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ABSTRACT

Protein-energy malnutrition (PEM) is the most common type of
mainutrition in the world. It is usually found in children, the elderly, patients
suffering from neoplasia or chronic disease, patients undergoing
chemotherapy, or even under parenteral nutrition, as well as in patients
under radical diets. PEM modifies both specific and non specific resistance of
organisms to infectious agent, thus disease are frequently associated with
protein malnutrition. The exact mechanisms underlying these findings are not
clear. Severe malnutrition produces several cellular effects and the results of
some studies indicate loss or reduction in cell proliferation in several organs.
The elevated and constant demand of the haemopoietic tissue for protein
leads to the condition that both qualitative and quantitative alterations may be
found when protein matnutrition is instalied. Hemopoiesis is thigth regulated
at several levels, including the complex structure of the hemopoietic
microenvironment (HM). In this work we studied alterations in the extracelular
matrix (ECM) oh the HM from undernourished mice. Male outbred Swiss
mice, 2 to 3 months of age, were placed in individual "metabolic cages", and
received the control diet for 14 days. After this period of adaptation, they
were subsequently separeted into two groups receiving either the control or
the low-protein diet and water ad /libitum. The control diet contained 20%
protein and the hypoproteic only 4%. Except for the protein content, the two
diets were identical and isocaloric. Mice were to experimental assays when
undernourished group attained the 20-25% loss of their original body weight.
Blood samples were collected via cardiac punctures, and concomitantly bone
marrow cells and sternum sections were obtained to histological,
imunohistological and ultrastructural studies. The expression of fibronectin
and laminin were higher in undernourished mice, mainly in the endosteal
area. At ultrastructural level, we observed reduction in the ceilular
composition with larger spaces between the celis and increase of the MEC.
Alterations in the proteoglycan distribution were also seen. The
microenvironmental alterations concerning to the MEC composition and of
the bone marrow organization observed in this work, can be related to the
modified physiology of the stem cell and can contribute to installation of the
hypotrophy marrow. At least in part, these findings can be responsibie for the
susceptibilility to infections.
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normal ou mesmo em excesso, € o Marasmus, situacdo decorrente da
deficiéncia prolongada tanto de proteinas quanto de carboidratos. Quadros
clinicos intermediarios podem surgir pela associagdo de varios graus de
privacéo protéica com diversos graus de deficiéncia calérica (DE ANGELIS,
1986). Estas sindromes podem cursar com retardo no crescimento,
alteracdes psico-motoras e alteragdes histologicas e funcionais em diversos
érgaos como coragado, pulmao, figado, rins, trato gastrintestinal, sistemas
enddcrino e imunoldgico (AUGUSTO et al., 1995; COTRAN et al., 2000; DE
ANGELIS, 1986).

Alteragdes hematoiogicas quantitativas como anemia, leucopenia,
linfocitopenia e neutropenia (ALVES, 1995; AUGUSTO, 1995; BARON, 1997,
BORELLI et al., 1995; COTRAN et al., 2000; DE ANGELIS, 1986, GARCIA,
1992; LEE; HERBERT, 1999; MARTINS et al., 1971) sdo um reflexo do
comprometimento dos o6rgaos linfo-hemopoéticos em condigdes de
desnutricao (BORELLI et al., 1995, VITURI et al., 2000), e estdao associadas
a modificagdes da resposta imune e dessa forma, aumentando a
suscetibilidade a infecgbes (GROSS; NEWBERNE, 1980; SCRIMSHAW,
1975; TOMKINS, 1986; VICTORIA; HERNANDEZ, 1990). A associagao
desnutrigao-infeccdo € responsavel pelo alto indice de morbidade e
mortalidade principalmente entre as criangas (BEISEL, 1977, CHANDRA et
al., 1986).

Historicamente, o termo Imunidade significa “o estado de protegao
contra doengas infecciosas”. Segundo Abbas et al. (1997) os processos de
defesa do organismo contra o agente invasor sdo mediados por células e
moléculas que compdem o sistema imune e que combateriam a infecgao por
meio de estratégias distintas. Contudo, entendemos a imunidade e a
resposta inflamatéria como processos fisiolégicos do organismo, ou seja, os
mecanismos classicamente vistos como protegdo e que envolvem a resposta
inespecifica e especifica constituem-se em eventos interligados e capazes
de modular todo o metabolismo independentemente da existéncia de
processos lesivos e, segundo Reichelin (1993) esta modulagao ocorre,

provavelmente, via eixo neuro-imuno-enddcrino.
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1.3 Matriz Extracelular

A MEC foi iniciaimente considerada como um suporte inerte e com
fungdo de estabilizar a estrutura fisica dos tecidos. Porém, estudos sobre a
estrutura e composicdo da MEC tém mostrado que, além da manutengio da
arquitetura tecidual, seus componentes interagem entre si para formar uma
estrutura tridimensional que esta envolvida no crescimento, na diferenciagéo,
na resposta metabdlica, na adesdao e migra¢ao celular (ALBERTS et al.,
1994; HARALSON; HASSEL, 1995) e desta forma, desempenhando papel
importante no comportamento celular.

Estudos do estroma medular de vertebrados in vivo, sao relativamente
escassos. A maior parte dos dados encontrados na literatura foram obtidos
de estudos in vitro, a partir do desenvolvimento de um sistema de cultura de
células da medula 6ssea de longa duragao (LTBMC), descrito por Dexter e
seus colaboradores (KLEIN, 1995). Estes estudos mostraram que a sintese
e deposi¢cao de moléculas da MEC coincidem com o inicio da produg¢ao de
células hemopoéticas (BENTLEY, 1982; ZUCKERMAN; WICHA, 1983),
sugerindo que a MEC é necessaria para o processo de hemopoese. Na
medula éssea, as moléculas da MEC em conjunto com as células estromais
e os fatores de crescimento formam o microambiente hemopoeético indutivo,
cujas propriedades regulatérias sado, aparentemente, determinadas por
interages tipo célula-célula, célula-FCH e célula-MEC (GORDON, 1988;
ROSENDAAL, KRENACS, 2000).

As interacoes diretas célula-célula podem ocorrer via moléculas de
adesao celular (CAMs) ou via “gap junctions” (ROSENDAAL; KRENACS,
2000). Entretanto, as interagdes célula-MEC sao mediadas por receptores
da familia das integrinas (KLEIN, 1995) e podem regular o comportamento
ceiular, via sinalizagdao celular mediada peilos receptores celulares ou
modulando a resposta celular desencadeada pelos FCH (Figura 2)
(STREULLI, 1999).
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suas propriedades fisicas caracteristicas (ALBERTS et al., 1994;
HARALSON; HASSELL, 1995).

Os colagenos tipo | e Il podem ser produzidos, in vitro, por fibroblatos
derivados do estroma medular (BENTLEY et al.,, 1982; KLEIN, 1995), e
foram identificados como componentes da MEC do tecido hemopoético
normal de seres humanos (BENTLEY, 1984) e de ratos (BENTLEY, 1984;
HAMILTON, CAMPBELL, 1991). Em camundongos, o colageno tipo | foi
detectado, com positividade varidvel e apenas na regidao do endosteo, mas o
tipo Il ndo foi detectado no microambiente medular (NILSSON et ai., 1998).
A inibigdo da sintese de colageno | e lll, in vitro, resultou na supressao da
proliferagdo e diferenciagcdo de células progenitoras, sugerindo que o
colageno pode atuar como componente adesivo na fixagao de varios tipos
de células hemopoéticas ao estroma medular e, ou desempenhar um papel
na organiza¢ao da MEC (FERNANDEZ; MINGUELL, 1996).

O colageno |V, sintetizado pelas células endoteliais (ZUCKERMAN,;
WICHA, 1983), foi detectado, principalmente, como componente da
membrana basal dos vasos sanglineos (NILSSON et al., 1998). Assim como
o colageno |, quantidades variaveis de colageno IV foram detectadas na
regido do enddsteo da medula 6ssea de camundongos (NILSSON et al.,
1998), regido de alta afinidade para as céiulas-tronco hemopoéticas. Em
condigoes fisiologicas, o colageno IV nao apresenta propriedades adesivas
para as células hemopoéticas, mas na leucemia mieldide crénica, as celulas
progenitoras aderem a este tipo de colageno (KLEIN, 1995).

As células estromais derivadas da medula éssea de seres humanos
podem sintetizar moléculas de colageno tipo V (KLEIN, 1995) e tipo Vi
(KLEIN et al., 1995; WILKINS; JONES, 1995). Analise funcional da molécula
de colageno Vi mostrou que este tipo de colageno apresenta-se como
substrato adesivo para varios tipos de células hemopoéticas.

Estes dados indicam que o colageno pode ter um papel importante na
reguiagdo da hemopoese in vivo, entretanto, existe pouca informagao sobre
a estrutura e regulagdo de sintese dos diferentes tipos de colageno

presentes na medula éssea.
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Figura 3- Estrutura modular da molécula de fibronectina mostrando a posi¢ao dos maéduios
F1, F2 e F3, as regides ED-A, ED-B e llII-CS, a seguéncia RGD envolvida na interagao com
receptores da familia das integrinas presente no modulo '’F3 e os demais dominios de
ligagdo desta molécula (Fonte: POTTS; CAMPBELL, 1994).

Em condigbes fisioldgicas, a FN foi identificada na medula éssea, in
situ (BENTLEY et al., 1984; HAMILTON; CAMPBEL, 1991; NILSSON et al.,
1998) e esta envolvida na adesdo e maturagdo de células da linhagem
eritréide, adesao de precursores linféides bem como de céiulas progenitoras
hemopoéticas multipotentes (KLEIN, 1995), e pode modular negativamente a
hemopoese inibindo a proliferagdo de células mieldides induzida pelo GM-
CSF ou pelo “stem cell factor” (KLEIN, 1995).

As células precursoras eritrdides (BFU-E e CFU-E) ligam-se a
superficies cobertas com FN. Estas células expressam uma proteina de 140
kDa que foi identificada como receptor de adesdo da superfamilia da
integrinas determinando sua ancoragem a matriz (GORDON, 1988). Existem
evidéncias de que a diferenciagdo dos progenitores eritréides depende do
contato com a FN (PATEL; LODISH, 1987 em GORDON, 1988). Durante o
desenvolvimento eritrdide a expressao de integrinas para FN é perdida na
fase de exonucleagiao das células, resultando em perda da adesao celular
ao estroma (CLARK et al, 1992; TAVASSOLI; MINGUELL, 1991). Os
progenitores granulociticos, por sua vez, apresentam menor tendéncia de
ligagdo com a FN (GORDON, 1988).

Alteragbes na quantidade e na distribuigao tecidual de FN podem
desempenhar papel importante no desenvolvimento dos mecanismos
etiopatogenéticos de diversas condigdes patologicas.
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1.3.3 Laminina

A laminina (LN) € uma glicoproteina extracelular composta de 3 tipos
de cadeias polipeptidicas denominadas o (400kDa), p (230kDa) e
y (220kDa), unidas por pontes dissulfeto e organizadas em forma de cruz
assimétrica (ALBERTS et al., 1994; ENGVALL; WEWER, 1996; HARALSON;
HASSEL, 1995). As subunidades de LN sado constituidas de moédulos
especificos, organizados em dominios (Figura 4) com fungbes auténomas
(ENGVALL; WEWER, 1996). Em mamiferos, j4 foram descritas doze
isoformas de lamininas (LN1-LN12), as quais se formam a partir da
associagao de 11 tipos de cadeias geneticamente distintas, al- o5, f1-p3 e
y1—y3 (SILER et al, 2000).

at

B1 lida
iviva nwvvw

<]

Figura 4- Representagdo esquematica da molécula de laminina. As subunidades a,P ey
apresentam dominios globulares e em forma de bastdo indicados pelos algarismos
romanos. A cadeia a, apresenta um dominio extra na regido carboxiterminmal (G), e
dominio B esta presente apenas na cadeia p (Fonte: ENGVALL; WEWER, 1996).

