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Resumo

Silva, R.O. Influéncia do envelhecimento sobre aspectos imunomodulatérios de células tronco
mesenquimais medulares em situacdo de desnutricdo proteica.2020.80P. Dissertacéo
(mestrado)- Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas, Universidade de Sdo Paulo, Sdo Paulo, 2020.

As pessoas com idade mais avancada normalmente sofrem de algum grau de caréncia nutricional,
sendo a mais comum a caréncia proteica. O envelhecimento e a desnutricdo proteica vao
comprometer a hematopoese, a geragdo de células imunoldgicas e a resposta imune, podendo causar
uma maior suscetibilidade a infec¢bes. As células tronco mesenquimais (CTMs) apresentam
propriedades imunomoduladoras e sdo essenciais ha hematopoese. Diante disso, esse trabalho tem
como objetivo investigar, em um modelo de envelhecimento submetido & desnutricdo proteica,
aspectos relacionados a capacidade imunomodulatoria das CTMs. Para isso, foram utilizados
camundongos da linhagem C57BL/6. Esses animais foram divididos conforme a idade e foram
separados em jovens (3-6 meses) e idosos (18-19 meses), quando atingiram a idade adequada foram
separados em controles e desnutridos, os quais receberam racdes normoproteicas (12% de proteina)
e hipoproteicas (2% de proteina), respectivamente. O consumo de racdo nos quatro grupos foi
similar. O grupo desnutrido jovem perdeu em torno de 20% de peso e 0 grupo desnutrido idoso
perdeu cerca de 16% de peso, quando comparados com o primeiro dia de dieta. Os animais
desnutridos apresentaram anemia, leucoponia e hipoplasia medular; além de que a ingestdo reduzida
de proteinas provocou as menores taxas de proteinas totais, albumina e ureia no soro. Inicialmente
as CTMs foram isoladas e caracterizadas, onde observou-se aumento da expressdo de CD73 nas
CTMs obtidas de animais idosos, independente do estado nutricional. Adicionalmente, CTMs de
animais idosos apresentaram maior taxa de senescéncia. O sobrenadante de CTMs do grupo
desnutrido jovem apresentou reducédo de IL-1p, TGF-B, e PGE2 e aumento de IL-6; enquanto nas
CTMS de animais do grupo idoso observamos aumento de IL-6 e IL-1B e redug¢do de TGF-B e
PGE2. Em relacdo a expressdao génica, observamos de CTMs de animais do grupo idoso
apresentaram maior expressdo de NOS e NFkB e menor expressdo de STAT3. Quando avaliada a
capacidade imunomodulatéria de CTMs, observamos que, independente do grupo estudado, as
CTMs foram capazes de reduzir a proliferacdo de macrofagos e linfdcitos, porém CTMs de animais
jovens apresentaram maior capacidade em reduzir a taxa de proliferagcdo, principalmente de
linfocitos. Em relacdo as citocinas produzidas por macrofagos quando cultivados com o meio
condicionado de CTMs observamos que, independente do grupo avaliado, todos foram capazes de
reduzir a produc@o de TNFa, IL-1a e IL-1B e aumentar a produgdo de IL-10. Quando avaliada a
producéo de citocinas por linfocitos cultivados em meio condicionado de CTMs, observamos que
CTMs dos animais jovens apresentaram maior capacidade de reduzir a producao de IL-2 e aumentar
a producéo de 1L-10; também observamos que linfocitos cultivados com sobrenadante de animais
idosos produziram maior concentracdo de IFNy. Portanto, sabendo-se que as CTMs tem sido cada
vez mais aplicadas em diferentes situacdes que envolvem a terapia celular, podemos concluir que o
envelhecimento e a desnutri¢ao proteica sao fatores que separados ou em conjunto influenciam no
efeito imunomodulador dessas células e consequentemente podem afetar seu potencial terapéutico.

Palavra-chave: Envelhecimento, Desnutri¢do, Célula tronco mesenquimal, Imunomodulacéo.



Abstract

Silva, R.O. Influence of aging on immunomodulatory aspects of medullary mesenchymal
stem cells in situations of protein malnutrition. 2020. 80P. Dissertation (master's degree) -
Faculty of Pharmaceutical Sciences, University of Sdo Paulo, Séo Paulo, 2020.

Elderly people usually suffer from some degree of nutritional deficiency, the most common
being protein deficiency. Aging and protein malnutrition will compromise hematopoiesis, the
generation of immune cells and the immune response, and may cause greater susceptibility to
infections. Mesenchymal stem cells (MSCs) have immunomodulatory properties and are
essential in hematopoiesis. Therefore, this study aims to investigate, in an aging model
subjected to protein malnutrition, aspects related to the immunomodulatory capacity of MSCs.
For this, mice of the C57BL / 6 strain were used. These animals were divided according to age
and were separated into young (3-6 months) and elderly (18-19 months), when they reached the
appropriate age, they were separated into controls and malnourished, which received
normoproteic diets (12% protein) and hypoprotein (2% protein), respectively. Feed
consumption in the four groups was similar. The young malnourished group lost around 20%
of weight and the elderly malnourished group lost about 16% of weight when compared to the
first day of the diet. Malnourished animals presented anemia, leukoponia and spinal hypoplasia;
in addition to the reduced protein intake caused the lowest rates of total proteins, albumin and
urea in the serum. Initially, MSCs were isolated and characterized, where an increase in CD73
expression was observed in MSCs obtained from elderly animals, regardless of nutritional
status. Additionally, MSCs from elderly animals showed a higher senescence rate. The
supernatant of MSCs from the young malnourished group showed a reduction in IL-1f, TGF-
B, and PGE2 and an increase in IL-6; while in the CTMS of animals in the elderly group, we
observed an increase in 1L-6 and IL-1p and a reduction in TGF-p and PGE2. Regarding gene
expression, we observed that MSCs from animals in the elderly group showed higher expression
of NOS and NF«xB and lower expression of STAT-3. When assessing the immunomodulatory
capacity of MSCs, we observed that, regardless of the group studied, MSCs were able to reduce
the proliferation of macrophages and lymphocytes, but MSCs from young animals showed
greater capacity to reduce the proliferation rate, especially of lymphocytes. Regarding the
cytokines produced by macrophages when grown with the conditioned medium of MSCs, we
observed that, regardless of the group evaluated, all were able to reduce the production of TNFa,
IL-1a and IL-1B and increase the production of IL-10. When evaluating the production of
cytokines by lymphocytes cultured in conditioned medium of MSCs, we observed that MSCs
from young animals showed greater capacity to reduce the production of IL-2 and increase the
production of IL-10; we also observed that lymphocytes cultured with supernatant from elderly
animals produced a higher concentration of IFN-y. Therefore, knowing that MSCs have been
increasingly applied in different situations involving cell therapy, we can conclude that aging
and protein malnutrition are factors that separately or together influence the immunomodulatory
effect of these cells and consequently can affect their therapeutic potential.

Keyword: Aging, Malnutrition, Mesenchymal stem cell, Immunomodulation.
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INTRODUCAO

1.1. ENVELHECIMENTO

O envelhecimento é um processo dindmico, progressivo e irreversivel durante o qual
ocorrem diversas mudangas no organismo do individuo, tais como mudancas funcionais,
morfologicas, bioquimicas e psicologicas (TRAVASSOS et al.,, 2020). A depender do
organismo, o processo de envelhecimento pode sofrer variacdes, sendo mais acelerado para uns
e mais gradativo para outros. Tais variacdes dependem também de outros fatores, como estilo
de vida, presenca de doencas crbnicas e condi¢cdes econémicas e sociais (CAETANO et al.,
2006). Por isso, tratar sobre envelhecimento € identificar a existéncia de um universo de
interpretacdes que estdo relacionadas tanto as questdes organicas quanto socioculturais de um
individuo.

O envelhecimento biologico pode ser caracterizado pela perda de fungdo das células,
dos tecidos, dos 6rgdos e do sistema, ocasionada pelo aumento cronoldgico do tempo e, por
fim, levando o idoso a morte (LESS et al., 2016). No processo de envelhecimento, as células
senescentes se acumulam e sua quantidade aumenta, contribuindo para a decadéncia de tecidos
e orgdos, bem como para o surgimento de doencas relacionadas a idade (DE PINHO et al.,
2020).

Segundo a Organizacdo Mundial de Saude (OMS), o envelhecimento € caracterizado
como um fenbmeno complexo, pois envolve indmeros programas bioldgicos (OMS, 2015). De
fato, a participacdo de alguns marcadores moleculares e celulares determina o fenétipo durante
0 processo de envelhecimento, como instabilidade genémica , atrito de telémeros , alteracdes
epigenéticas, perda de proteostase, deteccdo desregulada de nutrientes, disfuncdo
mitocondrial, senescéncia celular, exaustdo de células-tronco e alteracdo na comunicacao
intercelular (LOPES-OTIN, 2013).

Para os paises em desenvolvimento, a OMS define como idoso o individuo com idade
igual ou superior a 60 anos; ja para os paises desenvolvidos, essa idade seria de 65 anos ou mais
(OMS, 2015). No mundo, a populacdo idosa aumenta exponencialmente. No ano de 2015, a
guantidade de pessoas com 60 anos ou mais era 48% maior do que no ano 2000; no ano de 2050
esse valor serd triplicado quando comparado com o ano 2000 (UNITED NATIONS, 2015).
Atualmente, a populagéo brasileira vive um intenso processo de envelhecimento, pois houve a

reducdo das taxas de fecundidade associada ao aumento da expectativa de vida (BORBON et


https://www-sciencedirect.ez93.periodicos.capes.gov.br/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/genome-instability
https://www-sciencedirect.ez93.periodicos.capes.gov.br/topics/immunology-and-microbiology/telomere
https://www-sciencedirect.ez93.periodicos.capes.gov.br/topics/immunology-and-microbiology/epigenetics
https://www-sciencedirect.ez93.periodicos.capes.gov.br/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/protein-homeostasis
https://www-sciencedirect.ez93.periodicos.capes.gov.br/topics/neuroscience/cellular-senescence
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al., 2016). De acordo com os dados do Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE),
em 2043, 25% da populacdo tera mais de 60 anos de idade, ao passo que a propor¢éo de
individuos com até 14 anos sera de apenas 16,3% (IBGE, 2019). Isso demonstra a intensidade
de crescimento da populagéo idosa e a necessidade cada vez maior de que sejam realizados
investimentos relacionados a salde, visto que o envelhecimento é um fator de risco para

diversas doencas.

1.2. ENVELHECIMENTO E DESNUTRICAO

Os disturbios nutricionais possuem um papel de destaque entre os casos clinicos de
pacientes idosos, um exemplo consiste na desnutricdo, definida pela Food and Agriculture
Organization (FAO) como um estado fisiolégico anormal, tendo como causa a ingestao
inadequada e desregulada de macronutrientes, como proteinas, e micronutrientes, como
vitaminas e minerais, elementos essenciais para o funcionamento normal do organismo
(OLIVEIRA et al., 2014; FIDELIX et al., 2013; FAO, 2015).

A classificacdo da desnutricdo pode ser estabelecida por meio de sua origem ou de sua
gravidade (TEIXEIRA et al., 2016). Quanto a origem, tem-se a desnutri¢do primaria, que ocorre
guando hé insuficiéncia na oferta e/ou na disponibilidade de variadas propor¢des de alimentos,
consequéncia da precariedade da situacdo socioecondmica do individuo, que dificulta tanto a
reposicdo energética e proteica quanto o consumo de outros nutrientes fundamentais; e a
desnutricdo secundaria, que ocorre quando existe a disponibilidade de alimentos, mas ha uma
situacdo que dificulta o acesso aos mesmos, sendo essa espécie de desnutricdo identificada
principalmente em pessoas que estdo hospitalizadas por muito tempo, em portadores de doencas
cronicas e inflamatdrias, em individuos que precisam de dieta enteral/parenteral e/ou naqueles
gue fazem tratamentos quimioterapicos (SHETTY et al., 2006; TEIXEIRA et al., 2016). Em
relacdo a gravidade, a desnutricdo pode ser leve, moderada ou grave, a depender das
manifestacdes clinicas, da associacdo com outras doencas, do fator idade, do tempo e da causa
da deficiéncia (SHETTY et al., 2006).

A desnutricdo aumenta consideravelmente o risco de mortalidade na populacdo idosa
(NASEER et al., 2015). No Brasil, o indice de desnutri¢cdo continua elevado, de modo que o
risco de que os idosos morram em razdo desse fator aumenta gradativamente, devendo serem

levados em consideracdo também os problemas sociais e a desigualdade no acesso aos



18

alimentos adequados, fatores que se fazem presentes no pais (WAITZBERG et al., 2017;
REZENDE et al., 2010).

Dentre as varias causas de desnutri¢do, destaca-se a desnutri¢cdo proteica, um
problema de salde publica que afeta milhdes de pessoas no mundo inteiro, sendo a populacdo
idosa uma das mais prejudicadas (GUYONNET et al., 2015).

