

A OMS estima que aproximadamente 2,7 milhdes de mortes por ano em
todo mundo podem ser atribuidas ao consumo inadequado de frutas, legumes
e verduras, constituindo um dos dez fatores centrais na determinacdo da carga
global de doencas (WHO, 2002).

O risco do cancer de mama, de prOstata e de colon-reto parece
aumentar com o consumo total de gordura e com o consumo de gordura de
origem animal; enquanto dietas com legumes, verduras e frutas citricas, ou
seja, ricas em fibras, vitaminas e minerais, certamente protegem os individuos
de canceres de pulmdo, boca, faringe, eséfago, estdbmago e colon-reto
(WORLD CANCER RESEARCH FUND; AMERICAN INSTITUTE FOR CANCER

RESEARCH, 1997).

1.2 Hematopoese

Em mamiferos, durante a vida embrionaria e fetal, a hematopoese
ocorre em diferentes localizacdes histoanatémicas, como a esplancnopleura para-
aortica, o saco vitelino, a regido aorto-gbnado-mesonéfrica, o figado, o baco, o timo
e a medula 6ssea (DZIERZAK; MEDVINSKY; BRUIJN, 1998). Em seres humanos,

apos o nascimento, a medula 6ssea constitui-se no unico local de producao das
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células sanguineas, enquanto que em ratos, tanto o baco como a medula
O0ssea permanecem, fisiologicamente, como Orgdos hemopoéticos
(MORRISON et al., 1997).

A hematopoese é um fenbmeno complexo, altamente regulado e

bY

influenciado por varios estimulos, levando a continua producdo de células

hematopoéticas maduras, como os leucécitos, as hemacias e as plaquetas

(Figura 1).
Progenitor
Ilnféldc/ @ Linfocitos T
Célula Pré-T
PLC e B Linfécitos B/
\ / Plasmécitos
Célula Pré-B
' —)‘ o Eritrécitos
Célula-tronco. Progmhor/' BFU-E CFU-E
.- - ey ‘ ' Megacariocitos/
,, Plaquetas

CFU-GEMM CFU-Meq

Eosinofilos

Auto-renovagao

CFU-Eo

Neutréfilos

CFU-GM Monécitos/
. > > Macréfagos
CFU-M
~ Basdfilos/
< 6 > @ > Mastécitos

CFU-Mast

Figura 1. Hierarquia do sistema hematopoético. As células-tronco
hematopoéticas (CTH) apresentam alta capacidade de autorrenovacéo, proliferacéo
e diferenciacéo. A partir da CTH, diferenciam-se progenitores comprometidos com a
linhagem linfoide e mieloide. Progenitor linfoide comum (PLC) e um progenitor
mieloide/CFU-GEMM (unidade formadora de colbénias de granuldcitos, eritrocitos,
monadcitos/macrofagos e megacariécitos); BFU-E e CFU-E (unidade formadora de
colénias de eritrocitos); CFU-Meg (unidade formadora de colénias de
megacariocitos); CFU-Eo (unidade formadora de coldnias de eosindéfilos; CFU-GM
(unidade formadora de colénias de granuldcitos e mondcitos), CFU-G (unidade
formadora de colbnias de granuldcitos), CFU-M (unidade formadora de colbnias de
monacitos), CFU-Mast (unidade formadora de colonias de basdfilos e mastdcitos)
gue dardo origem as células maduras do sangue.

Fonte: Modificado de Metcalf, D. Stem Cells, vol. 25:p. 2390-2395, 2007.
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A producdo das células hematopoéticas maduras depende da CTH e do
microambiente adequado para que a sobrevivéncia, a proliferacdo e a
diferenciacdo dessas células ocorram de maneira organizada (FUCHS;
TUMBAR; GUASCH, 2004). A compreensao deste processo e da biologia das
CTH é importante para o tratamento de desordens onco-hematolégicas,
desordens congénitas, citopenias pds-quimioterapia e transplante de medula
ossea (TMO) (LEMISCHKA, 2001; SMITH, 2003; WEISSMAN, 2000).