A LN1 (a1, B1, y1), isolada de tumor murino, foi a primeira isoforma a
ser caracterizada (EKBLOM, 1996) e a sua expressao esta restrita a
membrana basal. Porém, as outras isoformas de laminina apresentam
distribuigao muito mais ampla (SILER et al., 2000). As lamininas podem ser

sintetizadas pelas células epiteliais, células endoteliais, células musculares,
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fibroblastos, células leucémicas com capacidade de diferenciacdo em
eritrocitos e megacariocitos (GEBERHIWOT et al., 2000), entre outras. A
expressao das varias isoformas, particularmente da cadeia o, € especifica
para o tipo celular e tecido (MINER et al. 1997), e apresentam funges
estruturais, de adeséao e sinalizagéo celulares, modulando o comportamento
celular, particularmente a diferenciagao e a migragao celular pela interagao
com receptores da superficie celular (GEBERHIWOT et al., 2000; KOCH et
al.,, 1999). As interagbes celulares com as lamininas ainda nao foram
completamente caracterizadas, mas pelo menos parciaimente, as atividades
exercidas pela laminina resultam da interagdo de dominios especificos com
as integrinas. Estudos in vitro mostraram que as lamininas apresentam
variagbes na especificidade de ligagao a receptores celulares indicando que
as diferentes isoformas sao funcionalmente distintas (GU et al., 1999; SILER
et al, 2000). Diversos receptores da superfamilia das integrinas
(c1p1, a2Bl, a3pl, a6pl, a6p4, a7fl, a9p1, avp3) ligam-se as diferentes
isoformas de LN com diferentes graus de afinidade (GU et al., 1999).

As lamininas sdo encontradas na matriz extracelular do MH produzido
em cultura de células hematopoéticas (ZUCKERMAN; WICHA, 1983), e sua
expressao na medula ossea de camundongos € intensa nos sinusoides e
arteriolas, pequena na regiao central € no endésteo (NILSSON et al., 1998).
Gu et al. (1999) sugerem que as isoformas expressas na medula 6ssea de
camundongos sao: LN-2 (a2, B1, y1), LN-8 (a4, $1,v1) e LN-10 (a5, B1,v1) €
que a LN-1 nao é expressa neste tecido.

Células sanguineas de diversas linhagens interagem com a laminina,
in vitro, e esta adesao pode ter influencia na proliferagdo, maturagao e
sobrevivéncia destas células (GU et al.,, 1999). Porém, suas fungdes na

medula éssea ainda nao estdo completamente esclarecidas.
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1.3.4 Glicosaminoglicanos e Proteoglicanos

A superfamilia dos proteoglicanos (PGs) é formada por mais de 30
tipos de moléculas (I0ZZ0O, 1998) que diferem quanto ao peso molecular,
composigdo e fungdo biologica (KOLSET;, GALLAGHER, 1990). As
moléculas de PGs sdo constituidas por um eixo protéico ao qual ligam-se,
covalentemente, um ou mais tipos de cadeias de glicosaminoglicanos
(GAGs). Estes, por sua vez, sdo constituidos de unidades dissacaridicas que
se repetem formando longas cadeias, nao ramificadas e negativamente
carregadas (ALBERTS, et al, 1994; KOLSET; GALLAGHER, 1990;
MAYANI, 1995). Os quatro principais grupos de GAGs: (i) acido hialurénico
(AH), (ii) condroitin sulfato (CS) e dermatan suifato, (iii) heparan sulfato (HS)
e heparina, (iv) queratan sulfato, diferem entre si quanto aos residuos de
agucar das unidades dissacaridicas, pelo tipo de ligagao entre seus
residuos, e quanto ao numero e localizagdo dos grupos sulfato. Com
excegao do acido hialurénico, todos os demais podem se associar a
proteinas formando os proteoglicanos (KOLSET; GALLAGHER, 1990).

Em mamiferos, os PGs sao sintetizados por todos os tipos de células
(KOLSET; GALLAGHER, 1990), inclusive celulas do tecido hemopoético
(KLEIN, 1995; MINGUELL; TAVASSOLI, 1989). Os PGs sao encontrados na
superficie de praticamente todos os tipos celulares, onde atuam, juntamente
com as integrinas, como receptores para colageno, fibronectina e fator de
crescimento fibroblastico (FCF) e fator transformante do crescinm@nto
(TGF-B) (ALBERTS et al.,, 1994), ou sdo secretadas para formar a MEC,
desempenhando papel importante nas interagbes célula-célula e entre as
células e o microambiente (KOLSET; GALLAGHER, 1990).

Os PGs heparan sulfato (HS-PG), dermatan sulfato (DS-PG) e
sondroitin sulfato (CS-PG), bem como acido hialurénico sdo sintetizados
tanto pelas células hemopoéticas (MINGUELL; TAVASSOLI, 1989) quanto
selas células do estroma medular (KLEIN, 1995) e existem evidéncias de

jue estas moléculas séo importante no regulagdo da hemopoese.
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Os mecanismos de agao dos PG no controle da hemopoese ainda
nao estao completamente compreendidos, mas existem evidéncias de que
os PG do estroma medular estido envolvidos no estabelecimento e
reorganizagédo da MEC devido a interagdes com outros componentes da
MEC, na adeséo celular, no controle da proliferagdo e diferenciagdo das
celulas hemopoéticas, bem como na apresentagao de FCH a estas células.

Gordon et al. (1988) mostraram que o HS-PG liberado no meio de
cultura de células de longa duragao esta envolvido nas interagdes adesivas
dos progenitores hemopoéticos. Alteragées no conteudo e distribuigdo de
cadeias de GAGs resultam na liberagao de precursores mieldides do espago
medular (TAVASSOLI; MINGUEL, 1991).

As células estromais produzem citocinas, constitutivamente ou apés
estimulagao. Gordon et al. (1987) sugerem que uma das fungdes dos GAGs
da matriz extracelular da medula dssea possa ser a compartimentalizagéo
das citocinas produzidas localmente e a apresentagéo destas citocinas as
células progenitoras hematopoéticas. A Interleucina 3 (IL-3) e o fator de
crescimento hemopoético — granulocitico e monocitico (FCH-GM) ligam-se
ao HS-PG, e assim podem ser apresentados, na sua forma biologicamente
ativa, as células hemopoéticas (DRZENIEK et al. 1999; GORDON, 1987).

As células hemopoéticas precursoras sintetizam CS-PG que podem
ser armazenados na forma de granulos secretores ou se associar a
membrana citoplasmatica. A presenga CS-PG na superficie de celulas
precursoras esta envolvida na interagdo adesiva destas células com as
células estromais (MINGUELL; TAVASSOLI, 1989). O PG associado a
membrana interage com o dominio de ligagdo de heparina da molécula de
fibronectina (CONGET; MINGUELL, 1994). A FN €& considerada como
principal componente da adeséo celular, entretanto, as interagbes adesivas
dos progenitores hemopoéticos com a FN sao, parciaimente mediadas por
CS-PG associado a membrana éitoplasmética (TAVASSOLI; MINGUELL,
1991).

Khaldoyanidi et al. (1999) relataram o efeito, in vitro, do acido

hialurénico no controle da hemopoese. A adi¢do de AH em sistema de
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cultura de ceélulas de medula éssea de longa duragdo estimulou a produgao
de células mieldides e linféides. O AH pode ativar a cascata de sinais de
transdugédo e induzir a sintese de IL-1B e IL-6, importantes na regulagdo da
hemopoese. Este GAG liga-se a FCH produzidos localmente, como o GM-
CSF, induzindo a atividade proliferativa e maturativa local (GORDON et al.,
1987).

A distribuicdo dos componentes da MEC induziu a hipétese da
existéncia dos nichos hematopoéticos, em especial nas proximidades do
enddsteo, onde a associagao entre os componentes microambientais e as

células-tronco viabiliza a atividade hemopoética (SCHOFIELD, 1978;
TAICHMAN et al., 1996).

1.4 Hemopoese e Desnutrigao

A desnutricdo protéica modifica o microambiente hemopoético,
conduzindo a hipotrofia da medula 6ssea e, conseqluentemente, reduzindo a
produgao de células sanguineas (BORELL! et al., 1995; GARCIA, 1992
ORTIZ; BETANCOURT, 1984). Alteragbes estruturais em érgaos linfoides e
em areas timo-dependentes (MUNOZ et al., 1981; XAVIER, 1999) assim
como modificagbes na resposta imune especifica e inespecifica do
organismo frente a agentes infecciosos (CHANDRA, 1991, GARCIA;
BARBIERI, 1986; GROSS; NEWBERNE, 1980; REDMOND et al., 1991)
também sdo observadas em condigbes de desnutrigdo protéica. Contudo, os
mecanismos exatos que afetam os processos de defesa do organismo ainda
nao estao totalmente esclarecidos (CHANDRA, 1991).

A literatura é controversa sobre os efeitos da desnutricao na
fagocitose, existindo relatos tanto de comprometimento da fagocitose, do
consumo de oxigénio e do “burst” respiratorio (BELGHITI et al., 1983,
BORELLI; NARDINELLI, 2001; SOUZA et al., 2001; REDMOND et al., 1991),
como relatos em que essas fungdes encontram-se normais (DOUGLAS;
SCHOPFER, 1974; NAUSEEF et al., 1983; SCHOPFER; DOUGLAS, 1976).

Algumas dessas divergéncias devem-se a utilizagao de diferentes espécies
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microambiente hemopoético e exercem seu efeito por meio de ligagdo a
receptores especificos associados 8 membrana celular (ARAIl et al., 1990). A
redugdo da concentragdo de IL-1a (BHASKARAM; SIVAKUMAY, 1986;
DRABIK et al., 1987, KEENAN et al.,, 1982) e de IL-2 (CHANDRA,;
CHANDRA, 1986) foi relatada em algumas situagbes de desnutrigao,
podendo ser um dos mecanismos envolvidos na imunodepressdo desta
condicao (KLASSING, 1988). Entretanto, estes achados ndo foram
confirmados por Bradley et al. (1990) que encontraram concentragdes
normais tanto de |IL-1a quanto de Fator de Necrose Tumoral- oo em mulheres
desnutridas. Dados preliminares obtidos neste laboratério evidenciaram a
redugao da produc¢ao dessas citocinas em camundongos desnutridos.

BORELLI et al. (1995), em modelo de desnutrigdo experimental
encontraram hipotrofia de medula éssea e retardo na mobilizagdo de células
inflamatérias frente a implante de laminulas em tecido subcutaneo de
camundongos e levantaram hipdteses em relagdo as alteragbes do
microambiente hemopoético, sugerindo possiveis modificagdes na adesao,
migracgéao e liberagao de células da medula 6ssea para o sangue periférico e
para os tecidos em fungio da desnutricdo (BORELLI et al., 1998; BORELLI;
NARDINELLLI, 2001; SOUZA et al., 2001).

Nos ultimos dez anos evidenciou-se a importancia do estroma e da
matriz extracelular tanto no controle da proliferagdo e da diferenciagdo
celular (MACKAY & IMHOF, 1993) quanto na migragdo de células do
sistema imune (BROWN, 1997). Alteragbes na celularidade e na arquitetura
da medula o6ssea (BORELLI et al., 1995), bem como alteragdes na
composigao da MEC (XAVIER, 1999; VITURI et al., 2000) em condigbes de
desnutricdo protéica, sugerem que o comprometimento do microambiente
medular apresenta-se como um aspecto importante da desnutrigao, podendo
ser relevante clinicamente, especiaimente em individuos a serem
submetidos a transplante de medula 6ssea e ainda, em pacientes sob
quimioterapia. Alteragdes na produgéo e, ou distribuigido de componentes da
MEC dos o6rgaos linfo-hematopoéticos, particularmente do timo foram
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evidenciadas por diferentes autores (BORELLI et al., 1995; LYRA et al.,
1993; XAVIER, 1999).

Considerando que as moléculas da MEC participam ativamente do
controle e modulagdo da hemopoese e que alteragbes qualitativas ou
quantitativas das mesmas podem resultar em desequilibrio do sistema
hematopoético, a compreensao da natureza das alteragbées dos 6rgaos linfo-
hemopoéticos em consequéncia da deficiéncia protéico-caldrica pode ser
relevante, nao sé devido ao alto indice de incidéncia desta sindrome em
fungdo de problemas sécio-econémicos, mas também em situagbes de
desnutricdo associadas as doengas neoplasicas, quimioterapia, anorexia
nervosa, SIDA e doengas cronicas.