A desnutricdo proteica é ocasionada pela ingestdo inadequada de proteinas, o0 que pode
acarretar em inameros problemas metabolicos (SANTOS et al., 2017). No idoso, as diversas
modificacOes fisioldgicas alteram a utilizacdo de proteinas, associado a isso ha a interacdo
farmacoldgica, as alteracdes psicoldgicas, a incapacidade fisica e os fatores socioeconémicos
que agravam esse processo (PHILLIPS et al, 2016; LONNIE et al., 2018; SILVEIRA et
al.,2012). Como consequéncia da caréncia proteica, tem-se a elevacdo da incapacidade
funcional, o aumento da quantidade de internacfes, o agravamento de doencgas pré-existentes,
a maior susceptibilidade a infec¢des, a diminuicdo da qualidade de vida e 0 aumento de casos
de mortalidade (SOUZA et al.,2014; PEREIRA et al., 2016)

No envelhecimento, a caréncia proteica € um dos principais fatores que ocasionam as
mudangas no sistema imune inato e adaptativo (TANNOU et al., 2019). A desnutricdo proteica
induz mudancas estruturais, as quais resultam na involucgéo do timo dos ganglios linfaticos e do
baco (SANTOS et al., 2017). Tais modificacdes podem prejudicar o funcionamento do sistema
imunolégico, visto que esses 6rgaos sdo 0s principais locais onde a resposta imune acontece
(FOCK et al., 2010). Vale ressaltar que, no ambito da desnutricdo, os 6rgaos linfaticos e
hematopoiéticos estdo relacionados de forma direta com os déficits na resposta imune,
ocasionando um aumento da suscetibilidade a infec¢oes (SANTOS et al., 2017; ORTIZ et al,
2009).

A desnutricdo proteica causa, também, a hipoplasia da medula 6ssea, considerada um
tecido complexo, pois apresenta diversas linhagens celulares que estdo em varios estagios
maturacionais do desenvolvimento (FOCK et al., 2010), o que culmina na diminuicdo da
geracdo de células hematopoiéticas (SANTOS et al, 2017; BORELLI et al, 2009). A redugéo
da quantidade de progenitores eritrociticos e a diminui¢do da maturacao celular da linhagem
granulocitica também decorrem da desnutrigdo proteica (XAVIER et al., 2007; VITURI et al.,
2008), sendo verificada, ainda, a diminui¢do dos leucdcitos no sangue, principalmente dos

linfocitos, o que sugere que algumas deficiéncias nutricionais podem estar alterando a fungéo
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da medula 6ssea e reduzindo sua capacidade de produzir linfdcitos novos (FOCK et al., 2010;
KUVIBIDILA et al, 1993).

1.3. HEMATOPOESE E MICROAMBIENTE HEMATOPOETICO

Compreende-se por hematopoese 0 processo que envolve a formagdo, maturacdo e
diferenciacdo das células sanguineas (SANTOS et al, 2017). Em sintese, a hematopoese
caracteriza-se por sua alta taxa de renovacdo, tendo em vista que as células maduras apresentam
tempo de vida relativamente curto na circulacdo sanguinea, e por sua flexibilidade e adaptagéo
as diferentes situacOes fisioldgicas e patologicas (GROARKE et al.,, 2019). As células
sanguineas desempenham inumeras funcGes que sdo primordiais para o funcionamento do
organismo, como a regulacdo da homeostase sanguinea, o transporte do gas oxigénio e o
controle do sistema imune inato e adaptativo (DEXTER, 1991). Desse modo, é fundamental
gue haja a manutencdo da homeostasia e da plasticidade, estabelecendo-se um concentrado de
células sanguineas adequados para a sobrevivéncia do organismo (GROARKE et al., 2019).

Nos adultos, a hematopoese ocorre no tecido hematopoético da medula Gssea, em
regides histo-anatdbmicas especificas, chamadas de microambientes hematopoético, onde as
células tronco hematopoéticas residem (FERNANDEZ e DE ALARCON, 2013; ASRI, et al.,
2016). Esse microambiente foi descrito por Schofield como regulador das células tronco
hematopoéticas (CTHs), modulando os processos de diferenciacdo, proliferacdo e auto-
renovacgdo (SCHOFIELD, 1978).

No microambiente medular ha uma localizacdo anatdbmica conhecida como nicho
hematopoetico (SCHOFIELD, 1978). As CTHs estdo localizadas préximas as regides
endostiais e distribuidas em grande quantidade no nicho hematopoético endosteal e no nicho
hematopoético perivascular (TRUMPP et al., 2010). O nicho endosteal localiza-se na interface
entre a medula 6ssea e 0 0sso trabecular, sendo composto principalmente por osteoblastos,
osteoclastos e ostedcitos. Por sua vez, o nicho perivascular é composto por uma alta densidade
de células endoteliais, células mesenquimais multipotentes e células musculares lisas
(BRAHAM et al., 2017).

Composto pelo sistema celular hematopoético e estromal, pela matriz extracelular e
por um conjunto de substancias soltveis (DEANS e MOSELEY, 2000), o microambiente

medular mostra-se como uma estrutura compartimentalizada e dindmica, pois fornece o
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parénquima de sustentacao para as CTHs e concede um “ambiente bioquimico” primordial para
a proliferacdo, diferenciacdo e maturacdo dessas células (MENDEZ-FERRER et al.,2015).
Além disso, ele é o responsavel pela liberacdo das células hematopoéeticas da medula 6ssea para
o sangue periférico (VITURI et al., 2000).

O sistema estromal é constituido por uma malha de tecido conjuntivo e também por uma
diversidade de células, como fibroblastos, células endoteliais, células reticulares e adipocitos,
entre outros tipos celulares (ANJO et al.,2000). Dentre as células que fazem parte do estroma,
destaca-se a célula-tronco mesenquimal (CTM), responsavel por promover o estroma de
suporte para hematopoese (HOCKING & GIBRAN, 2010). O estroma é fundamental na
traducdo de sinais extramedulares para as CTHSs, posto que 0 mesmo € altamente flexivel aos
estimulos externos (MULLER-SIEBURG e DERYUGINA,1995). Desse modo, o0 estroma ira
modular a sobrevivéncia, proliferacdo e o desenvolvimento das células hematopoéticas em
todos os seus niveis de diferenciacdo, fenébmeno que ocorre por meio da producgdo local de
citocinas e de proteinas da MEC (SATO et al., 2010; KOLF et al., 2007).

Por sua vez, a hematopoese consiste em um fendmeno complexo, altamente regulado e
influenciado por varios estimulos que atuam em diferentes niveis do processo (PREHAM et
al.,2018). Dessa forma, consideram-se as interacGes célula-célula e célula-estroma, que
ocorrem tanto no microambiente indutor da hematopoese como em outras localizagOes
(TRENTIM, 1978); a acdo dos diferentes fatores de crescimento e citocinas; a acdo hormonal;
a acdo de mediadores plasmaticos e celulares da resposta inflamatdria; e os impactos do
envelhecimento e do estado nutricional do individuo (GROARKE & YOUNG, 2019; SANTOS
etal., 2017; BORELLI e NARDELLI, 2001).

1.4. CELULA-TRONCO MESENQUIMAL (CTM)

As CTMs, denominadas também como células estromais mesenquimais multipotentes,
sdo um conjunto de células clonogénicas encontradas ao longo da medula déssea e tém a
capacidade de se diferenciar em tipos celulares integrantes do estroma, sendo, assim,
fundamentais para o microambiente medular (ABDALLAH & KASSEM, 2008; HOCKING &
GIBRAN, 2010).

Na década de 70, Friedenstein foi o primeiro a exibir evidéncias solidas de que a medula

Ossea contém células precursoras nao-hematopoiéticas, desenvolvendo métodos de cultura in
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vitro necessarios para isolar e testar o potencial de diferenciacdo das CTMs. O cultivo dessas
células culminou na formacéo de col6nias que foram denominadas de unidade formadora de
colénia de fibroblasto (CFU-F), pois se assemelhavam aos fibroblastos (FRIEDENSTEIN,
1976).

Em anos posteriores, inlmeros estudos estabeleceram, por métodos iguais ao proposto
por Friedenstein, que essas células — conhecidas atualmente como células tronco mesenquimais
— sdo capazes de se diferenciar em tipos celulares mesodérmicos, como midcitos, osteoblastos,
condrdcitos e adipécitos (KURODA et al., 2010). As CTMS podem ser isoladas de inimeros
tecidos adultos, tais como da medula 6ssea, corddo umbilical, adiposo, sangue periférico, figado
e polpa do dente (ELAHI et al., 2016).

E importante ressaltar que as CTMs correspondem uma pequena fracéo (0,001-0,01%)
de todas as células nucleadas da medula 6ssea. Contudo, elas podem ser isoladas e expandidas
in vitro com grande éxito, posto que aderem seletivamente a superficies plasticas quando
comparadas com as células hematopoéticas (BARRY & MURPHY, 2004). Quanto a sua
morfologia, apresentam caracteristicas fusiformes e fibroblastoide, pois no inicio do
crescimento in vitro, formam col6nias parecidas com as colonias de fibroblastos (ABDALLAH
& KASSEM, 2008).

As CTMs, provenientes de murinos, possuem caracterizacdo fenotipica das células
positivas para os marcadores hematopoéticos CD105, CD73, CD90 (BARRY & MURPHY,
2004; KASSEM & ABDALLAH, 2008) e CD44 (KASSEM & ABDALLAH, 2008) e sdo
negativas para CD45, CD34 e CD14. Para caracteriza-las com maior assertividade, dado que
0s marcadores propostos ndo sdo especificos, sdo usados outros marcadores de superficie
complementares, como CD29, CD49%, CD106 (BARRY & MURPHY, 2004; KOLF et al.,
2007; MOSNA et al., 2010), CD271 (KUCI et al., 2010) e Sca-1 (MORIKAWA et al., 2009).

Por meio da interacdo direta célula-célula e da liberacdo de um vasto espectro de fatores
bioativos, as CTMs podem influenciar a funcéo de outras células, consistindo em um exemplo
disso as citocinas e os fatores de crescimento (LI & HUA, 2017). Em relagdo a esse aspecto,
vale frisar que entre os fatores secretados estdo compreendidos o fator de crescimento
endotélio-vascular (VEGF), fator de crescimento de hepatocitos (HGF), fator de crescimento
semelhante a insulina (IGF) -1, fator de crescimento transformador (TGF), fator inibidor da
leucemia (LIF), fator derivado de células estromais, angiopoietinas e ILs (FU & LI, 2009;
MEIRELLES et al., 2008).
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1.5. CELULA TRONCO MESENQUIMAL E CAPACIDADE IMUNOMODULADORA

Além de regularem o nicho hematopoético e influenciarem na funcdo das células
existentes no microambiente, as CTMs possuem propriedades imunorreguladoras, por meio das
quais sdo capazes de interagir com as células do sistema imune (LI e HUA, 2017). Tais células
expressam moléculas de adesdo, como ICAM-1, ICAM-2 e VCAM (ZHANG et al., 2004;
NAUTA et al., 2006), conseguindo interagir com células T, células B, célula natural killer
(NK), macrofagos, células dendriticas (DCs), neutrofilos e mastocitos por meio do contato
célula-célula (L1 e HUA, 2017). Além disso, modulam a producédo de fatores sollveis, como
citocinas, quimiocinas, fatores de crescimento e angiopoietinas (DA SILVA MEIRELLES et
al., 2008; SHI et al., 2010; BAIGUERA et al., 2012). Dessa forma, as CTMs possuem um
importante papel na modulagdo da resposta imune.

A plasticidade imunoldgica das CTMs esta diretamente associada com os tipos de
estimulos inflamatdrios provenientes do microambiente em gue estas residem (WANG et al.,
2012), um exemplo disso é o carater imunossupressor adquirido por essas células na presenca
de citocinas como IFN-y ou TNF-( (DAZZI et al., 2012). Vale ressaltar que a imunossupressao
acontece tanto pelo contato entre as células quanto pela liberacdo de fatores sollveis pelas
CTMs, os quais sdo mediados por uma variedade de moléculas, como prostaglandina E2
(PGE2), indoleamina-2,3-dioxigenase (IDO), éxido nitrico, IL-27, TGF-B, proteina monocitica
quimiotatica 1 (MCP-1/CCL2), antigeno leucocitario humano G, molécula de adeséo celular,
entre outros (DUFFY et al., 2011).

Conforme apontado, as CTMs possuem a capacidade de modular tanto a funcdo de
celulas do sistema imune inato quanto as células do sistema imune adaptativo (LI e HU, 2017).
No sistema imune inato, a cocultura de macr6fagos com as CTMs ocasiona a geracdo de
macrofagos M2, que secretam elevados niveis de IL-10 e menores niveis de citocinas
inflamatorias, como a IL-12, IL-1B, TNF-a e IL-23, além de aumentarem a capacidade
fagocitica ao exibir a expressdo reduzida de moléculas coestimuladoras CD86 e MHCII
(ZHANG et al., 2010; SELLERI et al.,2016). Ademais, as CTMs podem melhorar o
recrutamento de macrofagos para o lugar que sofreu a lesdo, promovendo, dessa forma, a
regeneracgdo do tecido, melhorando o quadro imunolégico (LIU et al.,2016).

Além dos macrofagos, as CTMs modulam as células dendriticas (CD), inibindo a
diferenciacéo e maturacao dessas celulas por meio da secrecao de IL-6, fator de crescimento de
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coldnias macrofégicas (M-CSF) e rostaglandina E> (PGE2), diminuindo a expressdo de
moléculas co-estimuladoras e modificando o perfil de producéo de citocinas por DC (MARTI
etal., 2011; NAUTA et al., 2006). Além disso, podem inibir a proliferacéo e diferenciacao das
células natural Killer (NK) por meio da producédo de IDO, TGF-B, PGEz e de suas propriedades
citotoxicas exercidas pelo contato celular, CTM-NK (SPAGGIARI et al., 2006). Dessa forma,
é aceitavel considerar que as CTMs possuem um efeito imunomodulador no sistema imune
inato.