As células hematopoéticas presentes na medula 6ssea podem ser
classificadas, quanto a sua capacidade proliferativa, em trés compartimentos
funcionais: (I) compartimento das células-tronco ou progenitores hematopoéticos
pluripotenciais, compreendendo pequena populacdo de células indiferenciadas
com capacidade de gerar todos os tipos de células sanguineas e alta
capacidade de autorrenovacédo (SMITH, 2003); (Il) compartimento de células
progenitoras com potencial limitado de gerar células de diferentes linhagens
sanguineas e ceélulas progenitoras unipotenciais com capacidade restrita de
desenvolvimento de uma unica linhagem celular; e (lll) células reconhecidas
morfologicamente, que ainda apresentam capacidade proliferativa, como na
série granulocitica, que compreende a fase de mieloblasto a mieldcito.

A hematopoese € influenciada por varios estimulos que atuam em
diferentes niveis do processo: desta maneira, ha que se considerar. as
interacOes célula-célula e célula-estroma, que ocorrem tanto no microambiente
indutor da hematopoese como em outras localizacbes (MOHANDAS;
PRENANT, 1978; TRENTIN, 1978); a acédo dos diferentes fatores de crescimento
e citocinas; a acdo hormonal; a acdo de mediadores plasmaticos e celulares da

resposta inflamatéria; e o estado nutricional do individuo (ATHENS et al., 1961;
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BORELLI; MARIANO; BROJEVIC, 1995; BORELLI et al., 1998; BORELLI;
NARDELLI, 2001; PETERS et al., 1972).

O microambiente é que permite a formacao das diferentes linhagens
sanguineas; histologicamente é constituido por células hematopoéticas em
diferentes etapas de diferenciacdo e maturacdo; por células estromais
(fibroblastos, células reticulares, macréfagos, células endoteliais e adipdcitos),
de uma matriz extracelular composta por diferentes tipos de colagenos,
proteinas adesivas ndo colagénicas, proteoglicanos; e por substancias soluveis
produzidas localmente ou oriundas da circulacédo (BRACH; HERRMANN, 1991;

EAVES et al., 1991; MAYANI; GUILBERT; JANOWSA-WIECZOREK, 1992).

1.3 Citocinas e fatores de crescimento

As citocinas compdem um grupo heterogéneo de polipeptideos, que,
funcionalmente, podem ser denominados de peptideos regulatorios, atuando
na ordem de pico ou hamomoles e que modificam as funcdes de diferentes
tipos celulares.

A maioria das citocinas é produzida indutivamente, por diferentes
células, regulando as respostas imune e inflamatéria, podendo controlar a
proliferacdo e a diferenciacdo celulares, além da apoptose, e ativando ou
inibindo células maduras efetoras (ABBAS; LICHTMAN; POBER, 2000;
ASSENMACHER et al., 1996; QUESENBERRY, 1995; WALKER et al., 1995).

Algumas citocinas foram denominadas de fatores estimuladores de
colénia (CSF), pela capacidade de estimularem a proliferacdo e a formacéo de

colbénias in vitro (DEXTER; GARLAND; TESTA, 1990). Entre as principais
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citocinas regulatérias da hematopoese, encontram-se o fator estimulador de
células-tronco (SCF), a interleucina 3 (IL-3), os fatores estimulantes de colénias
de granulécitos e macrofagos (GM-CSF), de mondcitos (M-CSF) e de
granulocitos (G-CSF), a eritropoietina (EPO) e os fatores provavelmente
inibitorios, como fator de necrose tumoral (TNF) e de transformacéao B (TGF-B)
(ARAI et al.,, 1990; CUTLER et al., 1985; HAYLOCK et al., 1994; OGAWA,
1993; SMITH, 2003).

Certos fatores de crescimento hematopoéticos estimulam a proliferacdo
de células progenitoras comprometidas com mais de uma linhagem, ou mais
primitivas, como GM-CSF e IL-3. A IL-3 estimula o crescimento, a diferenciagéo e
a sobrevivéncia de célula-tronco hematopoética e atua sobre ampla faixa de
linhagens, com atividade estimulante de colonia sobre as unidades formadoras
de colbnias de: granulo-monocitica (CFU-GM), eritroide primaria (BFU-E),
megacariocitica (CFU-Meg), granuldcitos, eritrocitos, mondcitos e macrofagos
(CFU-GEMM) (METCALF; NICOLA, 1995).

