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RESUMO
LIMA, F. S. Avaliacdo do magnésio na capacidade imunomodulatéoria de células
tronco mesenquimais e sua acdo sobre células hematopoiéticas em modelos
experimentais in vitro e in vivo.Tese [Doutorado em Ciéncia dos Alimentos]. S&o
Paulo: Universidade de S&o Paulo, 2020,102p.

O magnésio (Mg?*) é um mineral que apresenta potencial anti-inflamatério, e
dados da literatura mostram que o consumo adequado ou o0 enriquecimento de
dietas com esse mineral pode ser benéfico para o sistema imunolégico. Por outro
lado, a deficiéncia de Mg?* no organismo pode contribuir para alteracées no sistema
imunologico e para a formacdo de processo e mediadores inflamatérios, com
capacidade de influenciar a complexa regulacdo tanto da hemopoese quanto dos
mecanismos envolvidos no processo imunolégico/inflamatério. Sabendo-se que o
Mg?* é indispensavel para diversas funcdes celulares, o presente trabalho buscou
investigar os efeitos in vitro do enriquecimento com Mg?* sobre alguns mecanismos
da capacidade imunomodulatéria das CTMs e também as repercussbes da
hipomagnesemia sobre a medula éssea e sangue periférico em camundongos.
Foram utilizadas células C3H/10T1/2, cultivadas com diferentes concentracdes de
Mg?*, células RAW 264.7 e também linfécitos primarios de camundongos C57BI/6
cultivados com “meios condicionados”. Os resultados mostraram aumento
significativo da proliferagdo de células C3H/10T1/2 cultivadas em meio enriquecidos
com Mg?*, diminuicdo da producdo de citocinas inflamatérias e diminuicdo da
fosforilacdo de NF-kB. A analise do efeito desse tratamento sobre outras células
imunes resultou em modificacdo da producéo de citocinas pelos linfécitos e células
RAW 264.7, agindo sinergicamente com as moléculas produzidas pela célula
C3H/10T1/2 potencializando o efeito imunossupressor. Para a investigacdo dos
efeitos da deficiéncia de Mg?* sobre as células da medula 6éssea e sangue periférico,
foram utilizados camundongos C57BL/6, machos e adultos, dividido em 2 grupos,
controle (dieta AIN93M) e deficiente em Mg?* (AIN93M com 90% de restricdo de
Mg?*) por 4 semanas. Os resultados mostraram que a deficiéncia dietética de Mg?*
resultou em aumento de neutréfilos no sangue periférico e de células jovens na
medula O0ssea, e também alteracdo no ciclo celular e aumento da expressédo de

genes e proteinas relacionados a diferenciacdo de granuldcitos.

Palavras-chave: mineral; anti-inflamatorio; células imune; medula 6ssea; citocinas.



ABSTRACT
LIMA, F. S. Evaluation of magnesium in the immunomodulatory capacity of
mesenchymal stem cells and its effects on the hematopoietic cells in experimental
models in vitro and in vivo. Thesis [Doctorate in Food Science]. S&o Paulo: University
of S&o Paulo, 2020, 102p.

Recent research works have shown that magnesium (Mg?*) has anti-
inflammatory potential, and that adequate intake or enrichment of diets with this
mineral may have a beneficial role on the immune system. On the other hand, the
low-magnesium diet may contribute to changes in the immune system and to the
development of inflammatory mediators and processes, with capacity to influence the
complex regulation of the hemopoiesis and as well as the mechanisms involved in
the immunological/inflammatory response. Knowing that Mg?* is indispensable for
several cellular functions, this work aims to investigate the effects of culture medium
enrichment with magnesium on some mechanisms of the immunomodulatory
capacity of MSCs and also the repercussion, in mice model, of the magnesium
deficiency on bone marrow and peripheral blood cells. C3H/10T1/2 cells were grown
with different concentrations of Mg?*, and both cells RAW 264.7 and primary
lymphocytes from C57BI/6 mice were cultivated using "conditioned media". The
results demonstrated that C3H/10T1/2 cells cultivated in medium supplemented with
Mg?* showed a significant increase in the proliferation, decreased production of
inflammatory cytokines, in addition to decreasing phosphorylation of NFxB.
Subsequently, the analysis of this treatment effect on the other immune system cells
using “conditioned media” led to a modification of the production of some cytokines
by lymphocytes and RAW 264.7 cells, acting synergistically with the molecules
produced by the C3H/10T1/2 cell, boosting its effect immunosuppressant. To
investigate the effects of Mg?* deficiency on bone marrow cells and peripheral blood,
C57BL/6 mice, males, adults, divided into 2 groups, fed AIN93M or AIN93M with 90%
Mg?* restriction for 4 weeks. We observed that dietary Mg?* deficiency resulted in
increased peripheral blood neutrophils and bone marrow immature cells, as well as
increased gene and protein expressions related to granulocyte differentiation and cell

cycle changes in hematopoietic cells.

Keywords: mineral; anti-inflammatory; immune cells; bone marrow; cytokines.
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1. INTRODUCAO

Sabe-se que o estado nutricional de um individuo pode influenciar direta e
indiretamente o sistema imune. Diversos estudos tém discutido amplamente a
relacdo entre a composi¢do da dieta e suas repercussfes na medula 6ssea, em
orgaos linfoides e na microbiota intestinal (CORTEZ et al.,, 2012; MELLO, 2014;
SUEZ, 2014). Assim, esforcos para esclarecer a relacdo entre os componentes da
dieta e seu impacto no sistema imune tém sido realizados, bem como estudos com
macro e micronutrientes de forma isolada, demonstrando como o consumo de dietas
desbalanceadas, ocasionada tanto pela escassez quanto pelo excesso na ingestao
de alimentos, pode prejudicar o sistema imune e alterar os mecanismos de defesa
do organismo (De Rosa et al. 2015).

O magnésio é o segundo mineral mais abundante no meio intracelular e o
guarto mais abundante no organismo, e esta envolvido em centenas de reacdes
enzimaticas, além de estar relacionado com a sintese de DNA, RNA e de proteinas,
sendo fator importante no controle da proliferagéo celular (ROMANI, 2011; BAAIJ et
al., 2015). Porém, o consumo desse mineral tem diminuido nas ultimas décadas, e
pesquisadores tem observado que sua deficiéncia e/ou inadequacdo esta
relacionado com inflamacdo (ALTURA,1991). Grande parte das doencas cronicas,
tais como aterosclerose, diabetes e sindrome metabdlica, cursam com inflamacéao.
Nesse contexto, tem-se discutido se a deficiéncia e/ou a inadequacao dietética de
magnésio pode constituir fator de risco e contribuir para o desenvolvimento dessas
doencas (ALTURA, 2014).

Se por um lado a deficiéncia e/ou inadequacédo dietética de magnésio leva a
inflamagé&o, por outro o consumo adequado ou o0 enriquecimento de dietas com esse
mineral tem sido apontado como benéfico, e o potencial anti-inflamatério desse
mineral tem sido amplamente estudado (ROCHELSON et al., 2007; SU et al., 2013;
LEE et al.,, 2015). A adicdo de magnésio na dieta em forma de suplemento é
geralmente segura, mas deve ser cuidadosamente observada, porque embora em
individuos saudaveis a hipermagnesemia seja rara, ela pode ocorrer naqueles com
funcdo renal prejudicada, através da utilizacdo de farmacos que contém magnésio
ou em situacdo onde a suplementacdo intravenosa ndo é rigorosamente controlada
(IOM, 1997).
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Em relacdo ao sistema imune, pesquisas tem observado que perturbagdes na
homeostase de magnésio levam a diversas alteracbes em células e moléculas
envolvidas com a resposta imunologica (ORDEN et al, 2006; MAZUR et al., 2007,
LIBAKO et al, 2015). De fato, sabe-se da importancia do magnésio para os linfécitos
e como exemplo, Chaigne-Delalande & Lenardo (2014) comentam em seu artigo de
revisdo sobre a sinalizagdo desse cation divalente nas células imunes, que dos 22
canais de magnésio descritos na literatura, 16 sdo expressos em células T, mas
conclui que ha muito a ser esclarecido sobre o papel desses canais no contexto
imunoldégico.

Além das células imunes no sangue periférico e tecidos, a célula
mesenquimal tem reconhecidamente papel imunomodulatério e imunossupressor
(além da sua propriedade tronco/progenitora), com participacdo na regulacdo das
células da imunidade inata e adaptativa (DAZZI et al., 2012; BERNARDO & FIBBE,
2013; WANG et al, 2014).

A propriedade imunomodulatéria da célula tronco mesenquimal depende de
varios fatores, bem como da presenca de diversos receptores presentes nessas
células. A revisdo elaborada por Gebler et al. (2012), cita alguns desses fatores, que
incluem a expressdo de receptores que podem estar envolvidos no processo de
migracdo celular, além da secrecdo de moléculas como fatores de crescimento e
citocinas, quimiocinas e hormdénios, que podem exercer efeitos nas células imunes,
mudando o perfil da producéo de citocinas por essas células.

Muitos estudos mostram a intima relagdo entre magnésio e células
mesenquimais no campo da implantologia. Isso se deve as inUmeras propriedades
do magnésio relacionadas a sua biocompatibilidade e biodegradabilidade, e da
capacidade da célula tronco mesenquimal em se diferenciar em osteoblastos,
condrdcitos e adipdcitos (CIPRIANO et al., 2015; WU et al., 2015; LUTHRINGER et
al., 2016; FAZLIAH et al., 2016).

Embora seja muito discutida a interagdo entre ligas de magnésio e células
mesenquimais, pouco se sabe da influéncia do magnésio sobre a capacidade da
célula mesenquimal em regular outras células do sistema imunoldgico. Além disso,
pouco se sabe sobre o impacto da deficiéncia de Mg?* sobre a hematopoese —
processo complexo de formagé&o, desenvolvimento e proliferagédo de diversos tipos

celulares, incluindo as células que compdem o sistema imune. Sendo assim, N0Sso
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trabalho busca investigar a interacao entre esse mineral e as células mesenquimais

e também sobre a hematopoese.
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2. REVISAO DA LITERATURA
2.1 Magnésio

2.1.2 Historico e estrutura

O nome magnésio é derivado do grego de Magnésia, uma regido do leste da
Tessalia, na Grécia. Descricbes sobre o sal de Epsom (sulfato de magnésio) e
magneésia alba (carbonato de magnésio), datam por volta do ano de 1700. Friedrich
Hoffmann publicou em 1722, uma série de observacdes fisicas e quimicas a respeito
do sal de Epsom e magnésia alba (MULTHAUF, 1975). Em 1754, o quimico e fisico
escocés Joseph Black iniciou sua pesquisa com magnésia alba que deu origem a
sua tese em Edimburgo, que incluiu a descoberta de dioxido de carbono (que ele
chamou de ‘ar fixo’), primeiras medidas gravimétricas sobre as mudancas causadas
quando se aquecia magnésia alba (liberacdo de CO2) e reagindo os produtos com
acidos ou Aalcalis. Isso serviu de base para a quimica moderna, e foi quando o
magneésio teve reconhecimento como um elemento quimico. Como sua tese lhe
daria o grau de médico, Black incluiu em sua pesquisa uma se¢cdo com magneésia
alba e seu efeito como antiacido e laxante (MULTHAUF, 1975; COOPER, 1999).

O magnésio € o oitavo elemento mais abundante na crosta continental da
terra (na crosta: peso 2,3 %; molar 2 %, volume 0,3%), todos como Mg?* em
minerais e na agua do mar (YANAGI, 2011). A maior fonte de Mg?* biologicamente
disponivel na terra é em oceanos e rios. E um metal alcalino terroso, nimero

atémico 12, massa atdmica 24,305 daltons e sélido a 20°C (RSC, 2016).

2.1.3 Compartimentalizacdo e metabolismo

O magnésio € quarto cation mais abundante no corpo e o segundo em maior
concentracdo no compartimento intracelular. E cofator de centenas de enzimas e
estd envolvido em varios processos metabdlicos e bioquimicos dentro da célula
(BAIIJ et al., 2015).

O corpo humano adulto contém aproximadamente 24 g de magnésio (Mg?*)
(Imol), sendo que cerca da metade encontra-se no 0sso e o restante distribuido nos

tecidos moles (Tabela 1). A média da concentracdo sérica desse mineral € 0,85
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mmol / L, com um intervalo de referéncia entre 0,7 — 1,0 mmol / L (ELIN, 1987), o
qual é dividido em ionizado (55 — 70 %), ligado a proteina (20 — 30 %) ou
complexado com anions, tais como fosfato, bicarbonato, sulfato ou citrato (5 — 15 %)
(GROBER et al., 2015).

Tabela 1. Distribuicdo de Mg?* em adultos humanos

Tecido Massa corpérea  Concentracdo de Mg?* (mmol / Kg)
Soro 3.0 0.85
Eritrocito 2.0 2.5
Tecidos moles 22.7 8.5
Musculo 30.0 9.0
Osso 12.3 43.2
Total 70

Fonte: Clinical Chemistry, vol.33, n.11 (1965-1970), 1987.

A homeostase de Mg?* é mantida pelo intestino, rins e 0sso. A absorcéo
intestinal de Mg?* é dependente de seu status no organismo e néo proporcional a
ingestdo do mineral. O intestino excreta cerca de 40 mg de magnésio por dia e cerca
de 20 mg é absorvido no intestino grosso. A absorcdo € mediada por transporte
passivo paracelular, responsavel por 80 - 90 % da absorcdo de Mg?* intestinal e por
transporte transcelular ativo. Esses mecanismos foram muito bem descritos na
pesquisa apresentada por Fine et al. em 1991. Quanto menor a concentracdo do
mineral no organismo, maior a absorgcédo relativa e vice-versa. Os rins s&o
fundamentais para a homeostase de Mg?*, sendo a concentracédo sérica do mineral
controlada pela excrecdo na urina (NARDERI & REILLY, 2008; GROBER et al.,
2015). Em condicdes fisioldgicas, aproximadamente 2400 mg de magnésio
plasmatico sao filtrados pelos glomérulos e desses, cerca de 95% sao
imediatamente reabsorvidos, e apenas 3 a 5% sao excretados na urina (JAHNEN-
DECHENT & KETTELER, 2012; AHMED & MOHAMMED, 2019).

Alguns horménios podem influenciar a absorgdo e excre¢cdo de magnésio,
como 2,5-diidroxi-vitamina D (1,25(0OH)2 D) que estimula a absorcdo intestinal de
Mg?*, sendo que a deficiéncia desse mineral pode prejudicar a resposta do horménio
da paratireoide (PTH). Esse hormdnio tem o potencial de aumentar a reabsorcéo de

Mg?* no rim, a absorcdo no intestino e a liberacdo desse mineral do 0sso
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(GROEBER et al., 2015). Parte do Mg?* do osso esta presente na superficie 6ssea e
funciona como um tampao para manter a concentragdo extracelular do mineral
constante. Quando ha reducdo da concentracdo plasmatica de Mg?*, pode haver
rapida liberacdo do Mg?* ligado a superficie do osso para o compartimento
sanguineo (ELIN, 1993).

A deficiéncia de magnésio é classificada em primaria e secundaria. A
primeira esta relacionada com baixa ingestdo, reducdo na absorcédo intestinal,
aumento na excrecdo urinaria, alteracdo na deposicdo/mobilizacdo Osseas e
hiperadrenocorticismo. A segunda esta relacionada com diversas condi¢cdes
patologicas, tais como diabetes tipo 2, alcoolismo e doencas que prejudiqguem a
absorcao intestinal (como a doenca inflamatéria intestinal e a doenca celiaca), ou
ainda consequéncia de determinadas terapias medicamentosas como, por exemplo,
utilizacdo de diuréticos depletores de magnésio (BELIN & HE, 2007, ELISAF et al,
1995). A deficiéncia de Mg?* pode atingir pacientes hospitalizados, principalmente
idosos e individuos internados em unidade de terapia intensiva (UTI) o que pode
aumentar o tempo de internacdo e piorar o prognostico do individuo (TONG &
RUDE, 2005).

2.1.2 Métodos laboratoriais para avaliacdo de Mg?*

O crescente interesse da pesquisa ha elucidac¢do dos processos pelos quais o
Mg?* participa no organismo humano levou ao desenvolvimento de metodologias
para detectar e medir variacbes na concentracdo de Mg?* tanto extra como
intracelular. A partir de entéo, a relagéo entre essas variagcbes com a homeostase do
mineral e com patologias especificas puderam ser identificadas (ROMANI, 2011).

Elin (1987) em seu artigo de revisdo deixa claro que embora o magnésio
participe como cofator em centenas de reagfes enzimaticas, e seu papel seja
primordialmente intracelular, a maioria dos estudos sobre esse mineral parte de
fontes de amostra extracelular, como a andlise da concentragdo sérica. Trinta anos
depois da publicacdo desse trabalho, a analise sérica desse mineral ainda é a mais
utilizada rotineiramente no ambito clinico-laboratorial.

O compartimento sérico representa apenas 1% do contedo total de Mg?*

corporal e ndo reflete o conteddo desse mineral no organismo. Dessa forma, pode
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existir dificuldade na observacédo da inadequacéo da concentracdo de Mg?* naqueles
compartimentos onde esse mineral é essencial. Portanto, a incorporacdo de outros
métodos laboratoriais que reflitam o estoque corpéreo de Mg?* ainda é um desafio a
ser superado (WITKOWSKI et al., 2011).

Resultados de determinagcbes da concentracdo de Mg?* sérico abaixo dos
valores de referéncia (adultos: 0,66 — 1,07 mmol / L) (ACB, 2012) ocorre apenas ha
deficiéncia grave, condicdo relativamente incomum na populacdo. Porém a
existéncia da diminuicdo da concentragdo de Mg?* em outros tecidos pode existir
sem que haja prejuizos ao compartimento sérico (ARNAUD, 2008). Para citar um
exemplo, Sales et al. (2014) em estudo experimental com animais, observaram que
a restricdo dietética de magnésio de 70% associada ao aumento do consumo de
lipidios resultou em reducédo da excrecdo urinaria de Mg?* e diminuicdo de Mg?*
0sseo, sem alteracbes nos niveis plasmaticos do mineral. Ainda, um estudo com
mulheres obesas que apresentavam diminuicdo da ingestdo dietética de Mg?*
exibiram menor excrecdo urinaria desse mineral, porém as concentracdes
plasmaticas e eritrocitarias de Mg?* estavam dentro da faixa de referéncia (DE
OLIVEIRA et al.,, 2015). Portanto, detectar a prevaléncia da deficiéncia desse
mineral na populacéo constitui um desafio, e o impacto da inadequacao dietética de
Mg?* pode ser subestimado (SUGIMOTO et al., 2012; BAAIJ et al., 2015).