No sistema imune adaptativo, as CTMs afetam iniUmeras propriedades das células T,
como a inibicdo da proliferacdo de células T CD4", a coibicao da formacéo das células T CD8"
citotoxicas, a reducdo dos niveis de citocinas Twl pro-inflamatorias, 0 aumento na secrecéo de
citocinas Th2 anti-inflamatorias e a indugdo na producéo de células Treg. Essa propriedade
imunomodulara das células T ocorre por meio da associag¢do de varias moléculas, como a IL-
10, HGF, TGF- B, PGE2, IDO, IFN-a e TNF-o (TABERA et al., 2008; MARTI et al., 2011).

E importante frisar que as CTMs apresentam uma subpopulacdo produtora de IL-17,
que age de forma autdcrina e ativa a via de sinalizacdo do NF«B, inibindo a producdo de TGF-
B e comprometendo, assim, sua caracteristica imunossupressora (KRSTIC et al., 2012; YANG
et al., 2013). Segundo a literatura, as CTMs inibem a diferenciacdo de células T precursoras
de memoria e células T naive em Tw17 por meio da secrecdo de PGE», reduzindo o nimero de
Th17 no local da inflamagéo (DUFFY et al., 2011).

Nas células B, as CTMs exercem efeitos inibitorios ou estimulantes. Em humanos e
murinos, as CTMs podem suprimir o processo de proliferacdo, diferenciacdo e ativacao das
células B, de modo que a inibi¢do destas acabara por comprometer o ciclo celular nas fases
GO/G1. Por outro lado, o estimulo que as células B podem receber a partir das CTMs resulta na
sua diferenciacdo sem sofrer o processo de apoptose natural, fendmeno observado nesses
linfécitos (LI e HUA, 2017). Desse modo, o perfil imunomodulador da CTM é de extrema
importancia para a regulacdo do sistema imune como um todo (GLENN e WHARTENBY,
2014).

S80 poucos o0s estudos que abordam a relacdo entre a desnutricdo proteica e a
imunomodulacdo das CTMs. No entanto, no recente estudo do nosso grupo foi observado que
as CTMS provenientes de animais desnutridos modularam a producéo das citocinas TGF- £,
IL-1 B e IL-6, evidenciando que a desnutricdo proteica modifica as propriedades
imunossupressoras dessas células (DOS SANTOS et al., 2016). Até o0 momento, ndo existem
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estudos que mostrem os efeitos do envelhecimento sobre aspectos proliferativos e

imunomodulatérios das CTMs em uma situacéo de desnutri¢éo proteica.

2. OBJETIVO

Sabendo que o envelhecimento e a desnutricdo proteica sdo capazes de comprometer a
hematopoese e, consequentemente, a geracdo das células e a resposta do sistema imune, o que
pode causar uma maior suscetibilidade a infecgdes, e tendo em vista que as CTMs apresentam
propriedades imunomodulatérias, possuindo um importante papel na regulacdo da
hematopoese, 0 objetivo deste trabalho é investigar, em um modelo de envelhecimento
submetido a desnutricdo proteica, 0s aspectos relacionados a capacidade imunomodulatdria das

celulas tronco mesenquimais.

3.  MATERIAL E METODOS

3.1. ANIMAIS E DIETA

Foram utilizados camundongos machos da linhagem C57BL/6, jovens (3 a 6 meses de
idade) e idosos (18 e 19 meses de idade), todos isogénicos. A racdo destinada aos animais do
grupo controle continha 12% de proteina (dieta normoproteica) e a destinada aos animais do
grupo desnutrido possuia 2% de proteina (dieta hipoproteica) (Tabela 1). A caseina foi utilizada
como fonte proteica das ragfes. As misturas salinica e vitaminica utilizadas foram aquelas
recomendadas por REEVES et al., 1993 (Tabela 2 e 3). A determinacdo da concentracdo
proteica das racdes foi efetuada segundo o método de micro-Kjedahl (WARD, 1963) e realizada
no laboratdrio de Nutricdo Experimental da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas — USP. Este
projeto foi aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de Animais da Faculdade de Ciéncias
Farmacéuticas da Universidade de Sdo Paulo (CEUA/FCF/USP), protocolo CEUA n°544.

Quando os animais atingiram a idade em relacdo a qual foram considerados jovens e
idosos, foi realizado o periodo chamado de adaptacdo, em que os animais foram alimentados
com dieta controle por uma semana para estabilizar o peso corporal. Apds esse periodo, foi
iniciada a etapa de inducdo a desnutrigdo, de modo que os animais foram divididos em dois

grupos: o grupo controle, composto pelos animais que receberam a dieta normoproteica, e 0
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grupo desnutrido, composto pelos animais que receberam a dieta hipoproteica por quatro
semanas. A avaliacdo nutricional foi realizada pelo monitoramento do peso corporal, consumo
alimentar e ingestdo de proteinas a cada 48 horas durante o periodo de inducdo a desnutrigéo.
A variacgéo do peso corporal foi calculada por meio do valor relativo do peso corporal do animal

do primeiro e do altimo dia de inducdo a desnutric&o.

- Ragao normoproteica Racao hipoproteica
Constituintes (g/Kg de racdo) (g/Kg de ragéo)
Caseina (85% pureza) 120 20
Mistura salinica 35 35
Mistura vitaminica 10 10
Sacarose 100 100
Oleo de Milho 80 80
Fibra alimentar (Celulose) 10 10
Metionina 1,5 1,5
Bitartarato de Colina 2,5 2,5
Tert-butilhidroquinona 0,008 0,008
Amido de milho 640,992 740,992

Tabela 1: Composicio das Racdes. As misturas salinica e vitaminica foram preparadas sob

encomenda de acordo com as recomendacdes de 1993 do Instituto Americano de Nutricio
para camundongos adultos (REEVES, 1993).
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Constituintes Ragao Normoproteica e Hipoproteica
{g/kg de mistura vitaminica)

Acido nicotinico 3,00

Panteonato de calcio 1,60

Acido folico 0.20

Piridoxina-HCI 0.70

Riboflavina 0.60

Tiamina-HCI 0,60

D-biotina 0.02

Vitamina A 0,80

Vitamina B12 2,50

Vitamina E 15.00

Vitamina D3 0,25

Vitamina K 0,075

Sacarose 874,655

Tabela 2: Composicdo da mistura vitaminica utilizada na producdo das ragdes in
house (normoproteica e hipoproteica)

“Consutmntes Ragao NMormoproteica ﬁag.an Hipoproteica
(gMkg de mistura {g/kg de mistura
salinica) salinica)
Carbonato de calcio 357,00 357.00
Fosfato de potassio 2356, 16 353,21
Cloreto de sddio 74,00 74,00
Sulfato de potassio 46 60 46 60
Citrato de potassio 39,00 0.00
Oxido de magnésio 24 00 2400
Citrato férrico 6,06 6.06
Carbonato de zimco 1,65 1.65
Meta-silicato de sodio 1,45 1.45
Carbonato de 0,63 063
Manganés
Carbonato clprico 0,30 0.30
Sulfato de potassio e 0,275 0,275
Crormio
Cloreto de litio 0,0174 00174
Selenato de sodio 001025 0.01025
lodeto de potassio 0,01 0.1
Acido hdrico 0,0815 0,0815
F"ar:in_'lubilidala de 0, 00795 0,00795
armonio
Fluoreto de sodio 0,0635 0,0635
Carbonato de niquel 0,0318 0,0318
Vanadato de aménio 10,0066 00066
Sacarose 212 646 134 596

Tabela 3: Composigio da mistura salinica utilizada na produgio das ragles in
house (normoproteica e hipoproteica)
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3.2. SANGUE TOTAL E SORO

Ap0s o periodo de 4 semanas de indugdo a desnutri¢do, os animais foram previamente
anestesiados com cloridrato de quetamina (50 mg/Kg de massacorporal) associado ao cloridrato
de xilazina (50 mg/Kg de massacorporal), via intramuscular. Foi realizada, entdo, a coleta de
sangue total com anticoagulante EDTA 10% para o hemograma e de soro para 0S exames
bioquimicos. No soro, foram dosadas as proteinas totais, albumina, ureia, creatinina, AST
(aspartato aminotransferase), ALT (alanina aminotransferase), colesterol e triglicerideos. A
determinacdo de proteinas totais foi realizada pelo método do Biureto (GORNALL, et al., 1949)
e a determinacdo de albumina pelo método do Verde de Bromo Cresol (DOUMAS, et al.,1971).
As amostras foram processadas em duplicata e as leituras foram efetuadas em
espectrofotdmetro automatizado COBAS ¢501 (ROCHE®). Para a realizagdo do hemograma, o
namero de eritrocitos e de leucdcitos foi determinado no equipamento ABX Micros ABC Vet
(Horiba ABX, Montpellier, Franca). Os valores relativos ao numero de leucdcitos foram
determinados em extensdes sanguineas, realizadas apds a coleta do sangue e coradas pela
coloracdo de May Grunwald-Giensa modificada (ROSENFELD, 1947).

3.3. OBTENCAO DE CELULAS DA MEDULA OSSEA E REALIZAGCAO DO
MIELOGRAMA

Apos a eutanasia, os fémures de cada animal foram seccionados entre as articulagdes
fémur-iliaca e fémur-tibial. Com o auxilio de agulha e seringa, foi realizada a lavagem das
cavidades femorais com 4,0 mL de meio de cultura cada, sendo o meio de cultura utilizado o
meio Dulbecco modificado (DMEM) baixa glicose (Cultilab®, Campinas, Brasil) suplementado
com 10% de soro bovino fetal (SBF) (Cultilab®, Campinas, Brasil), 100 UI/mL de penicilina G
sodica (Sigma-Aldrich®, St. Louis, EUA) e 100 pg/mL de estreptomicina (Sigma-Aldrich®, St.
Louis, EUA). Posteriormente, as suspensdes celulares foram centrifugadas (1500 rpm por 10
minutos), os sobrenadantes foram desprezados e as células foram cuidadosamente ressuspensas
em 1,0 mL do meio DMEM. Foi separado uma aliquota da suspensao celular do fémur para a
realizacdo do mielograma e o material remanescente foi destinado para a caracterizacdo das
CTMs. Todos os procedimentos de coleta e cultivo celular foram realizados em fluxo laminar

bidirecional para ndo contaminacdo das culturas celulares.
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3.4. ISOLAMENTO E CULTIVO DE CTMS

O isolamento das CTMs dos animais foi realizado de acordo com a metodologia descrita
por Friedenstein (FRIEDENSTEIN et al., 1976), que se baseia na capacidade que essas células
possuem em aderir ao plastico em meio com baixa concentracao de glicose, formando culturas
celulares relativamente isentas de CTHs e de outras células aderentes que precisam de
concentragOes elevadas de glicose para sobreviverem (COLTER et al., 2000). Apos a obtencéo
das células da medula, as CTMs dos animais controles e desnutridos foram isoladas e cultivadas
em atmosfera umidificada (95%), a 37°C e 5% de CO>. O crescimento e a morfologia das CTMs
foram monitorados a cada 48 horas em microscopio invertido e o0 meio de cultura foi trocado

no 3°, 7° e 14° dias ap0s seu isolamento da MO.

3.5. CARACTERIZACAO DE CTM

As CTMs foram caracterizadas por citometria de fluxo. Para a confirmacé&o do fenétipo
da CTM, as culturas celulares foram centrifugadas por 10 minutos a 300g em temperatura
ambiente. Efetuada a centrifugacao, o sobrenadante foi descartado e o pellet celular ressuspenso
em 400uL de PBS (solugdo tampao fosfato salina), pH 7,2 e 2 a 5uL de anticorpos para cada 1
x 108 células/mL. Foi realizada incubagdo por 20 minutos, em temperatura ambiente.
Posteriormente, o sedimento celular foi centrifugado por 10 minutos a 300g, na mesma
temperatura. Em seguida, o sobrenadante foi desprezado e o sedimento foi ressuspenso em
500uL de PBS, sendo realizada a centrifugacdo por 10 minutos a 300g, em temperatura
ambiente. Apds nova lavagem, foram adicionados 400uL de PBS pH 7,2 e realizadas as
aquisicdes em citometro de fluxo. Os anticorpos utilizados foram os seguintes: anti-CD14
(Catalogo 5577195), -CD34 (Catalogo 560233), -CD45 (Catalogo 553087), -CD90 (Catalogo
561404), -CD271 (Catalogo 557195), -CD73 (Catalogo 550741) e CD105 (Catalogo 562759),
todos obtidos da BD Pharmingen, BECTON DICKSON, San Jose, EUA. O painel de anticorpos
descrito foi utilizado para a caracterizagdo das CTM. Os controles negativos foram realizados
por fluorescenceminusone (FMO). Apds a marcagdo com os anticorpos, o perfil fenotipico
dessas células foi obtido por citometria de fluxo (BD FACSCanto 11®, BECTON DICKSON,
San Jose, EUA) e analisado pelo software FlowJo®10 (Tree Star Inc., Ashland, EUA).


http://www.bdbiosciences.com/en-us/instruments/research-instruments/research-cell-analyzers/facscanto-ii
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3.6. AVALIACAO DA SENESCENCIA

Apos o cultivo das CTMs, tais células foram plaqueadas na concentragdo de 5x10° em
uma placa de 24 pocos. Apds esse periodo, o meio de cultura foi removido das células e a placa
foi enxaguada uma vez com 1 mL de PBS. Posteriormente, foram adicionados 500 ul de solu¢éo
fixadora a cada poco por 10 minutos, a temperatura ambiente. Em seguida, a placa foi lavada
duas vezes com 1 mL de PBS e, entdo, foram adicionados 500 ul da solucé&o de coloragédo com
B-Galactosidase a cada poco (Senescence [-Galactosidase Staining Kit). Por fim, houve a
incubacdo da placa a 37°C, overnight, em uma incubadora seca (sem CO2). As células foram
verificadas em um microscopio (ampliacdo total de 200X), verificando-se que as células

senescentes desenvolvem a cor azul.