O GM-CSF é um fator de crescimento que exerce papel central na
funcdo e na ativacdo de precursores e células maturas da linhagem granulo-
monocitica (WEISS et al., 1993), que estimula as divisbes mitéticas finais e a
maturacdo celular terminal dos progenitores hemopoéticos diferenciados,
progenitores que estdo comprometidos com a producéao celular, dentro de uma
anica linhagem sanguinea. Em alguns casos, esse fator de crescimento
também ativa as funcdes efetoras das células maturas finais naquela linhagem.
O GM-CSF induz ao aumento na taxa de proliferacdo em progenitores
comprometidos, in vivo, como demonstrado pelo aumento significativo no

namero de CFU-GM e no percentual de precursores medulares reconhecidos
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morfologicamente em fase S. Foi demonstrado que o tratamento com GM-CSF
guase triplica a producdo medular de células granulo-monopoéticas. Embora a
granulo-monocitose seja o0 efeito mais evidente da administracédo do GM-CSF,
outras linhagens mieloides, como a eritroide e a megacariocitica, também
respondem ao tratamento (BURGESS; METCALF, 1980).

A EPO promove proliferagdo e hemoglobinizacao de células progenitoras
eritroides mais maduras (METCALF, 1992, 1993, 1997; METCALF; NICOLA,
1995). Além disso, a eritropoetina promove a proliferacdo de células
comprometidas com a linhagem eritroide, enquanto que, em células progenitoras
eritroides mais tardias, atua na sobrevivéncia celular (SAWADA, et al., 1990;
SPIVAK; HOGANS, 1989; SPIVAK et al., 1992; SPIVAK et al., 1996).

Os fatores de crescimento hematopoéticos, assim como outras citocinas,
ndo apresentam atividade enzimatica intrinseca, exercendo atividade através
da ligacdo a receptores especificos associados a membrana celular. Os
receptores para fatores de crescimento hematopoéticos possuem aspectos
estruturais semelhantes, agrupados, portanto, na superfamilia dos receptores
de citocinas classe | (SOEDE-BOBOK; TOUW, 1997).

Os fatores de crescimento séo relativamente especificos em suas acdes
em células maduras e sdo um dos maiores reguladores fisiologicos dos niveis
de granulécitos, eosindfilos, células eritroides e plaquetas (G-CSF, IL-5,
eritropoietina e trombopoietina, respectivamente) (METCALF; NICOLA, 1995;
SMITH, 2003), exercendo multiplas a¢cdes em células alvo, podendo atuar nos
mecanismos da apoptose, estimular a proliferacdo celular e induzir a

diferenciacao e a ativacao funcional das células.

CARMO, L. S.



1. Introducéo 9

1.4 Hematopoese e adiposidade central

O tecido sanguineo caracteriza-se por sua alta taxa de renovacao
celular, por sua flexibilidade, e por sua adaptacéao frente a diferentes situacdes
fisiopatologicas (OGAWA, 1993; QUESENBERRY, 1995).

Sabe-se que a proliferacdo e a diferenciacdo de progenitores
hemopoéticos, assim como a sobrevida destas células, podem ser induzidas
pela combinacao de diversas citocinas (RANE; REDDY, 2002), que podem ser
produzidas por diversos componentes do microambiente hemopoético ou de
outros tecidos (ARAI et al., 1990; CUTLER et al., 1985; HAYLOCK et al., 1994;
OGAWA, 1993; SMITH, 2003).

A obesidade estad associada com aumento dos niveis de leptina e de
adipdcitos; este ultimo sendo o principal produtor de leptina, bem como de
outros mediadores, principalmente inflamatérios, como o fator de necrose
tumoral alfa (TNF-a), a IL-1 e a IL-6, que podem atuar direta ou indiretamente
nas células hematopoéticas (AHIMA; FLIER, 2000; OZCAN; YILMAZ; OZCAN,
2006; SAWDEY; LOSKUTOFF, 1991; SCHAFFLER; SCHOLMERICH;
SALZBERGER, 2007).

A producdo de citocinas inflamatdrias, comumente observada em
situacBes de obesidade, pode ter efeitos sobre a hematopoese, induzindo ou
inibindo a proliferacdo e a diferenciacdo das células presentes na medula
O0ssea. Mediadores inflamatérios também possuem a capacidade de induzir
outros tipos celulares a produzirem diferentes mediadores que por ventura
possam influenciar o complexo mecanismo hematopoético. Algumas exercem

efeito ativador e/ou de proliferacdo (como, por exemplo, o GM-CSF), enquanto
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outras aparentemente apresentam efeito inibitério sobre a proliferacdo
hematopoética (TNF-a e IFN-y, por exemplo) (ARAI et al., 1990; CUTLER et al.,
1985; HAYLOCK et al., 1994; OGAWA, 1993; SMITH, 2003).

