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Resumo 

Silva, R.O. Influência do envelhecimento sobre aspectos imunomodulatórios de células tronco 

mesenquimais medulares em situação de desnutrição proteica.2020.80P. Dissertação 

(mestrado)- Faculdade de Ciências Farmacêuticas, Universidade de São Paulo, São Paulo, 2020. 

As pessoas com idade mais avançada normalmente sofrem de algum grau de carência nutricional, 

sendo a mais comum a carência proteica. O envelhecimento e a desnutrição proteica vão 

comprometer a hematopoese, a geração de células imunológicas e a resposta imune, podendo causar 

uma maior suscetibilidade a infecções. As células tronco mesenquimais (CTMs) apresentam 

propriedades imunomoduladoras e são essenciais na hematopoese. Diante disso, esse trabalho tem 

como objetivo investigar, em um modelo de envelhecimento submetido à desnutrição proteica, 

aspectos relacionados a capacidade imunomodulatória 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 rações normoproteicas (12% de proteína) 

e hipoproteicas (2% de proteína), respectivamente. O consumo de ração nos quatro grupos foi 

similar. 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. Os animais 

desnutridos apresentaram anemia, leucoponia e hipoplasia medular; além de que a ingestão reduzida 

de proteínas provocou as menores taxas de proteínas totais, albumina e ureia no soro. Inicialmente 

as CTMs foram isoladas e caracterizadas, onde observou-se aumento da expressão de CD73 nas 

CTMs obtidas de animais idosos, independente do estado nutricional. Adicionalmente, CTMs de 

animais idosos apresentaram maior taxa de senescência. O sobrenadante de CTMs do grupo 

desnutrido jovem apresentou redução de IL-1β, TGF-β, e PGE2 e aumento de IL-6; enquanto nas 

CTMS de animais do grupo idoso observamos aumento de IL-6 e IL-1β e redução de TGF-β e 

PGE2. Em relação a expressão gênica, observamos de CTMs de animais do grupo idoso 

apresentaram maior expressão de NOS e NFB e menor expressão de STAT3. Quando avaliada a 

capacidade imunomodulatória de CTMs, observamos que, independente do grupo estudado, as 

CTMs foram capazes de reduzir a proliferação de macrófagos e linfócitos, porém CTMs de animais 

jovens apresentaram maior capacidade em reduzir a taxa de proliferação, principalmente de 

linfócitos. Em relação as citocinas produzidas por macrófagos quando cultivados com o meio 

condicionado de CTMs observamos que, independente do grupo avaliado, todos foram capazes de 

reduzir a produção de TNFα, IL-1α e IL-1β e aumentar a produção de IL-10. Quando avaliada a 

produção de citocinas por linfócitos cultivados em meio condicionado de CTMs, observamos que 

CTMs dos animais jovens apresentaram maior capacidade de reduzir a produção de IL-2 e aumentar 

a produção de IL-10; também observamos que linfócitos cultivados com sobrenadante de animais 

idosos produziram maior concentração de IFNγ. Portanto, sabendo-se que as CTMs tem sido cada 

vez mais aplicadas em diferentes situações que envolvem a terapia celular, podemos concluir que o 

envelhecimento e a desnutrição proteica são fatores que separados ou em conjunto influenciam no 

efeito imunomodulador dessas células e consequentemente podem afetar seu potencial terapêutico. 

Palavra-chave: Envelhecimento, Desnutrição, Célula tronco mesenquimal, Imunomodulação. 