3.7. EXPRESSAO RELATIVA DE mRNA

Apos o cultivo das CTMs, foi extraido o RNA total com o kit de extracdo RNeasy
(Qiagen, Germantown, MD, EUA), segundo as recomendacgdes do fabricante. O RNA total
(250ng) foi transcrito reversamente em cDNA, sendo utilizado o kit de transcrigdo reversa de
cDNA de alta capacidade (Applied Biosystems, Foster City, CA, EUA). As amostras de cDNA
foram amplificadas no TagMan Fast Advancedmaster mix (AppliedBiosystems). Para tal,
foram utilizados os genes IL-10 (MmO01288386 _m1,Applied Biosystems), IL-6
(MmO00446190 _m1,Applied Biosystems), IL-1p (MmO00434228 ml,Applied Biosystems),
NOS2 (MmO00440502_m1,AppliedBiosystems), Nfkb2 (MmO00479807_m1,
AppliedBiosystems), STAT-1 (Mm01257286_m1,Applied Biosystems) e STAT-3
(MmO01219775 _m1,Applied Biosystems). O Gapdh (Mm99999915 g1, AppliedBiosystems)
foi utilizado como controle interno. A expressao génica foi avaliada pela reacdo em cadeia da

polimerase em tempo real utilizando Step One Plus™ (AppliedBiosystems). Os valores
guantitativos da expressdo génica foram obtidos pelos valores do Ct, caracterizado pelo inicio
da amplificacdo do produto de PCR. Para a quantificacdo da expresséo génica foi empregado o
método de quantificacdo relativa (LIVAK e SCHMITTGEN, 2001) segundo a seguinte
formula: Taxa de expressdo relativa = 2(ACt amostra— ACt calibrador) = - AACt () ACt foi obtido pela

subtracdo da média dos Cts do gene de interesse pela média dos Cts do controle endogeno


https://www.thermofisher.com/taqman-gene-expression/product/Mm01288386_m1?CID=&ICID=&subtype=
https://www.thermofisher.com/taqman-gene-expression/product/Mm00446190_m1?CID=&ICID=&subtype=
https://www.thermofisher.com/taqman-gene-expression/product/Mm01219775_m1?CID=&ICID=&subtype=
https://www.thermofisher.com/taqman-gene-expression/product/Mm00440502_m1?CID=&ICID=&subtype=
https://www.thermofisher.com/taqman-gene-expression/product/Mm00479807_m1?CID=&ICID=&subtype=
https://www.thermofisher.com/taqman-gene-expression/product/Mm01257286_m1?CID=&ICID=&subtype=
https://www.thermofisher.com/taqman-gene-expression/product/Mm01219775_m1?CID=&ICID=&subtype=
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para a normalizagdo dos dados. Como calibrador, foi utilizada a média aritmética do ACt das

CTMs do grupo controle, empregada como base para resultados comparativos.

3.8. PRODUCAO DE CITOCINAS POR CTM

Para investigar se o envelhecimento e a desnutricdo foram capazes de afetar aspectos
imunomodulatorios das CTMs, foram coletados os sobrenadantes das mesmas para dosar as
citocinas IL-1pB, IL-6, IL-10 e TGF-B por ELISA (Enzyme Linked Immuno Sorbent Assay)
(Quantikine® ELISA, R&D Systems, Abingdon, Reino Unido), seguindo as orientacdes do

fabricante.

3.9. OEFEITO DO CONDICIONADO DE CTM SOBRE A PROLIFERACAO DE RAW E
PRODUCAOQ DE CITOCINAS

Apbs o cultivo das CTMs, o sobrenadante produzido pelas células foi utilizado para a
realizacdo da cultura condicionada com macréfagos da linhagem Raw 264.7 (mouse
leukaemicmonocytemacrophagecellline). Essas células foram cultivadas em meio de cultura
Dulbecco modificado (DMEM) baixa glicose (Cultilab®, Campinas, Brasil) suplementado com
10% de SBF (Cultilab®, Campinas, Brasil), 100 Ul/mL de penicilina G sédica (Sigma-Aldrich®,
St. Louis, EUA) e 100 pg/mL de estreptomicina (Sigma-AIdriCh®, St. Louis, EUA), em
atmosfera umidificada (95%), a 37°C e 5% de CO., sendo 0 seu meio de cultura trocado a cada
3 dias. Quando préximas da confluéncia, as Raw foram tripsinizadas e plaqueadas junto com o
sobrenadante de CTMs, na concentragdo de 2x10° RAW/400 uL de sobrenadantes de CTMs
obtidos dos animais dos quatro grupos. Apés o plagueamento, as células foram estimuladas
com 1,25 pug/mL de LPS (Sigma-Aldrich®, St. Louis, EUA) por 24 horas. Passado esse periodo,
0s sobrenadantes foram coletados e acondicionados & temperatura de -40°C para a determinacgao
da producéo de citocinas (IL-10, IL-6, TNF-a, IL-1B e IL-1a) por ELISA. A proliferacdo dessas

células foi determinada por meio do ensaio de MTT.

3.10. O EFEITO DO MEIO CONDICIONADO POR CTM NA PROLIFERACAO
LINFOCITARIA E PRODUCAO DE CITOCINAS
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Apos o cultivo das CTMs, o sobrenadante produzido pelas células foi utilizado para a
realizacéo da cultura condicionada com linfocitos. Assim, os bagos dos camundongos C57BL/6
foram removidos e dissociados suavemente por meio do uso de agulhas e pincas em placas de
Petri contendo 2 mL de Dulbecco modificado (DMEM) baixa glicose (Cultilab®, Campinas,
Brasil) suplementado com 10% de SBF (Cultilab®, Campinas, Brasil), 100 UI/mL de penicilina
G sodica (Sigma-Aldrich®, St. Louis, EUA) e 100 pg/mL de estreptomicina (Sigma-Aldrich®,
St. Louis, EUA). A cépsula do baco foi descartada e o conteido intracapsular foi ressuspenso
em 2 mLde DMEM, sendo homogeneizadosendo e colocado na geladeira por 10 minutos. Apds
esse periodo, foram colocados 4 mL de FicollHistopaque® (SigmaeAldrich) em um tubo estéril,
no qual foi adicionado lentamente o sobrenadante resultante e entdo, centrifugado em 400g por
30 minutos. Posteriormente, com auxilio de uma pipeta de Pasteur, foi realizada a retirada
somente da fase celular mononuclear que, colocada em tubo estéril, foi lavada com PBS e
centrifugada em 1500 rpm por 5 minutos. Por fim, ressuspendeu-se com 1 mL de meio DMEM.
A contagem celular foi realizada na cdmera de neubauer e as células mononucleares foram
plagueadas com sobrenadante de CTMs na concentragdo de 2x10°células monucleares/400uL
de sobrenadantes de CTMs dos quatro grupos estudados. Apds o plagueamento, as células
foram estimuladas com 1,25 pug/mL de LPS (Sigma-Aldrich®, St. Louis, EUA) por 72 horas.
Transcorrido esse periodo, 0s sobrenadantes foram coletados e acondicionados a temperatura
de -40°C para a determinacdo da producéo de citocinas (IL-2, 1L-10, IL-4, IL-17 e INFy) por

ELISA e a proliferacdo celular foi determinada por meio do ensaio de MTT.

3.11. ANALISE ESTATISTICA

Os resultados obtidos foram analisados utilizando-se o programa Graph Pad Prism 8.
Os dados foram primeiramente submetidos ao teste de homocedasticidade da amostra e
classificados em parameétricos ou ndo parameétricos pela aderéncia a curva Normal (curva
Gaussiana). Os dados obtidos em nossos experimentos foram analisados por ANOVA 2 vias,
sendo utilizado o pds teste de Tukey. Diferencas estatisticas com valores de p < 0,05 foram

consideradas significativas.
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4.  RESULTADOS
4.1. AVALIACAO DO ESTADO NUTRICIONAL

Ap0s o periodo de uma semana de adaptagdo, tanto 0s animais jovens quanto 0s idosos
foram separados em grupos controle e desnutrido, obtendo-se, assim, 0s grupos controle jovem,
desnutrido jovem, controle idoso e desnutrido idoso. Ao final do periodo de inducdo de quatro
semanas, 0s animais consumiram uma quantidade similar de racdo. Quando comparado ao
primeiro dia de dieta, o grupo desnutrido jovem perdeu em torno de 20% de peso, enquanto o
grupo desnutrido idoso perdeu cerca de 16% de peso. Em relagcdo ao consumo de proteina, 0s

grupos controles consumiram mais proteinas que os desnutridos (Gréfico 1).

Gréfico 1: (A) Resultados representam a média do consumo de racdo em gramas por dia e por animal, (B)

Resultados representam a variagéo final do peso corp6reo, (C) Resultados representam a média do consumo diério
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de proteina em gramas por dia dos grupos controle jovem, desnutrido jovem, controle idoso e desnutrido idoso,
n=10 (nimero de animais). Resultados expressos em média + desvio padrdo da média (DPM). Diferenca
significativa entre os grupos ("p <0,05), (" p< 0,01), ("™ p< 0,001), (" p< 0,0001).

4.2. ANALISE DAS CONCENTRACOES DE PROTEINA, ALBUMINA, UREIA,
CREATININA, AST (ASPARTATO AMINOTRANSFERASE), ALT (ALANINA
AMINOTRANSFERASE), COLESTEROL E TRIGLICERIDEOS

Em relacdo ao fator nutricional, observou-se que a concentracdo de proteina serica,
ureia, albumina, colesterol e triglicerideos foi menor nos grupos dos animais desnutridos do
gue nos controles, tanto de jovens quanto de idosos; houve um aumento na concentragéo de
AST nos grupos desnutridos em relacéo aos controles, jovens e idosos; a concentragdo de ALT
foi menor no desnutrido idoso em relacdo ao controle idoso. No envelhecimento, nota-se a
reducdo de albumina e triglicerideos e aumento de colesterol no grupo controle idoso em relacéo
ao controle jovem. Além disso, houve reducdo de triglicerideos no grupo desnutrido idoso
qguando comparado ao desnutrido jovem. Na interacdo entre os grupos, foi observado que o
desnutrido idoso teve menor concentracdo de proteina sérica, albumina, ureia, ALT, colesterol
e triglicerideo em relacdo ao controle jovem. Nao foi observado nenhuma alteracdo na

creatinina (Tabela 4).

Bioquimica Controle Desnutrido Controle Desnutrido
Jovem Jovem Idoso Idoso

Proteina Sérica (g/dL) 5,37+ 0,29 4,69+ 0,262 5,18+ 0,38f 4,42+ 0,28
Albumina (g/dL) 3,27 £0,28 2,5+ 0,252 2,97+ 0,200 2,27 +0,24b¢
Uréia (g/dL) 29,60 £+ 2,06 15,10+3,42°2 34,90 + 8,29f 19,10 + 3,72be
Creatinina (g/dL) 0,14 £0,03 0,11+ 0,01 0,15+ 0,03 0,12 £ 0,03
AST (U/L) 76,20 £6,19 100,8 £8,24¢ 72,80 +19,00 94,50 + 24,96°
ALT(U/L) 37,80 +3,32 34,00 + 4,76 31,50+ 6,39 24,90 £6,74 9¢
Colesterol(mg/dL) 119,2 + 12,37 97,70 + 7,022 144,7 +13,20%F  105,6 + 6,31 "¢
Triglicerideos (U/L) 63,70+5,27 48,20+3,422 51,70+3,26° 37,50+2,41b4de

Tabela 4: Parametros bioquimicos dos grupos CONTROLE JOVEM (CJ), DESNUTRIDO JOVEM(DJ),
CONTROLE IDOSO(CI), DESNUTRIDO IDOSO(DI), n=10 (nmero de animais). (!)CJ x DJ, (*) CI x DI, (¢) CJ
x Cl, (%) DI x DI, (°) CJ x DI, (") DJ x Cl. Resultados expressos em média + desvio padrdo da média (DPM).



4.3. PERFIL HEMATOLOGICO

Quanto a analise do hemograma, foi observado que o grupo desnutrido jovem e idoso
apresentou reducdo significativa nas hemacias, hemoglobina, hematdcrito, leucdcitos,
neutrofilos, linfocitos e mondcitos em relacdo aos seus respectivos controles. A interacdo entre
0s grupos mostrou reducdo de hemacias, hemoglobina, hematdcrito, leucaocitos, neutréfilos,

linfocitos e mondcito no grupo desnutrido idoso em relagdo ao grupo controle jovem (Tabela

5).