A avaliacdo da concentracdo de Mg?* em musculos e 0ssos, 0s principais
compartimentos de estoque desse mineral, permite avaliar com seguranca o status
de Mg?* no organismo, sendo muito utilizada em estudos experimentais. Porém,
essa metodologia € invasiva e inviavel na rotina clinico-laboratorial. Outro método
laboratorial inclui a determinacdo de magnésio intracelular (leucocitario e
eritrocitario), urinario e o fecal, e o teste de sobrecarga de Mg?* que poderiam ser
adaptados ao laboratério de analises clinicas (SALES et al., 2012). A recomendacao
do teste de sobrecarga desse mineral é limitada, pois esse é um teste que deve ser

realizado apenas em ambiente hospitalar.

2.1.3 Canais transportadores de Mg?*

A literatura tem apontado a descoberta de varios canais transportadores de
Mg?* nos Ultimos anos, e muitos desses canais sdo criticos para a homeostase

intracelular desse mineral. Dentre esses canais, SLC41A1 e 2, MagT1 e TRPM7 séo
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de alta relevancia para a o controle intracelular de Mg?* e estdo relacionados com a
imunidade (CHAIGNE-DELALANDE et al.,, 2014; 2013; BAIlJ, 2015). TRPM6
também é crucial para a homeostase desse mineral, ja que esta relacionado com os
mecanismos de absorcéo intestinal e excrecéo renal de Mg?* (VOETS et al., 2004).

A superfamilia de canais de ions TRP nos vertebrados é classificada em trés
subgrupos: TRPC, TRPV e TRPM. Durante os ultimos anos, muitos esforgos tém
sido feitos para caracterizar molecular e funcionalmente o subgrupo TRP, de genes
que codificam TRPM (melastatin-related transiente receptor potential). Esse
subgrupo é dividido em quatro pares de canais homélogos (TRPM1 e 3; TRPM2 e 8;
TRPM 4 e 5; TRPM6 e 7) (FLEIG & PENNER, 2004).

Os canais ibnicos TRP sao expressos em diversos tipos celulares e
estdo localizados na membrana plasmatica. A ativacdo dos canais pode ocorrer por
diferentes tipos de estimulos, e uma vez que ocorre a ativacdo do canal, a
membrana celular despolariza e permite o fluxo transmembrana de minerais tais
como Ca?* e Mg?*, assim como a ativacdo de vias associadas a esses eventos. Em
resumo, essa € a base de funcionamento dos canais TRP, que através da regulacéo
da concentracdo intracelular de cations associadas a vias de sinalizagdo, séo
capazes de modular, por exemplo, processos como crescimento, sobrevivéncia,
diferenciacdo e migracédo celular (YEE et al. 2014; NALDONI & ZIERLER 2018). O
canal TRPM7 possui um importante papel na homeostase intracelular do Mg?*, mas
também em menor propor¢do de Ca?*, Mn?* e Co?*, enquanto o TRPM6 esta
relacionado com transporte epitelial do Mg?*, e ambos atuam em cooperacdo no
processo de absorcdo de Mg?* (SCHMITZ et al, 2003; SONTIA et al., 2008;
SCHLINGMANN et al., 2007; YEE et al., 2014).

Os canais TRPM6 e TRPM7 séo diferentes de outros membros do subgrupo,
pois contém dominios de proteina quinase tipo a serina/treonina dentro das suas
sequéncias C-terminais. Portanto, o TRPM7 nédo € apenas um canal, mas faz parte
de uma familia de proteinas quinases conhecidas como a-quinases, e pode
autofosforilar em serina e treonina (FUJIWARA & MINOR, 2008).

Dada a importancia do canal TRPM7 em diversos tipos celulares, como citado
anteriormente, Cheng et al. (2010) investigaram o canal TRPM7 nas células
mesenquimais. Nesse trabalho foram utilizadas células mesenquimais isoladas da
medula 6ssea de camundongos C57BL/6, submetidas a cultivo com meio para

inducdo a diferenciacdo em osteoblastos. Foi utilizado RT-PCR (gPCR) para
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quantificar niveis mRNA TRPM7 nas células mesenquimais com indugdo a
osteogénese ou nas ceélulas mesenquimais knockdown para TRPM7,
imunohistoquimica, ensaio de eletrofisiologia e viabilidade celular. Os autores
verificaram: i) na analise de RT-PCR transcritos de TRPM7 e imunorreatividade a
proteina nas células mesenquimais; ii) ativacdo do canal em resposta a deplecéo
intracelular de Mg?*; iii) nas células knockdown, diminuicdo da sobrevivéncia e
aumento da expressdo de TRPM7 durante a osteogénese, o que pode indicar, em
resumo, que esse canal possui papel no processo de diferenciacédo e sobrevivéncia
dessas células. Também, XIAO et al. (2015; 2016) investigaram o papel do TRPM7
e seu envolvimento com o processo de mecanotransducdo em células
mesenquimais da medula 6ssea de humanos, e puderam identificar que esse canal
estd envolvido com a osteogénese. Esse mecanismo poderia ser explicado do
seguinte modo: quando essa célula recebe um estimulo mecanico (como presséo) o
canal TRPM7 se abre, aumentando o influxo de Ca?* e ativacdo IP3R2 (receptor tipo
2 inositol trifosfato - reticulo endoplasmatico) que libera o Ca?* intracelular
amplificando a sinalizacdo de NFATcl e inducdo a osteogénese. Porém esse

mecanismo ainda nao esta totalmente esclarecido.

2.1.4 Mg?* e sistema imune

Devido a variedade de fungGes biolégicas que o Mg?* participa no organismo,
muitas investigacfes tém sido realizadas com esse mineral no campo da imunologia.

Nas ultimas décadas, uma série de estudos experimentais tem relacionado a
deficiéncia de Mg?* a inflamagcdo (com aumento de citocinas inflamatérias em
diversos tipos celulares), aumento do numero e ativacéo de células como neutrdfilos,
macrofagos, endoteliais e acelerada involucdo do timo, o que poderia afetar a funcéo
imune desse 6rgdo (ALCOCK et al., 1973; MALPUECH-BRUGERE, 1999; TAM et
al., 2003). Ainda em relacdo ao timo, estudos experimentais (PETRAULT et al.,
2002) observaram que a deficiéncia de Mg?*, mesmo por um curto periodo de
tempo, pode levar a mudancas na expressao dos genes envolvidos na protecédo e
reparo das ceélulas contra estresse oxidativo, antes mesmo da ocorréncia de
qualquer modificacdo na estrutura e funcéo celular. Alteracbes genéticas que

perturbem o metabolismo do Mg?* também leva a alteracdes do sistema imune de
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humanos. Aqui, a expressdo dos canais de Mg?* TRPM7 e MagT1 e sua regulacédo
citosdlica esta fortemente relacionada com a homeostase celular, como citado
anteriormente. MagT1 em humanos € um canal exclusivo para esse mineral, e é
fortemente expresso nas células epiteliais e do sistema imune. Esse canal é um
regulador basal da concentracdo intracelular de Mg?* e a supressdo da sua
expressao leva a diminuicdo da captacdo de magnésio para células T e B e a perda
da expressao de NKG2D, um receptor ativador de citotoxicidade em células CD8+ e
NK (Natural Killer). Assim, mutacdo na expressao desse canal pode levar a uma
sindrome denominada XMEN (X-linked immunodeficiency, Mg?* defect, Epstein-Barr
virus (EBV) infection and neoplasia) (LI et al., 2014; CHAIGNE-DELALANDE &
LEONARDO, 2014). Além disso, Matsuda-Lennikov et al. (2019) observaram que
alteracdo no canal MagT1 e a diminui¢do da concentracdo de Mg?* intracelular pode
prejudicar o processo de glicosilagdo de um subconjunto especifico de N-
glicoproteinas que podem afetar a fungdo de células imune e contribuir para a
sindrome XMEN.

A deficiéncia de Mg?* também pode desencadear alteragdes no nimero de
leucocitos no sangue periférico. MALPUECH-BRUGERE et al. (2000), avaliaram a
deficiéncia de Mg?* em ratos por curto periodo de tempo (8 dias), e verificaram
aumento no numero total de leucdcitos, principalmente neutrofilos, e em menor
propor¢cdo monadcitos, basofilos e eosindfilos. Os autores também verificaram
aumento na concentracdo de IL-6. Ainda nesse estudo, no compartimento
intraperitoneal, foram encontradas duas vezes mais células mononucleadas no
grupo de animais deficientes comparados ao grupo controle.

Além dos leucdcitos, a deficiéncia de magnésio também pode levar a
alteracdes nos eritrocitos, porém ha& poucos dados atuais na literatura. Alguns
trabalhos experimentais observaram que a hipomagnesemia pode desencadear um
quadro de anemia, seja por conta do aumento da destruicdo de eritrécitos (por
alteragcbes na membrana, por exemplo) ou pelo aumento do estresse oxidativo e
inflamac&o que poderiam contribuir para esse quadro (PIOMELLI, S. et al., 1973,
Elin, R. J. et al.,1980; SANCHEZ-MORITO, N. et al., 2000).

Alguns mecanismos tém sido propostos na tentativa de esclarecer a relacéo
entre deficiéncia de magnésio e inflamacédo, sendo o aumento intracelular de Ca?*;
com abertura dos canais e ativagao de receptores NMDA (N-methyl-D-aspartate),

liberagédo de neurotransmissores, tais como substancia P, oxidagdo de membrana e
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maior ativacdo da via do NFkB os principais fatores a serem considerados (MAZUR
et al., 2007).

Em humanos, estudos clinicos sugerem que a diminuicdo do consumo de
magneésio também pode estar associada a predisposi¢cdo ao surgimento de processo
inflamatorio e estresse oxidativo. Nos Estados Unidos, dados do NHANES (National
Health and Nutrition Examination Survey, 1999 — 2000), um programa de estudos
com a finalidade de avaliar a saude e o estado nutricional de adultos e criancas,
apontaram que individuos adultos que consomem < 50 % da RDA (Recommended
Dietary Allowances) para Mg?* foram 1.48 a 1.75 vezes mais propensos a ter
aumento na concentracdo sérica de PCR (Proteina C Reativa), do que adultos que
consumiram quantidade acima ou igual a RDA (KING et al., 2005).

Se por um lado, estudos experimentais e em humanos tem observado como a
deficiéncia e/ou inadequacéo dietética de Mg?* pode levar a inflamacéo, nas Ultimas
décadas pesquisas também tém verificado exatamente o oposto, ou seja, o efeito
anti-inflamatorio desse mineral.

Em 1991 nos EUA, foi criado o Women's Health Initiative Observational Study
(WHI), com a finalidade de abordar as causas mais comuns de morte, deficiéncia e
qualidade de vida em mulheres na pds-menopausa, com foco nas doencas
cardiovasculares, cancer e osteoporose. Com dados do estudo observacional (para
identificar preditores de doencas), Chacko et al. (2010) avaliaram em mulheres de
diferentes etnias com idade entre 50-79 anos, a associacdo entre ingestao dietética
de magnésio e a concentracdo de biomarcadores da inflamacéo sistémica (PCR, IL-
6 e TNF), disfuncdo endotelial (SICAM-1 e sVCAM-1) e E-selectina. Os autores
concluiram que o aumento na ingestdo de magnésio estava associado com a
diminuicdo da concentracdo destes biomarcadores inflamatérios e endoteliais.

O MgSO:s (sulfato de magnésio) é amplamente usado como agente tocolitico
(para agir na prevencéo do parto prematuro), convulsao na pré-eclampsia e reducao
do desenvolvimento de paralisia cerebral. In vitro, Sugimoto et al. (2012) verificaram
o0 papel imunomodulatério do magnésio em células mononucleares do sangue
periférico materno de mulheres tratadas por indicagdo médica com MgSOas (6
mg/dL), e em células mononucleares do sangue do corddao umbilical. Os
pesquisadores observaram diminuicdo da produgao de TNF-a e IL-6, e reducao da
ativacdo de NFkB nas células mononucleares do sangue periférico. Verificaram,

também in vitro, que células mononucleares expostas a MgSO4 na concentracao de
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2.5 mM apresentaram reducéo na producgéo de citocinas inflamatérias apos estimulo
com diferentes ligantes de TLR, sugerindo que o magnésio possivelmente apresenta

uma atividade anti-inflamatdria de amplo espectro.

2.2 Célula Tronco Mensenquimal (CTM) e Mg?*

2.2.1 Aspectos histéricos e descricado geral da CTM

Uma série de pesquisas realizadas por Friedenstein (1924-1998) entre a
década de 60 e 70 apresentaram as primeiras descricdes sobre uma populacédo de
células tronco ndo hematopoiéticas na medula 6ssea. Essas células apresentavam
morfologia tipo fibroblastos, aderentes, formadoras de colonias (CFU-f),
multipotentes, com alta capacidade de se multiplicar in vitro e ndo hematopoiéticas,
importantes para 0 microambiente medular e capazes de se diferenciar em
osteoblastos, condrécitos e adipdcitos. Antes dele, Alexander Maximow (1874-1928)
um pesquisador pioneiro na area de hematologia experimental, j& havia conceituado
a célula tronco hematopoiética e a hematopoese. Juntos, seus trabalhos formaram a
base do desenvolvimento das pesquisas na area da hematologia experimental, do
transplante de células e terapia celular (MAXIMOW, 1924; FRIEDENSTEIN et al.,
1966; AFANASYEV et al., 2009).

A nomenclatura da CTM ainda é muito discutida podendo ser descrita como
célula estromal da medula 6ssea, célula mesenquimal estromal multipotente e célula
tronco esquelética (ABDALLAH & KASSEM, 2008), e mais recentemente, Caplan
(2010; 2017) sugere o nome de MSC (Medicinal Signaling Cells), porque segundo o
autor: “a fungcao das MSCs in vivo é secretéria e primariamente funcional em locais
de lesdo, doencga ou inflamacgaol...]".

Embora sejam divulgados diversos trabalhos na literatura com o nome ‘célula
tronco mesenquimal’ (CTM) independente do tecido de origem isolado, a capacidade
multipotencial dessa célula in vitro pode (de acordo com alguns pesquisadores) nao
estar correlacionada ao mesmo potencial in vivo, e apenas sua diferenciacéo in vitro
nas trés linhagens citadas acima, nem sempre pode significar multipoténcia
(BIANCO et al., 2006; 2008). Por isso, na tentativa de resolver varias questbes
acerca da CTM, o Mesenchymal and Tissue Stem Cell Committee of the ISCT

(International Society for Cellular Therapy) (DOMINICI et al., 2006), propds um



29

conjunto de definicbes, a fim de padronizar os critérios minimos para caracterizacao
dessas células, para uso em investigacdes tanto experimentais como em ensaios
pré-clinicos que incluem trés propriedades fundamentais: (i) a capacidade de
aderéncia ao plastico em condi¢des de cultivo padrédo; (ii) marcagao positiva (295 %)
por citometria de fluxo para: CD13, CD29, CD44, CD54, CD105, CD73, CD90,
CD166, Stro-1; e negativa (£ 2 % aceitavel) para: CD45, CD31, CD34, CD14 ou
CD11b, CD79a ou CD19, HLA-DR (ll); (iii) diferenciagcéo in vitro em condi¢cdes de
cultivo padrao e respectiva coloragcao especifica para as trés linhagens: osteoblastos
(alizarina red), adipdcitos (oil red) e condrdcitos(imunohistoquimica para coldgeno
).

Além da medula 6ssea, a CTM pode ser isolada de diferentes tecidos, como
citado anteriormente. Estes incluem o adiposo, cardiaco, corddo umbilical, epitélio
intestinal, entre outros (KRAMPERA et al., 2006; SHI et al.,, 2012 BIANCO et al.,
2008; 2011), e ainda apresentar potencial de diferenciacdo em diferentes linhagens
além de osteoblastos, condrocitos e adipdcitos, como apontado na literatura
(KOPEN et al., 1999; WANG et al., 2016). Na medula 6ssea, a CTM € capaz de dar
suporte e sustentacdo ao tecido hematopoético, ja que células importantes para a
homeostase do microambiente medular, como osteoblastos, diferenciam-se a partir
dessa célula (TAICHMAN, 2005). Nesse contexto, alteragbes na CTM podem levar a
perturbacdes em processos cruciais para a hematopoese, tais como sobrevivéncia e

proliferacéo celular.

2.2.2 Capacidade imunomoduladora da Célula Tronco Mesenguimal
(CT™)

Nos ultimos anos, a literatura tem apontado crescente corpo de estudos
clinicos e experimentais que tiveram por objetivo investigar a capacidade
imunomoduladora da CTM (HOOGDUIJN, 2015; GAO et al., 2016; MA & CHAN,
2016). Embora a discussdo sobre a capacidade imunolégica dessa célula seja
abrangente, 0s mecanismos pelos quais a CTM exerce seu potencial
imunomodulatério ndo estdo totalmente esclarecidos (GAO et al., 2016; WEISS &
DAHLKE, 2019). As CTMs sé&o capazes de secretar inumeras citocinas e fatores
de crescimento, e essas moléculas sdo capazes de modular diversos mecanismos
biolégicos tais como diferenciacdo, migracdo e apoptose (GEBLER et al., 2012).

Além disso, nas Ultimas décadas, muitos trabalhos tém verificado o papel
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imunossupressor dessa célula in vivo e in vitro, exercendo efeitos modulatérios e
interagindo com diferentes células imunes, tais como linfécitos T, B, NK e células
dendriticas (BARTOLOMEW et al., 2002; AGGARWAL & PITTENGER, 2005;
GHANNAM et al., 2010; LI & HUA, 2017). Dessa forma, as CTMs sdo capazes de
regular tanto a resposta imune inata quanto adaptativa, tanto pela interacdo (e
ativacdo) com as células do sistema imune (Figura 1), mas também, por secretar
citocinas e fatores de crescimento, tais como IL-6, IL-8, TGFB-1 e também IDO
(indoleamina 2,3-dioxigenase), HLA-G (antigeno leucocitario humano), e PGE2
(prostaglandina E2), que sao capazes de modular a inflamacdo, e estao
relacionados com os processos de tolerancia imune (MA et al., 2016).

Células imunes

o = -

( IFNy, TNFa, IL-1 a e B, LPS \
LCSF, PGE 2
%’5' |6, GM s 6 Neutréfilo
) « Supressdo da
Macréfagos
. N . apoptose e burst
Inibir: Produg&o de 6xido o e
o Q & respiratério
nitrico; IL-6 e TNFa \\:6 e e
Estimular: IL-10 e fagocitose A2 X
) . Expressdo das moléculas:
Células Deptrltlcas ICAM-1 e VCAM1
Supressgo da Produgdo de Fatores de crescimento:
pro-dut;.ao de Células Nk EGF (Epidermal Growth Factor), FGF (Fibroblast Growth
. C'tocm,a? Supressdo da Factor), PDGF (Platelet-Derived Growth Factor), VEGF
llnflamatorlas, . produgéo de IFNy, (Vascular Endotelial Growth Factor), IGF1 (Insulin Growth
estimula a producgo proliferagéio e Factor 1), SDF1 (Stromal Cell-derived Factorl
de TGFB citotoxicidade

Figura 1. Célula tronco mesenquimal e sua interagdo com as células imunes apdés ativagéo

com diferentes tipos de estimulos (adaptado de: GLEN et al., 2014)

A tabela 2 apresenta resumidamente alguns trabalhos que mostram a relagéao
entre a secrecdo de moléculas pela CTM e seus efeitos em diferentes células do
sistema imune. Por outro lado, alguns estudos também tém observado que a CTM
pode apresentar potencial imunoestimulatério, ao receber, por exemplo, um desafio
via TLR3 e TLR4, que podem influenciar na ado¢do de um fendtipo anti ou pro-
inflamatorio (BERNARDO & FIBBE, 2013; GLENN & WHARTENBY, 2014).