A literatura demonstra que a leptina pode ter efeito direto na proliferacéo
de células hematopoéticas mais jovens, também possuindo capacidade de
estimular a diferenciacdo de células das linhagens eritroide e mieloide
(CLAYTON et al.,, 1997; GAINSFORD et al., 1996; HIROSE et al., 1998;
KONOPLEVA et al.,, 1999; MIKHAIL et al., 1997). No entanto, estes efeitos
sobre a célula-tronco CD34" ndo estdo bem claros.

Estudos também tém demonstrado que a leptina pode agir
sinergicamente com a eritropoetina (EPO), aumentando a producéo de células
da linhagem eritroide, indicando que a leptina atua ao nivel de células
progenitoras. Em ratos obesos, o0 baco mostra reducdo da expressdo de
células da linhagem eritroide marcadas pelo TER 119, enquanto que o namero
de células TER 119" na medula é quase o dobro em comparagio ao controle.
No rato adulto, o baco contribui para a eritropoese normal; entdo, o0 aumento de
células TER 119" na medula reflete um mecanismo compensatério para a
diminuicdo do débito esplénico (BENNETT et al., 1996).

Andlise hematopoética em ratos db/db revelou déficit na linfopoese. De
acordo com a atividade proliferativa da leptina sobre as populacdes de células-
tronco, esse déficit parece estender-se para a fase de células pré-B, como
indicado pela reducéo das células B220" e CD43" na medula 6ssea de ratos
db/db (BENNETT et al., 1996).

A linfopoese foi afetada pela reducédo dos niveis de linfécitos no sangue

periférico e pela incapacidade deste componente de se recuperar totalmente
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apos a irradiacdo. Nao existe correlagdo entre os niveis de glicose no sangue e
de linfécitos no sangue periférico, indicando que o déficit de linfocitos em ratos
db/db néo é resultado de um estado diabético (BENNETT et al., 1996).

A leptina aumenta a producdo de IL-2 e de interferon gama (INF-y),
enquanto diminui os niveis de IL-4. Portanto, a leptina pode desempenhar papel
importante na regulagdo do equilibrio T helper Th; e Th,. A leptina modula também
a producdo de citocinas de mondcitos/macrofagos. O aumento de
lipopolissacarideo (LPS) induz a producéo de TNF-q, IL-6 e IL-12 em macrofagos

peritoneais (LOFFREDA et al., 1998; SANTOS-ALVAREZ et al., 1999).
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2. OBJETIVOS

Considerando que o aumento da adiposidade corp6rea pode gerar
diversos mediadores inflamatérios com capacidade de influenciar a
hematopoese, propusemo-nos a investigar os efeitos da ingestdo de uma dieta
hiperlipidica sobre a proliferagédo e a diferenciacdo das células mononucleares

da medula 6ssea.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1 Animais

Em nosso modelo de adiposidade experimental, utilizamos ratos Wistar,
machos, com 2 meses de idade, ndo isogénicos, adultos, provenientes do
Biotério de Experimentacdo da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas (FCF)
da Universidade de S&o Paulo (USP). O projeto de pesquisa deste trabalho foi
submetido e aprovado pela Comiss&o de Etica no Uso de Animais da FCF/USP

(Anexo 01).

3.2 Raglbes

As racdes controle e hiperlipidica foram preparadas em nosso
laboratorio, na forma granulada, e conservadas a 4°C até o momento do uso.
As racbGes foram preparadas para ratos adultos, de acordo com as
recomendacfes do American Institute of Nutrition (AIN — 93M) (REEVES;
NIELSEN; FAHEY, 1993). A quantidade de tertbutil hidroquinona foi
aumentada em razdo da maior susceptibilidade da racdo hiperlipidica a

oxidacédo (PANG ; CHOI; PARK, 2008) (Tabela 1).
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Tabela 1. Composicao das racdes experimentais.