Hemograma Controle Desnutrido Controle Desnutrido
Jovem Jovem Idoso Idoso

Hemacias(x10mm3) 6,00 + 1,26 4,56 + 1,04° 5,32+ 0,86 4,30 + 0,58 ¢
Hemoglobina(g/dL) 8,08 + 1,88 6,00 £ 1,52 7,28+ 1,56 5,61+ 1,50°¢
Hematocrito (%) 26,78 + 5,57 20,29 + 4,754 24,54 + 1,46 19,72 + 4,28b¢
Leucdcitos (/mm?) 1,73+0,38 1,00+ 0,822 1,63 +0,65f 0,87 +0,425¢
Neutrofilos (/mmq) 388,2 +289,3 154,8 + 140,72 397,1 +208,5f 168,1 + 128,6 ¢
Linfécitos(/mm?q) 1283,0+337,0 | 732,2+594,22 1237,0 £622,0 | 672,9 +382,0°¢
Mondcitos(/mm3) 48,79 + 26,94 13,50 £ 21,94% 28,64 + 30,63 3,231 + 6,648 ¢
Eosinofilo (/mm?) 15,29 £ 19,13 6,429 + 23,48 17,07 £ 27,44 2,429 + 6,123

Tabela 5: Pardmetros hematoldgicos dos grupos CONTROLE JOVEM (CJ), DESNUTRIDO JOVEM(DJ),
CONTROLE IDOSO(CI), DESNUTRIDO IDOSO(DI), n=14 (nGmero de animais). (?)CJ x DJ, (*) CI x DI, (°) CJ
x Cl, () DI x DI, (°) CI x DI, (") DJ x Cl. Resultados expressos em média + desvio padrdo da média (DPM).
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4.4. AVALIACAO DO MIELOGRAMA

Foi analisada a contagem diferencial das células medulares dos quatro grupos
estudados. Na desnutri¢do, observou-se que houve reducdo da contagem de células totais e de
eritrécitos jovens nos grupos desnutridos jovens e idosos. Além disso, para o grupo desnutrido
jovem foram menores: os blastos, formas jovens, forma em anel, forma segmentada, linfocito
e eritroblasto maduro quando comparados ao controle jovem. No envelhecimento, houve
reducdo de células totais, blastos, formas jovens, forma em anel, linfocito, eritroblasto jovem e
eritroblasto maduro no controle idoso em relacéo ao controle jovem. A interacdo entre 0s grupos
mostrou reducdo de células totais, blastos, formas jovens, forma em anel, forma segmentada,
linfdcito, eritroblasto jovem e eritroblasto maduro no grupo desnutrido idoso em relacdo ao

controle jovem (Tabela 6).

Células medulares Controle Desnutrido Controle Desnutrido
Jovem Jovem Idoso Idoso
Células totais (x10%/mL) 1483+ 0,42 8,11+0,822 8,350 +2,87¢ 4,792+2 880 ¢
Blasto(x105/mL) 3,30+1,05 | 1,670,272 1,95+0,84¢ 0,88+0,39°
Granuldcitos
Formas Jovens (x10%/mL) 4,55+0,52 3,10+0,362 2,92+0,80°¢ 1,92+1,21¢
Formas em Anel (x10%/mL) 9,50+1,91 5,94+0,952 5,99+1,79°¢ 4,26+2,92¢
Formas segmentadas(x10%/mL) 53,74+5,80 @ 30,21+7,35° 36,43+17,43 18,561+11,5¢
Eosinofilos(x105/mL) 2,76%1,66 0,84+0,72 2,05+1,85 1,40+0,77
Eritroblastos Jovens (x10%/mL) 6,03+0,89 3,13+0,90% 3,99+1,12°¢ 2,29+1,08" ¢
Eritroblastos Maduros (x10%mL) 36,12+3,32 = 18,25+2,01° 16,39+9,17¢ 9,62+6,66°
Linfdcitos(x10%/mL) 32,07+ 5,47  17,82+3,62° 13,91+6,62° 8,75+6,60°
Mondcitos(x10%/mL) 0,27+0,22 0,17+0,19 0,12+0,12 0,1+0,08

Tabela 6: Mielograma dos grupos CONTROLE JOVEM (CJ), DESNUTRIDO JOVEM(DJ), CONTROLE IDOSO(CI),
DESNUTRIDO IDOSO(DI), n=14 (nimero de animais). ()CJ x DJ, (°) CI x DI, () CIx CI, (fy DIx DI, (}) CIx DI, ("

DJ x CI. Resultados expressos em média + desvio padrdo da média (DPM).

45. CARACTERIZACAO DAS CTMs

As CTMs foram caracterizadas por meio da morfologia e imunofenotipagem celular.
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> Morfologia das CTMs

Com objetivo de investigar possiveis diferencas morfoldgicas das CTMs entre os quatro
grupos estudados, foi analisada em microscopio éptico invertido a morfologia dessas células
cultivadas por 3, 7 e 14 dias desde a sua coleta. Para todos os grupos foram plaqueados
1x108células/mL (Figura 1). Na fotomicrografia apresentada seguir, sdo observadas as

morfologias fusiformes (fibroblast-like) das células, caracteristicas das CTMs, dos 4 grupos

estudados.
Figura 1: Fotomicrografias representativas de CTMs durante o cultivo celular,
apo6s 14 dias do plaqueamento, Controle jovem (A), Desnutrido jovem (B),
Controle idoso (C) e Desnutrido idoso (D) (magnitude Optica 20x).

> Imunofenotipagem das CTMs

Para caracterizar as CTMs dos quatro grupos, foram utilizados os seguintes marcadores:
CD45, CD14, CD34, CD90, CD73, CD105 e CD271. Conforme expresso pelo histograma
exibido abaixo, as CTMs apresentaram um fendtipo caracteristico, sendo positivas para CD90,
CD73, CD105 e CD271, e negativas para CD45, CD14 e CD34 (Figura 2). Foi observado que
para 0 marcador CD73 houve reducdo no desnutrido jovem e idoso quando comparados ao

controle jovem (Gréfico 3).
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Figura 2. Imunofenotipagem das CTMs. Histogramas obtidos por meio da citometria de fluxo (FASCcan®, BECTON

DICKSON, San Jose, CA) resultantes da imunofenotipagem da populacéo total dos quatros grupos estudados.

A B
0.25- 2.0
0.20 4 1.5+
£ 0.15- 53
0 1.0
8 0.10 1 %
0.5+
0.05 4
0.00- 0.0
JOVEM IDOSO JOVEM IDOSO
4_
mm CONTROLE
N m= DESNUTRIDO
£
T 2
by
Q
1_
0_

JOVEM IDOSO



38

Grafico 2: Valores referente a porcentagem da marcacéo fenotipica dos grupos controle jovem, desnutrido jovem,
controle idoso e desnutrido idoso; n=6 (nimero de animais). (A) CD45, (B) CD34, (C) CD14. Resultados

expressos em média + desvio padrdo da média (DPM).
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Gréfico 3: Valores referente a porcentagem da marcacgéo fenotipica dos grupos controle jovem, desnutrido jovem,
controle idoso e desnutrido idoso; n=6 (nimero de animais). (A) CD90, (B) CD73, (C) CD105, (D) CD271.

Resultados expressos em média + desvio padrdo da média (DPM). Diferenca significativa entre os grupos (™ p<

0,01).
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4.6. AVALIACAO DA SENESCENCIA

O envelhecimento a nivel celular foi avaliado por meio do método de deteccdo
enzimatica para [3-galactosidase associado a senescéncia (SA-B-gal). A figura abaixo mostra as
CTMs apds estas serem expostas a um substrato cromogénico (X-Gal; 5-bromo-4-cloro-3-
indolil-BD-galactopiranosideo), podendo-se observar que as células senescentes produziram
um precipitado na cor azul, detectado por microscopia. O resultado mostrou que as células do

grupo dos animais idosos foram mais senescentes que as células do grupo dos jovens (Gréfico

Figura 3: Fotomicrografias representam as CTMs senescente, precipitado azul, e ndo senescente. CONTROLE
JOVEM (A), DESNUTRIDO JOVEM (B), CONTROLE IDOSO (C) e DESNUTRIDO IDOSO (D) (magnitude
oOptica 20x); CONTROLE JOVEM (E), DESNUTRIDO JOVEM (F), CONTROLE IDOSO (G) e DESNUTRIDO
IDOSO (H) (MAGNITUDE OPTICA 40X).
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Gréfico 4: Resultado representa a porcentagem de células em senescéncia entre os grupos controle jovem,
desnutrido jovem, controle idoso e desnutrido idoso; n=3 (nimero de animais). Resultados expressos em média

+ desvio padrdo da média (DPM). Diferenca significativa entre os grupos (™ p< 0,0001).

4.7. DOSAGEM DE CITOCINAS POR ELISA

Com o objetivo de investigar se o envelhecimento e a desnutricdo foram capazes de
imunomodular as CTMs, essas células, depois de cultivadas, foram plaqueadas (1x10° células
da cultura) e estimuladas com LPS por 24 horas. Foram dosadas as seguintes citocinas: IL-1p,
IL-6, TGF-pB, IL-10 e PGE>. Na desnutri¢do, houve reducéo das citocinas IL-1p3, TGF-B, e PGE>
e aumento de IL-6 nos jovens, sendo a concentracdo de TGF-B no grupo DESNUTRIDO
IDOSO menor que a do grupo CONTROLE IDOSO. No envelhecimento, houve aumento de
IL-6 e IL-1p e reducéo de TGF-B e PGE: (Gréfico 5).
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Grafico 5: Resultados representam a média da dosagem de citocinas entre os grupos controle jovem, desnutrido
jovem, controle idoso e desnutrido idoso; n=5 (nimero de animais). (A) IL-1B, (B) IL-6, (C) TGFp, (D) IL-10 e
(E) PGE2. Resultados expressos em média + desvio padrdo da média (DPM). Diferenga significativa entre os

grupos (*p <0,05), (** p< 0,01), (*** p< 0,001), (**** p< 0,0001).
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4.8. EXPRESSAO RELATIVA DE mRNA

A fim de avaliar se a desnutricdo proteica e o envelhecimento modulam as CTMs a
partir da expresséo relativa de mRNA, foram analisados os genes IL-1p, IL-6, 1L-10, NOS,
NFkB, STAT-1 e STAT-3 (Gréfico 6). Assim, no envelhecimento, foi observado aumento na
expressdo de NOS (Grafico 6D) e NFkB (Gréfico 6G) e reducdo na expressdo de STAT-3
(Gréfico 6F) tanto no grupo controle idoso como no grupo desnutrido idoso quando comparados

ao grupo jovem.
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Gréfico 6: Expressao relativa de mRNA nos grupos controle jovem, desnutrido jovem, controle idoso e desnutrido
idoso; n=5 (numero de animais). (A) IL-1p (B) IL-6 (C) IL-10 (D) NOS (E) STAT-1 (F) STAT-3 e (G) NFKB.
Resultados expressos em média + desvio padrdo da média (DPM). Diferenca significativa entre os grupos (*p
<0,05) (** p< 0,01), (*** p< 0,001), (**** p< 0,0001).
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4.9.  AVALIAGAO DA INFLUENCIA DO MEIO CONDICIONADO DE CTM SOBRE A
PROLIFERACAO RAW E PRODUGAOQ DO CITOCINA.

Com intuito de avaliar se as CTMs tém a capacidade de imunomodular os macrofagos,
foram cultivados macrofagos da linhagem RAW 264.7 no meio condicionado de CTMs e
estimulados com LPS por 24 horas. Depois desse periodo, foi analisada a proliferacdo dos
macrofagos por MTT, assim como a sua producéo de citocina IL-1a, IL-1p, IL-10 e TNFa. De
acordo com a analise dos dados, as RAW+LPS cultivadas com meio condicionado de CTMs
dos quatro grupos estudados proliferaram menos do que quando comparada 8 RAW+LPS
cultivada na auséncia do meio condicionado (Grafico 7). Quanto a producdo de citocinas,
houve redugdo de TNFa e IL-10 e aumento de IL-10 nos quatro grupos RAW+LPS cultivados
com meio condicionado de CTMs em compara¢do com a RAW+LPS cultivada na auséncia de
meio condicionado de CTMs (Gréfico 8.A, 8.B e 8.C). Adicionalmente, observou-se reducdo
de IL-1p na RAWHLPS cultivada com meio condicionado de CTMs do grupo jovem em
comparacdo com a RAW+LPS cultivada na auséncia de meio condicionado de CTMs (Gréfico
8.D)
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Gréfico 7: Resultados representam a absorbancia da influéncia do meio condicionado de CTM sobre a proliferacéo

de RAW, entre os grupos controle jovem, desnutrido jovem, controle idoso e desnutrido idoso; n=4 (nimero de
animais). Resultados expressos em média + desvio padrdo da média (DPM). Diferenga significativa entre os grupos

(®p <0,05), (¥p< 0,01).
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Gréfico 8: Resultados representam a concentracdo de citocinas produzidas por RAW no meio condicionado de
CTMs dos grupos controle jovem, desnutrido jovem, controle idoso e desnutrido idoso; n=3 (nimero de animais).
(A) TNFa, (B) IL-10, (C) IL-1a e (D) IL-1p. Resultados expressos em média + desvio padrdo da média (DPM).
Diferenca significativa entre os grupos (°p <0,05), (¥*p< 0,01), (% p< 0,001).

4.10. AVALIAGAO DA INFLUENCIA DO MEIO CONDICIONADO DE CTM SOBRE A
PROLIFERACAO LINFOCITOS ESPLENICOS E PRODUGCAO DE CITOCINA.