Tabela 2. Interagcdo da Célula Tronco Mesenquimal com as células imunes

Referéncia Tipo celular Resultado da interagéo
BARTOLOMEW et al. (2002)  Linfocitos T Inibicdo da proliferacéo
Inibicdo da proliferacéo
GLENNIE et al. (2005) Linfocitos T (aumento no ndmero de células

na fase GO/G1 do ciclo celular;
Inibicdo da expressdo de
Ciclina D2 e aumento na
expressao de p27kirl

AGGARWAL
& PITTENGER (2005)

Linfécitos Thl, Natural Killer
Linfocitos Th2
Células Dendriticas

Células mononucleares do
sangue periférico

Diminuicdo da producdo de
IFNy

Aumento da producéo de IL-4
Diminuicdo da producdo de
TNFa, aumento da produgéo de
IL-10

Aumento de IL-6, IL-8 e PGE2.

CHEN et al. (2008)

Mondcitos e Queratindcitos
Macréfagos

Células endoteliais

Aumento na migragao

Aumento do numero de células
infiltradas

Efeitos  quimioatraentes e
mitogénico (aumento de células
CD34, cKit ou FIk1; marcadores
endoteliais+)

LUZ-CRAWFORD et al.

(2013)

Células T CD4+

Supressdo da proliferacéo,
ativacdo e diferenciacédo (Thl e
Thl7)

KWON et al. (2014)

Células Treg / Linfécito T total

Células mononucleares do
sangue periférico

Aumento da razéo; aumento da
expressao FoxP3 mMRNA
(marcador identificacdo Treg)
Aumento de IFNy, IL-4 e TGFp
mMRNA

DAVIES et al. (2017) Linfécitos T Diminuicdo de IFNy, IL-2 e
TNFa
CHE et al. (2012) Células B Supressdo da proliferacdo e

proliferacédo




32

De acordo com a literatura, a capacidade imunomoduladora da CTM néo esta
necessariamente relacionada com a capacidade tronco mesenquimal. Como
exemplo, alguns estudos apontam que fibroblastos e CTM apresentam alta
similaridade do padrdo de expressdo de genes e proteinas relacionadas a
imunomodulagdo (GEBLER et al., 2012; CHABORD, 2010). HANIFFA et al. (2007)
investigaram se fibroblastos da derme eram capazes de imunomodular células T,
assim como € a CTM. Os fibroblastos foram isolados a partir de biopsia de pele
humana e cultivados com passagens de ciclos de aderéncia aos frascos de cultura,
com marcacao de > 90% de células CD73+ e negativas para CD45, e diferenciacéo
nas trés linhagens (condrocitos, osteoblastos e adipdcitos). Para comparacéo, foram
isoladas CTM de humanos. Os autores verificaram similaridades no padrdo de
cultivo e diferenciacdo entre CTM e fibroblastos da derme até a passagem 6, e que
este Ultimo foi capaz de manter as caracteristicas clonogénicas em torno de 50 % e
ainda foi capaz de inibir a proliferacdo de células T.

Alguns trabalhos tém apontado que a CTM pode atuar no reparo as lesées
teciduais (SHI et al.,, 2012). LesOes teciduais sdo acompanhadas de quadro
inflamatério e ativac@o de varias células imunes, tais como macrofagos, neutréfilos e
linfécitos, e ativacdo de células endoteliais e fibroblastos. Consequentemente, ha
secrecao de diversas citocinas inflamatdrias, radicais livres e leucotrienos, que sao
produzidos por diferentes tipos celulares nesse microambiente (MA et al., 2014).
Nesse contexto, as CTMs séo recrutadas até esse ambiente e acabam por serem
ativadas pelas moléculas secretadas pelas células ali presentes. O préximo passo é
controlar a ativagéo e proliferacdo de células como linfécitos, e secretar uma série
de fatores de crescimento, como por exemplo, EGF (Epidermal Growth Factor), FGF
(Fibroblast Growth Factor), PDGF (Platelet-Derived Growth Factor), TGFf
(Transforming Growth Factor-), entre outros, que possam melhorar a resposta de
fibroblastos e células endoteliais, e assim otimizar o processo de reparacao tecidual.
De uma forma muito resumida, esse € o mecanismo base de reparo tecidual
exercido pela CTM (UCELLI, 2008; SHI et al., 2010;2012; MA et al., 2014; LI & HUA,
2017). Contudo, WEISS & DAHLKE (2019) observaram que os efeitos da CTM nao
mediado por citocinas também representa uma parte importante do processo de
imunomodulacdo por essas células. Nessa revisdo, os autores discutem uma série
de trabalhos em modelos experimentais que mostram: i) que a CTM derivada do

tecido adiposo fagocitada por macrofagos alveolares contribui para a polarizacao
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dessa ultima para um fendtipo tipo M2; ii) que a CTM, mesmo em processo de
apoptose, pode exercer efeitos imunomoduladores quando administradas por via
intravenosa e iii) que HI-MSCs (CTMs inativadas pelo calor e ndo secretora de
citocinas) sdo capazes de atenuar a resposta inflamatéria. Ainda, dados da literatura
mostram que vesiculas extracelulares de CTMs apresentam propriedades
terapéuticas imunomodulatéria positiva tanto em modelos experimentais de doenca
renal, figado e cardiaca, com foco na inflamacéao e proliferacédo celular, mas também
em estudos clinicos que investigaram o potencial da administracdo dessas vesiculas
em individuos acometidos por doenca enxerto-versus-hospedeiro refratéria a
esterdide e na doenca crbnica de rim, com resultados promissores durante o
tratamento (KORDELAS et al., 2014; NASSAR et al., 2016; BORGER et al., 2017).

2.2.3 Mg?* e Célula Tronco Mesenquimal (CTM)

Alteracdes na homeostase de Mg?* estdo associadas com inflamacdo de
baixo grau, aumento do estresse oxidativo, diminuicdo da proliferacdo celular e
alteracdes 6sseas (CASTIGLIONE et al., 2013; NIELSEN, 2018).

Nas ultimas décadas, a relacdo entre a interacdo da CTM e Mg?* e suas
implicacBes no tecido esquelético tem sido investigada, e é essa a area que abrange
a maior parte dos estudos, com crescente namero de trabalhos que relacionam o
uso de ligas a base de Mg?* e CTM, principalmente devido as caracteristicas desse
mineral, como alta biodegradabilidade e biocompatibilidade, e seus efeitos na
biologia da CTM, com énfase nos mecanismos relacionados a diferenciacdo celular
e reparo 6sseo (YOSHIZAWA et al.,, 2015; WU et al.,, 2014; LUTHRINGER &
WILLUMEIT-ROMER, 2016; HUNG et al.,, 2019). Por outro lado, ha poucas
investigacdes no que se refere a capacidade da CTM em regular outros tipos
celulares em diferentes concentragcdes de Mg?*. Mesmo na area da implantologia,
onde se concentra a maior parte dos estudos que relacionam Mg?* e CTM, ndo esta
totalmente claro os efeitos bioldgicos resultantes da alteragdo da concentracéo
desse mineral na biologia da CTM. Por um lado, evidéncias apontam que o
enriquecimento com Mg?* nos cultivos celulares podem auxiliar na proliferacéo,
diferenciacéo, e ajudar no reparo tecidual e controle da inflamacéo (CIFUENTIS et

al., 2016), e que a diminuicdo na concentracdo desse mineral pode alterar os



34

processos de diferenciacdo. Nesse contexto, Zheng et al. (2016) avaliaram o papel
desse mineral e de seu transportador MagT1 (Magnesium Transporter Subtype 1) in
vitro, nas CTMs provenientes da medula 6ssea de ratos. Para o cultivo celular, foi
utilizado meio osteoindutivo com 0,1 mM Mg?* ou 0.8 mM Mg?*. A expressdo de
MRNA de MagT1l, ALP, COL-1 e RUNX2 foram analisados por gPCR que
demonstrou aumento da expressao de mRNA de MagT1, e diminuicdo da expressao
de mRNA de ALP, COL-1 e RUNX2 no meio com 0,1 mM Mg?*. Os resultados
indicaram reducdo nos processos de diferenciacdo osteogénica em condi¢cdes de
cultura com baixa concentracéo de Mg?*. Contrario a esses achados, Sargenti et al.
(2018) investigaram, in vitro, a relacdo entre a alteracdo na homeostase de Mg?* e
sua influéncia sobre a diferenciacdo e reprogramacédo de CTMs derivadas do tecido
adiposo (AD-MSCs) e da medula éssea (BM-MSCs) humanas. As células AD-MSCs
foram cultivadas com meios contendo 0,1 ou 1 mM Mg?* /L por 5 e 10 dias, e 0,1 mM
Mg?* /L por 5 dias e suplementadas com 1 mM Mg?* /L por mais 5 dias com ou sem
meio de reprogramacédo (RM). ApGs esse periodo, foi avaliada a expressao de genes
relacionados a multipoténcia (GATA-4, NKX-2.5, HGF, KDR, NEUROG e NANOG) e
0s resultados mostraram um significativo aumento na expressao desses genes em
células tratadas com RM e meio deficiente em Mg?*. Em seguida, os autores
investigaram o impacto da diminuicdo na concentracdo de Mg?* na diferenciacdo de
BM-MSCs em osteoblastos, e mostraram que a deficiéncia de Mg?* foi reversivel,
acelerou a diferenciacdo de BM-MSCs em osteoblastos, e que esse mecanismo
poderia ser explicado em parte devido ao aumento de espécies reativas de oxigénio.
Por outro lado, Zhang et al. (2014) avaliaram o efeito do aumento da concentragéo
de Mg?*, in vitro, na mineralizacdo da matriz em CTM derivadas da medula éssea de
humanos. Foi observado que na concentragdo = 1,3 mM Mg?* no meio de cultivo
osteoindutivo houve inibicdo da mineralizacdo da matriz de maneira dose
dependente, e que o aumento do Mg?* interferiu na sinalizacdo intracelular de Ca%*e
inibiu a liberacdo espontanea de ATP (interferindo na oscilacdo de Ca?*). Assim, os
autores concluiram que o aumento da concentracdo de Mg?* no ambiente tecidual
(derivado da corroséo local da liga), poderia levar a uma alteracdo dos processos
dependentes de Ca?* e alterar a fungcdo da CTM. Maradze et al. (2018) também
investigaram o impacto da corrosao de implantes com diferentes concentragcbes de
Mg?* (1.0, 2.8, 4.5, 9.9 e 15.9 mM ) em CTMs humanas in vitro, e observaram que

essas células foram capazes de tolerar altas concentragbes desse ion (16 mM),
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porém, apenas concentracdes abaixo de 10 mM impactaram positivamente no
crescimento celular.

Assim, esses estudos mostram que ambos, Mg?* e CTM possuem papel
importante, tanto na regulacdo da homeostase do sistema imune (descrito
anteriormente), quanto nos processos de proliferacédo e diferenciacdo dessa célula,
visto que i) a CTM interage com diferentes tipos de células imunes e secreta
inimeras moléculas que desempenham papel no reparo a leséo tecidual e controle
da resposta imunolégica e ii) o Mg?* atua como regulador central dos processos de
diferenciacdo e proliferacdo, e ainda como um mineral com potencial anti-
inflamatoério. Nesse contexto, € de se questionar se alteracdes na concentracdo de
Mg?* podem modificar a capacidade de imunomodulacdo da CTM. Como podemos
observar, a influéncia de diferentes concentracdes de Mg?* na capacidade da CTM
em manter a homeostase e modular outras células imunes no contexto inflamatorio e

de reparo a lesé@o parece ser complexa, e ndo esta totalmente esclarecida.

2.3 Hematopoese

2.3.1 Aspectos gerais

Estudos pioneiros desenvolvidos por Maximow (1924), Ray Owen (1945), Till &
McCulloch (1961) e outros (PAPAYANNOPOULOU & SCADDEN, 2008; WEISSMAN
et al., 2008; ZHANG et al., 2018) tornaram possivel a compreensédo sobre a célula
tronco hematopoiética e a hematopoese. Juntos, esses e outros trabalhos
mostraram que a hematopoese é um processo complexo, dindmico e continuo, no
qual células tronco hematopoiéticas (CTH) pluripotentes proliferam, se diferenciam e
se comprometem para as linhagens mieldide ou linféide, originando os diferentes
tipos celulares que compdem o sistema sanguineo. Esse processo é altamente
regulado para que o sistema hematopoiético forneca diariamente ao organismo
milhares de células sanguineas maduras, que exercem diversas atividades
essenciais a sobrevivéncia do organismo, como transporte de oxigénio, regulacdo da
homeostase sanguinea, controle das imunidades inata e adaptativa entre outros
(ORKIN & ZON, 2008; RIEGER & SCHROEDER, 2012). Schofield (1978) foi pioneiro
ao propor o conceito de um nicho, na medula 6ssea para abrigar a célula tronco

hematopoiética (CTH), também conhecido como ‘nicho endosteal. O nicho
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endosteal da medula éssea foi definido como um local anatbmico com a capacidade
de manter a homeostase da CTH em diferentes compartimentos, sendo que a CTH
poderia se abrigar em um local e em outro os processos de diferenciacdo eram
inibidos, e um compartimento diferente onde elas poderiam se sustentar e se
reproduzir. Além disso, Schofield (1978) também propds a importante interacdo do
contato célula/célula para o microambiente medular. Além do nicho endosteal, ha
também a caracterizagdo de um ‘nicho vascular’, um ambiente que favorece os
processos de diferenciacdo celular e sua mobilizacdo para a circulacao periférica.
Nesse microambiente h4 a presenca de diversos tipos celulares em diferentes
estagios de maturacdo, células estromais, endoteliais e reticulares, fatores solaveis
(citocinas e fatores de crescimento), matriz extracelular, que formam um parénquima
de sustentacdo que mantém e regulam a CTH e a hematopoese (KOPP et al., 2005;
MORRISON & SCADDEN, 2014). Os processos de comprometimento celular,
diferenciacdo e proliferagdo que ocorre no microambiente da medula 6ssea sao
altamente regulados, e os fatores iniciadores e que determinam a diferenciacdo da
célula tronco hematopoiética ndo estéo totalmente claros (LAWRENCE et al., 2018).
Por isso, a literatura traz a luz dois modelos principais para explicar a producéo de
células sanguineas, chamado de “modelo classico” ou “hierarquico” e esse mesmo
modelo, mas “revisado” chamado “hierarquia revisada”. Em ambos, a célula tronco
hematopoiética esta no topo da hierarquia e em menor numero e as células maduras
em maior numero, na base do modelo proposto (AKASHI et al., 2000). Porém,
diante de novas ferramentas de investigacdo das ciéncias 6micas nas Uultimas

décadas, tem sido proposta uma revisdo do modelo classico (Figura 2).
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Figura 2: Hematopoese. Esquema da hierarquia classica (A) da hematopoese e da hierarquia revisada (B). LT-
HSC, long-term hematopoietic stem cell; IT-HSC, intermediate-term hematopoietic stem cell; ST-HSC, short -term
hematopoietic stem cell; MPP, progenitor multipotente; LMPP, progenitor multipotente iniciador linféide; CMP,
progenitor mieldide comum; CLP, progenitor linfoide comum; MEP, progenitor eritrdide / megacariécito; GMP,
progenitor granuldcitos / macréfagos (Adaptado de: Zhang Y. et al., 2018).
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Dentro do contexto do modelo da hierarquia revisada, ZHANG et al. (2018)
sugere que a populacdo de CTH é mais heterogénea e que LT-HSC (long-term
hematopoietic stem cell) sdo células em menor nimero e em estado quiescente, e
gue possui grande capacidade de autorrenovacao, enquanto ST-HSCs (short-term
hematopoietic stem cell) tem essa capacidade limitada, e entre essas duas
populacbes ha uma populacdo de células transitria com capacidade de
autorrenovacao, chamada IT-HSC (Intermediate-term HSC). Sob essa perspectiva, o
progenitor multipotente (MPP) seria dividido em MPP1, MPP2, MPP3 e MPP4, sendo
gue MPP1 seria mais similar as ST-HSCs, e as demais popula¢des seriam a base da
sustentacdo e producdo das células maduras, assim como no esquema da
hierarquia classica. Resumidamente, esses sdo 0os modelos basicos propostos na
literatura, em relacdo a producéo de células do sangue na medula 0ssea. Alteracdes
no microambiente medular podem impactar negativamente nos processos de
proliferagdo, comprometimento, amadurecimento e morte celular, resultando em

doencas hematologicas como anemia e leucemias.

2.3.2 Magnésio e hemopoese

O tecido hematopoético é regulado e influenciado por diversos estimulos que
mantém sua homeostase, e pela combinacdo de diversas citocinas produzidas no
microambiente hematopoético e em outros tecidos (OGAWA, 1993; SMITH, 2003;
RIEGER & SCHROEDER, 2012; ZHANG & LODISH, 2008). Além disso, por ser um
tecido com elevada taxa de renovacdo, € fortemente influenciado pela
disponibilidade de nutrientes, que sdo indispensaveis para a progressdo do ciclo
celular (BOHNSACK & HIRSCHI, 2004). Nos ultimos anos, tem sido demonstrado
como a nutricdo e o estilo de vida pode interferir no microambiente hematopoético e
em todas as etapas do desenvolvimento e funcédo celular, principalmente nas células
que compdem o sistema imune (XAVIER et al., 2007; BORELLI et al.,, 2009;
NAHRENDORF & SWIRSKI, 2015).