Racgéo Racgéo
Controle (1) Hiperlipidica (lI)

Ingredientes

gramas por kg de ragédo

Amido 620,69
Sacarose 100,00
Caseina 140,00
Oleo de soja 40,00

Banha de porco =

Celulose 50,00
Mistura salina 35,00
Mistura vitaminica 10,00
L-cistina 1,80
Bitartarato de colina 2,50
Tertbutil hidroquinona 0,01

Mistura Salinica (1.000,0 g): acido boérico 0,085 g; carbonato de célcio 357,0 g;
carbonato de cobre 0,30 g; carbonato de manganés 0,63 g; carbonato de niquel 0,0318 g;
carbonato de zinco 1,65 g; citrato de potassio 28,0 g; citrato férrico 6,06 g; cloreto de litio
0,0174 g; cloreto de sddio 74,0 g; fluoreto de sodio 0,0635 g; fosfato monopotassico
250,0 g; iodato de potassio 0,01 g; metassilicato de sodio 1,45¢g; 6xido de magnésio
24,0 g; paramolibdato de amdnia 0,00795 g; sacarose 209,806 g; selenato de sddio
0,01025 g; sulfato de cromo 0,275 g; sulfato de potassio 46,6 g; vanadato de amodnia
0,0066 g.

Mistura Vitaminica (1.000,0 g): vitamina B3, 0,00030 g; vitamina Bg 0,500 g; bitartarato de
colina 200,0 g; vitamina A 500 Ul; vitamina D 50,0 Ul; vitamina E 5,0 Ul; vitamina K
2Ul; acido p-aminobenzoico 10,0 g; niacina 5,0 g; biotina 0,0030 g; acido félico 0,200
g; acido ascoérbico 100,0 g; acido nicotinico 1,7 g; inositol 100,0 g; sacarose d.S.p.
1.000,0 g.
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3.3 Inducdo do aumento da adiposidade corpérea

Ap6s o periodo de adaptacdo, aproximadamente 10 dias, 0s animais
foram pesados e distribuidos em gaiolas de criacdo, sob condicbes ambientais
controladas, com ciclo de iluminacdo 12h claro (luz acesa as 7:00 h) e 12h
escuro, temperatura ambiente de 22 + 2°C, umidade relativa de 55 + 10%,
sendo alimentados ad libitum, com &gua e racéo.

ApOGs este periodo, os animais foram separados em dois grupos: um
grupo recebeu dieta controle (C) enquanto o outro grupo recebeu dieta
hiperlipidica (HL). Apos 14 semanas de indugédo do processo de adiposidade,
0os animais de ambos os grupos foram eutanasiados para a obtencdo das
amostras biologicas.

A avaliacéo do estado nutricional dos animais foi baseada na determinacéo
do peso corporal, realizada a cada 48 horas, e no consumo diario das racoes,

obtido através da diferenca entre quantidade de racdo fornecida e ingerida.

3.4 Obtencéo das amostras sanguineas

As amostras sanguineas foram obtidas por puncdo arterial, em ratos
previamente anestesiados com 50mg/Kg de peso de cloridrato de xilazina
(Rompum®, Bayer) e 100mg/Kg de peso de cloridrato de cetamida (Ketamina®,
Cristélia). Esse procedimento foi realizado de forma répida, minimizando
gualquer forma de sofrimento ou estresse dos animais. A eutanasia foi

realizada no periodo da manha, entre 8 e 12 h.
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As amostras foram coletadas utilizando-se, como anticoagulante, o &cido
etileno diaminotetracético (EDTA), 10% na proporcao de 50 L para cada 1,0 ml de
sangue, sendo utilizadas para realizagdo do hemograma e da contagem de
reticuldcitos.

As amostras sanguineas coletadas, dos animais de ambos 0s grupos,
sem anticoagulante, foram utilizadas para obtencdo do soro, que foi separado
por centrifugacdo (1.300 rpm por 10 minutos a 4°C), congelado em aliquotas e
utilizado para determinacdo de glicose, insulina, colesterol total e fracdes,
triacilgliceréis, ALT, AST, leptina, adiponectina, corticosterona, TNF-q, IL-6, PCR
e PAI-1.

Posteriormente a coleta do sangue e a eutanasia, 0os coxins adiposos

periepididimal e retroperitoneal foram pesados.

Esquema 1. Determinacdes realizadas na etapa 1.

Grupo Controle Grupo Experimental
Rato Wistar Rato Wistar
|
| | |
Adaptacao Inducdo da Adiposidade Eutanasia

| MEDULA OSSEA | | SANGUE SORO ESTERNO
| | |
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Esquema 2. Determinacdes realizadas na etapa 2.