Assim, a presenca de modificagdes arquiteturais da medula 6ssea e
do bago observadas em nosso laboratério (BORELLI et al.1995; VITURI et
al. 2000; XAVIER; 1999) e as escassas informagoes sobre as alteragoes
qualitativas e quantitativas na MEC de medula ossea, em situagdes de

desnutrigdo, motivaram a elaboragao deste trabalho.
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2.1 Objetivo geral

Este trabalho teve como objetivo caracterizar, in situ, as alteragdes na

MEC da medula 6ssea de camundongos submetidos a desnutrigao protéica.

2.2 Objetivos especificos

2.2.1 Avaliagao da distribuigao de fibronectina e de laminina presentes
na matriz extracelular, utilizando técnicas de imuno-histoquimica

em microscopia optica.

2.2.2 Avaliagao ultra-estrutural da medula 6ssea, para identificagao de
proteoglicanos sulfatados presentes na matriz extracelular de
camundongos, utilizando técnica citoquimica em microscopia

eletrénica de transmissao.



3 MATERIAL E METODOS
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3.1 Animais

O presente trabalho utilizou camundongos Swiss Webster (Mus
domesticus) machos, de 2 a 3 meses de idade, provenientes de colénias
mantidas no biotério da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas (FCF) da
Universidade de Sao Paulo (USP). Os animais foram alocados em gaioleiro
metabdlico. Os animais tiveram livre acesso a agua e as ragbes tanto no
periodo de adaptagao quanto na indugao da desnutrigao, sendo mantidos
sob as mesmas condigbes ambientais, com temperatura de 22-25°C e sob

ciclo de luz (claro-escuro) de 12 horas.

3.2 Racoes

Foram utilizadas duas formulagdes de ragao, as quais diferiram entre
si apenas na concentragao protéica. A ragao basal ou controle (Tabela 1 —
ragéo l), contendo 20% de proteina (BORELLI et al., 1995 e 1998; BORELLI,
NARDINELLI, 2001; FRIED, 1978) foi destinada a alimentar os animais do
grupo controle e a ragao hipoprotéica (Tabela 1 — ragao Il), contendo 4% de
proteina (BORELLI et al.,, 1995 e 1998; BORELL!; NARDINELLI, 2001;
FRIED, 1978; MUNQZ, et al.,, 1981) foi destinada a alimentagao do grupo

desnutrido.

Ambas as ragdes eram isocaloricas e foram produzidas na forma de
granulado. Utilizamos como fonte protéica a caseina (IKAB Chemical B.V.,
Germany), proteina de alto valor biolégico. As misturas salinica e vitaminica
empregadas foram elaboradas segundo as recomendagdes da AIN-93
(REEVES et al., 1993). O amido (Maizena®) e o éleo de milho (Mazzola®),
ambos da Refinagao de Milho Brasil, foram adquiridos de lotes comerciais.

As ragdes foram conservadas a —4°C até o momento do uso.
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TABELA 1- Composicao percentual das ragdes

RAGAO | RAGAO II
COMPONENTES {(Normoprotéica) (Hipoprotéica)
PROTEINA ‘ 20 4
MISTURA SALINICA 4 4
MISTURA VITAMINICA 1 1
SACAROSE 10 10
OLEO DE MILHO 8 8
FIBRA (CELULOSE) 1 1
AMIDO Q.S.P. 100 100

Mistura salinica: Carbonato de calcio anidro* 357,0g; Fosfato de potassio
monobasico* 250,0g; Cloretc de sédio* 74,0g; Sulfato de potassio* 46,4g;
Citrato de potassio tripotassico monohidratado* 28,0g; Oxido de magnésio*
24,0g; citrato férrico* 6,06g; Carbonato de zinco* 1,65g; Carbonato
manganoso* 0,63g; Carbonato cuprico* 0,30g; lodato de potassio* 0,01g;
Selenato de so6dio anidro* 0,1025g; Paramolibidato de amdnio
tetrahidratado* 0,00795g; Metassilicato de soédio nonahidratado* 1,45g;
Sulfato de crémio e potassic docecahidratado* 0,275g; Acido bérico*
0,0815g; Fluoreto de sddio* 0,0635g; Carbonato de niquel* 0,0318g; Cloreto
de litio* 0,0174g; Vanadato de aménio* 0,0066g; Sacarose* em p6 209,806g.

Mistura vitaminica: Acido nicotinico* 3,0g; D-Pantotenato de calcio** 1,6g;
Cloridrato de piridoxina* 0,7g; Cloridrato de Tiamina* 0,6g; Riboflavina**
0,6g; Acido félico** 0,2g; D-biotina** 0,02g; Vitamina B2** 2,5g; Vitamina E*
7500 U; Vitamina A** 400.000 U; Vitamina D3* 100.000U; Vitamina K*
0,075g; Sacarose q.s.p. 1000g.

*Merck Chemical S.A.
**Sigma Chemical Company
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3.3 Processo de Desnutrigao

Os animais foram alocados, aleatoriamente, em gaiolas metabdlicas.
Inicialmente, foram submetidos a um periodo de adaptagdo as novas
condi¢bes ambientais, com ciclo de luz de 12 horas (GARCIA, 1992;
BORELLI et al, 1995). Durante este periodo os animais receberam ad
libitum, agua e ragao comercial (Guabi) até a estabilizagdo do peso
corpdreo, sendo pesados, em balan¢a semi-analitica, a intervaios de 48
horas. Apos este periodo, os animais foram separados em dois grupos. O
grupo nutrido ou controle (C) passou a receber a ragao | (basal) e o grupo
desnutrido (D) foi alimentado com a ragao Il (hipoprotéica). Durante todo o
experimento o0s animais permaneceram sob as mesmas condigdes
ambientais do periodo de adaptagdo, recebendo agua e as respectivas
ragOes ad libitum. As determinagdes do peso corporal, bem como 0 consumo

de ragao, foram realizadas a intervalos de 48 horas.

3.4 Avaliagcao da concentracao de proteinas e lipides, e do

teor de umidade das racoes

A determinagdo da concentragdo protéica das ra¢des foi realizada
pelo método de micro-Kjedahl. A concentragao e lipides e o teor de umidade
foram determinados segundo as normas do INSTITUTO ADOLFO LUTZ
(1967). As analises foram realizadas no Laboratério de Nutricao
Experimental da Faculdade de Ciénicas Farmacéutica — USP, sob a

responsabilidade da Profa. Dra. Silvia Cozzolino.

3.5 Avaliagido do estado nutricional dos animais

O estado nutricional dos animais foi definido pela curva de peso
corpéreo, consumo de ragdo, e determinag¢do das concentragbes de
4 .

albumina e proteinas totais. A coleta dos diferentes materiais biologicos
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utilizados neste trabalho foi realizada quando os animais do grupo

desnutrido perderam cerca de 25% do peso corporeo inicial.

3.5.1 Determinacgao de proteinas plasmaticas

Para a coleta de sangue os camundongos foram anestesiados com
10 mg/kg de peso, de cloridrato de xilazina (Rompum® , Bayer) e 100 mg/Kg
de peso de cloridrato de cetamina (Cristalia). Com o animal sedado, foi
realizada a secg¢ao cutanea estendendo-se da regiao toracica até a pubiana,
permitindo, dessa maneira a visualizagao dos orgaos cavitarios tanto
abdominais como toracicos. Uma aliquota de sangue, colhido por pungao
cardiaca, foi colocada em frasco contendo 50 UI/mL de heparina
(Liguemine®). Posteriormente o sangue foi centrifugado a 950g durante 10
minutos. O plasma foi separado e mantido a -40°C até o momento da
determinagao de proteinas totais pelo método do Biureto (GORNALL, 1949)
e de albumina pelo método do Verde de Bromo Cresol (RODKEY, 1965). As
determinagdes foram realizadas em duplicata em analisador bioquimico
automatizado COBAS MIRA PLUS (ROCHE).

3.6 Avaliagao hematolégica do sangue periférico

Aliquota de sangue foi obtida conforme o procedimento descrito no
item 3.5.1, porém utilizando-se EDTA 10% como anticoagulante na
proporcao de 1,5 mg/mL de sangue. Extensbes sanglineas foram
confeccionadas imediatamente apés a coleta e posteriormente coradas pelo
método de May-Grunwald-Giemsa (MGG), modificado (ROSENFELD, 1947)
e analisadas ao microscopio Optico para a contagem diferencial de
leucécitos e analise morfolégica. As determinagdes do volume hematocrito
(método de Strumia), concentragdo de hemoglobina (meétodo da
cianometahemoglobina), contagem de hemacias e leucdcitos totais
(contagem direta em hemocitdbmetro), € a contagem de reticulcitos

(coloragao supravital com azul de cresil brilhante) foram realizados conforme
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metamielécito e ao bastonete e, segmentado — envolvendo as formas

segmentadas apresentando pelo menos dois I6bulos nucleares.
3.7.2 Avaliagao histomorfométrica da celularidade medular

Para a avaliagao morfométrica da medula éssea, os esternos obtidos
dos camundongos, tanto do grupo controle quanto do grupo desnutrido,
foram fixados em paraformaldeido 4% por 24 horas, descalcificados em
EDTA 10% por 7 dias, e incluidos em parafina seguindo o processamento
histoldégico convencional. As analises morfométricas foram realizadas no
sistema de analise de imagens computadorizado da Faculdade de Ciéncias
Farmacéuticas — USP. As imagens de cortes histolégicos de esterno, com
aproximadamente 5 um de espessura e corados pela HE, foram obtidas a
partir de microscopio (Olympus BX50) acoplado a uma camara de captura
de imagem colorida (Sony CCD-Iris) e digitalizadas no formato TIFF “true
color” 24 bits ou JEPG em computador Pentium utilizando o programa
image-Pro Plus versdao 3.0 (Media Cybernetics). A celularidade total da
medula 6ssea esternal foi determinada pela quantificagdo da area ocupada
pelas células (marcagao das areas coradas) em relagao a area livre (nao
corada) utilizando a opgéo “segmentacéo de cor” a partir do "menu” “medida
— contagem / tamanho” do programa Image-Pro Plus (Anexo 2). Para cada
animal foram analisados 10 campos, sendo 5 na regido do enddsteo e 5 na
regidao central do corte histolégico, utilizando-se a objetiva com aumento de
40x e ocular de 10x. Os campos foram selecionados aleatoriamente,
excluindo-se aqueles em que havia presenga de artefatos decorrentes do

processamento histologico.
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de deteccao StreptABCompeix-HRP Duet (DAKO K0942). Nesta etapa, os
cortes foram incubados com o anticorpo biotinilado para imunoglobulina de
coelho e camundongo (reagente C) diluido 1:100 em tampao PBS 0,02M (pH
7,2), durante 30 minutos, em camara umida e temperatura ambiente. A
seguir foram incubados com solugao contendo streptavidina (reagente A) e
peroxidase (reagente B) diluidos 1:100 em tampdo PBS 0,02M (pH 7,2),
durante 30 minutos, em camara umida e temperatura ambiente. A reagéo foi
visualizada pela aplicagdo de solugdo de 3,3 diaminobenzidina (Sigma D-
5637) 0,05% em tampao PBS 0.02M (pH 7,2) contendo agua oxigenada,
grau analitico (Readel de Haén) 0,045%, que foi preparada no momento do
uso. Todas as etapas acima foram intercaladas por duas lavagens, de 5
minutos cada, com tampao PBS pH 7,2. As laminas foram contra-coradas
com hematoxilina de Harrys, desidratadas em solugbes com concentragdo
crescente de etanol, grau analitico (Merck) e montadas com Entelan®
(Merck). Controles negativos foram incluidos em todos os experimentos e
foram obtidos pela omissédo do anticorpo na etapa de incubagao com

anticorpo primario.