O Mg?* é um mineral de alta relevancia para as células, atuando como ativador
de diversas enzimas relacionadas aos processos de proliferagédo, diferenciagéo e
apoptose. Portanto, a concentracdo intra e extracelular desse mineral parecem ser
importantes para a homeostase celular e a hipomagnesemia poderia interferir
nesses processos (WOLF & CITTADINI, 1999; AHMED & MOHAMMED, 2019). Se
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por um lado, ha dados na literatura que mostram a importancia da relacdo entre
Mg?* e a célula tronco mesenquimal, que é uma célula que apresenta papel chave
para o0 suporte e sustentacdo do tecido hematopoético (TAICHMAN, 2005), por
outro, os dados da literatura que mostram como esse mineral pode afetar as células
na medula 6ssea sdo limitados. A maioria dos trabalhos experimentais tem
demonstrado o impacto da hipomagnesemia sobre as células do sangue periférico
(MALPUECH-BRUGERE et al., 2000; VAN ORDEN et al., 2006) ou o papel do canal
TRPM?7 (e sua relacdo com o Mg?*) para os processos de linfopoese e trombopoese
(KRISHNAMOORTHY et al.,, 2018; STRITT et al.,, 2015), mas a influéncia da
deficiéncia desse mineral sobre as células na medula déssea tem sido pouco
investigada. Um estudo experimental desenvolvido por McCreary et al. (1967)
mostrou em ratos, as repercussdes da deficiéncia de Mg?* por 7 e 10 meses na
celularidade da medula Ossea. Nesse trabalho, os ratos foram divididos em 4
grupos: grupo A controle; grupo B controle com adi¢céo de 60 mg de 2-AAF/100g de
racao (2-acetilaminofluoreno - um agente carcinogénico - pois alguns dados prévios
mostravam que a hipomagnesemia poderia causar leucemia); grupo C deficiente em
Mg?* ; grupo D deficiente em Mg?* com adicdo de 60 mg de 2-AAF/100g de racéo.
Apés o tratamento, foi realizado o mielograma para avaliacdo dos efeitos sobre a
medula 6ssea. Os dados apresentados mostraram que no grupo controle a medula
apresentou-se normocelular e nenhum animal apresentou leucemia. No grupo B
(controle + 60 mg de 2-AAF), todos os animais apresentaram tumores e um animal
apresentou leucemia granulocitica. No grupo C (deficiente em Mg?*), o mielograma
de 14 animais apresentou-se normocelular e 8 hipercelular, sendo que nesse ultimo
havia maior porcentagem de células da série granulocitica e um animal apresentou
leucemia. Esse animal leucémico apresentou infiltrado granulocitico em varios
orgdos, e uma suspensao de células infiltradas no baco injetada em ratos recém-
nascidos foi capaz de resultar em leucemia em metade dos animais inoculados apos
3 meses, com achados similares ao primeiro experimento. No grupo D, todos os 24
animais apresentaram tumores, 21 apresentaram a medula hipercelular, hiperplasia
eritrocitica e aumento de granulocitos, e um animal mostrou quadro de leucemia.
Esse trabalho confirmou que a alteracdo na homeostase de Mg?* levou a alteracées
na celularidade da medula 6ssea, mas os mecanismos envolvidos foram pouco
elucidados. Diante do exposto, nosso trabalho busca esclarecer as repercussoes da

deficiéncia de Mg?* sobre as células da medula 6ssea num modelo experimental.
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Abordagens atuais de pesquisa foram utilizadas na tentativa de elucidar os
mecanismos que possam estar envolvidos na alteracdo da celularidade da medula

O0ssea em condi¢des de hipomagnesemia.
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3. OBJETIVOS
3.1 Geral

Avaliar a influéncia do magnésio sobre a capacidade imunorreguladora da
célula tronco mesenquimal e células hematopoéticas em modelos experimentais in

vitro e in vivo.

3.2 Especificos

v Investigar em modelo experimental in vitro a influéncia de diferentes
concentracdes de magnésio na capacidade imunorreguladora da célula tronco
mesenquimal;

v Avaliar o impacto da deficiéncia de magnésio em modelo experimental in vivo
sobre as células do sangue periférico e da medula éssea, e a expressao de

genes e fatores de transcricdo relacionados a proliferacdo e diferenciacéo

celular.
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4. MATERIAL E METODOS
4.1 Linhagem celular

4.1.1 C3H/10T1/2 clone 8 (ATCC® CCL-226™)

Avaliamos in vitro cultivos de células C3H/10T1/2 clone 8 (ATCC® CCL-
226TM Manassas, VA, USA) com meios de cultura enriquecidos ou ndao com
diferentes concentracdes de Mg?* (0, 1, 3 e 5 mM Mg? / L) por 24 h. A célula
C3H/10T1/2 possui caracteristicas semelhantes a célula tronco mesenquimal, ou
seja, morfologia tipo fibroblasto, aderente ao plastico e com capacidade de se

diferenciar nas 3 linhagens especificas (osteoblastos, adipécitos e condrécitos).

4.1.2 CondicOes de cultura

As células foram cultivadas de acordo com as instru¢des do fornecedor. Foi
utilizado meio de cultura estérii DMEM baixa glicose (Dulbecco’s modified Eagle
medium, Atena, Campinas, Sdo Paulo) suplementado com 10 % de SBF estéril
(VS0011 Vitrocell, Campinas, S&do Paulo) 100 Ul / mL de penicilina G sodica (P3032-
10MU-Sigma-Aldrich®, St Louis, EUA) e 100 ug / mL de estreptomicina (S9137-25G-
Sigma-Aldrich®, St Louis, EUA), em atmosfera contendo 5% CO2 a 37°C. Apés
aderéncia, quando atingiram 60 % de confluéncia as células foram lavadas com PBS
tripsinizadas e novamente plagueadas na concentracdo de 5 X 10° células para

realizacdo dos experimentos.

4.1.3 Suplementacdo dos cultivos com Mg?* e geragdo dos ‘meios
condicionados’

Apés aderéncia e quando as ceélulas atingiram em torno de 60 % de
confluéncia, o sobrenadante foi retirado e a monocamada de células foi lavada com
PBS. Apds, foi adicionado um novo meio de cultivo DMEM com 10% SBF e 100 Ul /
mL de penicilina G sédica (Sigma-Aldrich®, St Louis, EUA) e 100 ug / mL de
estreptomicina (Sigma-Aldrich®, St Louis, EUA), com as seguintes concentragées de
MgSOas: 0,0 MM, 1,0 mM, 3mM e 5 mM / L. A cultura foi mantida por 24 h e apos
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esse periodo, os cultivos foram ou ndo estimulados com 1,25 ug / mL de
lipopolissarcarideo (LPS L-8274 100mg Sigma-Aldrich®, St Louis, EUA) e 10 ng / mL
de TNFa (DY410 R&D Systems, Minneapolis, EUA) por 2 horas. Apos esse periodo,
0 sobrenadante foi retirado, e separado uma aliquota para dosagem de citocinas pro
e anti-inflamatoérias e outra para a geragcao dos ‘meios condicionados’, ambos
armazenados a — 40°C. A seguir, as células foram ou n&o tripsinizadas para

realizacdo dos demais protocolos experimentais.

4.1.4 RAW 264.7

A linhagem Raw 264.7 (mouse leukaemic monocyte macrophage cell line) foi
escolhida por possuir caracteristicas e morfologia tipo mondcito / macrofago. Essas
células foram cultivadas de acordo com as instru¢des do fornecedor. Foi utilizado o
meio de cultura DMEM (Dulbecco’s modified Eagle médium, Atena, Campinas, S&ao
Paulo) suplementado com 10 % de SBF estéril (VS0011 Vitrocell, Campinas, S&o
Paulo) e 100 Ul / mL de penicilina G sddica (Sigma-Aldrich®, St Louis, EUA) e 100
ug / mL de estreptomicina (Sigma-Aldrich®, St Louis, EUA), em atmosfera contendo

5% CO2 a 37°C. O meio de cultura foi trocado a cada 3 dias.

4.1.5 Cultivo da RAW 264.7 com ‘meios condicionados’

Quando o cultivo atingiu aproximadamente 60 % de confluéncia, as células
foram submetidas a contagem e plaqueadas novamente 5 x 10° células / poco em
placa de 24 pocos. Apés 24 h de cultivo, o sobrenadante foi retirado e foi adicionado
o0 ‘meio condicionado’ com e sem estimulo de LPS e TNFa por 24 h. Os cultivos
usados como controles foram estimulados ou ndo pelo mesmo periodo. Apés 24 h, o
sobrenadante foi retirado e armazenado a — 40 °C para dosagem de citocinas, e as

células submetidas a ensaio para avaliar proliferagéo por MTT.

4.2 Avaliacdo do ciclo celular em células C3H/10T1/2 por citometria de fluxo

Antes de dar inicio ao protocolo experimental, acrescentamos a etapa de

carenciamento celular para sincronizar os cultivos na fase Go/Gi. Nessa etapa, as
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células foram cultivadas por 24 h com meio de cultura DMEM 0.5 % de SBF. Apés
esse periodo, o cultivo celular foi realizado como descrito no item 4.1.2, e depois as
células foram tripsinizadas, e a seguir a tripsina foi neutralizada com meio de cultura.
A suspenséo foi centrifugada por 5 a 1000 rpm e o sobrenadante descartado. Em
seguida, foi adicionado 300 uL de solugéo de etanol 70 % e incubada por 20’ em
banho de gelo. Apos esse periodo, foi adicionado 4 mg / mL de RNase por 30°. Para
a marcacdo do DNA, as células foram incubadas com 5 uL de lodeto de Propidio
(BD Pharmigen, BECTON DICKSON, San Jose, EUA) por 30’. Logo depois, foi
adicionado 200 uL de PBS para aquisicdo dos dados por citometria de fluxo
(FACScan® BECTON DICKSON, San Jose, EUA). A andlise do ciclo celular foi
realizada quantificando-se a porcentagem das regifes GO/G1, S/G2/M no programa
FlowJo, LLC.

4.3 Andlise da apoptose e necrose por citometria de fluxo

A andlise da apoptose e necrose foi realizada com a marcacdo das células
com Anexina V — FITC e lodeto de Propidio (PI). O método se baseia na marcacao
com Anexina V - FITC positiva quando ha modificagdo da membrana plasmatica da
célula e subsequente exposicao da fosfatidilserina, que sinaliza o inicio da apoptose.
A Anexina se liga ao fosfolipidio na presenca de ions Ca?* que, conjugada com FITC
(fluorescein isothiocyanate) torna possivel sua quantificacdo por citometria de fluxo.
O lodeto de Propidio (Pl) se intercala ao DNA desde que a membrana esteja
permeavel. Marcadores de DNA de alto peso molecular, como o Pl ndo penetram na
célula intacta, dessa forma a marcacgdo positiva indica alterac6es na permeabilidade
da membrana. Assim, células FITC — Pl — indicam as células viaveis, FITC + Pl —
apoptose e FITC+ Pl+ apoptose e necrose tardia.

Ap6s o cultivo celular como descrito no item 4.1.2, as células foram
tripsinizadas e a seguir a tripsina foi neutralizada com meio de cultura. A suspenséo
foi centrifugada por 5 a 1000 rpm e o sobrenadante descartado. Apds, as células
foram lavadas com PBS (5’ a 1000 rpm) e o excesso de PBS removido. A seguir, foi
adicionado Anexina V — FITC (2,5 uL por amostra) e lodeto de Propidio (BD
Pharmigen, BECTON DICKSON, San Jose, EUA) 8 uL por amostra e tampao
anexina. Logo apés, as células foram incubadas por 20’ ao abrigo da luz e apés

esse periodo foram enviadas para aquisicdo dos dados por citometria de fluxo



44

(FACScan® BECTON DICKSON, San Jose, EUA) foi adicionado novamente tampao
anexina (200 uL / amostra). A andlise foi realizada de acordo com a % de células
marcadas ou ndo, para um ou ambos marcadores Anexina V-FITC e lodeto de

Propidio, utilizando o programa FlowJoVX.

4.4 Andlise da proliferacéo relativa por MTT (brometo de 3-(4,5 dimetiltiazol-2-
ilo)-2,5-difeniltetrazolio)

O método MTT baseia-se fundamentalmente na capacidade da célula em
reduzir metabolicamente o sal de MTT, por meio da enzima mitocondrial
desidrogenase succinica em cristais de formazan de cor azul purpura que se
acumulam no citoplasma celular (MOSMANN, 1983). Dessa forma, o ensaio de MTT
avalia a atividade mitocondrial representativa de células viaveis pela quantificacéo
da atividade de desidrogenase.

Apo6s 24 h de cultivo das células com diferentes concentracdes de Mg?* com e
sem estimulos (LPS, TNFa), o sobrenadante foi retirado, o pogo lavado com PBS e a
seguir adicionou-se 100 uL / poco da solugdo de MTT (5 mg/ mL) (Sigma-Aldrich®, St
Louis, EUA). A placa foi incubada por 2 h na estufa a 37°C. Logo apés esse periodo,
a solucdo de MTT foi retirada e a seguir adicionou-se 100 uL / poco de isopropanol
para a dissolucdo dos cristais de formazan. Por ultimo, as células foram incubadas
overnight em temperatura ambiente e a absorbancia dos cristais de formazan
dissolvidos foi medida em espectrofotdmetro (Bio-Teck® Instrumentals, Winoosk,
EUA) em 570 nm.

4.6 Imunofluorescéncia

Para investigar a expressdo de TRPM7 nas células C3H/10t1/2 foi realizado o
protocolo a seguir. Apos cultivo celular descrito no item 4.1.2, o sobrenadante foi
descartado e o poco lavado com PBS e o bloqueio a ligages inespecificas foi feito
adicionando ao poco PBST e 1 % BSA por 30 minutos. As células foram fixadas
incubando-se com 4 % de paraformoldeido por 20 minutos. ApOs esse periodo, 0
fixador foi descartado e o poco lavado com PBS. As células foram incubadas com
glicina (0.1 M) por 15 minutos e apés, lavado novamente com PBS. O anticorpo
primario (TRPM7 AB109438, Abcam, MA, EUA) foi diluido 1:250 com PBST e BSA

1% por 4 h. Logo depois o pogo foi lavado com PBS e adicionou-se o anticorpo
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secundério conjugado por 1 h. O poco foi lavado com PBS por 2 x e incubado com
DAPI (1 ug / mL) por 1 minuto. A seguir a marcacgao foi visualizada em microscopio

de imunofluorescéncia.

4.7 Andlise do Mg?*no meio de cultura e intracelular

A concentracdo do Mg?* foi determinada por espectrofotometria de absorcdo
atbmica (EAA) (Perkin Elmer AAnalyst 100, Winter St. Waltham, Massachusetts,
Miami, FL, EUA), empregando-se lampadas de catodo oco 202,6 e 285,2, e fenda de
0,7 nm, respectivamente, apos digestdo de 500 uL de amostra com HNOs3 v/v, e
diluicdo com agua e adicdo de 0,1% de lantanio, como La20s3. Curva-padréo foi
preparada pela diluicdo do padrdo de Mg? (MgCl2) em HNOs (Titrisol, Merck,
Darmstadt, Alemanha). A qualidade das analises foi monitorada pelo controle das

leitura do padréo primario (National Institute of Standards & Technology, MD, EUA).

4.8 Animais

Camundongos C57BI/6, machos, adultos foram mantidos em gaiolas
individuais, em ambiente com temperatura (22+2°C) e umidade (55%) controladas e
ciclos de claro/escuro de 12h.

4.8.1 Delineamento Experimental

Os animais (n=24) passaram por um periodo de 7 dias para adaptacdo as
condicdbes ambientais do ensaio. Apdés esse periodo, foram distribuidos
aleatoriamente em 2 grupos experimentais. Um grupo recebeu dieta AIN93M
(REEVES, 1993) e o outro grupo recebeu dieta AIN93M com 10 % das
recomendacdes de Mg?* para roedores, por 4 semanas. Racdo e agua foram
oferecidas ad libitum durante o periodo experimental. Apés 4 semanas, 0S animais
foram eutanasiados ap0s administracdo intramuscular de quetamina (100 mg / Kg /
peso), associado ao cloridrato de xilazina (10 mg / Kg / peso), e posterior
exsanguinacdo de acordo com as Diretrizes da Pratica de Eutanasia do CONCEA
(2015).
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4.9 Obtencao de sangue total e soro

As amostras sanguineas foram obtidas a partir do plexo axilar dos
camundongos previamente anestesiados. Amostras sem anticoagulante foram
utilizadas para obtenc¢&o de soro que foi separado por centrifugacéo (2000Xg por 10
minutos) a 4°C e utilizados para dosagem de magnésio e calcio. Para obtencao de
sangue total e plasma as amostras foram coletadas com EDTA 10% (1mg / mL), o

qual foi utilizado para a realizacdo do hemograma.

4,10 Hemograma

O hemograma foi realizado com amostra de sangue total colhido com EDTA
(Img/mL). A contagem total de leucocitos, hemacias, plaguetas, determinacdo de
hemoglobina e hematdcrito foram determinadas pelo analisador automético de
células sanguineas ABC vet (ABX diagnostics). A contagem diferencial de leuc6citos
foi determinada a partir de extensdes sanguineas coradas pelo método May-
Grunwald-Giemsa (ROSENFELD, 1947). As extensdes coradas foram analisadas

por microscopio Optico e no minimo 100 leucécitos foram contados.

4.11 Obtencao de células da medula 6ssea e mielograma

ApoOs eutanasia foi retirado o fémur esquerdo, seguido do corte das epifises.
As células da medula éssea foram obtidas por lavagem da cavidade femoral com 0,5
mL de meio de cultura DMEN (SIGMA®, CHEMICAL COMPANY, USA). A suspenséo
celular obtida foi utilizada para contagem do numero total de células nucleadas em
camara de Neubauer (utilizando-se como diluente o liquido de Turk) e para a
confeccdo de laminas obtidas por citocentrifugacdo e coradas pelo método May-
Grunwald-Giemsa modificado (ROSENFELD, 1947).

4.12 Imunofenotipagem para quantificacdo de células

Para a identificacdo das diferentes populacbes de células hematopoiéticas,
foram utilizados anticorpos conjugados com diferentes fluorocromos: Isotiocianato de
Fluoresceina (FITC), Ficoeritrina (PE), Ficoeritrina/Cianina 7 - PECy7 e
Aloficocianina (APC) e analisamos 3x10° células/amostra. As amostras foram

marcadas com o0s anticorpos por 20 min. Para tanto foram utilizados 10 pl dos
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respectivos anticorpos abaixo (diluidos na proporcéo de 1:200 com PBS + albumina
1% + Azida 0,05%). As amostras permaneceram incubadas por 20 min a
temperatura ambiente e protegidas da luz. Apds lavagem com PBS, as células foram
ressuspensas em um volume de 250 uyl de PBS para aquisicdo das amostras no
citbmetro de fluxo. A analise foi realizada utilizando o software Cell Quest (Becton
Dickinson, verséo 3.4) e FlowJo. Foram utilizados os lasers de argonio 488 nm e o
diodo laser 633 nm. A emissdo da fluorescéncia foi capturada no canal
correspondente (FITC: FL-1; PE: FL-2; PE: PEcy7: FL-3; APC: FL-4). Segue abaixo
a descricdo dos painéis de anticorpos utilizados para identificacdo das populacdes
nas diferentes amostras em estudo:

Medula 6ssea

Painel 1 (Linfocitos T): CD3-FITC, CD4-APC, CDS8-PE;

Painel 2 (Eritrécitos, Linfocitos B e NK): Ly6G-APC, TER119-PE, B220-FITC, CD19-
PerCP-Cy5.5, CD49b-APC, NK1-FITC;

Painel 3 (Células maduras mieléides): F4/80-APC, CD11b-FITC, Grl1-PE.