Medula 6ssea

e

Sintese de citocinas in vitro:
IL-1a, IL-3, IL-5, IL-6, IL-10,
TNF-a, GM-CSF, G-CSF, INF-y,
SCF e VEGF

Células da
Medula 6ssea

Citometria de fluxo:
progenitores hematopoéticos

N

Ensaio de proliferacéo in
vivo: iodeto de propideo e
7TAAD

Mielograma

Obtencéo de células mononucleares da medula 0ssea

l

Cultura liquida: ensaio de proliferacédo
Tempos de cultura: 1, 2, 3, 4 e 5 dias

v

Cultura semissolida: ensaio de
diferenciacéo, andlise qualitativa
e gquantitativa.

Tempo de cultura: 7, 14 e 21 dias

Ensaio de viabilidade: MTT
Tempos de cultura: 3° e 5° dias
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3.5 Anédlises bioguimicas

3.5.1 Determinacdo da concentracdo sérica de glicose,
colesterol total, HDL-colesterol e triacilgliceréis e determinacéo
da atividade sérica das enzimas alanina aminotransferase e

aspartato aminotransferase

A concentracéo sérica de colesterol total, HDL-colesterol e triacilglicerdis
e a atividade sérica das enzimas alanina aminotransferase (ALT) e aspartato
aminotransferase (AST) foram quantificadas por meio de kits comerciais em
analisador automatico multicanal (Architect C 8000 Abbott Diagnostics).

A determinacéo de colesterol total foi efetuada por meio de kit baseado
em método enzimatico (Abbott Laboratories, Chicago, IL, EUA). Os ésteres de
colesterol foram hidrolisados pela colesterol esterase a colesterol e a acidos
graxos livres. O colesterol livre foi, entdo, oxidado pela colesterol oxidase a
coleste-4-ene-3-ona e peroxido de hidrogénio (H»,0;). O H,0O, reagiu com o
acido hidroxibenzoico e com a 4-aminoantipirina para formar um cromaoforo,
gue foi quantificado a 500 nm.

A dosagem de HDL-colesterol sérico também foi feita por método
enzimatico, utilizando o kit comercial Randox HDL Cholesterol Direct (Randox
Laboratories, Crumlin, Reino Unido). O ensaio consiste em duas reacfes
distintas: (1) eliminacdo de quilomicrons, VLDL-colesterol e LDL-colesterol,
pelas enzimas colesterol esterase, colesterol oxidase e catalase, e (2) medicao
especifica do HDL-colesterol apds a liberacédo do colesterol da HDL pela acdo

de compostos detergentes.
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A concentragdo sérica de triacilglicerdis (TAG) foi determinada por meio
de kit baseado em método enzimético (Abbott Laboratories, Chicago, IL, EUA).
Os TAG séo hidrolisados por lipases. O glicerol produzido é fosforilado pela
glicerol quinase, formando glicerol 3 fosfato, o qual é oxidado a diidroxiacetona
fosfato pela glicerol fosfato oxidase, produzindo H;O,. Em uma reacgao
catalisada por peroxidase, o H,O, reage com a 4-aminoantipirina e com o 4-
clorofenol, resultando em um composto de coloracdo vermelha, cuja
absorbancia é proporcional a concentracdo de TAG na amostra.

A atividade sérica das enzimas ALT e da AST foi avaliada com o auxilio
de kits comerciais (Abbott Laboratories, Chicago, IL, EUA). A técnica baseia-se
na medida da taxa de diminuicdo da absorbancia a 340nm devido a oxidagao
da nicotinamida adenina dinucleotideo (NADH). A ALT presente na amostra
catalisa a transferéncia do grupo amino da L-alanina ao a-cetoglutarato,
formando piruvato e L-glutamato. O piruvato, na presenca de NADH e lactato
desidrogenase, é reduzido a L-lactato, enquanto o NADH é oxidado a NAD. A
AST presente na amostra catalisa a transferéncia do grupo amino do L-aspartato
ao a-cetoglutarato, formando oxaloacetato e L-glutamato. O oxaloacetato, na
presenca de NADH e malato desidrogenase, € reduzido a L-malato e o NADH é
oxidado a NAD.