3.9 Avaliagao citoquimica ultra-estrutural para identificagcdo
de proteoglicanos da MEC da medula dssea de

camundongos

3.9.1 Processamento das amostras

A identificagdo ultra-estrutural de proteoglicanos presentes na matriz
extracelular da medula 6ssea foi realizada a partir de esternos, obtidos de
camundongos dos grupos controle e desnutrido, conforme descrito no item
3.7. Os fragmentos 6sseos com cerca de 1 a 2 mm, j& sem camada
muscular, foram fixados imediatamente apds a coleta. Para cada animal
foram obtidos dois fragmentos, dos quais um foi colocado em 5,0 mL de
solugao fixadora (glutaraldeido 2% e formaldeido 2,4%, diluidos em tampao

cacodilato 0,1M e pH 7.4) e o outro em solugao fixadora acrescida de 0,.2%
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de vermelho de ruténio (SIGMA), por um periodo de 6 horas em temperatura
entre 22-25°C, sob agitagdo lenta (+50 rpm) e continua. Em seguida, os
fragmentos ésseos, ainda imersos na solugao fixadora, foram colocados em
geladeira (4°C) por 36 horas. Os fragmentos assim fixados foram
descalcificados em solugdo de EDTA 4,13% (pH 7,2) por um periodo de 9
dias em temperatura entre 22-25°C e com troca diaria da solugdo
descalcificadora. Apos a descalcificagdo os fragmentos fixados na auséncia
de vermelho de ruténio, 0,2%, foram lavados com tampéao cacodilato de
sédio 0,1 M (pH 7,3), e aqueles fixados em solugao contendo vermelho de
ruténio 0,2% foram lavados em tampao cacodilato contendo 0,1% de
vermelho de ruténio, realizando-se, no minimo, cinco trocas em intervalos de
15 minutos. Apés a lavagem os fragmentos foram colocados em solugao de
tetroxido de ésmio a 1% em tampao cacodilato 0,1M (pH 7,4) por duas horas
e mantidos a temperatura ambiente sob movimento giratorio (*5 rpm). Em
seguida, os fragmentos foram desidratados em concentragdes crescentes de
alcool e acetona, infiltrados com resina “SPURR” durante 12 horas, incluidos
em resina pura e colocados para solidificar em estufa a 70°C durante 72
horas. Estes procedimentos foram realizados no Laboratério de Hematologia
Experimental - FCF/USP e no Laboratdrio dos Tecidos Mineralizados
ICB/USP, sob a responsabilidade do Prof. Vitor E. Arana-Chavez.

3.9.2 Cortes e analise estrutural

A selecdo da area adequada para a andlise ultra-estutural foi realizada
pela analise prévia do material em cortes semi-finos de S5um de espessura.
Estes cortes foram obtidos de blocos, inicialmente trimados e cortados em
ultramicrétomo (Sorvall MT2-B). Os cortes foram corados com solugao
alcoolica de azul de toluidina 0,25% e observados ao microscopio éptico.
Apos selecdo da area, foram confeccionados pelo menos 2 cortes ultrafinos
(1um) de cada fragmento ésseo utilizando-se o mesmo ultramicrétomo, e
navalha de diamante (Diatome). Os cortes ultrafinos foram coletados em

telas de cobre de 150 “meshes”. Um dos cortes foi contrastado com solugao
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alcodlica de acetato de uranila 2% por 10 minutos, seguida de solugao de
chumbo a 0,5% por mais 10 minutos. O outro corte nao passou pela etapa
de contrastagdo. As preparagbes assim obtidas foram analisadas em

microscopio eletrénico de transmissao (JEOL 1010) e fotografadas.

3.10 Analise Estatistica

Os resultados quantitativos obtidos nos diferentes experimentos foram
submetidos ao teste de homocedasticidade (Teste de Kolmogorov-Smirnov)
Os resultados que apresentaram distribuicdo normal foram analisados
estatisticamente pelo teste t, e aqueles com distribui¢do ndao normal foram
submetidos a analise estatistica nao-paramétrica empregando-se o teste U
de Mann-Whitney, usando-se o programa GraphPad InStat versédo 3.00 para
Windows 95 (GraphPad Software, San Diego Califérnia USA). Foram
considerados significativos resultados com p<0,05.
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linfécitos em relagdao aos neutréfilos e mondécitos, tanto em valores relativos
como absolutos. Eosindfilos foram encontrados ocasionalmente e os
basdfilos nao foram observados no sangue periférico dos animais do grupo
controle (Tabela 5).

Nos animais desnutridos observamos leucopenia com redugédo de
todos os tipos celulares, porém foi mantido o predominio de linfécitos sobre
neutréfilos e monécitos, tanto em valores relativos como absolutos.
Eosindfilos e baséfilos nao foram encontrados no sangue periférico de
animais do grupo desnutrido (Tabela 5).

Tabela 4- Eritrograma de camundongos Swiss webster, adultos, machos.

GRUPOS
PARAMETRO HEMATOLOGICO ConTRoLE DESNUTRIDO
(n=16) (n=21)
ERITROCITOS (milhGes/mm®) 9,43 + 0,24 8,03 + 0,38*
HEMOGLOBINA (g/dL) 13,25 + 0,38 11,34 + 0,45
HEMATOCRITO (%) 39,38+ 1,63 30,76 + 1,73*
VCM (fL) 43,81+ 1,56 38,53 + 1,39*
HCM (pg) 14,87 + 0,40 14,34 + 0,37
CHCM (%) 34,43+ 1,18 37,93 + 1,32*
RETICULOCITOS (células/mm’) 307.200 + 32.650 A 65.520 + 41.81*

Resultados expressos em valores médios + SEM. Os animais do grupo controle e desnutrido
receberam, respectivamente, a raglio | (contendo 20% de proteina) e a ragdo i, hipoprotéica
(contendo 4% de proteina). Todos os animais tiveram livre acesso as respectivas ragdes e a agua,
sendo mantidos sob as mesmas condigdes ambientais e sob um ciclo de luz de 12 horas. *Diferenga
estatisticamente significante (p< 0,05) quando comparado com o grupo controle (Teste t-Student).
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Tabela 5- Leucograma de camundongos Swiss webster, adultos, machos.

GRUPOS
PARAMETRO HEMATOLOGICO CONTROLE DESNUTRIDO
(n=16) (n=21)

LEUCOCTOS TOTAIS (células/ mm°) 3.157 + 408 845 + 154*
BASTONETES (células/ mm®) 25 o~
SEGMENTADOS (células/ mm®) 1.045 + 270 176 + 71*
EOSINOFILOS (células/ mm®) 13+ o~
BASOFILOS (células/ mm®) o o~
LINFOCITOS (células/ mm®) 1.914 + 249 663 + 97"
MONOCITOS (céiulas/ mm?) 83+ 23 7+ 3

Resultados em valores meédios + SEM. Os animais do grupo controle e desnutrido receberam,
respectivamente, a ragio | (contendo 20% de proteina) e a ragdo |l, hipoprotéica (contendo 4% de
proteina). Todos os animais tiveram livre acesso as respectivas ragdes e a agua, sendo mantidos sob
as mesmas condigdes ambientais e sob um ciclo de luz de 12 horas. *Diferenga estatisticamente
significante (p< 0,05) quando comparado com o grupo controle (Teste U de Mann-Whitney). ™ Nao foi
possivel realizar a analise estatistica porque o desvio padrao de um dos paramentos € igual a zero.

4.4 Avaliagao da celularidade da medula 6ssea - Mielograma

Observamos reducéo significativa do numero de células nucleadas
totais € no nimero de células blasticas na medula 6ssea de animais
desnutridos (Figuras 6A e B). A redugao no numero de células da linhagem
granuiocitica foi significativa nos animais desnutridos quando comparados
com os respectivos controles, havendo comprometimento de todas as
etapas maturativas dos granulécitos neutréfilos (Figuras 6C, D, E) e dos
eosindfilos (Figura 6F). As séries eritrocitaria (Figura 6G) e linfo-
plasmocitaria (Figura 6H) também apresentaram redugdo significativa em
relagdo aos animais controles. A série mono-macrofagica, embora reduzida
nos animais desnutridos, ndo apresentou diferenga significativa em relagéao

aos animais controles (Figura 6l).
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4.6 Distribuigao da MEC da medula 6ssea de camundongos

4.6.1- Avaliagao histoquimica

Reagao do PAS

Em cortes de tecido corado pelo PAS houve marcagao do glicogénio
intracelular presente normaimente em alguns tipos de células
hematopoéticas e, marcagao fraca ou ausente no espago extracelular nos
animais do grupo controle (Figura 10A). Enquanto nos animais desnutridos
houve uma intensa marcagdo da matriz extracelular ndo tendo sido
observado alteragdo intracelular da marcagao pelo PAS (Figura 10B).
Observamos que a intensidade de marcagao foi inversamente proporcional a

celularidade presente no territério considerado.
Azul de Alcian pH 2,5

Quando comparados com os animais do grupo controle (Figura 11A),
os animais do grupo desnutrido apresentaram acentuada marcagao do
espago extracelular pelo método de azul de alcian, pH2,5 (Figura 11B).
Observamos, que a intensidade de marcagéo foi inversamente proporcional

a celularidade presente no territorio considerado.
Tricrémico de Masson
Nio observamos positividade no espago medular utilizando-se o

método de tricrébmico de Masson tanto nos animais saudaveis quanto nos

desnutridos (Figura 12A e B).
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4.6.2 Avaliagao imuno-histoquimica

Os anticorpes primarios anti-fibronectina e anti-laminina nao
apresentaram reagdo cruzada com outras proteinas que geralmente
compdéem a MEC, mas reconhecem, respectivamente, FN e LN de
camundongos.

Quando comparados com o grupc controle (Figura 13A), os animais
do grupo desnutrido apresentaram aumento da marcagao de fibronectina na
MEC (Figura 13B, 14A e 14B). Quanto a distribuigao tecidual, cbservamos
que o aumento da marcagao de fibronectina ocorreu, principalmente, nas
regides do enddsteo (Figura 13B), perivascular (Figura 13A) e areas

intercelulares em torno dos elementos hematopoéticos (Figura 14A e B).

Houve aumento na deposigao de laminina na MEC da medula 6ssea
dos animais do grupo desnutrido (Figura 15B e 16A) quando comparados
com o grupo controle (Figuras 15A),.e observou-se o acumulo desta proteina
tanto na regido proxima ac endosteo (Figura 16B) quanto na regi&o central
do espag¢o medular preenchendo de areas intersticiais contornando os

elementos hematopoéticos (Figura 15A).
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4.7. Avaliagao ultra-estrututal de proteoglicanos da MO

A maior parte das prepara¢gdes de medula dssea evidenciaram boa
preserva¢ao do osso e do tecido mieldide, mantendo as relagdes anatomicas

entre o estroma medular e o endosteo.

Utilizando a MET foi possivel avaliar a inter-relagao entre as células
que compdem a medula éssea. O endosteo é constituido por uma camada
unica e continua de células alongadas, formando um cordao de células que
revestem toda a cavidade medular, algumas vezes estratificadas,

delimitando a matriz 6ssea do espago medular (Figura 17 A e B).

Nos animais do grupo controle as células do tecido hemopoético
estao muito proximas umas das outras de forma que o espago intercelular €
restrito e a quantidade de matriz extracelular € pequena (Figura 17A).
Porém, nos animais desnutridos observa-se além da rarefagdao celular,
evidente aumento no espago intercelular com a presenga, exuberante, de
matriz extracelular (Figura 17B). A relagao célula-céluia em animais do grupo
desnutrido é profundamente modificada (Figura 18B) quando comparada
com os animais controles (Figura 18A). Na fotomicrografia 18B visualiza-se a
matriz extracelular como uma substancia granular amorfa. A auséncia de
fibras de colageno foi observada tanto na MO de camundongos dos dois

grupos estudados (Figuras 17 e 18).

O estudo citoquimico da matriz extracelular utilizando o vermelho de
ruténio, permitiu identificar a presenca de proteoglicanos. Nos animais do
grupo controle os proteoglicanos foram visualizados como granulos finos
elétron-opacos e homogeneamente distribuidos no espago intercelular
(Figura 19A). Os animais do grupo desnutrido apresentaram uma
distribuicao heterogénea de granulos mais densos preenchendo o espago
intercelular ou formando blocos eletron-opacos justapostos a parede celular
(Figura 19B).
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A desnutricdo € um problema de salde publica tanto nos paises em
desenvolvimento, devido a sua alta endemicidade, quanto em paises
industrializados, devido a sua alta prevaléncia em idosos (VISVANATHAN,
et al., 2003) e pacientes hospitalizados (CERECEDA, et al., 2003).