Com objetivo de investigar se as CTMs tém a capacidade de imunomodular 0s
linfdcitos, foram cultivados linfocitos esplénicos, retirados de camundongos C57BL/6 jovens e

saudaveis, no meio condicionado de CTMs e estimulados com LPS por 72 horas. Depois desse
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periodo, foi analisada a proliferacdo dos linfocitos por MTT, assim como a producdo das
citocinas IL-2, IL-4, IL-10, IL-17 e IFN-y. Segundo a analise dos resultados, os linfocitos+LPS
cultivados com meio condicionado de CTMs dos quatro grupos reduziram a proliferacao
linfocitéria (Gréafico 9). Quanto a producdo de citocina, os linfécitos+LPS cultivados com meio
condicionado de CTMs dos animais jovens reduziram a concentragdo de IL-2 e aumentaram a
concentracdo de IL-10, e o IFN-y aumentou nos linfécitos+LPS cultivados com meio
condicionado de CTMs dos grupos desnutrido jovem, controle idoso e desnutrido idoso, sendo
que todos foram comparados aos linfcitos+LPS (Grafico 10.A, 10.B e 10.C). Houve aumento
de IFN-y e reducao de IL-10 nos linfécitos+LPS cultivados com meio condicionado de CTMs
dos grupos desnutrido jovem e dos idosos quando comparados aos linfocitos+LPS cultivados

com meio condicionado de CTMs do grupo controle jovem (Grafico 10.B e 10.C).
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Grafico 9: Resultados representam a absorbancia da influéncia do meio condicionado de CTM sobre a proliferacéo
de Linfocitos esplénicos, entre os grupos controle jovem, desnutrido jovem, controle idoso e desnutrido idoso; n=5
(nimero de animais). Resultados expressos em média + desvio padrdo da média (DPM). Diferenga significativa

entre os grupos (°p <0,05), (¥p< 0,01), (¥¥p< 0,001), (%% p< 0,0001), (*p <0,05), (** p< 0,01).
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Influéncia do meio condicionado de CTM
sobre a producao de citocina por linfocitos
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Gréfico 10: Resultados representam a concentragdo de citocinas produzidas por linfdcitos esplénicos no meio
condicionado de CTMs dos grupos controle jovem, desnutrido jovem, controle idoso e desnutrido idoso; n=6
(ndmero de animais). (A) IL-2, (B) IFN-y, (C) IL-10, (D) IL-4 e (E) IL-17. Resultados expressos em média +
desvio padrdo da média (DPM). Diferenca significativa entre os grupos (°p <0,05), (¥p< 0,01), (3% p<
0,001), (*p <0,08), (** p< 0,01), (*** p< 0,001), (" p< 0,0001).
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5. DISCUSSAO

O risco de desnutricdo aumenta com o passar da idade e, apesar dos avanc¢os alcancados no
campo da medicina, os casos relativos & mesma ainda sdo recorrentes, sendo a desnutricéo
considerada um problema de salde publica significativo e altamente prevalente no mundo
(GUYONNET & ROLLAND, 2015). Assim, a fim de compreender o processo de
envelhecimento associado a desnutri¢do, foi induzido um modelo de desnutricdo proteica em
camundongos C57bl/6 devido a sua caracteristica isogénica. Foram utilizados animais machos
para ndo haver alteracbes hormonais provocadas pelo ciclo estral das fémeas, o que poderia
causar poderia interferéncia no perfil hematoldgico (AJAYIl & AKHIGBE, 2020). Tendo em
vista que a hematopoese apresenta importantes mudancas em relacdo a idade, tanto em animais
guanto em humanos (GROARKE & YOUNG, 2019), este trabalho utilizou animais controles
e desnutridos, que foram separados, aleatoriamente, em jovens (3 a 6 meses de idade) e idosos
(18 a 19 meses de idade) (DUTTA & SENGUPTA, 2016).

Os camundongos passaram por um periodo de adaptacdo de 7 dias, fundamental para a
ambientacdo dos animais. Apos essa etapa, foi realizada a indugdo a desnutricdo pelo periodo
de 28 dias, seguindo os trabalhos anteriores desenvolvidos pelo grupo (DE OLIVEIRA et al.,
2014; DOS SANTOS et al.,2016). Em seu estudo, Quinn atestou que 28 dias de vida de um
animal equivalem a dois anos do periodo de vida do homem (QUINN, 2005). Diante disso,
observa-se que a inducdo da desnutricdo proteica de quatro semanas é equivalente a dois anos
de alteragOes na dieta humana, sendo este modelo considerado crénico e grave.

Ao final do periodo de inducdo a desnutricdo, foi analisado o consumo de ragéo e o
resultado foi similar nos quatro grupos, ndo havendo comprometimento de micronutrientes para
os animais desnutridos. A desnutricdo proteica é caracterizada pela perda de peso maior que
10% do peso corporal normal, pela perda de massa muscular e pelo desenvolvimento de feridas
cronicas e infeccdes; sendo a perda de proteina corporal a principal responsavel pelas
complicacdes e morbidades (NAKAJIMA et al., 2014; COLLINS, 2003). Diante disso, segundo
0s resultados obtidos neste trabalho, pode-se afirmar que os animais submetidos a uma dieta
hipoproteica sofreram reducéo de peso ocasionada pelo baixo consumo de proteina, haja vista
que o grupo desnutrido jovem perdeu em torno de 20% de peso e o grupo desnutrido idoso

perdeu cerca de 16% de peso, quando comparados com o primeiro dia de dieta.
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Os animais desnutridos, tanto jovens como idosos, apresentaram menores concentraces
séricas de proteinas totais, albumina, ureia e colesterol. Esses biomarcadores analisados sdo
considerados indicadores bioquimicos fundamentais para o diagnostico da desnutrigéo proteica.
Tal aspecto é visualizado, de fato, na clinica, pois o estudo realizado por Zhang e colaboradores
evidenciou que individuos com alto risco de desnutricio apresentaram valores
significativamente menores de proteinas totais, aloumina, ureia e colesterol do que aqueles
considerados sem risco de desnutricdo (ZHANG et al., 2017).

O envelhecimento € um dos fatores que ocasiona o declinio de albumina, tendo o estudo
de OMRAN e MORLEY mostrado que a albumina, nos idosos, é menor quando comparada aos
jovens (OMRAN & MORLEY, 2000). Os resultados deste trabalho evidenciaram, de fato, a
reducdo de albumina no grupo idoso. Vale ressaltar que a albumina é a principal e mais
abundante proteina sérica, de modo que a sua baixa producdo é responsavel pela
hipoalbuminemia, vista em dietas com baixo teor proteico (LEVITT & LEVITT, 2016). Quanto
a ureia, segundo o estudo realizado por Batool e colaboradores, 0s pacientes com desnutricdo
proteica apresentaram baixas concentracdes de aminoacidos do ciclo da ureia e alanina
(BATOOL et al., 2015). Essa relagdo entre os aminoécidos do ciclo da ureia e a sintese de
albumina explicam a reducdo desses biomarcadores tanto no envelhecimento quanto na
desnutricéo.

Segundo o estudo realizado por Zang e colaboradores, ndo ha evidéncias na literatura
qgue indiguem que a creatinina e o triglicerideo sejam considerados biomarcadores da
desnutricdo (ZHANG et al., 2017). Porém, neste trabalho, avaliamos esses dois parametros
bioquimicos e os resultados mostraram que, no que tange a creatinina, ndo houve alteracdo na
desnutricdo e tampouco no envelhecimento, enquanto em relacdo ao triglicerideo houve
reducdo tanto na desnutricdo quanto no envelhecimento. Apesar de ndo haver evidéncias que
incluam o triglicerideo como indicador de desnutricdo, o fato é que a desnutricdo proteica esta
frequentemente relacionada a homeostase e a desregulacdo do metabolismo energético. O
estudo realizado por Bergmans e colaboradores mostrou que houve reducéo de triglicerideos
em animais submetidos a desnutricdo proteica (BERGMANS et al., 2020).

Com o objetivo de analisar as fungdes metabdlicas realizadas pelos 6rgaos, tecidos e,
primordialmente, pela fungdo hepatica, foi realizada a quantificacdo das enzimas ALT e AST.
Na desnutricdo, os niveis de AST sdo maiores do que os ALT, podendo tal fator ser
consequéncia de uma degradacdo tecidual, conforme indica Batool e colaboradores (BATOOL
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et al., 2019). De fato, neste trabalho, foram observadas alteracfes causadas por esses
marcadores na desnutri¢do proteica.

Quanto a analise do hemograma, o eritrograma (hemacias, hemoglobina e hematdcrito)
e 0 leucograma (leucdcitos, neutrofilos, linfécitos e mondcitos) foram reduzidos na desnutrigdo
proteica tanto dos animais jovens quanto dos animais idosos, de maneira que ambos
apresentaram anemia e leucopenia. Vale ressaltar que tanto na desnutricdo quanto no
envelhecimento ocorrem alteragfes no sistema hematopoético, ocasionando anemia e prejuizo
no sistema imunolégico (HASTREITER et al., 2020; HOFFAMAN et al., 2019; DOS SANTOS
et al., 2016). Além disso, de acordo com os trabalhos escritos anteriormente pelo nosso grupo
(FOCK et al, 2007; FOCK et al,2010; FOCK et al, 2010), a leucopenia pode ser responsavel,
em parte, pelo comprometimento da imunidade inata e adquirida

Outro importante fator analisado neste trabalho se refere a hipoplasia medular,
ocorrendo tanto na desnutricdo quanto no envelhecimento. A desnutrigdo proteica ocasionou a
hipoplasia da medula 6ssea, 0 que pode estar relacionado a menor producdo de substrato,
comprometendo a sintese proteica fundamental para que haja uma adequada proliferacdo
celular. Outro fator importante relacionado a tal aspecto consistiria na alteracdo no
microambiente medular responsavel pela regulacdo das células tronco hematopoéticas,
ocasionada pela modificacdo das proteinas que constituem o compartimento medular estromal
(DOS SANTOS et al , 2016; BORELLI et al., 1995; XAVIER et al ., 2007).

O intuito deste trabalho foi avaliar a modulacdo das CTMs de animais envelhecidos
numa situacdo de desnutri¢do proteica. Assim, como o microambiente medular apresenta uma
diversidade de células, foi necessario caracterizar as CTMs por meio de parametros
morfoldgicos e fenotipicos. Vale ressaltar que a caracterizacdo dessas células é complexa e a
expressdao dos marcadores pode variar conforme a espécie (humano, camundongo) ou até
mesmo entre as diferentes linhagens de camundongos (ANJOS-AFONSO e BONNET, 2011,
BOXALL e JONES, 2012).

Além disso, por fazerem parte de um microambiente hematopoético, podendo ser
modificado pela desnutricdo, foi pesquisado se o envelhecimento e a desnutricdo proteica
causariam algum efeito sobre a morfologia das CTMs. Quando analisadas no microscopio de
inversdo, as CTMs dos quatro grupos estudados apresentaram morfologia fusiforme
fibroblastoide, caracteristica comum a essas células (ABDALLAH e KASSEM, 2008), porém

ndo foram observadas diferencas morfologicas causadas pelo envelhecimento e pela
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desnutricdo nas mesmas. Cabe destacar, ainda, que as CTMs tém como carateristica a formacéo
de colonias fibroblastoides (GOTHARD et al, 2013), de modo que, tanto em controles e
desnutridos quanto em jovens e idosos, tais coldnias foram formadas, como era esperado.

A caracterizacdo das CTMs foi realizada também por meio da imunofenotipagem.
Segundo os resultados obtidos, as CTMs dos grupos estudados apresentaram marcagoes
negativas para CD45, CD14 e CD34, e positivas para CD90, CD73, CD105 e CD271. Os
marcadores usados foram baseados na escolha de um painel que marcassem essas células
positivamente e que excluissem outros tipos celulares. Entdo, a marcagdo negativa para CD45,
CD14 e CD34 indica que as células estudadas ndo pertencem as linhagens leucocitérias,
monocitica e tronco hematopoética, respectivamente. A marcacgéo positiva para CD90, CD271,
CD73 e CD105 caracterizam as CTMs (LIU et al, 2009).

Cabe ressaltar que os animais desnutridos jovens e idosos apresentaram menor
expressdo de CD73, nucleotidase que converte AMP em adenosina (TORTAJADA et al.,
2017), quando comparados ao grupo controle jovem. A literatura mostra que o CD73 é expresso
por diversas células durante lesbes, infec¢bes e durante condicdes de estado estacionario
(ALAM et al., 2015). Quando ocorre lesdo tecidual, a producgéo de adenosina aumenta devido
a liberacdo de ATP das células e, uma vez produzida, atua como moléculas sinalizadoras
ligando-se aos receptores transmembrana purinérgicos localizados nas superficies das células
alvo (ALAM et al., 2015; DE OLIVEIRA BRAVO et al., 2016). Dessa forma, a sinalizacéo da
adenosina é vista como um estimulo anti-inflamatorio, geralmente se opondo aos efeitos
induzidos pelo ATP (DE OLIVEIRA BRAVO et al., 2016). Diante disso, a redugdo do CD73
na desnutricdo pode ser causada pela ndo liberacdo de ATP pelas CTMs, impedindo a
sinalizacdo da adenosina que controlaria o ambiente inflamatorio. Para confirmar essa hipotese,
seria crucial a anélise do ATP.

Adicionalmente, vale destacar a senescéncia observada nas CTMS de animais idosos de
ambos 0s grupos. A senescéncia é um processo caracteristico do envelhecimento, pois as células
senescentes se acumulam com a idade (MATJUSAITIS et al., 2016). Existem varios métodos
para a avaliacdo a senescéncia, no entanto, a abordagem mais comum é realizada por meio do
método de deteccdo enzimatica para [-galactosidase associada a senescéncia (SA-B-gal)
(CHILDS et al., 2019).