Painel 4 (Células-tronco e progenitores hematopoéticos): CD90.1-PECy7, Sca-1-
FITC, FLk2-PE, c-Kit-APC e coquetel para marcacdo de linhagens maduras (Lin)
todos conjugados com PE (CD11b, CD3, CD19-PE, Ter119, Gr-1);

Painel 5 (Progenitores Miel6ides Hematopoéticos): CD34-FITC, Sca-1-PE e IL-7-PE,
c-Kit-Cy7/APC, FcRy-PECy7 e coquetel para marcagao de linhagens maduras (Lin)
todos conjugados com PE (CD11b, CD3, Ter119, Gr-1, CD19).

4.14 Determinacdo da expressao de NFkB (total e fosforilado), STAT3 (total e
fosforilado) e PCNA por Western Blot

ApoOs o cultivo celular descrito no item 4.1.2 foi determinado por Western Blot
a expressao de NFkB (total e fosforilado) e STAT3 (total e fosforilado) e PCNA. O
protocolo sera descrito a seguir.

4.14.1 SDS-PAGE e Western blot

4.14.2 Preparo do gel de poliacrilamida

O procedimento foi realizado conforme protocolo de SAMBROOK et al. (1989)
e HARLOW & LANE (1988). Foram preparados geis em bicamada, sendo a camada
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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 10 % de poliacrilamida, 380 mM Tris.HCI, pH 8,8, 0,1
% persulfato de amonio e 0,077 % TEMED.

4.14.3 Preparo do lisado de proteinas para SDS-PAGE e Western blot

Os lisados foram preparados a partir de 5 x 10° células em 200 uL de tampé&o
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). O material foi sonicado (30 segundos), centrifugado por 10 minutos
a 14.000 rpm a 4 °C. As proteinas do sobrenadante foram quantificadas pelo método
de Bradford, utilizando um kit comercial (BCA™ protein assay kit®, Pierce, Rockford,
EUA). O sobrenadante quantificado, foi misturado ao tampdo de amostra (3 x
concentrado, 100 mM Tris.HCL, pH 6,8, 5 % 2-mercaptoetanol (v/v), 2 % SDS, 20 %
glicerol, 0,01 % azul de bromofenol), fervido por 10 minutos para denaturacédo das
proteinas e submetido a eletroforese em gel de poliacrilamida juntamente com o
padrdo de peso molecular (Spectra Multicolor Broad Range Protein Ladder,

ThermoFisher).

4.14.4 Transferéncia de proteinas do gel para a membrana nitrocelulose

O gel contendo as proteinas fracionadas por eletroforese foi incubado por 10
minutos em tampdo 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 tampdo de transferéncia. Um "sanduiche" foi entédo
montado na seguinte ordem: 3 folhas de papel filtro, gel, membrana, 3 folhas de
papel filtro. A transferéncia foi realizada em cuba de eletroforese com o tampao de
transferéncia, sob corrente de 100 V e 400 mA, até que as amostras percorressem
todo o gel. A eficiéncia da transferéncia foi verificada corando-se a membrana por 5 -
10 minutos com corante Ponceau (1% Ponceau, 1 % &acido aceético), seguida de
lavagem com &gua destilada ou PBS (Tris, pH 7,5, 20 mM, NaCl 0,9 %). Em
seguida, a membrana foi incubada por 2 h com solu¢cdo de bloqueio para sitios
inespecificos (BSA 5 % em PBST). Apos esse periodo a membrana foi lavada 3 x
com PBST dando prosseguimento a etapa de sondagem.
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4.14.5 Sondagem das proteinas com anticorpos

Os anticorpos anti- NFxB [total (Catalogo SC-33039, Santa Cruz
Biotechnology, Dallas, EUA) e fosforilado (Catdlogo SC-372, Santa Cruz
Biotechnology, Dallas, EUA) e anti-STAT3 [total (Catdlogo SC-482, Santa Cruz
Biotechnology, Dallas, EUA) e fosforilado (Catalogo SC-8001, Santa Cruz
Biotechnology, Dallas, EUA) e PCNA (PC-10, Catalogo SC-56) foram diluidos em
PBST e 3 % de BSA nas seguintes concentra¢cdes: 1:1000 (anti- NFkB total), 1:1000
(anti- NFkB fosforilado), 1:250 (STAT3 total) e 1:250 (STAT3 fosforilado), 1:1000
(PCNA). A membrana foi incubada overnight. Apés esse periodo, a solugdo com o
anticorpo foi retirada e a membrana foi lavada 3 X com PBST. A membrana foi
incubada com o anticorpo secundario (anti IgG de coelho conjugado com biotina,
R&D Systems, Abingdon, Reino Unido), na diluicdo 1:10000 em PBST e BSA 3 %
por 2 h. Apds, o anticorpo secundario foi retirado e a membrana lavada 3 X com

PBST. Prosseguiu-se com a revelagao.

4.14.6 Revelacdo com sistema quimioluminescente

A revelacao foi realizada utilizando-se o Kit ECL Select (luminol, fenol e
peréxido de hidrogénio) (ECL Select Western Blotting Detection Reagents®,
Amersham Biosciences, Pittisburg, EUA). As aquisi¢cdes e analises foram feitas no
equipamento UVITEC Alliance 4.7 (Cambridge, UK) e a B-actina utilizada como

padrdo para quantificacdo das bandas formadas.

4.15 Determinagdo de citocinas por ELISA (Enzyme Linked Immuno Sorbent
Assay)

As citocinas foram dosadas por ELISA (Quantikine® ELISA, R&D Systems,

Abingdon, UK), seguindo as orienta¢des do fabricante.

4.16 Isolamento de RNA e PCR quantitativo em tempo real

O RNA total foi obtido a partir de células da medula 6ssea ex vivo, usando o
kit de extracdo de RNA RNeasy (Qiagen, Germantown, MD) de acordo com o
protocolo do fabricante. O RNA total foi transcrito reversamente em cDNA usando o

kit de transcricao reversa de cDNA de alta capacidade (Applied Biosystems, Foster
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City, CA). Amostras de cDNA foram amplificadas utilizando o kit TagMan Universal
Master Mix, com concentracdes otimizadas do conjunto de primers para CSF1
(Mm00432686_m1), CSF2 (Mm01290062_m1), CSF3 (Mm00438335_g1), CCND1
(Mm00432359_m1), CDKN1b (Mm00438168_m1), CEBPa (Mm00514283_s1), SPI1
(MmO00488142_m1), CSF3R (Mm00432735 ml), GATA-1 (MmO01352636_m1),
GATA2 (Mm00492301_m1) e GATA3 (Mm00484683_m1). A expressado génica foi
normalizada pela expressdo génica de Gapdh (MmM99999915 g1). O conjunto de
primers foi adquirido da Applied Biosystems (Foster City, CA, EUA). O gene de
expressado foi avaliado por PCR em tempo real usando StepOnePlus ™ (Applied

Biosystems, Foster City, CA) e quantificado de acordo com o método AACt.

4.17 Ensaio de Metilcelulose

Para analisar as unidades formadoras de col6nias, foram coletadas células da
medula 6ssea de animais controles e deficientes em Mg?*, e as células
mononucleares foram separadas por centrifugacdo em gradiente de densidade
usando o protocolo Ficoll-Histopaque (Sigma Aldrich, EUA). 5 x 10* células / mL
foram colocadas em placas em meio metilcelulose. Para os procedimentos, utilizou-
se o meio MethoCult ™ (GF M3534, STEMCELL Technologies, Inc., Canada) como
um meio contendo Mg?* e, para um meio deficiente em Mg?*, foi preparado um meio
semi-sélido a base de metilcelulose com meio Iscove’s sem Mg?* e adicionado,
Metilprednisolona 10-4 M (Abbott, Brasil), 2-mercaptoetanol 10-2 M (GIBCO, Grand
Island, NY, EUA), 0,2 ng / mL rmGM-CSF (Sigma Chemical Company®, EUA), 0,2
ng / mL rmG -CSF (Sigma Chemical Company®, EUA) e 0,1 ng / mL de IL-3 (Sigma
Chemical Company®, EUA). As células foram diluidas no meio e incubadas por 3
minutos para remover bolhas, e 1 ml foi pipetado em cada poco da placa de cultura
de células de 6 pocos (em duplicata). As células foram incubadas por 14 dias em
uma incubadora de CO2 a 5% a 37 ° C. Apos 14 dias de cultura, as coldnias totais
foram contadas sob um microscopio Optico com ampliacdo de 40x (Carl-Zeiss,
Alemanha), e quantificados os numeros de células formadoras de colbnias

granulociticas (CFU-G).
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5. ANALISE ESTATISTICA

Os resultados obtidos foram analisados utilizando-se o programa GraphPad
(Software Inc, versdo 5.0.1, San Diego, EUA). Os dados foram primeiramente
submetidos ao teste de normalidade e classificados em paramétricos ou né&o
paramétricos pela aderéncia a curva Gaussiana. Os dados (in vitro) foram
analisados com One way ANOVA e o pos teste de Dunnett, para verificar o efeito de
diferentes concentracdes de Mg?* sobre as variaveis dependentes. Para verificar a
acdo combinada de diferentes concentracGes de Mg?* no meio controle e no meio
condicionado, os dados foram submetidos a analise estatistica com Two-way
ANOVA e o pos teste de Bonferroni. Os dados foram considerados estatisticamente
significativos quando o p <0,05. Os conjuntos de dados comparando oS grupos
controle e deficiente em Mg?* (in vivo) foram analisados pelo teste t de Student, com
nivel de significancia de 95% (p <0,05).
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6. RESULTADOS

Capitulo 1
6.1 Determinacdo da concentracdo de Mg?*no meio de cultura

Os meios de cultura foram analisados e foi possivel confirmar que o
enriguecimento do meio apresentava a quantidade de Mg?* esperada. Além disso,
também observamos diminuicdo da concentracdo extracelular desse mineral quando
as ceélulas foram cultivadas por 24 h, sendo esse efeito mais pronunciado nos

cultivos com 3 e 5 mM Mg?* / L.

Tabela 3. Concentracdo de Mg?* extracelular antes e apés cultivo de 24 h

mM MgSOa4 /L Mg?* (mM /L) antes Mg?* (mM / L) depois
0 0,0 £ 0,002 0,1+ 0,02
1 1,0 £ 0,002 0,97 £ 0,05
3 3,0 £ 0,005 250,22
5 5,0 £ 0,005 3,0+0,5

Resultados da andlise da concentracdo de Mg?* por AA nos meios de cultura, representados
pela média + erro padréo.

6.1.2 Determinacdo da concentracdo intracelular de Mg?* nas células
C3H/10T1/2 ap6s 24 h de cultivo

Analisamos a concentracdo de Mg?* intracelular nas células cultivadas com
diferentes concentracdes de Mg?*. Podemos observar que ndo houve diferenca na

concentracéo intracelular desse mineral nas condi¢des analisadas.

Mg intracelular [fmol/cel] 24 h

T

15+

[fmolicel]

mM Mg /24 h

Gréfico 1. Concentracédo intracelular de Mg?". Resultados expressos em média + erro
padréo, representativo de 3 ensaios independentes.



53

6.2 Expresséao do canal TRPM7 nas células C3H/10T1/2

Observamos por imunofluorescéncia que a marcacdo foi positiva para
TRPM7 nas células C3H/10T1/2 independente da concentracdo desse mineral no

meio de cultura (figura 3 A-E).

| --C
E
D
Figura 3. Representacdo da expressdo do canal TRPM7 por imunofluorescéncia marcada

com DAPI nas células C3H/10T1/2, demonstrados em A (sobreposi¢do das duas imagens -
MERGE), B (0 mM Mg?*/ L), C (1 mM Mg? / L), D (3 mM Mg?* / L) e E (5 mM Mg?").

A andlise de TRPM7 por citometria de fluxo mostrou que ndo houve diferenca, tanto
na porcentagem de células marcadas para esse canal, como na meédia da
intensidade de fluorescéncia independente da concentracdo de Mg?* (Figura 4 A e
B).
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Figura 4. Expressdo de TRPM7. Porcentagem de células C3H/10T1/2 marcadas para
TRPM7 (A) e média da intensidade de fluorescéncia (MFI). Resultados expressos em média
* erro padréo.

6.2 Andlise da viabilidade de células C3H/10T1/2 cultivadas com diferentes
concentracdes de Mg?* por MTT

Avaliamos a proliferacdo relativa das células submetidas a cultivo com
diferentes concentragdes de Mg?* por 24 h sem estimulo, com LPS (lipolissacarideo)
e TNF-a, pelo ensaio de MTT. Observamos que o tratamento com Mg?* foi capaz de

aumentar a proliferacao relativa dessas células independente do tipo de estimulo.

2.0 . o '
© L — 1 S/estimulo
..l = T3 o mm - LPS
8 15{ =
® T e x @ + TNFa
=]
'S 1.0-
(1]
L.
2
S 0.5
| =
o
0.0

0135 0135 04135
Mg (mmol/L)
Grafico 2. Andlise da viabiliade das células C3H10T1/2 por MTT, cultivadas com diferentes

concentracdes de Mg?*. Resultados expressos em média + erro padréo, representativo de 6
ensaios independentes (*p< 0,05; **p<0,01).
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6.3 Analise da viabilidade, apoptose e necrose nas células C3H/10T1/2
cultivadas com diferentes concentragdes de Mg?* por citometria de fluxo

Apés tratamento por 24 h com 0, 1, 3 e 5 mM Mg?*, as células receberam ou
nao estimulo com LPS ou TNF-a e a viabilidade, apoptose e necrose foram
analisadas por citometria de fluxo. Observamos que o tratamento das células com
diferentes concentracdes de Mg?* e estimuladas ou ndo com LPS e TNF-a ndo

apresentaram diferencas significativas nesses parametros nas condi¢cdes avaliadas
(Gréfico 3).
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. ro Hl + LPS 7 H + LPS
B3 + TNFo

B + TNFa

504

Viabilidade (%)

254

Apoptose (%)
w b OO

=N
1 1

o

Slestimulo +LPS + TNFa

Slestimulo +LPS + TNFq
Mg?* (0, 1, 3 e 5 mmol/L)

Mg?* (0,1,3 e 5 mmol/L)

C
4.5
4.0- 3 S/estimulo
354 B+ LPS
;\‘5\ 3.0 E3 +TNFa
g 2.5
© 2.0
3 1.5-
21
1.04
0.5
0.0-

Slestimulo + LPS +TNFq,
Mg?* (0, 1, 3 e 5Smmol/L)

Grafico 3. Avaliacao da viabilidade relativa (A), apoptose (B) e necrose (C) das células
C3H/10T1/2 por citometria de fluxo. O gréafico representa a média + erro padrédo de 6
ensaios independentes.

6.4 Avaliagédo do ciclo celular por citometria de fluxo

Avaliamos nas células C3H10T1/2 o ciclo celular por citometria fluxo, e
observamos que as células tratadas com magnésio (0,1,3 e 5 mM Mg?*/L)
apresentaram menor porcentagem de células na fase GO/G1 e aumento na fase

S/G2/M quanto maior a concentracdo desse mineral. Analisamos também o ciclo
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celular nas células C3H10T1/2 desafiadas com 1,25 ug / mL de LPS e 1,0 ng / mL
de TNF, e tratadas com diferentes concentracdes de Mg?*. Podemos observar o
mesmo padréo de resposta celular ao ciclo, ou seja, células tratadas com maiores
concentracGes de Mg?* apresentaram maior porcentagem de células da fase S/G2/M

e menor na fase GO/G1 do ciclo celular (gréafico 4).

A Analise do ciclo celular sem estimulo N + LPS
*
70+
i T T — GO/G1
80 o 60 =
o b = GO/GL T . - S/G2/M
— - S/G2/M 50
604 %
3 50 S 407
% 404 S 30
s 30 X 204
20
10 104
T 0 T
GO/G1 SIG2/M GO/G1 SIG2IM
Mg2* (mmol/L) Mg2* (mmoliL)
+ TNFa
C
——
—
70_ '—*—|
min T 1 GO/G1
60 - S/G2/M
504
(2]
a
=] 40+
)
o 304
X
204
104
0 T
G0/G1 SIG2/M

Mg?* (mmol/L)

Gréfico 4. Analise do ciclo celular por citometria de fluxo nas células C3H/10T1/2 sem
estimulo (A), estimuladas com LPS (B) e TNF-a (C). O grafico representa a média £ erro
padrdo de 8 ensaios independentes (*p< 0,05; **p<0,01 e ***p< 0,001).

6.5 Avaliacéo da producéo de IL-18, IL-6, IL-10, TGF-B e PGE2 no sobrenadante
das células C3H/10T1/2 tratadas com diferentes concentracdes de Mg?* e
estimuladas com LPS ou TNF-a

Observamos que o tratamento com diferentes concentracdes de Mg?* sem
estimulo adicional durante 24 h n&do levou a alteragbes na producédo de IL-6, IL-1[3,
IL-10, TGF-B e PGE2 nas condicbes avaliadas. Porém, quando essas ceélulas
receberam LPS (1,25 ug / mL) por 2 horas, a concentracdo de IL-13 foi menor

naquelas culturas que receberam 1, 3 e 5 mM Mg?*. Quando as células receberam
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TNF-a, a diminuigdo da producdo dessa citocina foi menor apenas nas culturas
enriquecidas com as maiores concentracdes desse mineral (3 e 5 mM Mg?*).

Nos cultivos que foram estimulados com LPS, a concentracdo de IL-6
apresentou resultados similares a IL-13, com diminuigdo da produgédo de IL-6 nos
meios suplementados com Mg?*. Quando as culturas foram desafiadas com TNF-q,
a concentracdo de IL-6 foi menor nas células que receberam 1, 3 e 5 mM Mg?*
(grafico 5 A e B).
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Grafico 5 . Determinagéo de IL-18, IL-6, IL-10, TGF-B e PGE2 no sobrenadante das células
C3H/10T1/2 apéds cultura de 24 h com diferentes concentracdes de Mg?*, sem estimulo ou
desafiadas com LPS ou TNF-a por 2 h. O gréfico representa a média + erro padréo de 3
ensaios independentes. (*p< 0,05; **p=<0,01).

Quanto a determinacdo da concentracdo da IL-10, os resultados mostram
maior concentragao dessa citocina no sobrenadante dos meios que receberam 3 e 5
mM de Mg?* estimulados com TNF-a (grafico 5 C). Em relagdo ao TGF-B
(Transforming Growth Factor Beta) verificamos que sua concentracdo foi menor no
sobrenadante das células tratadas com 3 e 5 mM de Mg?" com TNF-a, e maior
nessas mesmas concentracdes desse mineral quando estimuladas com LPS (gréafico
5 D). A concentragdo de PGE2 foi maior no sobrenadante das células tratadas com

5 mM de Mg?* independente do tipo de estimulo (grafico 5E).
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6.8 Anélise da producéo de 6xido nitrico nas células C3H10T1/2

Na analise da producéo de Oxido nitrico, os resultados apresentados mostram

gue nao houve diferenca na concentracdo desse composto nas condi¢des avaliadas
(gréfico 6).