A desnutricio é a principal causa mundial de imunodeficiéncia
(CHANDRA, 1997). A caracterizagao das alteragdes observadas no tecido
hemopoético em decorréncia desta sindrome ¢é importante para a
compreensdao dos mecanismos envolvidos na redugdo da
imunocompeténcia. Com base em achados prévios de alteragbes
quantitativas na composicao de proteinas da matriz extracelular da medula
ossea (VITUR! et al., 2000), orgao primario da produgao de células efetoras
da resposta imune especifica e inespecifica, e devido a importancia da
organizagdo da matriz extracelular na regulagcdo da hemopoese, este
trabalho teve como meta a caracterizagao da composigdo e distribuicdo
topografica de fibronectina, laminina, colageno e de proteoglicanos
presentes na matriz extracelular da medula 6ssea em modelo de desnutricdo
protéica.

Estudos realizados tanto em humanos quanto em animais nao tém
permitido uma avaliagdo gfobal sobre a hemopoese e sobre a mobilizagao e
fungdo de leucocitos, visto que, geraimente as informagdes sobre cada um
destes aspectos sdao obtidas de trabalhos utilizando animais de espécie,
sexo e idade diversas, dietas qualitativa e quantitativamente diferentes e,
sob os mais variados estimulos inflamatérios e infecciosos. Assim, Garcia
(1992), em sua tese de doutorado, desenvolveu 0 modelo murino de
desnutricao protéica empregado neste trabalho e que tem permitido a
compreensdo do efeito da desnutrigao no processo da hemopoese e de
aspectos da resposta inflamatéria (BORELLI et al., 1995 e 1998; BORELLI,
NARDINELLI, 2001; BORSATO, 1999; SOUZA et al., 2001; VITURI et al.,
2000; XAVIER, 1999). Neste modelo utiliza-se camundongos machos com 2
a 3 meses de idade (adultos). O sexo foi escolhido para evitar a flutuagao
hormonal do ciclo estral e, portanto sua influéncia na cinética de células
sangiineas (GRIFFTH, 1942) e a idade adulta devido a estabilizagdo do



Discussfo 62

sistema hematopoético (BANNERMAN, 1983). As formulagbes das ragdes
utilizadas no processo de desnutrigao foram elaboradas considerando os
teores de vitaminas, acidos graxos e sais minerais necessarios para fornecer
uma dieta adequada, restringindo-se apenas a quantidade de proteina da
ragdo hipoprotéica. Neste modelo a desnutrigao é inicialmente causada pela
deficiéncia de proteinas, contudo, tendo em vista a resposta anorética do
animal, o processo evolui para desnutrigao protéico-energética. Os animais
sdo mantidos, inicialmente, em gaioleiro metabdlico, em ambiente com
temperatura controlada e ciclo de luz (claro/escuro) de 12 horas e recebem
ragao comercial e agua ad /ibitum. Esta etapa de adaptagéo é realizada para
eliminar a situagdo de stress que pode ocorrer quando os animais sao
colocados em gaioleiros individuais.

Os animais que receberam a ra¢do hipoprotéica apresentaram
redugdo no consumo diario de ragdo. Este comportamento tem sido
observado nos trabalhos realizados neste laboratério (BORELLI et al., 1995;
BORSATO, 1999, VITURI et al., 2000; XAVIER, 1999). A associagdo entre
anorexia e deficiéncia de aminoacidos essenciais foi relatada no inicio do
século passado por Willcok e Hopkins (apud GIETZEN; MAGRUM, 2001).
Segundo Gitzen (1993) os animais possuem mecanismos de selegao que
permitem a obtencgao de dieta balanceada. Na auséncia de dieta adequada
em aminoacidos essenciais, 0s animais desenvolvem resposta anorética na
tentativa de minimizar as consequéncias decorrentes do consumo de dieta
desbalanceada. Os mecanismos envolvidos no reconhecimento do
desequilibrio estdo associados a diminuigdo do aminoacido limitante, de
norepinefrina e AMP ciclico, e ainda por alteragées na sintese protéica.
Existem evidéncias de que, em vertebrados, o sistema para detecgdo de
aminoacidos essenciais esteja localizado no sistema nervoso central, mais
especificamente no coértex piriforme anterior. E provavel que seres humanos
também possuam estes mecanismos (GIETZEN; MAGRUM, 2001). A
redugcdo na ingestdo de alimento pode derivar também de transtomos
hipotal&@micos, determinados por lesdes locais e disturbios psicogénicos,
semelhantemente a anorexia nervosa (WATERLOW, 188c).
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Com a redugao do consumo de ragao e, conseqilentemente, de
proteinas, os animais do grupo desnutrido apresentaram significativa perda
de peso corporal. Esta perda pode ser atribuida ao consumo de reservas
endogenas (tecido adiposo e muscular), que ocorre em condigdes de
deficiéncia nutricional, para obtengdo de energia (AUGUSTO et al., 1995).
Na DPE, paralelamente a redugdo do peso corporal, ha redugdo na
concentragao de proteinas piasmaticas e viscerais (AUGUSTO et al., 1995)
e desta forma a albumina plasmatica tem sido amplamente utilizada como
parametro de avaliagdo do estado nutricional. Em algumas situagbes a
albumina pode nao ser o melhor parametro para a avaliagao nutricional, pois
sua vida média é de cerca de 18 dias; contudo, neste modelo, a
concentragcao plasmatica de albumina mostrou-se adequada, pois os animais
perdem, em média, 25% do peso corporal em, aproximadamente 15 dias.

A ragao considerada como basal foi adequada nutricionalmente, uma
vez que a curva de peso corporal, as concentragdes plasmaticas de proteina
e albumina, bem como os pardmetros hematolégicos do sangue e da meduia
bssea encontraram-se dentro dos valores esperados para camundongos
Swiss adultos, conforme valores de referéncia (BANNERMAN, 1983;
MOORE, 2000; SANDERSON; PHILLIPS, 1981). Por outro lado, a ragao
hipoprotéica, ora utilizada, induziu desnutrigao, caracterizada pela perda de
peso, e redugdo da albumina, ocasionando um quadro de anemia e
leucopenia de origem central visto as alteragbes qualitativas e quantitativas
encontradas na medula ossea.

A anemia, em varios graus de gravidade, € um quadro comum na
DPE. Assim como a desnutricdo, a etiologia da anemia € multifatorial e o
mecanismo etiopatogénico pode variar conforme o tipo e grau de
desnutricdo, presenga ou nao de infecgdo ou da associagdo com outras
doengas. A anemia decorrente da desnutrigdo pode ser atribuida a fatores
como a prépria deficiéncia protéica, ou a associagdo desta com deficiéncia
de ferro, folato e vitaminas (BARON, 1997). Outros mecanismos
etiopatogénicos propostos para a anemia foram hemodiluigdo, hemdlise,

hipotrofia eritréide e redugdo da concentragdo sérica de eritropoetina
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Neste trabalho a maiora dos camundongos desenvolveram uma
anemia com importante reticulocitopenia e cuja caracteristica morfolégica
mais evidente foi a redugdo do volume celular. Porém, o conteiudo de
hemoglobina intracorpuscuiar foi preservado, nos parecendo que, a
deficiéncia protéica poderia alterar qualitativamente e, ou quantitativamente
a estrutura da membrana celular, ou ainda, promover modificagbes
metabdlicas nos eritrocitos. O aumento da resisténcia osmética de eritrdcitos
de camundongos desnutridos foi observado em experimentos realizados
neste laboratério, entretanto esta alteragdo ndo esta relacionada as
proteinas da membrana citoplasmatica, uma vez que, analises preliminares
nao detectaram ailteragbes significativas na composicdo protéica da
membrana eritrocitaria (dados nao publicados).

As analises realizadas em nosso laboratério evidenciam que a anemia
encontrada em camundongos aduitos, submetidos a desnutricao protéica,
nao é ferropriva uma vez que nesses animais a concentragao plasmatica de
ferro, bem como os valores de saturagdo da transferrina e a ferritina na
medula ossea, figado e bago encontram-se elevados. A analise da
eritropoese medular, nos animais desnutridos revela redugiao de células
eritrdides primitivas (dados nao publicados) e, da mesma forma que
Aschkenasy (1957), temos encontrado alteragdo na maturagao dos
eritroblastos. Tendo em vista que foi excluida a natureza hemolitica dessa
anemia, e que esses animais nao respondem a administracao de
eritropoetina (dados nao publicados), sugerimos que a anemia seja
ocasionada pela aiteragdo na capacidade de proliferagdo e maturagao da
célula progenitora. A nosso ver esta situagdo decorre de alteragbes no
microambiente indutor da hemopoese.

O efeito da deficiéncia protéica na produgdo e mobilizagéo de
leucécitos esta amplamente documentado, porém, os resultados néao sao
concordantes. Leucopenia e leucocitose sao situagdes descritas na literatura
em processos de desnutricdo, especialmente em seres humanos
(ASCHKENASY, 1957; CATCHATOURIAN et al., 1980, GROSS;
NEWBERNE, 1980; ROSEN et al., 1974). As divergéncias relatadas podem
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ser decorrentes da presenga de quadros multicarenciais e da associagéo a
outros processos patoldgicos, freqientemente observados em condiges de
desnutricao (ASCHKENASY, 1957; WATERLOW, 1990).

Embora a resposta leucocitaria seja variavel as evidéncias indicam
que em situagoes de desnutricdo ndo associada a outras doengas, a
leucopenia é a regra (ASCHKENASY, 1977; FRIED et al. 1978). Dietas
hipoprotéicas ou com composi¢ao inadequada de aminoacidos, tém efeito
neutropénico (ASCHKENASY, 1966a) e eosinopénico (ASCHKENASY,
1966b). Estas alteragbes estao diretamente relacionadas ao
comprometimento da resposta imunologica, tanto especifica quanto
inespecifica favorecendo a instalagao de processos infecciosos.

A aparente dificuldade da resposta leucocitaria em infecgbes
bacterianas em DPE seria, segundo Suda et al. (1976), devido a redugao no
compartimento de reserva da medula 6ssea e nao a dificuldade primaria no
processo de mobilizagdo dos leucécitos do sangue para os tecidos.
Entretanto, os dados sobre a mobilizagdo celular também séo divergentes
(CHANDRA, 1975). Endotoxinas alteram a mobilizagdo celular ndo soé
deslocando os granulécitos "marginais”, mas também, modificando o influxo
no compartimento de maturagao (ATHENS, et al., 1961, KAMPSCHMIDT,
UPCHURCH, 1977).

Goyal et al. (1981) encontraram, em pacientes marasmaticos, redugao
da adesao de polimorfonucleares a coluna de nylon. Harris et al. (1985),
observaram diminuigao da quimiotaxia e da adesao de neutréfilos obtidos
de ratos recém-nascidos cujas maes eram desnutridas. Camundongos
adultos submetidos a DPE apresentaram redugdo da celularidade na
cavidade peritoneal apos administragdo intraperitoneal de glicogénio
(BORELLI et al., 1995; GARCIA; BARBIERI, 1986) e de BCG e LPS, bem
como redugao, in vivo, da migragao de leucécitos. De la Fuente et al. (1992)
observaram, in vitro, aumento da adesao dos macréfagos peritoniais obtidos
de camundongos desnutridos; porém, Borelli; Nardinelli (2001) encontraram
reducado da adesdo bem como da expressdao de fibronectina em

macréfagos.
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A desnutricio severa produz diversos efeitos celulares e alguns
resultados experimentais indicam perda ou redug&o na proliferacao celular
em varios 6rgdos (ORTIZ; BETANCOURT, 1984; BETANCOURT et al.,
1989), sugerindo que a desnutricao pode prolongar o tempo de proliferagao
das células na medula éssea (ORTIZ; BETANCOURT, 1984).