A concentracdo sérica de glicose foi quantificada com o kit Glicose HK
Liquiform (Labtest Diagnostica S/A, Minas Gerais, Brasil). A adenosina trifosfato
(ATP) promove a fosforilacdo da glicose em uma reacdo catalisada pela
hexoquinase. A glicose-6-fosfato produzida é oxidada a 6-fosfogluconato, na

presenca de NAD, em reacdo catalisada pela glicose-6-fosfato desidrogenase. O
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NADH produzido é diretamente proporcional a concentracdo da glicose na amostra.

A absorbancia resultante € medida a 340 nm.

3.5.2 Determinacdo das concentracbes séricas de insulina,

leptina, adiponectina, IL-6, PAI-1, TNF-a e PCR

As concentracdes séricas de insulina, leptina e adiponectina, IL-6, PAI-1,
TNF-a e PCR foram quantificadas utilizando-se o kit Lincoplex (Linco Research

Inc., St. Charles, MO), seguindo-se as instru¢des do fabricante.

3.6 Obtencéao de células da medula 6ssea

As células da medula Ossea foram obtidas da cavidade femoral,
imediatamente ap0s 0s animais serem anestesiados com cloridrato de
guetamina e cloridrato de xilazina, eutanasiados e exsanguinados. Em
condicOes assépticas, as células da medula 6ssea foram obtidas pela lavagem
da cavidade femoral com meio Iscove’s (Sigma®, Chemical Company, USA),
pH 7,4, estéril suplementado com 10% de soro bovino fetal (Cultilab do Brasil®) e
com 100 Ul/mL de penicilina G sodica e 100 ug/mL de estreptomicina (Sigma®
Chemical Company, USA). A suspensdao celular foi colocada em tubos Falcon,
cuidadosamente homogeneizada com pipeta Pasteur e mantida em banho de
gelo. As células obtidas foram utilizadas para realizar mielograma, cultura de

células e citometria de fluxo.
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Todos os procedimentos foram realizados em camara de fluxo laminar,
em ambiente asséptico. Todo o material utilizado para a realizacdo dos

experimentos envolvendo células da medula 6ssea estava estéril e apirogénico.

3.7 Viabilidade celular

A viabilidade celular de todos os materiais biologicos foi avaliada por
meio do teste de exclusdo do azul de tripano 1% (CZARNETZKY; COWAN;
BELCHER, 1975; FALLON et al.,, 1962; KING et al.,, 1959). Os resultados
obtidos foram superiores a 90% de células viaveis para todos 0s ensaios

realizados.

3.8 Analises hematoldgicas

3.8.1 Hemograma e contagem de reticulocitos

A partir de sangue total, foram realizados o hemograma e a contagem de
reticulocitos. A dosagem de hemoglobina, a determinacdo do volume do
hematdcrito e a contagem global de heméacias e leucécitos foram feitas pelo
analisador automatico de células sanguineas ABC Vet (ABX DIAGNOSTICS).

Utilizando-se a relacdo entre hematdcrito, hemoglobina e contagem de

eritrocitos foi possivel calcular os indices hematimétricos: volume corpuscular
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meédio (VCM), hemoglobina corpuscular média (HCM) e concentracdo de
hemoglobina corpuscular média (CHCM).

As contagens diferenciais dos leucocitos foram feitas em extensdes
sanguineas preparadas imediatamente apds a coleta e coradas pelo corante de
May-Grunwald-Giemsa, modificado (ROSENFELD, 1947). As laminas foram
analisadas em microscépio Optico, contando-se, no minimo, 100 leucécitos. Os
reticulécitos foram determinados pela coloragdo supravital com Novo Azul de

Metileno (BRECHER, 1949).

3.8.2 Mielograma

A partir das amostras da suspenséo total de células da medula éssea e
imediatamente apds a coleta, os diferentes tipos celulares foram avaliados pela
analise morfolégica realizada em lamina, previamente submetidos a
citocentrifugacao (Incibras®) e corados pelo método de May-Griinwald-Giemsa,
modificado (ROSENFELD, 1947); para a analise diferencial foram contadas
300 células ao microscopio 6ptico. A contagem total de células foi realizada em
hemocitdmetro de Neubauer, apés diluicdo das amostras da suspenséao celular

com meio de cultura Iscove’s.