Avaliagdo da produgédo de éxido nitrico

[ S/estimulo
I+ LPS
= + TNFo

104

Oxido Nitrico (uM)

S/estimulo +LPS + TNFq,
Mg?* (mmol/L)

Grafico 6. Producéo de 6xido nitrico nas células C3H10T1/2 cultivadas com 0, 1, 3 e 5 mM

Mg?* por 24 h sem estimulo ou estimuladas por 2 h com LPS ou TNF-a. O gréfico representa
a média + erro padréo de 6 ensaios independentes.

6.6 Avaliacdo da expressao de pNFkB / NFkB e pSTAT3/STAT3

Avaliamos por Western Blot o efeito do tratamento com Mg?* nas células
C3H/10T1/2, sobre a expresséo das proteinas NFkB e STAT3 tanto da porcéo total
como da fosforilada (grafico 6 A e B). Identificamos que as células tratadas com
diferentes concentracdes de Mg?* e desafiadas com LPS ou TNF-a apresentaram

menor relagdo p NFxB / NFkB em ambos tratamentos (grafico 7-A).
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Analise da expressédo de pNFxB / NFkB e pSTAT3/STAT3
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Grafico 7. Expresséo de (A) pNFkB/NFxB e (B) pSTAT3/STAT3 nas células C3H/10T1/2
tratadas com diferentes concentracdes de Mg?* e estimuladas ou ndo com LPS ou TNF-a. A
razdo entre a porcao fosforilada e a total é representada pela média + erro padréo de 3
ensaios independentes. (*p< 0,05; **p<0,01).

Sobre a expressdo de STAT3 total e fosforilado nas células C3H/10T1/2
cultivadas com diferentes concentracdes de Mg?* sem estimulo, com LPS ou TNF-a
observamos que aquelas células tratadas com diferentes concentracdes de Mg?* e
estimuladas com LPS a razdo pSTAT-3/STAT3 foi maior quanto maior a

concentracdo desse mineral (grafico 7-B).

Ap0s as avaliagdes nas células C3H/10T1/2 do efeito do enriquecimento com

Mg?*, coletamos o sobrenadante dessas células tratadas com diferentes
concentragdes desse mineral e estimuladas ou ndo com LPS e TNF-a. A esse meio
coletado, denominamos de ‘meio condicionado’. Os ensaios apresentados a seguir
buscaram investigar os efeitos do ‘meio condicionado’ em uma célula de linhagem
tipo macréfagos (RAW 264.7), e linfocitos primarios provenientes do bago de

camundongos C57BI/6, a fim de se investigar se o tratamento da célula C3H/10T1/2
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com Mg?* é capaz de alterar alguns aspectos relacionados a producéo de citocinas e

a viabilidade de células fundamentais para a resposta imune.

6.9 Avaliacdo da viabilidade em células RAW 264.7 e em linfécitos por MTT
cultivadas com ‘meio condicionado’ por 24 h

No ensaio de MTT realizado nas células RAW 264.7 e em linfécitos primarios
tratados com ‘meio condicionado’ provenientes de células C3H10T1/2 cultivados
com 0 e 5 mM Mg?* e estimuladas com LPS ou TNF-a (grafico 8 A e B), observamos
menor viabilidade nas células tratadas com os meios condicionados comparadas ao

seu controle (‘meio ndo condicionado’).
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Grafico 8. Avaliacdo da viabilidade celular por MTT nas células RAW 264.7 (A) e linfécitos
(B) cultivados com ‘meios condicionados’ por 24 h. O gréfico representa a média da
absorbancia + erro padréo de 6 ensaios independentes. (*p< 0,05; **p=<0,01).

6.10 Determinagdo de IL-18, IL-6, TNF-a e IL-10 nas células RAW 264.7
cultivadas com ‘meio condicionado’.

Na tentativa de esclarecer se 0s ‘meios condicionados’ das células
C3H10T1/2 exercem algum papel na producdo de citocinas inflamatorias e anti-
inflamatodrias por outras células imunes, avaliamos, nas células de linhagem RAW
264.7 as citocinas IL-1B, IL-6, TNF-a e IL-10 nos meios controles ou ‘meios
condicionados’ por 24 h. Na analise da concentragédo de IL-1B3, observamos que as

células cultivadas com ‘meios condicionados’ e desafiadas com LPS apresentaram
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diminuicdo significativa da produgéo dessa citocina quando estimuladas com LPS.
Quando essas células foram estimuladas com TNFa houve menor concentragao de
IL1-B nas células cultivadas com ‘meio condicionado’, e maior concentracao dessa

citocina no meio sem Mg?* (gréafico 9 A).
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Grafico 9. Determinacéo de IL-1B (A), IL-6 (B), TNF-a e IL-10 no sobrenadante das células
RAW 264.7 ap6s cultura por 24 h com meios controles e ‘condicionados’, desafiadas com
LPS ou TNF-a. O grafico representa a média + erro padréo de 6 ensaios independentes.

Em relagdo a IL-6 observamos que as células RAW 264.7 cultivadas com
‘meio condicionado’ independente do estimulo apresentaram diminuicdo da
producdo de IL-6 quando comparadas aos seus respectivos controles (grafico 9B).
Quanto a concentracdo de TNFa, podemos observar diminuicdo da concentragao
dessa citocina no sobrenadante das células cultivadas com ‘meio condicionado’
comparado ao seu respectivo controle, independente da concentracdo de Mg?* e tipo
de estimulo (grafico 9C). A concentracdo de IL10 (grafico 9D) foi maior no
sobrenadante das células cultivadas com os ‘meios condicionados’ quando
estimuladas com LPS comparados aos seus respectivos controles, independente da

concentracédo de Mg?*.
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6.11 Determinacdo de IFN-y, IL-4, IL-10 e IL-17 em linfécitos primérios

cultivados com ‘meio condicionado’

Sabemos que o Mg?* tem propriedade anti-inflamatéria e que a célula
mesenquimal, uma vez estimulada, pode desencadear em diferentes células imunes,
entre elas linfocitos, um fendtipo imunossupressor. Nesse contexto, investigamos a
capacidade do ‘meio condicionado’ em modular a produgcdo de algumas citocinas
produzidas pelas células linféides primarias obtidos do baco de camundongos
C57BL/6 . Verificamos que, enquanto a producéo de IFN-y ndo apresentou nenhuma
diferenca na sua producdo apods o tratamento (grafico 10 A), a citocina IL-17
apresentou aumento da concentracdo nas células tratadas com ‘meios
condicionados’ e desafiadas com LPS (grafico 10 B). Em relacdo a concentracéo de
IL-4 nas células estimuladas com LPS, o ‘meio condicionado’ com 5 mM Mg?*
apresentou diminuigdo na concentragéo dessa citocina comparado ao seu controle.
N&o houve diferenca significativa quando as células foram estimuladas com TNF-a
(grafico 10 C).

A Interleucina-10 é uma das principais citocinas que apresenta papel anti-
inflamatoério, e sua determinacdo € muito utilizada para avaliar o efeito de uma
resposta imunossupressora ou de controle da inflamagcdo. Nés avaliamos a
concentracdo de IL-10 nas células linféides do bago tratadas com o ‘meio
condicionado’, para verificar se o Mg?*, na concentra¢do de 5 mM, poderia agir de
forma sinérgica com o fendtipo imunossupressor da célula C3H10T1/2. Observamos
aumento da concentragdo de IL-10 no sobrenadante das células que receberam o
meio condicionado e estimuladas com LPS comparados ao controle, e o mesmo

padréao de resposta quando as células receberam TNF-a (grafico 10 D).
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Grafico 10. Determinagdo de IFN-y (A), IL-17 (B), IL-4 (C) e IL-10 (D) no sobrenadante de
linfocitos apos cultura por 24 h com meios controles e ‘condicionados’, desafiadas com LPS
ou TNF-a. O grafico representa a média + erro padréo de 6 ensaios independentes.
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Capitulo 2
Modelo Animal

6.11 Andlise do peso, consumo de racao e agua

>
w
O

301 61

IN
1

w
1

n
o
1
IN
1

Peso
(g/animal)

._.
i
(g/dia/animal)

(g/dia/animal)
i

Consumo de Ragao
=
!

N
Consumo de Agua

o
T

T
T :
Controle Deficiente Controle Deficiente Controle Deficiente

Grafico 11. Peso corporal dos animais (A), consumo de ragdo (B) e agua (C) dos grupos
controle e deficiente em Mg?* por 4 semanas. Os resultados representam a média + erro
padréo.

Durante o periodo experimental foi avaliado semanalmente o peso corporal,
consumo de racao e dgua dos camundongos submetidos a dieta controle e a dieta
com restricdo de 90 % de Mg?* (deficiente) por 4 semanas. Os dados apresentados

mostram que ndo houve diferenca significativa entre os grupos.

6.12 Andlise do perfil bioquimico, inflamatério e hematoldgico

Na andlise do perfil bioquimico observamos que a concentracdo de Mg?* foi
menor No grupo que recebeu a dieta restrita nesse mineral. A concentracao de célcio
sérico apresentou-se maior no grupo que recebeu a dieta restrita em Mg?*. N&o
houve diferenca significativa entre os grupos na concentracao de proteina, albumina,

pré-albumina e nos marcadores inflamatorios (Tabela 6).
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Tabela 4. Avaliacdo dos parametros séricos e do sangue periférico dos animais
controles e deficientes em Mg?*

Controle Deficiente
Parametro sérico (n=12) (n=12)
Proteina total (g/dL) 4.90 + 0.05 4.88 + 0.06
Albumina (g/dL) 3.36 £ 0.04 3.41+0.04
Pré-albumina (mg/dL) 11.43+£0.71 12.14 £ 0.34
Magnésio (mg/dL) 2.88 + 0.06 2.10+ 0.11%**
Calcio (mg/dL) 8.20+0.11 8.90 £ 0.12*
PCR (ng/mL) 855.8 + 63.3 919.3 £58.7
TNF-a sérico (pg/mL) 12.27 £ 6.69 13.38+£7.72
Sangue periférico (n=12) (n=12)
Eritrocitos (10%/mm?3) 7.05+0.24 6.91 +0.21
Hemoglobina (g/dL) 11.03£0.63 10.95+£0.75
Hematdcrito (%) 32.17 £ 2.03 32.35+2.30
Leucécitos totais (/mm?3) 1305.0 + 211.3 1593.0 + 133.8
Neutréfilos (/mm3) 166.6 + 44.97 659.0 + 54.96™"
Eosinofilos (/mm3) 53.8 +10.30 61.0+11.72
Linfocitos (/mms3) 1071.0 £ 165.20 868.3 + 96.64
Mondcitos (/mm3) 13.60 + 8.70 4.33 £ 3.02
Plaquetas (x103/mm3) 570.0 £ 55.21 615.5 + 37.15

Resultados das analises dos paradmetros séricos bioquimicos e inflamatérios e dos
parametros do sangue periférico dos animais controle e deficiente em Mg?*, representados
pela média + erro padrdo. **(p < 0.01), ***(p < 0.001), ****(p < 0.0001).

A analise do perfil hematologico mostrou maior numero de neutréfilos no
sangue periférico dos animais do grupo deficiente em Mg?* comparado com o grupo

controle. Demais parametros ndo apresentaram diferenca significativa.
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6.13 Avaliacédo do ciclo celular por citometria de fluxo

Avaliamos nas células totais da medula 6ssea o ciclo celular por citometria
fluxo, e observamos que as células dos animais do grupo deficiente apresentaram

maior porcentagem de células na fase GO/G1 do ciclo celular (grafico 12 A).
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Grafico 12. Andlise do ciclo celular por citometria de fluxo nas células totais da medula
6ssea dos animais do grupo controle e deficiente em Mg?*. O grafico representa a média *
erro padrao.

6.13 Contagem das células da medula éssea e mielograma

Nao foram observadas diferencas entre os grupos na contagem das células
totais da medula 6ssea. Na contagem diferencial, houve aumento significativo na
contagem de blastos, granuldcitos jovens e em anel no grupo que recebeu a dieta

deficiente em Mg?* comparado ao grupo controle (Grafico 13 A-l).
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Grafico 13. Contagem total das células da medula éssea e mielograma dos camundongos
submetidos a dieta controle e deficiente em Mg?* por 4 semanas, representados pela média
* erro padrao (*p< 0,05; **p<0,01, ***(p < 0.001).

6.14 Imunofenotipagem da medula 6ssea

Avaliamos a caracterizacdo imunofenotipica das células da medula 6ssea dos
animais do grupo controle e deficiente em Mg?*. As células foram marcadas para
HSC (célula tronco hematopoiética), HP (progenitor hematopoiético), CMP
(progenitor mieléide comum), GMP (progenitor granuldcitos/monécitos), MEP
(progenitor megacariocitico), CLP (progenitor linféide comum), granuldcitos,
monacitos, LB (linfécitos B), CD3* (células T) e NK (células Natural Killer) (Grafico 14
A-L).
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Grafico 14. Imunofenotipagem das células da medula 6ssea dos camundongos submetidos
a dieta controle e deficiente em Mg?* por 4 semanas, representados pela média + erro
padréo. ((*p< 0.05, **p=<0.01, ***p < 0.001).

Verificamos que houve diferenca significativa na porcentagem de células da

medula 6ssea dos animais deficientes em Mg?* marcadas para CMP, GMP e

granulécitos maduros comparados ao grupo controle, sem alteracdo nas outras

linhagens. A estratégia para analise da imunofenotipagem pode ser observada na

Figura 4.
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Figura 5. Estratégia de andlise da citometria de fluxo. 1) Forward Scatter x Side Scatter, CD90*Lin",
célula tronco hematopoética (R1) e progenitor hematopoético (R2) estratégia de gate. 1) Progenitor
mieléide comum, progenitor granulo-monocitico, e progenitor megacariocitico-eritréide — estratégia de
gate. Granulécito (Grl+/CD11b+) e mono-macrofagico (F4/80*/CD11b*) estratégia de gate. lll)
Progenitor linféide comum, celulas T, B e NK.
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6.15 Avaliacdo da expressao génica nas células da medula 0ssea

Investigamos nas células da medula éssea a influéncia da deficiéncia de Mg?*
sobre a expressao de genes relacionados a diferenciacao e proliferacao (Grafico 15
A-L), e observamos maior expressdo dos genes CSF-3 e CEBPA, ambos
relacionados a diferenciacao de granulécitos (Grafico 15 C e F).
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Grafico 15. Expressao de genes relacionados a diferenciacdo e proliferacdo nas células da
medula éssea de animais dos grupos controle e deficiente em Mg?*. Valores sdo relativos a
expressao de Gapdh representados pela média + erro padrdo. (**p<0,01, **p < 0.01).
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6.16 Avaliacdo da expressado de pSTAT3/STAT3 e PCNA

Avaliamos por Western blot o efeito da deficiéncia de Mg?* sobre a expressao
de pSTAT3/STAT3 e PCNA nas células da medula 6ssea, e observamos maior
expressao da relacdo pSTAT3/STAT3 nas células da medula 6ssea dos animais do
grupo deficiente comparados ao grupo controle, enquanto que ndo houve diferenca
na expressao de PCNA (Grafico 16 A-B).
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Grafico 16. Expresséo e quantificacdo de (A) pSTAT3/STAT3 e (B) PCNA nas células da
medula 6ssea de animais controle e deficiente em Mg?*. A razéo entre a porcao fosforilada e
a total é representada pela média * erro padrdo. (*p< 0,05).

6.17 Determinacdo da concentracdo de G-CSF e IL-6

Avaliamos as citocinas que podem influenciar a diferenciacdo de granulocitos
na medula éssea e observamos aumento da concentracdo de G-CSF no lavado da
medula éssea dos animais do grupo deficiente Mg?* comparado ao grupo controle,

sem diferencga significativa na concentracao de IL-6 (Grafico 17 A-B).
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Grafico 17. Concentragdo de G-CSF (A) e IL-6 (B) no lavado da medula 6ssea de animais
do grupo controle e deficiente em Mg?*. O gréfico representa a média + erro padrdo. (*p<
0,05).

6.18 Analise de unidade formadora de colb6nia

Avaliamos a formacdo de colbnias granulociticas (CFU-G) nas células
mononucleares da medula éssea dos animais controles e deficientes em Mg?*. A
formacao de colbnias foi avaliada em meio de cultura controle (concentracdo padréo
de Mg?*) e em meio de cultivo sem Mg?*. Observamos maior formagdo de CFU-G
nas células dos animais deficientes em Mg?* comparados ao grupo controle, guando
as células foram cultivadas em meio padrdo para a concentracéo de Mg?*, entretanto
essa diferenca ndo foi significativa. Porém, quando cultivamos as células dos
animais do grupo deficiente em meio deficiente em Mg?* observamos aumento

significativo da formacao de CFU-G (Grafico 17).
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Grafico 18. Avaliacao da formacdo de CFU-G nas células da medula éssea do grupo
controle e deficiente em Mg?* em meios de cultura controle e sem Mg? em ensaio de
metilcelulose. O grafico representa a quantidade de col6nias formadas apos o periodo de
inducdo da sua formacgéo. Resultados expressos em média + erro padréo.
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7. DISCUSSAO

Capitulo 1:

O Mg?* é cofator em centenas de reacdes enzimaticas, € um mineral
indispensavel para a célula, disponivel no compartimento intracelular principalmente
na forma do complexo MgATP, participando de reagbes geradoras de energia, bem
como da sintese de acidos graxos, proteinas e acidos nucleicos. Além disso, esta
envolvido no metabolismo da glicose, na regulacdo do tbnus vascular e funcéo
endotelial, dentre outros (JAHNEN-DECHENT & KETTELER, 2012). Portanto, &
razoavel inferir que alteracdo no conteldo desse mineral possa interferir na
homeostase celular.

Atualmente, ndo ha um consenso sobre os beneficios da suplementacdo com
Mg?* sobre as células imunes e os resultados sédo controversos. Por um lado, alguns
estudos tém demonstrado que em diversas condi¢Bes de saude, a suplementacao
com esse mineral pode ser imunologicamente benéfica, e que o Mg?* parece ter
efeito anti-inflamatério, atuando na diminui¢cdo da concentracdo da PCR, TNF-a e IL-
6 (ALMOZNINO-SARAFIAN et al., 2007; SUGIMOTO et al., 2012). Por outro lado,
estudos mostram que a suplementacdo com esse mineral parece nao exercer
nenhum efeito sobre esses mesmos parametros inflamatérios (SIMENTAL-MENDIA
et al, 2012; MOSLEHI et al., 2012).