A medula 6ssea é constituida por células do tecido hemopoético,
celulas estromais e células acessérias em associagdo com as
macromoléculas da MEC, formando uma estrutura altamente organizada e
ricamente vascularizada. Os sinustides estao separados das células
hemopoéticas por uma Unica camada de células endoteliais e uma rede de
células reticulares atua como suporte para a formagdo dos corddes
hemopoéticos. A MO é um reservatério de células tronco hemopoéticas, e
sua organizagdo estrutural fornece um microambiente adequado para
proliferacao e diferenciagdo de células precursoras e também para a
liberagdo de células sangiiineas diferenciadas para a circulagao (COTRAN,
KUMAR, COLLINS, 1999; HUTCHISON e DAVEY, 1996).

Em humanos, logo apoés o nascimento, 90% dos ossos do corpo
apresentam medula 6ssea ativa. Em individuos adultos, saudaveis, somente
ossos chatos, como cranio, vértebras, pélvis, caixa toracica, clavicula e as
partes proximais dos ossos longos mantém a atividade hemopoética. Os
demais ossos tém o espago meduiar preenchido por células adiposas
constituindo a chamada MO amarelta (HUTCHISON; DAVEY, 1996). A
celularidade da MO geraimente é expressa como taxa de volume de células
hematopoéticas em relagdo ao volume total do espago meduiar
(HUTCHISON; DAVEY, 1990).

Segundo Bannerman (1983), a celularidade normal da MO de
camundongos adultos ocupa 90 a 96% do espag¢o medular dos 0ssos e que,
diferentemente dos humanos, mantém atividade hemopoética, mas estes
valores podem variar com a linhagem do camundongo, idade e local da
pungdo (HUTCHISON; DAVEY, 1990). Assim os valores referenciais podem
variar entre 25 e 75% (WEISS, 1986).
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Considerando que a medula ossea esternal & um tecido
hemopoéticamente ativo em condigdes fisiolégicas e que os animais controle
apresentaram elevada celularidade, os animais desnutridos apresentaram
comprometimento medular significativo caracterizado por deplegdo da
celularidade total, presenga evidente de células “adip6citos-like” e deposigao
de substancia hialina nos espacgos intercelulares. A hipotrofia medular
ocorreu pela redugdo significativa de todas as linhagens celulares,
especialmente das linhagens mieldides.

Hipocelularidade da medula 6ssea (BORELLI et al., 1995), com
evidéncias histologicas de alteragao da matriz extracelular, tem sido
observada freqiientemente em desnutricao protéica experimental (XAVIER,
1999). Camundongos desnutridos apresentaram hipotrofia crescente do
tecido mieléide em fungao do grau de desnutricao, destacando-se deplegao
dos setores eritroides, granulo-monociticos e, nos graus mais intensos de
desnutricdo, deplegdo também do setor megacariocitico e blogueio
maturativo (XAVIER, 1999). Quanto ao estroma medular, observou-se
dilatagdo sinusoidal progresssiva, ocupando grande parte do territorio
medutar. A populagdo de células “adipdcitos-like® manteve-se,
aparentemente, inalterada no desenvolvimento da desnutricio e
eventualmente foram observados focos de reagao endosteal. Esta hipotrofia
foi parcialmente revertida nos animais desnutridos que voitaram a receber
ragdo basal. Contudo, a restituicio da celularidade ocorreu de maneira
andmala, perdendo-se a relagao topografica entre as diferentes linhagens e,
adicionalmente, as células hemopoéticas apresentaram caracteristicas
morfoldgicas aberrantes, caracterizando um quadro histopatolégico de
displasia; esses animais apresentaram pancitopenia no sangue periférico
(XAVIER, 1999).

O fato de que 6rgaos que apresentam alta taxa de renovagao celular
apresentam modificagdes estruturais em situagdes de desnutrigao protéica
provavelmente, devidas ao comprometimento da proliferagao celular (FRIED
et al., 1978) justificam, pelo menos em parte, a hipocelularidade da medula

ossea observada neste estudo. Os mecanismos envolvidos na hipotrofia
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encontrada em desnutrigdo ainda nao sao completamente compreendidos.
Entretanto, aiteragées hormonais descritas podem desempenhar um papel
importante. Por exemplo, niveis aumentados de hormdnio do crescimento
(GH) foram encontrados em criangas com DPE, com normalizagdo apés
terapia nutricional e que apresentaram correlagdo inversa com o nivel sérico
de albumina (BECKER, 1983). Este aumento de GH pode ser decorrente de
mecanismos homeostaticos destinados a otimizar a utilizagdo da pequena
quantidade e, ou baixa qualidade de aminoacidos disponiveis para a sintese
de proteinas. Contrariamente ao esperado, foram relatados, em condi¢des
de DPE, baixos niveis de fator insulina-like (IGF), uma familia de citocinas
induzida pelo GH (BECKER, 1983). Os mecanismaos propostos para justificar
estas alteragoes foram deficiéncia de sintese protéica no figado ou secre¢ao
de uma molécula de GH anormai e biologicamente inativa, ou ainda a
alteracdo de receptores de GH. Assim como o GH, os niveis de IGF
retornaram ao normal apés renutrigdo (BECKER, 1983).

Apos administragdo de GH em animais, saudaveis, jovens, as céluias
da MO apresentaram aumento na sintese de DNA (NAGY; BERCZI, 1989)
sendo observado aumento no numero de progenitores hemopoéticos,
sugerindo que as células da MO sejam um alvo importante para a agao do
GH (WELNIAK et al, 2000; WOODY et al, 1999). French (2002) demonstrou
que apos injegdo de GH recombinante houve reversao da hipocelularidade
da MO de ratos idosos como consequéncia do aumento do nimero de
células eritrdides e granulociticas sem, no entanto, afetar suas proporgoes
relativas.

Existem evidéncias de que o IGF-l atua diretamente em células
progenitoras estimulando a hemopoese (FRENCH, 2002). Esta hipotese
baseia-se (i) no blogueio da eritropoese e granulopoese in vitro causado
pelo anticorpo especifico para receptor de IGF-I (MERCHAV, 1998); (ii) na
demonstragcdo da expressio de receptores para IGF-1 em células
precursoras das linhagens B, T e mieloide (BURGESS et al, 1999); (iii) na
auséncia de receptores para GH em células progenitoras mieldides, mas
expressdo abundante de receptores para IGF-I nestas células; (iv) na
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replicagao e diferenciagao de células progenitoras mieléides em granulécitos
e macrofagos apds estimulo in vitro com IGF; e (v) na inibicao da morte
celular pelo IGF-I. Uma vez que niveis reduzidos de IGF foram encontrados
em situagbes de DPE (BECKER, 1983) este pode ser um dos mecanismos
envolvidos na hipotrofia medular observada nesta sindrome. Entretanto, ha
que se considerar a influéncia de outras alteragdées hormonais, como a
deficiéncia de horménios tireoideanos (BECKER, 1983) e sua influéncia na
organizagdo da matriz extracelular (FARWELL; DUBORD-TOMASETTI,
1999).

No presente trabalho, as alteragbes medulares encontradas,
coincidiram com os trabalhos anteriores do grupo, exceto pelo aumento da
populagao de células “adipécitos-like” e de AH, e sao semelhantes, ao nosso
ver, a degeneragdo gelatinosa da medula 6ssea observada em humanos
(SEAMAN et al., 1978; SEN et al.,, 2003; TAVASSOLI et al., 1976). Esta
alteragao caracteriza-se pela redugao de células hemopoéticas, presenga de
adipdcitos e aumento na deposigdo de substancia hialina no espago
extracelular, conferindo-lhe o nome.

A degeneracao gelatinosa da medula 6ssea, descrita iniciaimente em
pacientes com deficiéncia nutricional (SEAMAN, et al, 1978, TAVASSOLI, et
al, 1976), esta mais frequentemente associada a pacientes com perda de
peso e caquexia (BOHM, 2000), podendo ser encontrada em doengas
neoplasicas (BOHM, 2000; SEN, et al., 2003), alcoolismo, SIDA, doenga
cardiaca cronica (BOHM, 2000), infecgdes cronicas, anemia aplastica (SEN,
et al., 2003) entre outras. Sao poucos os trabalhos relacionando desnutrigao
e alteragdes da matriz extracelular. Lyra et al. (1993) avaliaram os efeitos da
desnutricdo sobre o timo de criangas desnutridas e observaram aumento na
densidade da MEC, o que foi considerado responsavel pela deplegéo dos
timdcitos. A maioria dos trabalhos publicados sobre degeneragao gelatinosa
correlaciona a associagao entre as doengas e a presenca da alteragéo.

Neste trabalho, utilizamos métodos de coloracdo histoquimica para
caracterizar a natureza da substancia hialina presente nas areas de
hipocelularidade da medula éssea de camundongos desnutridos. Estes
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metodos permitem a identificagdo de grupamentos quimicos especificos e
tém sido considerados adequados para a caracterizagdo histoquimica da
degeneragao gelatinosa da medula 6ssea (BOHM, 2000; SEN, et al., 2003).
A reagdo do PAS foi utilizada visando a identificagido de cadeias
polissacaridicas neutras, presentes principalmente em glicoproteinas, a
coloracdo de azul de alcian pH 2,5 para identificar a presenga de
mucopolissacarideos carboxilados e pouco sulfatados, principalmente acido
hialurénico. Adicionalmente, realizamos a coloragdo de tricrdmico de Masson
para a identificagdo de moléculas de colageno.

Células do estroma derivado da medula dssea de seres humanos
cultivadas in vitro sintetizam colageno | e Ill (ZUCKERMAN; WICHA, 1983).
A presenga destes tipos de colageno foi detectada na matriz extracelular da
medula 6ssea de humanos e de ratos saudaveis (BENTLEY, 1984), mas, em
camundongos, o colageno foi detectado em quantidade relativamente
pequena (NILSSON et al., 1998). Neste trabalho, observamos, assim como
Nilsson et al (1998), a presenga de coldgeno apenas na regido do endésteo
tanto nos animais nutridos quanto nos desnutridos, porém nestes em menor
quantidade. A auséncia de colageno na matriz extracelular da medula de
camundongos foi confirmada na microscopia eletrénica de transmissao. A
diferenga na expressao de colageno na medula de camundongos em relagao
aos humanos e ratos pode ser atribuida a diferengas relativas a espécie.

Em condigdes fisiologicas, glicoproteinas e proteoglicanos ndo séo
detectados, histoquimicamente, na matriz extracelular da medula dssea
(BOHM, 2002). O acido hialurdnico foi identificado como sendo o principal
componente da matriz extracelular nas condigbes patolégicas que cursam
com degeneragéo gelatinosa medular (CORNBLEET et al., 1977; SEAMAN,
et al, 1978). Entretanto, existem evidéncias de que outras substancias
pedem fazer parte desta matriz (BOHM, 2000). Analises quantitativas da
MEC da medula 6ssea de camundongos desnutridos revelaram alteragoes
na proporgcao de proteinas da MEC, especialmente fibronectina, laminina e
trombospondina (VITURI et al., 2000).
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O inicio da hemopoese requer eventos moleculares adesivos que
permitem que a CTH seja retida na medula éssea, seja pelas interagdes
célula-célula ou céiula-MEC (TAVASSOLI; MINGUELL, 1981). Foi
demonstrado que a implantagdo da CTH é& dependente de migragao
intramedular seguida de retengao seletiva em nichos endosteais especificos
(NILSSON, 2001). A ades@o seletiva de células primitivas ao estroma
depende da interagao de uma proteina (ndo descrita pelos autores) expressa
na membrana citoplasmatica destas céiulas, com sitios especificos de
glicoconjugados da membrana de células estromais (TAVASSOL;
MINGUELL, 1991). Porém, outros mecanismos moleculares s30 necessarios
para estabilizar a adesao da CTH ao estroma medular. Estes mecanismos
envolvem a interagao da CTH com a MEC (TAVASSOLI; MINGUELL, 1991).