Segundo a literatura, por meio do uso de biomarcadores de senescéncia € possivel

realizar a observacdo das células senescentes acumuladas nos tecidos com a idade, tornando a
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senescéncia um modelo excelente para estudos in vitro de envelhecimento (Debacg-Chainiaux
etal., 2016; Wadhwa et al., 2016). Outro ponto importante destacado nos estudos é a associagdo
de celulas senescentes a doencgas relacionadas a idade, como diabetes, aterosclerose, doencas
pulmonares, etc. (MufiozEspin e Serrano, 2014; McHugh e Gil, 2018; Chi et al., 2019;
Chandrasekaran et al., 2017). Os resultados deste trabalho corroboram com os achados na
literatura, pois foi evidenciado um aumento das células em senescéncia no envelhecimento,
visto que houve maior expressdo da enzima B-galactosidase nas células dos animais idosos,
enguanto nas células dos animais jovens tal expressdo foi menor.

As CTMs possuem um importante papel no sistema imune, mas o mecanismo detalhado
das propriedades imunomodulérias das CTMs ainda ndo esta bem elucidado (LIU et al., 2020).
Contudo, a literatura ja demonstra que os fatores troficos provenientes das CTMs desempenham
um papel essencial na modulacdo da resposta imunoldgica (DOS SANTOS et al., 2016).
Diversos estudos relataram a liberacdo de fatores sollveis, como citocinas, e fatores de
crescimento pelas CTMs, que seria um mecanismo que modula a resposta imune (LIU et al.,
2020). Para mimetizar um sistema imunolégico em condicdo de estresse, as CTMS de ambos
os grupos foram estimuladas com lipopolissacarideo (LPS), um dos principais componentes da
parede celular de bactérias gram-negativas e amplamente utilizadas no estudo de respostas
inflamatdrias/imunes (RIETSCHEL et al., 1994). Este trabalho avaliou a influéncia do
envelhecimento e da desnutricdo proteica sobre o perfil de producéo de citocinas por CTMs.
Logo, foi analisada a producdo das seguintes citocinas: IL-1p, IL6, IL-10, TGF-p ¢ PGE:.

As propriedades imunomodulatérias das CTMs sdo induzidas por citocinas pro-
inflamatorias, como IL-6 e IL-1 B, produzidas durante uma resposta imune (YU et al., 2014;
DOS SANTOS et al., 2016). A associagédo dessas citocinas promove a producdo de diversos
fatores soluveis indutiveis, tais como fator de crescimento transformador-p1 (TGF-B1),
prostaglandina E2 (PGE2), 6xido nitrico (NO) e indoleamina 2,3-dioxigenase (IDO), que, por
sua vez, induzem as funcgdes imunossupressoras das MSCs (YU et al., 2014). O nosso grupo
demonstrou no trabalho de Dos Santos e colaboradores o efeito da desnutricdo na
imunomodulacdo das CTMs, sendo visto que as CTMs do grupo desnutrido reduzem a producéo
IL-1B e TGF-B, enquanto ocorre um aumento de IL-6 (DOS SANTOS et al., 2016). Diante do
exposto, nossos resultados corroboram os resultados presentes na literatura (DOS SANTOS et
al ., 2016), mostrando que a desnutri¢cdo reduz a producéo de IL-1B e TGF-p nos animais jovens
— havendo a reducgédo do dltimo também no grupo desnutrido idoso — e aumenta a producédo de
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IL-6. Foi observado que a desnutri¢do levou a uma menor producdo de PGE: pelas CTMs. No
envelhecimento, também foi observado que as CTMs conseguem modular o sistema imune,
pois houve aumento de IL-1p ¢ IL-6.

Para avaliar a atividade imunomodulatéria das CTMs, foi realizado o estimulo dessas
celulas com LPS, coletados os sobrenadantes e realizado o cultivo de macrofagos e linfocitos
nesse meio condicionado. Como resultado, foi visto que o meio condicionado dos quatro grupos
estudados reduziu a proliferacdo tanto de macrofagos quanto de linfocitos quando comparado,
respectivamente, aos macrofagos e linfécitos somente estimulados com LPS. Além disso, 0s
resultados evidenciaram que o meio condicionado de CTMs do grupo desnutrido idosos teve
maior proliferacao de linfocitos quando comparado aos grupos controle e desnutrido jovem. No
trabalho de Dos Santos e colaboradores foi demonstrado que houve reducédo na proliferacdo das
células do sistema imune quando cultivadas com sobrenadante de CTM, outros trabalhos
mostraram também essa reducdo na proliferagdo de linfécitos e macréfagos quando cultivados
com sobrenadante de CTMs (DOS SANTOS et al., 2016, LARANJEIRA et al., 2015,
CLUTTERBUCK et al., 2000).

Além de analisar os efeitos causados pelos meios condicionados de CTMs sobre a
proliferacdo de macrofagos e linfocitos, foi avaliada também a producéo de citocinas IL-10, IL-
la, IL-1B e TNF o por macrofagos e 1L-10, IL-2. IL-4, IL-17 e INF quando estimulados com
LPS e cultivados com sobrenadante de CTMs.

O efeito das CTMs no sistema imune inato tém sido alvo de diversos estudos. A
literatura aponta varios estudos que demonstram a capacidade das MSC de modular macréfagos
M1 inflamatérios e promover macréfagos M2 anti-inflamatérios (LUZ-CRAWFORD et al.,
2016; BRAZA et al., 2016; KIM et al., 2009). O estudo realizado por Mathias e colaboradores,
por exemplo, mostrou o efeito do tratamento com CTM nos pulmdes de pacientes asmaticos,
obtendo-se como resultado o aumento da producdo de mediadores anti-inflamatorios e redugéo
de citocina pré-inflamatoria por macréfagos alveolares (MATHIAS et al ., 2013). Neste
trabalho, os resultados mostraram que os macréfagos estimulados com LPS e cultivados no
sobrenadante de CTMs dos quatro grupos estudados foram capazes de reduzir os mediadores
pro-inflamatorios, IL-1a, IL-1p € TNF a, ¢ aumentar o mediador anti-inflamatério, 1L-10,
corroborando os estudos de Mathias e colaboradores (MATHIAS et al., 2013). Isso demonstra

como as CTMs participam ativamente da modulacdo do sistema imune.
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Estudos mostram que as CTMs, quando estimuladas com IFN-y, citocina pro-
inflamatdria, causam a inibi¢do na proliferacdo células T ativadas, além de inibir as citocinas
TH1, comoalL-2 (CHINNADURA etal., 2014). Este trabalho demonstrou resultados similares
ao estudo de Chinnadura e colaboradores, pois os linfocitos estimulados com LPS e cultivados
com sobrenadante CTMs dos quatro grupos estudados tiveram a proliferagdo reduzida quando
comparados aos linfocitos+LPS, havendo reducdo na producdo de IL-2 nos linfocitos
estimulados com LPS e cultivados com sobrenadante de CTMs do grupo jovem quando
comparados aos linfocitos+LPS. Em contrapartida, houve maior produgdo de IFN-y nos
linfocitos estimulados com LPS e cultivados com sobrenadante de CTMs do grupo idoso e do
grupo desnutrido jovem em relacdo aos linfécitos+LPS. 1sso mostra que o sobrenadante de
CTMs dos grupos estudados tem efeito imunomodulatério.

Sabendo que a IL-10 é uma citocina anti-inflamatéria capaz de suprimir a producéo de
citocinas pro-inflamatérias (KYURKCHIEV et al., 2014), como a IL-2, IFN-y, IL-4 e IL-17,
neste trabalho foi observado o aumento da mesma e a reducdo de IL-2 nos linfocitos
estimulados com LPS e cultivados com sobrenadante de CTMs do grupo jovem quando
comparada com os linfocitos+LPS, mas o IFN-y continuou aumentado nos linfocitos
estimulados com LPS e cultivados com sobrenadante de CTMs do grupo jovem desnutrido e
idoso em relagdo aos os linfocitos+LPS. N&o houve diferenga estatistica na produgdo de 1L-4
e lL-17.

Quanto a producdo de citocinas nos linfocitos cultivados com sobrenadante de CTMs e
estimulado com LPS entre os quatro grupos estudados, foi observado que a concentracdo de
IFN-y foi maior tanto no grupo desnutrido jovem quanto nos idosos quando comparados ao
grupo controle jovem. Ja a concentracdo de IL-10 foi menor nos grupos desnutrido jovem e nos
grupos dos idosos quando comparados ao grupo controle jovem. Nota-se, assim, que a
desnutricdo e o envelhecimento modularam a resposta imune nessas citocinas, pois houve
aumento de IFN-y e reducdo de IL-10 tanto no grupo desnutrido quanto no grupo idoso.
Resultados similares a esses foram vistos no trabalho de Dos Santos e colaboradores, pois nesse
estudo houve aumento de IFN-y e reducdo de IL-10 na desnutricdo (DOS SANTOS et al.,
2016). Por sua vez, no estudo realizado por Laranjeira e colaboradores foi demonstrado que as
CTMs de humanos saudaveis sdo capazes de inibir o IFN-y produzidos pelos linfocitos,

diferente dos achados de nosso trabalho, no qual se evidenciou que o envelhecimento e a
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desnutricdo aumentaram a producdo dessa citocina por linfocitos+LPS cultivados com
sobrenadante de CTMs (LARANJEIRA et al., 2015).

A fim de avaliar se as expressdes dos genes de interesse alterariam a imunomodulacao
das CTMs no periodo transcricional, foi realizada a anélise dos seguintes genes: IL-1p, IL-6,
IL-10, NOS, NF«B, STAT-1 e STAT-3. Os genes IL-1p, IL-6, IL-10 e STAT-1 néo
apresentaram alteracGes em sua expressao. Entretanto, em CTMs de animais do grupo idoso,
foi observado aumento na expressdao de NFxB e NOS e reducéo na expressao de STAT-3.

A literatura indica que esse aumento do NF«B é frequentemente detectado em células
imunes e ndo imunes em tecidos afetados por inflamagéo cronica, pois acredita-se que as
funces estdo prejudicadas pela inducdo da expressao de mediadores pro-inflamatérios, como
IL-1B e IL-6, que orquestram e sustentam a resposta inflamatdria e causam danos teciduais
(WULLAERT et al.,2011). De fato, este trabalho mostra que as citocinas pré-inflamatérias IL-
1B e IL-6 estdo mais elevadas no grupo idoso do que no controle jovem. Assim, 0 aumento de
NF«B é considerado um importante fator patogénico em diversos disturbios inflamatdrios
agudos e crénicos (WULLAERT et al.,2011). A NOS é uma enzima responsavel pela sintese
de NO que causa estresse oxidativo, neste trabalho foi observado o aumento de NOS nas CTMs
do grupo idoso, 0 que pode estar relacionado ao estresse ocasionado pela inflamagéo (LIND et
al., 2017).

Por fim, neste trabalho foi observada a reducdo da expressdo de STAT3 — consistente
em um fator de transcricdo de genes de fase aguda que medeia sinais extracelulares, como
citocinas e fatores de crescimento, por meio da interacdo com receptores polipeptidicos na
superficie celular, sendo ativado por IL6 (YOU et al., 2015) —, mesmo havendo aumento de IL-

6 nas CTMs do grupo idoso.
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6. CONCLUSAO

O envelhecimento e a desnutri¢do proteica comprometeram a hematopoese. Com isso,
as CTMs alteraram a producdo de citocinas pré e anti-inflamatorias, e produziram fatores
soltveis que diminuiram a proliferagdo dos macrofagos e dos linfocitos, sendo capazes de
imunomodular as citocinas produzidas por essas células do sistema imune. O grupo idoso
apresentou maior nimero de CTMs senescentes e alteraram a expressdo de genes inflamatérios.
Portanto, o envelhecimento e a desnutricdo sdo fatores que, separados ou em conjunto,

influenciaram no efeito imunomodulador das CTMs.
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Prof(a). Dr(a). Ricardo Ambrosio Fock - 13/07/2018 até o presente. Email: hemato@usp.br
Inglés, Aprovado em 13/07/2018

Aprovado em 08/08/2019

Primeira Matricula em 13/07/2018

Aluno matriculado no Regimento da Pés-Graduacdo USP (Resolucdo n® 6542 em vigor de 20/04/2013 até 28/03/2018).
Ultima ocorréncia: Matricula de Acompanhamento em 27/07/2020
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Ulitima ocorréncia: Matricula de Acompanhamento em 27/07/2020
Impresso em: 28/10/2020 10:08:58

75



76

ANEXO I

Renaira Oliveira da Silva
@ Endereco para acessar este CV: hitp:/ [lattes.cnpg.br/8021403187014065

@ Ultima atualizacio do curriculo em 28/10/2020

4 A~

Resumo informado pelo autor

Farmacéutica, formada pela Universidade Federal do Para - UFPA. Desenvolveu o projeto " Avaliacio funcional de neutrdfilos circulantes em padentes portadores de
Trombocitemia Essencial” pelo programa Institucional de bolsas de Iniciacio cientifica- PIBIC, no Laboratdrio de Hematologia da Faculdade de Farmacia- UFPA. Atualmente,
sou mestranda do laboratdrio de Hematologia da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas da USP, desenvolvendo o projeto A Influéncia do envelhecimento sobre aspectos
imunomodulatdrios de células tronco mesenquimais medulares em situacio de desnutricio proteica.