No contexto imunolégico, a célula tronco mesenquimal (CTM) apresenta um
importante papel na homeostase do sistema imune, principalmente nos mecanismos
relacionados a injuria e reparo a lesédo, além de participar na regulacéo da funcéo de
leucdcitos. Além disso, essa célula é capaz de secretar diversas moléculas capazes
de modular a resposta imune, e na medula 6ssea trabalha no suporte e sustentacao
do microambiente hematopoético (SHI et al., 2012; PONTIKOGLOU et al., 2011).

Muito se tém discutido acerca da influéncia do Mg?* na proliferacdo e
diferenciacdo da CTM, principalmente sobre os mecanismos envolvidos no processo
de diferenciacdo em osteoblastos. Porém, o papel do Mg?* em influenciar alguns
aspectos da capacidade imunomoduladora da CTM nao esta totalmente claro na
literatura, e até 0 momento € assunto pouco explorado.

Nesse trabalho, optamos por estabelecer um modelo in vitro com a célula de
linhagem C3H/10T1/2, como modelo para CTM para investigar: i) a influéncia do

Mg?* sobre a concentracdo de citocinas pr6 e anti-inflamatérias e suas vias
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relacionadas, e explorar se esse mineral pode influenciar na proliferacdo, ciclo
celular e apoptose dessa célula cultivada com diferentes concentracdes de Mg?* e i)
a influéncia do Mg?* sobre a capacidade imunorreguladora da CTM sobre outras
células imunes.

) A linhagem C3H/10T1/2 clone 8 (ATCC® CCL-226™ Manassas, VA, USA)
foi estabelecida em 1972, derivada do tecido embrionario da linhagem de

camundongo C3H (mus musculus), sem registro de transformagéo espontanea in
vitro (REZNIKOFF et al., 1973). Essa linhagem celular apresenta morfologia tipo
fibroblastoide, aderente, e de acordo com a literatura, capaz de se diferenciar sob
fatores indutivos em osteoblastos, adipocitos e condrocitos (TANG et al., 2004;
ZHAO et al., 2009).

A andlise da concentracdo de Mg? nos sobrenadantes das células
C3H/10T1/2 apresentou reducédo do contelido de Mg?* extracelular. Na andlise de
Mg?* intracelular, foi possivel observar que ndo houve diferenca significativa ou
aumento do conteldo intracelular de Mg?* total mesmo quando cultivadas sem Mg?*.
Nesse contexto, Suzuki-Kakisaka e cols (2013) avaliaram em células THP-1
cultivadas com 2.5 mM MgSOas a concentracdo intracelular de Mg?*, e verificaram
aumento do conteudo intracelular desse mineral. Nesse sentido, é possivel que a
diferenca nos dados obtidos possa ser devido aos diferentes tipos celulares
estudados (THP-1 x C3H/10T1/2) e tempo de cultivo (100 min x 24 h). Além disso, é
possivel que a diminuicdo da concentracdo de Mg?* extracelular sem aumento do
conteldo intracelular seja resultado do aumento no potencial proliferativo dessa
célula, pois foi observado que as maiores concentracdes de Mg?* testadas afetaram
positivamente na proliferacdo da CTM.

Adicionalmente, Krueger et al. (1999), também observaram aumento do
potencial proliferativo em células do telencéfalo (embrionarias de galinha), em
cultura com 2.5 mM Mg?* / L. Os autores verificaram que o aumento do Mg?*
extracelular resultou em maior viabilidade (51 %) e maior taxa proliferacdo celular
(25 %). Wolf & Cittadini (1999) analisaram resultados de pesquisas que relacionaram
os efeitos do aumento da concentragdo extracelular de Mg?* (> 0.8 mM Mg?* / L) e
sua relacdo com a proliferacdo celular. Os autores concluiram que o aumento do
conteudo extracelular desse mineral pode estimular as sinteses de DNA e protéica,
a transcricdo de RNA, bem como o metabolismo energético, influenciando

positivamente na proliferagcdo celular. Entretanto, nem todos os tipos celulares
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apresentam essa mesma relacdo de aumento da proliferacéo resultante do aumento
no conteldo de Mg?*. Jia et al. (2016) avaliaram a proliferacdo de células isoladas
do tecido hipocampal de embrides (camundongos C57BL6), cultivadas com
diferentes concentracdes de Mg?* (0.4, 0.8 ou 1.4 mM), e verificaram menor
densidade proliferativa nas células tronco neurais cultivadas com 0.4 e 1.4 mM Mg?*,
e maior proliferagdo e numero de mitocdndrias na concentragéo fisiologica de 0.8
mM desse mineral. Como a mitocondria desempenha papel em ambos, metabolismo
energético e proliferacdo, os autores concluiram que mudancas na homeostase de
Mg?* podem ser capazes de impactar negativamente no metabolismo e na
proliferacdo da célula tronco neural.

A fim de investigar citocinas e vias relacionadas a resposta inflamatoria,
utilizamos LPS (lipopolissacarideo) e o TNF-a (Fator de Necrose Tumoral alfa) como
agentes estimulatérios. O LPS tem sido muito utilizado na pesquisa no contexto
imunolégico, dado o seu potencial de amplificar a reacdo inflamatéria e ativar a
resposta imune inata. Descoberto ha mais de um século, o LPS (componente da
membrana externa de bactérias gram-negativas) €& composto por lipidio A
(constituinte basico do LPS), responsavel pela atividade de endotoxina e antigeno O
(constituido por polissacarideo de cadeia longa). O TLR4 (Toll-Like receptor 4) e os
mediadores envolvidos na sinalizagdo por LPS (CD14, LBP e MD-2), levam a
iniciacdo da cascata de sinais intracelular, que resulta no estimulo a producao de
citocinas e resposta inflamatéria, eventos muito bem descritos no final da década de
90 (PARK & LEE, 2013; MURDOCK & NUNEZ, 2016).

O TNF-a é uma citocina inflamatéria produzida por macréfagos / mondcitos,
relacionada a eventos de sinalizagdo como necrose e apoptose, além de participar
na inflamacdo aguda. A sua relacdo com a célula mesenquimal tem sido descrito
nas Ultimas décadas, devido ao fato que ambos possuem papel chave no reparo a
injuria 0ssea. Dados da literatura apontam que a injuria do tecido 0sseo leva a um
estado inflamatério local, com aumento do TNF-a produzido por macréfagos
residentes e por células recrutadas ao local da inflamagdo. O aumento da
concentragdo de TNF-a leva ao aumento da expressao de ICAM1 (molécula de
adesao intercelular 1) e VCAM1 (molécula de adesdo vascular 1), que sao
fundamentais para o recrutamento da célula mesenquimal da medula 6ssea e dos
tecidos adjacentes. Ainda, o TNF-a estimula a diferenciagdo em osteoblastos e

condrocitos, ao estimular a secrecdo de BMP-2 nos osteoblastos residentes,
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permitindo que as células mesenquimais precursoras entrem em contato com essa
proteina e se diferenciem (KARNES et al., 2015; BAAIJ et al., 2015).

Nés observamos que, independente do estimulo, a proliferacdo relativa da
célula C3H/10T1/2 foi maior em todos os meios enriguecidos com Mg?*. Além disso,
observamos que os cultivos que receberam Mg?* apresentaram maior porcentagem
de células na fase S/G2/M. A analise do ciclo celular das células que receberam LPS
e TNF-a apresentaram resultados similares. Resultados semelhantes para essas
concentracées de Mg?* também foram observados por Tennenbaum et al. (1990),
que analisaram o ciclo celular de keratindcitos de camundongos recém-nascidos e
adultos, e verificaram que o aumento da concentracdo extracelular desse mineral na
concentracdo de 1 a 5 mM Mg?* / L estimulou a proliferacdo dessas células, com
maior numero de células na fase S/G2/M.

Quanto a producdo de citocinas, observamos menor concentracdo das
citocinas proé-inflamatérias nas células tratadas com Mg?*, independente do estimulo.
Esse resultado, juntamente com a diminuicdo na razdo da fosforilacdo do NFkB,
indica um efeito da agdo anti-inflamatoria desse mineral nessas células. Entretanto,
se esse efeito é ou ndo benéfico para a homeostase celular e regulacéo imune ainda
€ assunto que deve ser explorado. Isso porque, de acordo com a literatura, a
producdo de citocinas inflamatérias é necessaria para atividade imunossupressora
da célula mesenquimal. Quando a concentracdo de citocinas inflamatérias €
insuficiente para estimular a célula mesenquimal a secretar 6xido nitrico para
exercer seu papel imunossupressor, a funcdo de supressédo dessa célula pode ser
anulada. Nesse contexto, a producdo de IL-6 pela célula mesenquimal tem o papel
de inibir a diferenciacdo de células dendriticas e inibir a proliferacdo de células T (Ma
et al., 2014; GLEN et al., 2014). Ainda, a diminuicdo de IL-6 pode ser promotora de
macrofagos M1 (pré-inflamatério). Assim, CTMs cultivadas com meios enriquecidos
com Mg?* que secretam baixas concentracdes de IL-6 poderia favorecer macréfagos
com fenotipo inflamatorio (M1), a diferenciacdo de células dendriticas e a
proliferacéo de células T e ndo a supresséo desses tipos celulares.

O Oxido nitrico faz parte da rede de moléculas importantes para que CTMs
exercam papel imunossupressor. Nossos dados mostraram que ndo houve diferenca
na producdo de 6xido nitrico independente das concentragées de Mg?* e tipos de
estimulos. Nao foi encontrado até esse momento, nenhum dado na literatura que

mostre a influéncia do Mg?* na producdo de oxido nitrico pelas CTMs. O que
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sabemos é que a producdo de oOxido nitrico pode variar dependendo do tipo de
cultivo celular empregado, por exemplo, sistema transwell x co-cultura (SATO et al.,
2007).

Devido ao potencial anti-inflamatério do Mg?*, investigamos a influéncia do
aumento da concentracdo desse mineral na concentragdo de citocinas anti-
inflamatodrias e observamos aumento da concentracdo de IL-10 nas concentragcfes
de 3 e 5 MM Mg?* / L quando essas células foram estimuladas com TNF-a. Quando
as ceélulas foram estimuladas com LPS, ndo houve diferenca na concentracdo dessa
citocina. Mas, de acordo com a literatura, nem sempre o aumento da concentracao
de Mg?* leva ao aumento da concentragdo de IL-10. El-Tanbouly e cols (2015)
investigaram o efeito da administragdo de Mg?* (20 e 40 mg / Kg) em camundongos
tratados com LPS, e analisaram a PCR (proteina C reativa) e citocinas (TNF-a e IL-
10) dentre outros ensaios, e verificaram diminuicdo da concentracdo de PCR e TNF-
a naqueles animais que receberam LPS e 40 mg / Kg do mineral, porém nao houve
diferenca significativa na concentracdo de IL-10. Sugimoto et al. (2012) avaliaram o
efeito da concentracdo de 2.5 mM MgSOs in vivo e in vitro, em células
mononucleares do sangue periférico (PBMC) e células mononucleares de cordéo
umbilical (CBMCs) e verificaram diminui¢cdo de 27 % na expresséo de TNF-a e de
aproximadamente 20 % na producéo de IL-6 em PBMCs e diminuicdo na producao
de TNF-a e IL-6 e na fosforilacdo do NFkB em CBMCs. Suzuki-Kakisaka e cols
(2013) investigaram o efeito do tratamento in vitro com 2.5 mM MgSOa, em células
THP-1 e em CBMCs estimuladas ou ndo com LPS, por ensaio de citometria de fluxo,
ICS (intracytoplasmic staining) e ELISA sobre a producéo das citocinas IL-13, TNF-
a, and IL-8. Os autores também observaram diminuicdo da producdo dessas
citocinas.

Entretanto, um estudo verificou que a diminuicdo do Mg?** e ndo a
suplementacdo pode ter efeito supressor sobre a via do NFxB. Zusso et al.(2017)
investigaram o efeito da curcumina e seus analagos, conhecida por sua propriedade
anti-inflamatoéria na neuroinflamacéo, e sua relagdo com os mecanismos envolvidos
no processo de ligacdo TLR4-MD2, e o possivel papel do Mg?* na resposta
inflamatoria. Os autores verificaram em células microgliais, o efeito da diminui¢do da
concentracdo desse mineral (0,1 mM Mg?*) junto ao tratamento com curcumina,
GG6 e GG9. Os resultados mostraram que os tratamentos com GG6, curcumina e

baixo conteudo do mineral apresentaram diminuicdo na concentragdo das citocinas
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inflamatorias. Além disso, foi analisado o efeito da diminuicdo da concentracdo de
Mg?* na dimerizacdo de TLR-4 e a translocagcdo nuclear de NFxB. Os dados
mostraram diminuicdo da translocacdo de NFxB e supressdo da dimerizacdo de
TLR-4 em células Ba/F3, nos cultivos com baixo contetido de Mg?*.

Podemos notar que os dados da literatura de estudos sobre os efeitos do Mg?*
na concentracdo de citocinas sédo diversos, e resultados controversos aparecem o
tempo todo. Isso pode ocorrer devido aos diversos delineamentos experimentais,
como doses, tempo e tipos de estimulos estudados, tipos celulares diferentes, que
podem néo ter as mesmas necessidades do conteudo desse mineral para manter
sua homeostase.

Sabemos que o papel imunossupressor da CTM também envolve a producao
de IDO (Indoleamine 2,3 — dyoxigenase), prostaglandina E2 (PGE2), TNF-a e TGF-
B, porém, dependendo da concentracdo dessas citocinas no microambiente, a célula
mesenquimal pode apresentar um fendtipo pro-inflamatério ou imunossupressor (MA
et al., 2016).

O TGF-B é membro de uma familia composta por 33 citocinas, sendo
produzido como complexo inativo, que € ativado para se ligar ao receptor resultando
em diferentes efeitos, tanto pr6- como anti-inflamatério no sistema imune,
dependendo da quantidade secretada e do tipo celular estudado (WORTHINGTON
et al., 2013). Zhou e cols (2008) demonstraram o papel duplo do TGF-B e seu
envolvimento nos linfécitos Thl7 e Treg de camundongos. A diferenciacdo desses
tipos celulares é dependente dessa citocina e da expressdo dos fatores de
transcricdo RORyt (Th17) e Foxp3 (Treg) respectivamente. Os autores observaram
que baixas concentracdes de TGF-B agiu sinergicamente com IL-6 e IL-21,
promovendo a expressdo do receptor IL-23 (IL-23r) favorecendo a diferenciacao de
células Thl7, e que o oposto, altas concentracfes dessa citocina, poderia inibir a
expressao de IL-23r, estimulando a proliferacdo de células Treg.

Nossos achados mostram que células C3H/10T1/2 tratadas com 3 e 5 mM
Mg?* / L e estimuladas com LPS foram capazes de aumentar a concentracdo de
TGF-B, que poderia estimular a proliferacdo de células Treg, e inibir a ativacao de
células NK, juntamente através da liberacdo de fatores supressores, como o proprio
TGF-B. Entretanto, embora esteja claro o papel do TGF- como um agente
imunossupressor nas células mesenquimais, um estudo realizado por XU et al.

(2014) demonstrou que o aumento de TGF-B pode exercer efeito autécrino em
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células mesenquimais. Os autores avaliaram o quanto o TGF-B poderia agir
sinergicamente com as células mesenquimais em co-cultura com esplendcitos
ativados, esperando efeito sinérgico de imunossupresséo. Os resultados mostraram
que o TGF-B produzido pela célula mesenquimal ndo aumentou a imunossupressao
e sim reduziu a expressao de o6xido nitrico sintase induzivel (iNOS), anulando o
efeito imunossupressor das células mesenquimais. LI et al. 2012 também
observaram que a quantidade produzida de 6xido nitrico no microambiente é fator
crucial para a determinacao do fendtipo imunoestimulatério ou imunossupressor da
célula mesenquimal.

A andlise da expressao de STAT3 mostrou que ndo houve diferenca na razao
pPpSTAT3/STAT3, quando as células foram estimuladas com TNF-a. Como foi
observado aumento da concentracdo de IL-10 e do potencial proliferativo, pode ter
ocorrido translocacdo para 0 nucleo e atividade transcricional parcialmente
independente da via de fosforilacdo (QI & Yang, 2014). Por outro lado, verificamos o
contrario quando as células foram estimuladas com LPS. Houve maior razdo Ser-
727pSTAT3/STAT3 quanto maior a concentracdo de Mg*?. Nesse contexto, dados
da literatura apontam que STAT3 pode translocar para dentro da mitocondria (XU et
al., 2016). Uma vez que haja fosforilacdo p-Ser-STAT3 e translocacdo para a
mitocéndria, o0 STAT3 pode controlar 0 metabolismo e respiracédo celular, além de
fornecer protecdo contra a formacdo do poro de transicdo de permeabilidade
mitocondrial (MPTP - mitochondrial permeability transition pore) pela acdo de
espécies reativas de oxigénio, ao se ligar a ciclofilina D (BOENGLER et al., 2010).
Nesse contexto, o Mg?* também tem importante papel na mitocondria,
compartimento esse que conta com o maior pool intracelular desse mineral
(KUBOTA et al.,, 2005). Enquanto o aumento do conteldo mitocondrial de Ca?*
favorece o MPTP, o Mg?* age contrariamente e pode modular indiretamente o
MPTP, sendo que a deficiéncia extramitocondrial desse mineral pode contribuir para
a abertura do poro de transicdo de permeabilidade mitocondrial (ROMANI et al.,
2007; DOLDER et al., 2003).

Os resultados apresentados mostram que o Mg?* é capaz de influenciar o
fendtipo da célula C3H/10T1/2 e modular a producdo de algumas citocinas, além de

aumentar seu potencial proliferativo.

II) Estudo com os ‘meios condicionados’
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A célula tronco mesenquimal é capaz de modular grande parte das células
imunes através da producdo de citocinas. Macréfagos e linfécitos sédo células que
possuem papel chave na regulacdo imune. Buscando investigar se as moléculas
produzidas pelas células C3H/10T1/2 durante o tratamento com diferentes
concentracdes de Mg?* seriam capazes de modular a producdo de citocinas e a
viabilidade de macréfagos e linfocitos, investigamos o efeito do ‘meio-condicionado’
na viabilidade e producdo de citocinas de células RAW 264.7 (como modelo de
macrofagos) e em células linféides primarias do baco de camundongos C57BI/6.
Nossos dados mostraram diminuicao significativa na viabilidade de macréfagos e de
células linféides do bago cultivadas com ‘meio condicionado’.