Acredita-se que a fibronectina desempenhe um papel central tanto na
adesdo, quanto na migragédo das células hemopoéticas, particularmente de
células precursoras da linhagem eritréide (CLARK et al., 1992; GORDON,
1988; PLATEL; LODISH, 1987; TAVASSOLI; MINGUELL, 1991). A
fibronectina é reconhecida por dois receptores, tipo integrina, e que séo
expressos pelas CTH: VLA-4 e VLA-5. Existem evidéncias de que estes
receptores podem modular, de forma independente, a adesao e a migragao
de células primitivas e de células progenitoras comprometidas e em fase de
divisdo, a fibronectina. O VLA-5 esta provavelmente envolvido na adeséo,
mas ndo na migragao, enquanto o VLA-4 esta envolvido na migragéo e nao
na adesdo estatica de células primitivas em divisdo (GIET et al., 2002).
Estes dados sugerem que as células que estao em fase de diviséo
apresentam maior adesao estatica a fibronectina e redugao na capacidade
de migracdo através de interagdes com a FN (GIET et al., 2002). Algumas
citocinas, como “stem cell fag:tor", IL-3 e trombopoietina, podem modular a
expressdo de recéptores \_{LA:Z‘I‘e VLA-5 (GIET et al., 2002), o que significa
que estas citocinas podemrl:éghlar a interagao da CTH a FN, influenciando
tanto a adesao quanto a migragio de células em divisao.

Os proteoglicanos também podem estar envolvidos no mecanismo de

adeséo celular de céluias primitivas. Gordon e seus colaboradores (apud
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SICZKOWSKI et al., 1992) observaram que células progenitoras da meduia
bssea obtidas de seres humanos, células formadoras de colénias de blastos
(CFC- BI) e pré-unidade formadora de colénias de granulécitos e monécitos
(pré UFC-GM), aderem a camada de células estromais derivadas da medula
6ssea cultivadas in vitro, e que UFC-GEMM, UFC-GM, BFU-E nao
apresentam esta propriedade. Estes pesquisadores demonstraram que a
interagdao das células progenitoras primitivas ao estroma depende da
presenca de HS-PG na matriz extracelular secretada pelas células estromais
€ sugeriram a expressao de um receptor para HS como mediador desta
interagao.

As informagdes sobre as propriedades adesivas das isoformas de
laminina presentes na microambiente medular sao escassas, mas existem
evidéncias de que pelos menos uma isoforma de LN pode estar envolvida na
adesao de células primitivas. Dentre as isoformas de laminina detectadas na
medula éssea de camundongos saudaveis, LN2 (a2B1y1), LN8 (adplyl) e
LN10 (a5B1yl), esta Gltima apresentou propriedade adesiva para células
hemopoéticas mutipotentes mielides (FDCP-mix) (GU et al. 1999). Esta
fungao foi atribuida a cadeia a5 desta molécula. As interagées da LN com as
células hemopoéticas podem ser mediadas via receptores do tipo integrinas.
Uma das subunidades destes receptores, a cadeia a6, foi identificada tanto
em células hemopoéticas quanto em uma sub-populagdo de células
estromais da medula dssea sugerindo a possibilidade de interagao entre
estas células e a LN (GU et al., 1999).

Apds a fixagao seletiva da CTH, a hemopoese pode ser modulada via
produgdo de componentes da MEC controlada pelos FCH e outras citocinas
(TAVASSSOLI; MINGUELL, 1991). Desta forma, a produgdo de uma ou
véarias populagdes de células pode ser estimulada ou inibida com o objetivo
de manter a homeostasia do organismo. Nesta etapa do processo de
hemopoese, moléculas de sinaliza¢éo atuam direta ou indiretamente sobre a
CTH controlando a proliferagao e a diferenciagao.

O Acido hialurénico esta presente desde a fase embrionaria do

desenvolvimento orgénico e juntamente com seus receptores, RHAMM e
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CD44, desempenham papel importante na organogénese. Uma das fungées
atribuidas ao AH é a criagdo de um espago adequado para a migragao
celular (SHERMAN et al., 1994). O AH foi considerado como agente inibidor
da eritropoese (BHOM, 2000; SEN, 2003), provavelmente devido a
associagdo entre o aumento da sua deposicdo e a hipotrofia medular
observada na degeneragéo gelatinosa da medula 6ssea, mas o mecanismo
inibidor nao foi comprovado. Entretanto, in vitro, o AH apresenta efeito
indutor da hemopoese, podendo estimular tanto a linfopoesse quanto a
mielopoese. Este efeito pode ser explicado pela indugdo da sintese e
liberagdo de IL-1 e particularmente de IL-6, pois, estas citocinas apresentam
agao estimulante sobre as células progenitoras primitivas da medula éssea
regulando uma etapa anterior aoc comprometimento da CTH
(KHALDOYANIDI et al., 1999).

A expressido de HS-PG ¢é induzida durante a diferenciagao eritroide e
nao foi observada durante a diferenciagao granulocitica, indicando que o HS
apresenta fungdo na diferenciagao eritrdide, provaveimente por atuar como
co-receptor para eritropoetina (DRZENIEK et at., 1999).

Por outro lado, células hemopoéticas murinas primitivas cutivadas in
vitro, estdo ancoradas a camada estromal via interagao mediada por CS-PG
associado a membrana e também pode promover a interagao da célula
hemopoética aos componentes da MEC (FN e colageno | e lll) e desta forma
constituir um sistema de regulagido da proliferagao celular (MINGUELL;
TAVASSOLI, 1989). Estudos realizados por Yamaguchi mostraram que a
proliferagdo de células de ovario de Hamster chinés (CHO) foi inibida
simultaneamente a expressdo de decorin recombinante, via inibigdo da
atividade de TGF-B, evidenciando desta forma, a atividade biologica do
complexo TGF-p/Decorin (apud KRESSE; SCHONHER, 2001). Decorin € um
membro da familia dos PGs pequenos, caracterizada pela presencga de
cadeias de CS/DS (I0ZZO, 1998). Desta forma podemos supor que a
expressdo de CS-PG associado & membrana das células primitivas da
medula 6ssea possa desempenhar um papel na inibigdo da proliferagao

celular via interagdo com TGF-f.
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Os resultados deste trabalho podem ser relevantes para a
compreensao dos mecanismos envolvidos na etiopatogenia da hipotrofia
observada nas doengas que cursam com degeneragéo gelatinosa da medula
6ssea. A desnutrigao induziu modificagdes na matriz extracelular da medula
0ssea, especialmente no endésteo, local de fixagdo das células tronco e por
isso considerado como microambiente indutor da hemopoese. Assim, as
modificagdes histolégicas causadas pelo aumento de fibronectina e de
laminina e a distribuigao de proteoglicanos nessa regiao, podem, a nosso
ver, modificar os processos de interagao celular e, portanto, de sinalizagao,
alterando a capacidade de auto-renovagdo, de proliferagdo e de

diferenciagao da célula tronco hemopoética e conduzindo a atrofia medular.
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Neste trabatho observamos que, camundongos submetidos a
desnutrigdo protéica, apresentaram as seguintes alteragdes na medula
ossea:

* importante desorganizagao arquitetural do tecido hemopoético, com

modificagao nas relagdes celulares;

¢ aumento significativo do espago intercelular, o qual foi preenchido por

matriz extracelular;

e presenca de fibronectina na regidao central do espago medular e

marcagao mais evidente na regido endosteal e perivascular;

e aumento de laminina tanto na regido central quanto na regiao do

endosteo;

e auséncia de colageno na matriz extracelular da medula dssea de
camundongos, tanto do grupo controle quanto desnutrido, foi

comprovada por microscopia eletrénica de trasmissao.

e presenga de acido hialurénico nas regiées com redugao significativa
da celularidade, aparentemente com marcagao mais acentuada nas

regiées pericelulares;

e presenga de granulos de proteoglicanos sulfatados associados a
membrana celular e no espago intercelular com padrdo de

distribuicao distinto nos animais controles.
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Anexos

1.1 Avaliagdo hematolégica do sangue periférico

1.1.1 ERITROGRAMA

1.1.1.1 Contagem de Hemacias

Método: contagem direta em hemocitémetro

Procedimento: Diluir o sangue com diluente de Gower na proporgac 1/200,
em tubo de ensaio 12 x 75 mm pipetar 2,0 mL de diluente de Gower e 10 GOL
sangue total homogeneizado.Homogeneizar e encher a camara de
Neubauer com um capilar. Deixar em repouso durante 5 minutos em camara
umida e fazer a contagem das hemacias em 5 dos 25 quadrados do
quadrado central da camara de Neubauer usando a objetiva de 40x.

Célculo: hemacias/ mm?® = n° hemacias contadas nos 5 O x 10.000

1.1.1.2 Determinagiao do Hematocrito

Método: microcentrifuagao

Procedimento: Encher o tubo capilar com sangue previamente
homogeneizado até 2/3 do tubo e fechar a extremidade que n&ao contenha
sangue com chama. Centrifugar durante 5 minutos. Para a leitura, colocar o
tubo sobre a tabela apropriada. Fazer o menisco inferior coincidir com a linha
Zzero e o menisco superior com a linha 100%. Determinar a linha de
separacao entre a coluna de hemacias sedimentadas e o plasma,
desprezando a fina camada de leucdcitos e plaquetas que se forma nesta

regido. O resultado é expresso em %
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1.1.1.3 Dosagem de Hemoglobina

Método: Cianometahemoglobina

Procedimento: Em um tubo de ensaio 15 x 100 mm pipetar

Reagente Branco Padrao Teste
Reagente de Drabkin 25mL 2,5mL 2,5mL
Padrao —_— 10pL _—
Amostra homogeneizada _—  — 10uL

Homogeneizar e deixar em repousar durante 5 minutos.
Ler a D.O no espectrofotometro em 540 nm, zerando com o tubo branco.
Calculos : Hb (g/dl) = Fator de calibragao x D.O. teste

Reagentes

Reagente de Drabkin

KH2P O 4. o e eee e e e e e e e ee e e e enr e eemnenes 140 mg
K3 (CN ).ttt r st e e s s e e ann 200 mg
[0 1 T S R OO SOOI 50 mg
] (=T o ) SRR 0,5mL
H20 dest................... Lo =] o PSSO 1.000 mL

1.1.1.4 Calcuio dos indices hematimétrico

Volume corpuscular médio: VCM (fL)= (Ht/ n® hemacias) x 10
Hemoglobina corpuscular média: HCM (pg)= (Hb/ n® hemacias) x 10

Concentragao de hemoglobina corpuscular média: CHCM (%)= Hb/Ht x 100

1.1.1.5 Contagem de Reticulocitos

Método: Coloragao supravital com azul de cresil brilhante

Procedimento: Em um tubo de ensaio 12 x 75 mm colocar 50 pL de sangue
colhido com EDTA e acrescentar 25 ul de Azul de Cresil Brilhante a 1% em
solugao citrato salino. Homogeneizar e colocar em banho-maria 37°C por 20

minutos. Homogeneizar novamente, fazer esfregago e deixar secar ao ar.
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Contar 5 campos com aproximadamente 200 hemacias, dividir resultado

por 10 e expressar o resultado em porcentagem.

Reagentes

Azul de Cresil Brilhante a 1% em citrato salino

Citrato triSSOAICO. .....coveviiiii ettt e e e e e e e ee e 0449
Azul de cresil brilhante............cc.eeeeeeeiiiieceeeeceeer e 1,09
Solugao fisiologica (0,85%)...... Lo 1=7 o S 100 mL

1.1.2 LEUCOGRAMA

1.1.2.1 Contagem de Leucdcitos

Método: Contagem direta em hemocitémetro

Procedimento:Em um tubo de ensaio 12 x 75 mm pipetar 380 uL de Liquido
de Turk e 20 uL sangue total homogeneizado.

Homogeneizar bem e deixar em repouso por 2 a 3 minutos. Homogeneizar
novamente e carregar a camara de Neubauer. Deixar a cAmara em repouso
por 3 minutos e contar o numero de leucocitos nos 4 quadrados laterais com
objetiva de 10x.