A classificacdo das células da linhagem granulocitica foi baseada na
relacdo nucleo-citoplasma, na afinidade tintorial do citoplasma, na presenca ou

ndo de granulacbes primaria e secundaria no citoplasma, no padrdo de
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cromatina nuclear, na presenca ou ndo de nucléolos, no diametro e
segmentacdo ou ndo do nucléolo. Na série granulocitica, consideramos quatro
etapas maturativas: (i) blastos envolvendo o hemocitoblasto e o mieloblasto; (ii)
formas jovens englobando o promielécito e o mielécito; (i) formas em anel
correspondentes ao metamielécito e ao bastonete; (iv) segmentados
envolvendo as formas segmentadas a partir de dois l|6bulos nucleares
(BORELLI; MARIANO; BROJEVIC, 1995).

Os precursores eritroides foram classificados em: (i) eritroblastos jovens
envolvendo proeritroblastos e eritroblastos basofilos; (i) eritroblastos
policromaticos englobando todas as etapas em que as células apresentaram
cromatina condensada e citoplasma policromatico; (iii) eritroblastos
ortocromaticos incluindo células com nudcleo apresentando cromatina picnotica
e citoplasma eosinofilico. Quando as células apresentaram assincronismo
maturativo, prevaleceu aspecto da cromatina nuclear para identificacdo da
etapa maturativa.

A identificacdo dos monoblastos e dos plasmoblastos seguiu os critérios
morfologicos do padrdo de cromatina nuclear e basofilia do citoplasma.

Promondécitos, mondcitos e macréfagos foram reunidos em um grupo de
células denominadas de monomacrofagicas.

As células da linhagem linfoide envolvendo prolinfocitos, linfécitos tipicos
ou atipicos foram agrupadas como linfécitos. As células da linhagem

plasmocitaria foram agrupadas como plasmacitos.

CARMO, L. S.



3. Material e Métodos 24

3.9 Avaliacéao histopatolégica medular

Para a obtenc&o do material histolégico, os animais foram anestesiados
conforme descrito no item 3.4 e eutanasiados por decapitacdo, procedendo-se
a retirada do esterno dos animais de ambos os grupos. O esterno foi colocado
dentro de cassetes, deixando-o0 imerso e sob agitacdo, em paraformaldeido 4%
por 24 horas para fixagdo. Posteriormente, o cassete foi transferido para uma
solucdo de EDTA 10%, pH 7,4 durante 7 dias para descalcificacao.

Os tecidos foram emblocados em parafina e os cortes, de
aproximadamente 5 pm, corados por hematoxilina e eosina (H/E). As
preparacdes histologicas foram realizadas no Laboratorio de Patologia do
Departamento de Patologia da Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia

da Universidade de Sao Paulo.

3.10 Obtencéao de células mononucleares da medula 6ssea

As células mononucleares da medula 0ssea foram obtidas utilizando
Fycoll-Hypaque (Gibco, Grand Island, NY, USA). ApGs coleta das células da
medula 6ssea com meio Iscove’s (Sigma®, Chemical Company, USA), pH 7,4,
estéril e contagem em hemocitbmetro de Neubauer, a suspensado foi
centrifugada por 10 minutos a 1.500 rpm e as células ressuspensas em 3 mL de
meio Iscove’s. Adicionou-se a suspensao celular no tubo falcon contendo 3 mL de
Fycoll-Hypaque, sendo a suspensdo novamente centrifugada por 30 minutos a

400 g. A suspensdo celular foram adicionados 2 mL de meio Iscove’s para
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neutralizar a acdo do Fycoll-Hypaque, que foi lavada 2 vezes, em centrifuga a
1.500 rpm, durante 10 minutos. Apés a ultima lavagem, o sedimento celular
foi ressuspenso em 1 mL de meio Iscove’s, pH 7,4, estéril, contendo 10% de
soro fetal bovino, 100 Ul/mL de penicilina G sédica e 100 ug/mL de estreptomicina
(Sigma® Chemical Company, USA). A contagem de células totais e a viabilidade
celular foram avaliadas com o azul de tripan 1% em hemocitdmetro de

Neubauer.

3.11 Caracterizacao da porcentagem de células CD34 e CD133

positivas da medula 6ssea por citometria de fluxo

As células da medula Ossea foram utilizadas para avaliacdo da
porcentagem de células CD34 e CD133 positivas. As células foram obtidas
como descrito no item 3.6 e centrifugadas por 10 minutos a 300 g. O
sobre