Quanto a producdo de citocinas inflamatérias, macréfagos cultivados com
‘meios condicionados’ das células C3H/10T1/2 independente da concentracdo de
Mg?*, apresentaram menor concentragdo de IL1-f e IL-6 comparados ao seu
controle, sendo esse efeito maior nas células tratadas com 5 mM Mg?* / L e
desafiadas com LPS, com um efeito sinérgico do Mg?* na concentracdo de 5 mM
Mg?* / L. Também apresentaram menor concentracdo de TNF-a e maior
concentragdo de IL-10 nas células cultivadas com ‘meios condicionados’ e
estimuladas com LPS. Quando as células foram estimuladas com TNF-a, apenas o
meio condicionado sem Mg?* diferiu do seu controle na concentracdo de IL1-B,
enquanto que a concentracdo de IL-6 foi menor nas células tratadas com os ‘meios
condicionados’, sendo esse efeito mais pronunciado na concentragdo de 5 mM Mg?*
/ L, onde observamos um efeito sinérgico do aumento da concentracédo de Mg?* e do
‘meio condicionado’.

Na andlise da concentracdo de citocinas nas células linféides do baco,
observamos que o ‘meio condicionado’ ndo exerceu nenhum efeito sobre a produgao
de IFN-y. Entretanto, verificamos aumento da concentragdo da IL-17 nas células
tratadas com ‘meios condicionados’ e estimuladas com LPS, porém a concentragao
de IL-17 foi menor nas células tratadas com o ‘meio condicionado’ na concentragao
de 5 mM Mg?* / L. Esse efeito parece ser dependente apenas do ‘meio
condicionado’, porque nao houve diferenca entre os controles nas diferentes
concentraces de Mg?*. Quando as células foram estimuladas com TNF-a
observamos aumento da concentragdo de IL-17 nas células tratadas com os ‘meios
condicionados’ comparados aos respectivos controles, independente da

concentracédo de Mg?*, entretanto os ‘meios condicionados’ ndo diferiram entre si.
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A IL-4 é uma citocina que atua como um agente anti-inflamatoério, bloqueando
a sintese de citocinas proé-inflamatorias. Nao foi observada diferenca significativa na
concentracdo de IL-4 no sobrenadante das células estimuladas com TNF-a. Nas
células que receberam LPS verificamos diminuicdo da concentracdo de IL-4 no
sobrenadante das células tratadas com ‘meio condicionado’ na concentragao de 5
mM Mg?* / L, comparado ao seu controle, embora os ‘meios condicionados’ ndo
diferiram entre si. Entretanto, € possivel notar que a concentracéao de IL-4 foi maior
no sobrenadante do meio controle com 5 mM Mg?*/ L, sendo que o Mg?*, por si s6,
foi capaz de aumentar a concentracdo dessa citocina. Adicionalmente, observamos
aumento da concentracdo de IL-10 nas células cultivadas com o0s ‘meios
condicionados’ e estimuladas com LPS quando comparados aos seus respectivos
controles. Embora os ‘meios condicionados’ ndo tenham diferido entre si, nos
observamos que a concentracdo de IL-10 no meio controle com 5 mM Mg?* / L foi
maior quando comparamos com 0 meio sem esse mineral, demonstrando que o
Mg?* é capaz de alterar a producédo dessa citocina, mesmo sem efeito sinérgico com
o ‘meio condicionado’. No sobrenadante das células estimuladas com TNF-q,
observamos maior concentracdo de IL-10 no sobrenadante das células cultivadas
com ‘meios condicionados’, sendo que o Mg? ndo exerceu nenhum efeito,

independente da concentragao.

Capitulo 2

O consumo de Mg?* tem diminuido consideravelmente nas Ultimas décadas
(ALTURA et al., 1991; 2014), e um numero crescente de estudos em humanos e
animais tém relacionado a inadequacéo dietética e / ou a deficiéncia desse mineral
com predisposicdo a inflamacédo e intima relacdo com resisténcia a insulina. Em
individuos hospitalizados em UTI (unidade de terapia intensiva), a desregulacdo do
metabolismo do Mg?* esta relacionada com piora do progndéstico, aumento do tempo
de internacdo, maior ocorréncia de sepse e aumento da mortalidade, quando
comparado a pacientes em estado critico sem hipomagnesemia (UPALA et al., 2016;
JIANG et al., 2016). Pouco se sabe sobre as repercussoes da deficiéncia de Mg?*
sobre a hematopoese. Nesse contexto, investigamos os efeitos da restricdo na
ingestdo de Mg?* por 4 semanas sobre as células da medula éssea num modelo

experimental.
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Durante o periodo experimental ndo foram verificados sinais classicos de
hipomagnesemia, como eritema, irritabilidade e convulsdes. Nesse sentido, Alcock &
Shils (1974) compararam a presenca desses sinais clinicos em ratos e
camundongos durante a inducdo a deficiéncia de Mg?*, e verificaram que
camundongos ndo apresentaram os sinais clinicos classicos de hipomagnesemia tal
Ccomo Os ratos.

Nés ndo observamos diferenca significativa entre os grupos quanto ao peso,
consumo de racdo e agua. De acordo com esse achado, Rude et al. (2003) também
nao observaram diferencas no ganho de peso de camundongos BALB/c adultos (5-7
meses) submetidos a uma dieta restrita em Mg?* por 4 semanas. Por outro lado,
verificaram menor ganho de peso quando esses animais completaram 6 semanas de
restricdo, e o mesmo achado no grupo de camundongos jovens (28 dias de idade)
submetidos a dieta com restricio de Mg?" por 2 semanas. Adicionalmente,
observaram em todos os grupos experimentais, diminuicdo da concentracao sérica
de Mg?* e aumento da concentracdo de Ca?*.

Em relacdo aos nossos resultados, ndo foram observadas diferencas nos
pardmetros séricos de proteinas, albumina, pré-albumina e nem em marcadores
inflamatérios como PCR e TNF-a. A andlise da concentracdo sérica de magnésio e
célcio corrobora com a literatura. Observamos diminui¢do da concentracéo de Mg?*,
esperado para o modelo de hipomagnesemia, e aumento da concentracdo de Ca?*
nos animais que consumiram dieta deficiente em Mg?*. Entretanto, Alcock & Shils
(1974) observaram que diferentemente de ratos, camundongos apresentavam
hipocalcemia durante a hipomagnesemia. A hipercalcemia em ratos durante a
deficiéncia em Mg?* estd descrita na literatura e relacionada ao aumento da
atividade da glandula paratireoide (GITELMAN et al., 1968; ALCOCK & SHILS,
1974; INABA et al., 1992). Durante a deficiéncia em Mg?*, uma parte da fracdo da
superficie 0ssea desse mineral pode ser liberada durante os processos de
reabsorcdo 6ssea, resultando em liberacdo de Ca?* para a circulagdo aumentando a
sua concentracdo sérica. De uma maneira geral, tanto a hipercalcemia quanto a
hipocalcemia séo condicdes resultantes de alteracbes na homeostase da
paratireoide (HOORN & ZIETSE, 2013).

Dados da literatura apontam que a deficiéncia de Mg?* pode resultar em
aumento da contagem de leucdcitos totais no sangue periférico, aumento do nimero

de neutrofilos, diminuicdo de eritrocitos e de hemoglobina em ratos, mas os



83

mecanismos que resultam nesses achados n&o estdo totalmente esclarecidos
(MALPUECH-BRUGERE et al. 2000; BUSSIERE et al., 2002; ORDEN et al., 2006).
Entretanto, em nosso estudo nédo observamos diferenca significativa ha contagem de
leucdcitos totais, eritrocitos, concentracdo de hemoglobina, hematocrito e plaquetas.
Porém, na analise microscopica diferencial de leucocitos no sangue periférico, foi
possivel observar aumento significativo da contagem de neutréfilos nos animais
deficientes em Mg?* quando comparados ao grupo controle.

Neutroéfilos sdo leucoécitos que atuam na primeira linha de defesa celular do
organismo contra diversos tipos de agentes infecciosos, através do mecanismo de
fagocitose e producdo de moléculas citotoxicas, e ndo por acaso, aproximadamente
60 % dos leucdcitos na medula 6éssea sao precursores de granulécitos (KENEDY &
DeLEO, 2009). Para entender as repercussées da deficiéncia dietética de Mg?* que
resultam em aumento de neutroéfilos no sangue periférico, investigamos o impacto da
influéncia da restricdo desse mineral sobre a medula 6ssea. N6s observamos que a
deficiéncia dietética de Mg?* ndo alterou a contagem de células totais da medula
ossea.

Os dados da andlise de imunofenotipagem da medula 6ssea mostraram
diferencga significativa nos progenitores da linhagem granulocitica, com aumento das
populacées de células marcadas para CMP (Common myeloid progenitor), GMP
(granulocyte/macrophage progenitor) e Ly6G (GR1) (proteina ligada a superficie de
neutréfilos de camundongos) no grupo deficiente comparado com o controle. Esses
dados corroboram a andlise de mielograma, pois observamos um aumento na
contagem absoluta de blastos e de células jovens da linhagem granulocitica
(granulécitos jovens e em anel). Nesse sentido, alguns achados do nosso estudo
corroboram com o trabalho desenvolvido por McCreary et al. (1967). Esses autores
observaram que a deficiéncia em Mg?* resultou em hipercelularidade, maior
porcentagem de células da série granulocitica na medula 6ssea de ratos, e até o
desenvolvimento de um animal leucémico com infiltrado granulocitico em varios
orgaos.

Dados da literatura apontam que células mieloides parecem privilegiar a
diferenciacdo para linhagem granulocitica durante a deficiéncia em Mg?*. Por
exemplo, Covacci et al (1998) avaliaram, in vitro, os efeitos da restricdo de Mg?* em
células HL-60 (human leukemic HL-60). Os resultados apresentados mostraram que

a restricdo extracelular desse mineral no meio de cultura resultou em diferenciacao
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granulocitica desse tipo celular, e que o padrdo morfolégico e a propriedade
funcional dessas células foram equiparaveis aos das células cuja diferenciacdo foi
induzida por DMSO. Os autores observaram que essas alteracdes podem estar
associadas ao aumento da expressédo do Inibidor da CDK p27Kip?!, sugerindo uma
possivel relagdo entre mecanismos de controle do ciclo celular e o processo de
diferenciacdo, e que o contelido e a distribuicdo de Mg?* intracelular, tanto na
restricdo desse mineral, quanto nas células desafiadas com DMSO, parece ser
fundamental para o processo de diferenciacdo celular. NOs observamos nas células
da medula 6ssea de animais deficientes em Mg?* alteragcdo no ciclo celular, com
menor numero de células na fase S/G2/M bem como uma tendéncia a diminui¢cdo na
expressao proteica de PCNA (Proliferating Cell Nuclear Antigen), sendo que o PCNA
€ importante para os processos de duplicacdo e reparo do DNA (BOEHM et al.,
2016; KELMAN, 1997). Dados da literatura mostram que o Mg?* também tem papel
relevante na progressao do ciclo celular e na fidelidade da replicacdo do DNA, entre
outros (WOLF & CITTADINI, 1999; HARTWIG, 2001; IKARI et al., 2011). Portanto, é
esperado que alteracdo na homeostase desse mineral possa interferir nesses
processos celulares e em proteinas envolvidas nos mecanismos de proliferacao e
reparo de DNA.

Na medula 6ssea, a CTH (Célula Tronco Hematopoiética) pode se
comprometer e se diferenciar na linhagem mieldide (granulécitos, macrofagos e
células dendriticas) ou linféide (linfécitos T, B e NK). Uma vez que a CTH esteja
comprometida com a linhagem miel6ide, os proximos eventos ocorrem sob a
influéncia de diversos fatores de transcricdo, que incluem, por exemplo, C/EBPs
(CCAAT/enhancer-binding proteins), que apresenta papel chave em inumeros
processos, como na diferenciacao, proliferacdo e morte celular, e GATAl(essencial
para megacariocitos e eritrécitos), entre outros, sendo que o aumento da expressao
de C/EBP-a é fundamental para a diferenciagdo de granulécitos (LAWRENCE et al.,
2018; MA et al, 2014). Nesse contexto, C/EBP-a € indispensavel para a
diferenciacado de CMP (Common myeloid progenitor) em GMP
(granulocyte/macrophage progenitor) (LAWRENCE et al., 2018).

Aléem de C/EBP-a, CSF3 (Fator estimulador de colonia 3) também é
fundamental para a diferenciacdo de progenitores mieldides, e também esta
relacionado com a producdo de moléculas envolvidas no mecanismo de defesa por

neutroéfilos, como geracdo de anion superoxido, fosfatase alcalina e mieloperoxidase,
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entre outros (PALANDE at al.,, 2013). Como podemos observar, a expressédo de
genes como C/EBP-a e CSF3 sido importantes para entender os mecanismos de
diferenciacdo de granuldcitos. N6s observamos aumento na expressédo de C/EBP-a
e CSF3 nas células da medula 6ssea de animais deficientes em Mg?* comparados
ao grupo controle, e esse achado corrobora nossas analises de citometria. Também
observamos que a razdo pSTAT3/STAT3, bem como a concentracdo de G-CSF,
aumentaram durante a hipomagnesemia.

A literatura reporta que a proteina STAT3 € necessaria para a progressao e
maturacgao do ciclo celular de granuldcitos em resposta ao G-CSF, resultando em um
aumento de neutréfilos imaturos da medula éssea; por outro lado, STAT3 também
pode atuar como um regulador negativo da granulopoese (McLemore et al., 2001,
LEE et al.,, 2002; Zhang et al., 2010). Nossos resultados demonstram que a
deficiéncia de Mg?* modifica a expressdo de STAT3 e a concentracdo de G-CSF,
resultando em aumento dos neutréfilos na medula 6ssea de animais que
consumiram uma dieta restrita em Mg?*. Ainda, o resultado do ensaio de formacéao
de colbnias mostrou que células primarias da medula 6ssea de camundongos
deficientes em Mg?* cultivadas em meio de cultura com e sem esse mineral
apresentou maior contagem de UFC-G (Unidade Formadora de Colbnia
Granulocitica) quando comparados aos animais do grupo controle.

Nossos dados mostram que a restricdo dietética de Mg?* por 4 semanas
influencia a maturacdo de granulécitos, especialmente a diferenciacdo de neutrdfilos
na medula éssea. Essa alteracdo foi independente tanto de inflamacao (condicdo
comum durante a hipomagnesemia) quanto de alteracdo no namero dos leucocitos
totais no sangue periférico ou das células totais da medula éssea, que poderiam
resultar no aumento do numero de neutrofilos circulantes e na medula 6éssea. Nosso
trabalho observou que, em modelo experimental, a deficiéncia dietética de Mg?*
parece atuar nas etapas iniciais da diferenciacdo de granulécitos, alterando genes e
fatores de transcricdo envolvidos em ambos o0s processos relacionados a
proliferacdo e diferenciagdo, principalmente de neutréfilos, antes mesmo de

apresentar sinais de alteracao inflamatoria.



86

8. CONCLUSAO

Frente aos resultados encontrados foi possivel concluir, no estudo realizado
in vitro, que o enriquecimento extracelular com Mg?* exerce efeitos sobre as células
C3H/10T1/2, com aumento da proliferacdo e diminuicdo da producdo de citocinas
inflamatorias, juntamente com diminuicdo da fosforilacdo de NFxB. Posteriormente,
observamos na andlise do efeito desse tratamento sobre macrofagos e linfécitos
potencializagdo da ag¢do imunomoduladora. Na analise dos efeitos da restricdo
dietética de Mg?** em um modelo experimental in vivo, concluimos que a
hipomagnesemia acarreta em um quadro de neutrofilia periférica, ndo associado a
processo inflamatério, mas ao aumento de progenitores granulociticos medulares,
além influenciar a expressao de genes, fatores de transcricao e citocinas envolvidas

no processo de controle da granulopoese.
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Abstract

Magnesium (Mg™") i 2 mineral with the ability to influence cell proliferation and 1o modulate inflammatory immune responses, due Lo its anti-
inflammatory properties. In addition, mesenchymal stem ells M5Cs) modulate the lundion of all major immune 1] populations. Knowing that, the ourrent
work aimed Lo imestigate the e[hruu[m:_ enrichment, and its influence on the immunomodulstory capacity af M5Cs Murine C3H/10T1/2 MSCS were
cultivated in media with diferert cncentratians of Mg®™ [0, 1,3 and 5 mM L in ander to evaluate the effects of Mg™ an MSC immunaemadulstary prapeies,
cell proliferation rates, expression of NF<E ad STAT-3, pradudion af 1L-1R, IL-6 TCF-f IL-10, PGE2 and NO, and TRPM7? expresion. The results shawed that
TRPMT is expressed in M50 bt Mg” ™, in the way that cells were cultivated, did not alfect TRPM? expression. Additionally, there was no difference in the
intracellular concentrationol Mg+ Mg® *, especially 2 5 mi. raised proliferation raes of M50, and modulated immmune responses by decreasing levels of IL-15
and IL-6, and by increasing levels af IL-10 and PGE2 in cells stimmulated with LPS or TNF-c In addition, M5Cs cultured in 5 miM Mg®* expredsed lower levelsal
PR RNFeB and higher kevels af pSTAT-3 STAT-3. Rurthermar e, canditianad media from MSCs reduced lymphacyte and macrophage profiferation, but Mg™ did
not alfect this parameter In »ldition, condi 6 aned me dia from M50 allured 205 mM olMg? * modulsted the produdion pralile ol cytokines, especially of IL-1p
and IL-6 in macrophages In concheian, Mg i dile to modulate some immunoregulatory propenties af MSCL
0 2018 Ebevier Inc. All rights reserved.
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Absiract: Background & aims: Magnesium (Mg 2+ ) is able to modulate the diferentiafion and
profiferation of cells. Mg 2+ restriction friggers neutrophilia, often assodated with
inflammation, but the mechanisms involved are not fully understood. Hematopoiesis is
a complex process that is reguiated by many fadiors, induding oytokines and growth
factors, and is strongly influenced by nutrient availability. In this context, our objective
was to investigate the impact of the shori-term restriction of dietary Mg 2+ on bone
marrow hematopoietic and penipheral blood cells, especially in processes related to
granulocyte differentistion and profiferation.

Methods: Male CSTBELE mice were fed a Mg 2+ restricted diet (50 mg Mg 2+ /kg
dief] for 4 weeks. Cell blood count and bone mamow cell count were evaluated. Bone
marrow cells were also charactenzed by flow cytometry. Gene expression and cytokine
production were evaluated, and a colony-forming cell assay related to granulocyte
differeniation and proliferation was performed.

Results: Short-term dietary restriction of Mg 2+ resulted in penipheral neuirophilia
associated with an increased number of granulocyiic precursors in the bone marmow.
Additionally, Mg 2+ restriction resulfed in anincreased number of granulocytic
colonies formed in vifro . Moreover, the Mg 2+ restricted group showed increased
expression of C5F3 and CEBPa genes as well as increased production of G-CSF in
association with increased expression of STAT3 protein.

Conclusion: Short-term dietary resfriction of Mg 2+ induces granulopoiesis by
increasing G-CSF production and adivating the CEBPa and STAT-3 pathways.
resulting in neuirophilia in peripheral blood.
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