Calculo; Leucocitos totais / mm® = leuco contados nos 4 O laterais x 50

Reagentes:

Liquido de Turk
AC. ACEHICO GIACIAL ... .eceeeeeeeeee e 20 mL
Azul de cresil brithante................ocoociiii e 1mL
H,O dest.............. o 1 o PN 1.000 mL

1.1.2.2 Coloragdo de May-Grunwald-Giemsa (MGG) modificado
(ROSENFELD, 1947)

Procedimento: Cobrir a lamina com cerca de 2 mL de corante de Rosenfeld
e deixar durante 3 minutos. Adicionar cerca de 2 mL de agua destilada
previamente fervida e com pH 7,0. Assoprar com pipeta paa homogeneizar a

solugdo e deixar corar por 10 minutos. Lavar a lamina em agua corrente,
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limpar a parte inferior da lamina com algodao ou gaze e deixar secar ao ar.
Examinar com objetiva de imersao.

Reagente:

Corante de Rosenfeld

May-Grunwald, eosina azul de metileno.(Merck - Ref.101352).....0,53g
Giemsa, azur-eosina-azul de metileno.(Merck - Ref.109203)........ 0,979
Metanol.(Merck - Ref.108009)...........ccocovevieiiiiiiieeeemeeeee e 1000mL

1.1.3 Solugdo anticoagulante de EDTA a 10%

EDTA.Na; dihidratado...(Merck - Ref.21562).........cccevveevvrvreneeeennnnn 10g
AQUA AESHIA...QSP.....oeeieier e rteas et s et 100mL

1.2 Processamento histologico
1.2.1 Solugdes fixadoras

Formalina tamponada 10%

NazHPO4 (@nidro)..........coveiiieeeceeiecir e e eee e e 3,25¢g
NaH;PO4 (monohidratado).............eeeveeeemiiiieieeiiieieee e ceeneiaan, 2,09
AQUA AESHIATA. ..ot 450 mL
Formaideido solug@o @ 37-40%......cooeeerreeeiiciiieeeeeciire e e 50 mL

Paraformaldeido 4% tamponado
e Aquecer + 50 mL de agua MilliQ até 60-70°C

e Adicionar 8 g de paraformadeido sob agitagao (esta solugao fica turva

mesmo apos a agitagao)
e Adicionar 3 a 5 gotas de NaOH 1N para clarear a solugao
e Completar o volume para 100 mL em baldo volumétrico
e Adicionar 100 mL de tampéao PBS 0,2M

e Ajustar o pH para 7,3-7,4 antes de compietar o volume final

Methacarn
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MELANOL.... ... ittt aesbre st eeaenaaas 60mL

(07 o T o) {014 4 o o TuNOU SO U 30mL

ACIdO @CEtICO GIAGIA............cevieeceeeieeeeeetetet e ee s eeeeranenn 10mL
Bouin

ACIAO PICHCO 1,2%.. vt eeeeeee et seeee et reseaesesenses e seeenene 75mL

Formaldeido 37-40%.........ccoovereeieeeeieieeeeeeeteeee e e 25mL

ACIO @CEHICO GIACIAL...........cveeeeeeeeeeceeeeeeees et 5mL

1.2.2 Solugdes descalcificadoras
Solugao aquosa de Acido nitrico a 5%
Solugao aquosa de Acido farmico 4%

Solugao aquosa de EDTA 10% pH 7,2

EDTA.Naz dihidrtado.........cooocmiiimiiiiiiieeei e 100 g
AQUa deStIAdA. ...QSP. o ecveeeeeeeeeee et 1000mL
Antes de compietar o volume final, ajustar o pH em 7,2 com NaOH 1N

1.2.3 Desparafinizagao e hidratagao de cortes histolégicos

Colocar as laminas nos bergos e dar banhos de:
Xilol | por 15 minutos = Xilol [| por 10 minutos =» Xilol / alcool 50% por 5
minutos =» Alcool absoluto por 5 minutos =< Alcool 95% por 5 minutos =
Alcool 70% por 5 minutos & Tampao PBS 0,02M pH 7,2 por 5 minutos.
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1.3 Protocolo para imuno-histoquimica de fibronectina e laminina

*» Desparafinizagio e hidratagdo dos cortes histolégicos

* Bloqueio da peroxidase enddgena

Cobrir os cortes com H,0; 3% (comercial) e colocar no escuro por 30 min.

¢ Incubag¢ao com Anticorpo primario

Para marcagado de fibronectina, cobrir cada corte com 40-50 pul de
anticorpo anti-fibronectina (Dako A0245) diluido 1:400 e incubar em camara
Umida a 4°C "overnight" e lavar com PBS por 5 min - 2 vezes.

Para marcagao de laminina, cobrir cada corte com 40-50 ul de anticorpo
anti-laminina (Dako Z0097) diluido 1:25 e incubar em camara umida a 4°C
"overnight” .

Lavar com PBS por 5 min - 2 vezes

¢ Incubagao com anticorpo secundario

(Kit StreptABCompiex/ HRP duet mouse/rabbit - Dako K-0492)
a) Cobrir cada corte com 40 ul de Reagente C (anticorpo secundario
biotinilado) diluido 1:100 em PBS pH 7,2 e incubar meia hora a temperatura
ambiente em camara dmida.
b) Lavar com PBS por 5 min - 2 vezes
c) Cobrir cada corte com 40 ul de Reagente AB diluido 1:100 em PBS pH 7,2
(preparar pelo menos 15 minutos antes do uso) e incubar por meia hora a
temperatura ambiente em camara umida

d) Lavar com PBS por S min - 2 vezes

¢« Revelagdo com DAB 0,05%

Preparar no momento do uso:

DAB (Sigma D-5637).........cccccivivieieniieeen2,5mg
Tampao PBS 0,02M.(pH7,2).....cccceeeeeereinemereneees 5,0mL
Ho02PA (30%)....iieeeeeeeeee vt 7.5uL

Cobrir os cortes com a solugao acima, incubar por 5 min e tavar 2x em PBS.
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¢ Contracoloragio

Mergulhar as laminas em hematoxilina de Harrys por 30 a 60

segundos e lavar em agua corrente para retirar o excesso de corante.
¢ Desidratagdao e Montagem

Alcool 70% / 5 min 9 Alcool 90% /5 min < Alcool absoluto / 5 min

Colocar uma gota de Entelan® sobre a lamina e cobrir com laminula.
1.3.3 Reagentes

Tampao PBS 0,2 M pH 7.2 (10x concentrado)

NaH2PO4s monohidratado..........ccceeeeeiiieciieieeeeeeeeceeeeeevecct e 39g
Na;HPO4.dodecahidratado.............cccoeoceveriiiveiiiiieer e 26,59
NaACH ... et e e 81,79
Agua destifada.....qSP....c.o.eeeeeeeeee et 1000 mL

Ajustar o pH em 7,2 antes de completar o volume final.

Tampao PBS 0,02M pH 7.2 (Solucio de uso)

PBS 0,2M.....oiiiii e 100 mL
Agua destilada.........cccooveiviiiiieiiiceeeee e enaaas 900 mL
Conferir o pH e ajustar em 7.2 , se necessario.

Solugao diluente para anticorpo primario
Azida sodica 5%

Solugao Diluente

Tampao PBS 0,02M..........coiiiiiiiiccieeeee e e e s e e e e en e e 12mL
AZIida SOAICA Y.t 0,5mL
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1.4 Coloragao citoquimica para Peroxidase

Método de GRAHAM modificado

Procedimento

Colocar 1,0 mL da solugéo i sobre a lamina a ser corada e deixar por 3
minutos. Adicionar 1,0 mL de solugao Il e deixar mais 5 minutos. Lavar a
lamina delicadamente com agua corrente, secar ao ar e contracorar pelo
corante panético.

Interpretagao

Os granulos de peroxidase apresentam uma coloragéo que varia do amarelo

esverdeado ao marrom escuro.

Reagentes

Solugéo |
Benzidina purificada..............ccoooviiiiiiiiieee et e 0,39
AICOOI @IlICO. .......ceieeeeeeeeee et ee s esn et ene e 99mL

Adicionar 1,0.mL de solugao saturada de nitroprussiato de sédio

Solugao li
Hz02 10 volumes (comerciai @ 3%)........coeveiiiiiciiiiiiiiieeee e 0,1mL
Agua destilada..............ccueeeeeiieieiiieeceiseeeste e 10,0mL

Solugao saturada de Nitroprussiato de sédio

Nitroprussiato de sOdio............cococooiiic s 3.6g
Agua destilada......... (o =] o OO OO OPRPPPRTPOR 100mL
Conservar esta solugao em frasco escuro a 4°C
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1.5 Analise histomorfométrica medular em sistema computadorizado de
analise de imagens

Seqiiéncia para ligar os equipamentos do sistema de analise de imagens da
FCF/USP:

Impressora =» microscoépio = camara de video = computador.
Programa Image- Pro Plus versao 3.0 (Media Cybernetics)

Abrir o programa e iniciar a captura de imagens através da camara digital

utilizando as ferramentas abaixo a partir da barra de menus ou de janelas:

+ Start preview: a imagem aparece na tela

+ Snap: congela a imagem focalizada

e Stop preview: fecha a janela da imagem, permanece a imagem
congelada

+ Equilize: balango de cores e brilho, usar quando necessario,

e Measure-» Calibration < Spatial < selecionar a calibragao conforme a
objetiva em uso

¢ Measure =» Count/Size = Manual = Select colors =» Segmentation =»
histogram based: definir as classes de cores para a marcagao utilizando
a ferramanta pincel = Preview all @ Input/output <» histogram based =
Foreground =» All ranges = Make mask = Measure -» histogram :

anotar os resultados ou exportar para o excel.

Obs:

Color segmentation: separa a cor ou cores desejadas

Make mask: torna a separagao de cores permanente

Foreground: remove toda a area, exceto aquelas que estdo marcadas

usando o0 grupo de selegao de cores.
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1.6 PROTOCOLO PARA IDENTIFICAGAO DE PROTEOGLICANOS POR

MICROSCOPIA ELETRONICA DE TRANSMISSAO
Procedimento:

Coletar o esterno e retirar a camada muscular
Cortar em fragmentos com 1 a 2mm

/\.

Fixador p/ ME Fixador ME + Vermelho
de Ruténio
. 6 h em Temperatura Ambiente (TA) .
i 36 h em geladeira (4°C) i
EDTA 4,13% pH 7,2 EDTA 4,13% pH 7,2
9 dias - TA 9 dias - TA
com troca diaria com troca diaria
N

I

!

Tampao 'Cacodilato 01M
pH 7,3

Tampao Cacodiiato 0,1M
+VR 0,1% pH 7,3

Il

L

v

COLOCAR NO TETROXIDO DE OSMIO 1%
MANTER EM MOVIMENTO GIRATORIO POR 2 h

TRANSFERIR PARA ETANOL :

30% =» 10 MiNUTOS (TA)
50% =» 5 MINUTOS
70% =P DEXAR OVERNIGHT NA GELADEIRA (SE NECESSARIO)

L

TRANSFERIR PARA ETANOL:

80% =» 10 MmiNnUTOS ( TA)
90% =» 10 MINUTOS.
95% =» 10 MINUTOS
ANIDRO =¥ 10 MINUTOS (2 VEZES)
ACETONA PURA = 10 MINUTOS (4 VEZES)

In

TRANSFERIR PARA:

ACETONA + RESINA SPURR (1/1) 2 2h30min (TA)
ACETONA + RESINA SPURR (1/3 ) = 3h30min
RESINA PURA =» OVERNIGHT

N/
INCLUIR EM RESINA SPURR NOVA =¥ IDENTIFICAR AS PLACAS
COLOCAR NA ESTUFA70°C /48 h
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EDTA 4,13% pH 7,2
EDTA . Na; dthidrtado,.,A’l’sg
NaOH... 4%y
Agua destilada... qsp

. 1000rrl.

Antes de completar o volume fmal ajustar o pH em 7, 2

Tetréxido de Osmio 1%
TetroXido de OSMIO.....c..ccuviveiireiiiveriiissccissiiisesissvsssssssssssssssssssssssses 01¢
Tampao cacodilato 0,1 M........oeoeveeeeeiiieieeeeiveeeieeeeveeeeeeveverannns 10 mL

Resina Spurr
ERL (WCD) ettt etetetv ettt s ssssssesnsssonaes 10g
B SO RSOOSR 459
N S A e et e e e e e ne e e s e e e s e e e eaeeeenene 26g
S-1 ou DMAE