(Texto informado pelo autor)

Nome civil

Nome Renaira Oliveira da Silva

Dados pessoais

Filiagdo nilson oliveira da silva e renee oliveira da silva
Nascimento 06/07/1990 - Brasil

Carteira de 5453894 segup - PA - 20/01/2004
ldentidade

CPF 008.254.632-03

Formac&o académica/titulacdo

2018 Mestrado em Farmdcia (Fisiopatologia e Toxicologia).
Universidade de S&o Paulo, USP, Sao Paulo, Brasil
Titulo: Influéncia do envelhecimento sobre aspectos imunomodulatorios de células tronco mesenguimais medulares em situacdo de desnutricdo proteica

Orientador: Ricardo Ambrosio Fock
Bolsista do(a): Conselho Nacional de Desenvelvimento Cientifico e Tecnolbgico

2013 - 2018 Graduacdo em Farmacia.
Universidade Federal do Para, UFPA, Belem, Brasil
Titulo: The role of hydroxyurea in neutrophil phagocytosis in patients with essential thrombocythemia
Orientador: Carolina Heitmann Mares Azevedo Ribeiro



2013 - 2018 Graduacdo em Farmacia.
Universidade Federal do Pard, UFPA, Belem, Brasil
Titulo: The role of hydroxyurea in neutrophil phagocytosis in patients with essential thrombocythemia
Orientador: Carolina Heitmann Mares Azevedo Ribeiro
Bolsista do(a): Fundacdo Amazédnia Paraense de Amparo & Pesquisa

2006 - 2008 Ensino Médio (20 grau) .
grupo de ensino ideal, IDEAL, Brasil, Ano de obtencio: 2008

Formagao complementar

2017 - 2017  Curso de curta duracio em INGLES. (Carga hordria: 90h).
OXFORD INTERNATIONAL ENGLISH SCHOOLS, 1SI, Inglaterra

2014 - 2016 Curso de curta duracdo em INGLES. (Carga hordria: 360h).
CENTRO DE CULTURAANGLO AMERICANA, CCAA, Brasil

2015 - 2015 Curso de curta duragdo em CURSO DE VERAO EM FARMACOLOGIA. (Carga hordria: 80h).
Universidade de S&o Paulo, USP, Sao Paulo, Brasil

Atuacao profissional

1. Fundagao Amazonia Paraense de Amparo a Pesquisa - FAPESPA

Vinculo
institucional

2016 - 2017 Vinculo: Bolsista , Enguadramento funcional: Bolsista PIBIC- Iniciac@o Cientifica , Carga hordria: 20, Regime: Parcial

2. Universidade de S3o Paulo - USP

Vinculo
institucional

2018 - Atual Vinculo: Bolsista , Enguadramento funcional- Aluna de Mestrado, Regime: Dedicacio exclusiva

3. Universidade Federal do Para - UFPA

Vinculo
institucional

2017 - 2017 Vinculo: Monitoria Voluntdria , Enquadramento funcional: Monitoria , Carga hordria: 16, Regime: Parcial

2016 - 2017 Vinculo: Iniciac8o cientifica voluntari , Enguadramento funcional: Iniciagio cientifica , Carga horaria: 20, Regime: Parcial

Projetos de
pesquisa

2016 - 2017 AVALIACAD DE MEUTROFILOS CIRCULANTES EM PACIENTES COM LEUCEMIA MIELOIDE AGUDA PRE E POS-TRATAMENTO QUIMIOTERAPICO

Descricéo: O objetivo central foi avaliar os neutréfilos circulantes em pacientes com leucemia mielbide aguda pré e pos tratamento quimioterapico. Avaliando se ocorrem
alteracoes na funcéo fagocitica dos neutrofilos nestes pacientes e analisar o efeito do tratamento sobre os pardmetros descritos.

Situacdo: Concluido Natureza: Projetos de pesquisa

Alunos envolvidos: Graduag&o (2); Mestrado académico (1);

Integrantes: Renaira Oliveira da Silva; ERICADOS SANTOS SARGES ; CAROLINA HEITMANN MARES DE AZEVEDO (Responsavel); RAQUEL ESTER DALMACIO
LOBO; THIAGO XAVIER CARNEIRO

2016 - 2018 Avaliacdo funcional de neutrofilos circulantes em pacientes portadores de Trombocitemia Eszencial

Descricdo: Tem como objetivo central verificar se ocorrem alteracbes quantitativas e gualitativas nos neutrofilos de pacientes portadores de trombocitemia essencial Assim
como, avaliar se ocorrem alteracdes na funcdo fagecitica dos neutrofilos nestes pacientes e analisar o efeito do fratamento sobre os pardmetros descritos.

Situacdo: Concluido Natureza: Projetos de pesquisa

Alunos envolvides: Graduacdo (2); Mestrado académico (1)

Integrantes: Renaira Oliveira da Silva; ERICADOS SANTOS SARGES ; CAROLINA HEITMANN MARES DE AZEVEDO (Responsavel); RAQUEL ESTER DALMACIO
LOBO; THIAGO XAVIER CARNEIRO

Idiomas

Inglés Compreende Bem , Fala Bem , Escreve Bem , L& Bem
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>roducao

Produgao bibliografica

Artigos completos publicados em periodicos

AY
1. iy ma SARTORI, TALITA; SANTOS, ANDRESSA CRISTINAANTUNES: OLIVEIRA DA SILVA, RENAIRA: KODJA, GABRIELA; ROGERO, MARCELO MACEDQC;
BORELLI, PRIMAVERA; FOCK, RICARDC AMBROSIO
Branched chain amino acids improve mesenchymal stem cell proliferation, reducing nuclear factor kappa B expression and modulating some inflammatory properties.
NUTRITION. EEG, v.78, p.110935 -, 2020.

Apresentacdo de trabalho e palestra

1. SILVA,R.O.
imunomodula¢do das células tronco mesenguimais na desnutrigdo, 2019. (Conferéncia ou palestra, Apresentacio de Trabalho)

2. SILVA, R. O.; Hastreiter A A; Vivian, G.K.; Fock R.A
Influéncia do envelhecimento sobre p ir dulatérios de
(Congresso,Apresentacdo de Trabalho)

3. SIWVA GEA;SARGES E. 5 SILVA, R O;LOBO, R E. D.; DAMASCENO, D.W.I.; CRUZ L. N;SARGES, C.D.S; MELO, M. F. C. ; AZEVEDO, C. H. M.
ANEMIAS VERSUS PARASITOSES: UM PROBLEMA DE SAUDE PUBLICA ENTRE AS COMUNIDADES RIBEIRINHAS SITUADAS NO ESTADO DO PARA, 2017.
(Congresso,Apresentacéo de Trabalho)

tronco

guimais medulares em situagédo de desnutrigdo proteica, 2019.

4. SARGES E. 5 SILVA, R. O.; DAMASCENO, D. W.1. | LOBO, R. E. D. ; SILVA, G.E.A; BEZERRA, A.B. R.; SARGES, C. D. 5., CARNEIRO, T. X.; AZEVEDO, C. H. M.
ATIVIDADE FAGOCITICA DE NEUTROFILOS EM PACIENTES PORTADORES DE NEOPLASIAS MIELOPROLIFERATIVAS, 2017. (Congresso, Apresentacio de
Trabalho)

5. SARGES, E. 8 5ILVA, R. O.; DAMASCENO, D. W. 1. ; CARNEIRO, T. X.; AZEVEDO, C.H. M.
ATIVIDADE FAGOCITICA DE NEUTROFILOS EM PACIENTES PORTADORES DE NEOPLASIAS MIELOPROLIFERATIVAS, 2017. (Congresso, Apresentacdo de
Trabalho)

6. SILVA R 0.LOBO, R E D.;SARGES, E S.:DAMASCENO, D. W.I.; AZEVEDO, C. H. M. ; SILVA, G.E.A; MACHADO A P. C; COSTA, A5 SANTOS, V. N_
PADRONIZAGAO DE TECNICAS PARA A AVALIACAO FUNCIONAL DOS NEUTROFILOS: OBTENGAQ CELULAR E FAGOCITOSE, 2017. (Congresso, Apresentacio
de Trabalno)

7. L..I'SIL\.-’A R.0; LOBO, RE.D; SARGES, E. 5; DAMASCENO, D. W. 1. ; MACHADO , A P. C_; SANTOS, V. N_; SILVA, G. E. A COSTA A5 AZEVEDO, C. H. M.
PADRDNIZA(;AO DE TECNICAS PARA AAVALIAI;AO FUNCIONAL DOS NEUTROFILDS OBTENCAO CELULARE FAGOCITOSE 2017, [Congresso Apresentacéio
de Trabalho)

T
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Eventos

Participagdo em eventos

1. Apresentacdo Oral no(a) 15 congresso nacional sban, 2019. (Congresso)
Influéncia do envelhecimento sobre aspectos imunomodulatorios de células tronco mesenguimais medulares em situacio de desnutricdo proteica.

2. 21 SIMPOSIO DE FARMACIA EM HEMATOLOGIA E HEMOTERAPIA, 2017. (Simpésio)

3. Apresentacdo de Poster / Painel no(a) HEMQ, 2017. (Congresso)
ATIVIDADE FAGOCITICA DE NEUTROFILOS EM PACIENTES PORTADORES DE NEOPLASIAS MIELOPROLIFERATIVAS.

4. WORKSHOP EM IMUNOTERAPIA DO CANCER: MUDANGAS DE PARADIGMA S NO TRATAMENTO DA ONCOLOGIA, 2017. (Outra)

5. Apresentacdo Oral no(a) 1 CICLO DE PALESTRAS ABERTAS DE TOXICOLOGIA, 2016. (Semindrio) . R R .
TOXICOLOGIADE METAIS PESADOS, COM ENFASE DE METAIS DE INTERESSE DAAMAZONIA: MERCURIO, ARSENIO, MANGANES E ALUMINIO.

6. 1 SIMPOSIO SOBRE O ESTUDO DA DOR, 2016. (Simpésio)

7. congresso medico amazdnico, 2014. (Congresso)
medico amazonico

8. congresso medico amazdnico, 2014. (Oficina)
curso em atualizactes de exames laboratoriais.

Organizagio de evento

1. OLIVEIRA DA SILVA, RENAIRA
| Escola de Inverno em Andlises Clinicas e Toxicoldgicas — | ClinTox,, 2019. (Outro, Organizacéo de evento)

2. SILVA R.O. SILVA, AR P; SANTOS, A. BN.S; PORTELA, A,CR; DAMASCENG, A. M. 5;; MORAES, D.L; RIBEIRO, D.E.M_; BRASIL, LF.5.; COSTA, L.O.F; PINHEIRO,
J.C.; MONTEIRO, V. V. §,; SANTOS, L.T; FARIA, L. V. ; SILVA, L. 5. ; MORAES, F. L. S. ; BATISTA, AV. A; BRAGA, P.H. C.; ANDRADE, L. N.; SILVA, LRS.V
CALANDRINI, M. S.
| Simposio Regional de Oncologia, 2017. (Outro, Organizacio de evento)

3. SILVA R O. SILVA AR P; PORTELA, A,C.R; DAMASCENO, A M. 5.; BATISTA, AV. A; SANTOS, A. B.N.S; MONTEIRO, C.V.S.; MORAES, D.L.; RIBEIRO, D.EM.;
MORAES, F. L. 5. BRASIL, LF.S.; COSTA, I.O.F; PINHEIROQ, J.C; FARIA, L. V. ; SANTOS, LT, SILVA, L. 5. ; ANDRADE, L. N. ; CALANDRINI, M. 5_; BRAGA, P.H.C
MONTEIRO, V. V. 5.

1 simposio de doengas cardiovasculres, 2017. (Outro, Organizacdo de evento)

Ay
4. T.‘.I'SIL\.-'A‘ R. O SILVA, AR P; SANTOS, A. BIN.5_; PORTELA, A.C R; DAMASCENO, A_M. 5; PINHEIRO, J.C; BATISTA, A V. A; MORAES, D.L; RIBEIRO, D.EM_;
MORAES, F. L. 5. ; BRASIL, LE.S,; COSTA, LOF; FARIA, L. V. ; SANTOS, LT, SILVA, L. 5. ; ANDRADE, L. N.; CALANDRINI, M. S.; BRAGA, P. H. C; MONTEIRO, V. V.
5.
Ciclo de palestras multidisciplinar em doencas neurodegenerativas: Parkinson e Alzheimer, 2016. (Outro, Organizacéo de evento)

Pagina gerada pelo sistema Curriculo Lattes em 28/10/2020 as 10:33:16.



ANEXO 111
Comissio de ética
UNIVERSIDADE DE SAO PAULO
ACULD S FARMACEUTICAS
FACULDADE DE ClE O 3 e Animais - CEUA
Oficio CEUA/FCF 085.2018-P544

Sd0 Paulo, 04 de setembro de 2018.
Prezada Senhora,

A Comissdo de Efica no Uso de Animais da Faculdade de
Ciéncias Farmacéuticas da Universidade de Sao Paulo (CEUA/FCF/USP), em
reunido realizada em 04 de setembro de 2018, aprovou as alteragbes propostas
para o projeto de pesquisa "O Papel da Disfungio Endotelial Associada a0
Envelhecimento na Hematopoiese" (Protocolo CEUA n® 544), conforme constante
nos documentos apresentados:

a InclusSo das alunas como colaboradoras, Renaira
Oliveira da Silva e Gabriela Kodja Vivian,

b. O desligamento da aluna Carolina Carvalho Dias.

Cordialmente,

4
muq% Aymoto Hassimotto
CEUAFCFIUSP
lima. Sra.

Pesquisadora; Araceli Aparecida Hastreiter
Orientador: Prof. Dr. Ricardo Ambrosio Fock
FBC/FCF/USP

Av. Prof. Uinew Prestes, 890 - Biocs 13 A - Citlede Universitieis - GLP 05500-900 - 530 Paulo - 59
Feae: (11) 3091-3622 ) FonaiFax: (11) 3091-3677 - e-mait: cosafciffunp be
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