 

 

 

  



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 São Paulo, São 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-1β, TGF-

β, and PGE2 and an increase in IL-6; while in the CTMS of animals in the elderly group, we 

observed an increase in IL-6 and IL-1β and a reduction in TGF-β and PGE2. Regarding gene 

expression, we observed that MSCs from animals in the elderly group showed higher expression 

of NOS and NFB 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 TNFα, 

IL-1α and IL-1β 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-γ. 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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INTRODUÇÃO 

 

1.1. ENVELHECIMENTO 

 

O envelhecimento é um processo dinâmico, progressivo e irreversível durante o  qual 

ocorrem diversas mudanças no organismo do indivíduo, tais como mudanças funcionais,      

morfológicas, bioquímicas e psicológicas (TRAVASSOS et al., 2020). A depender do 

organismo, o processo de envelhecimento pode sofrer variações, sendo mais acelerado para uns 

e mais gradativo para outros. Tais variações dependem também de outros fatores, como estilo 

de vida, presença de doenças crônicas e condições econômicas e sociais (CAETANO et al., 

2006). Por isso, tratar  sobre envelhecimento é identificar a existência de um universo de 

interpretações que estão relacionadas tanto às questões orgânicas quanto socioculturais de um 

indivíduo. 

O envelhecimento biológico pode ser caracterizado pela perda de função das células, 

dos tecidos, dos órgãos e do sistema, ocasionada pelo aumento cronológico do tempo e, por 

fim, levando o idoso à morte (LESS et al., 2016). No processo de envelhecimento, as células 

senescentes se acumulam e sua quantidade aumenta, contribuindo para a decadência de tecidos 

e órgãos, bem como  para o surgimento de doenças relacionadas à idade (DE PINHO et al., 

2020).   

Segundo a Organização Mundial de Saúde (OMS), o envelhecimento é caracterizado 

como um fenômeno complexo, pois envolve inúmeros programas biológicos (OMS, 2015). De 

fato, a participação de alguns marcadores moleculares e celulares determina o fenótipo durante 

o processo de envelhecimento, como instabilidade genômica , atrito de telômeros ,  alterações 

epigenéticas, perda de  proteostase, detecção desregulada de nutrientes, disfunção 

mitocondrial, senescência celular, exaustão de células-tronco e alteração na comunicação 

intercelular (LÓPES-OTÍN, 2013). 

 Para os países em desenvolvimento,      a OMS define como idoso o indivíduo com idade 

igual ou superior a 60 anos; já para os países desenvolvidos, essa idade seria de 65 anos ou mais 

(OMS, 2015). No mundo, a população idosa aumenta exponencialmente. No ano de 2015, a 

quantidade de pessoas com 60 anos ou mais era 48% maior do que no ano 2000; no ano de 2050 

esse valor será triplicado quando comparado com o ano 2000 (UNITED NATIONS, 2015). 

Atualmente, a população brasileira vive um intenso processo de envelhecimento, pois houve a 

redução 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 Estatística (IBGE), 

em 2043, 25% da população terá mais de 60 anos de idade, ao passo que a proporção de 

indivíduos com até 14 anos será de apenas 16,3% (IBGE, 2019). Isso demonstra a intensidade 

de crescimento da população idosa e a necessidade cada vez maior de que sejam realizados 

investimentos relacionados à saúde, visto que o envelhecimento é um fator de risco para 

diversas doenças. 

 

1.2. ENVELHECIMENTO E DESNUTRIÇÃO 

 

Os distúrbios nutricionais possuem um papel de destaque entre os casos clínicos de 

pacientes idosos, um exemplo consiste na desnutrição, definida pela Food and Agriculture 

Organization (FAO) como um estado fisiológico anormal, tendo como causa a ingestão 

inadequada e desregulada de macronutrientes, como proteínas, 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 classificação da desnutrição pode ser estabelecida por meio de sua origem ou de sua      

gravidade (TEIXEIRA et al., 2016). Quanto à origem, tem-se a desnutrição primária, que ocorre 

quando há insuficiência na oferta e/ou na disponibilidade de variadas proporções de alimentos, 

consequência da precariedade da situação socioeconômica do indivíduo, que dificulta tanto a 

reposição energética e proteica quanto o consumo de outros nutrientes fundamentais; e a 

desnutrição secundária, que  ocorre quando existe a disponibilidade de alimentos, mas há uma 

situação que dificulta o acesso aos mesmos, sendo essa espécie de desnutrição identificada 

principalmente em pessoas que estão hospitalizadas por muito tempo, em portadores de doenças 

crônicas e inflamatórias, em indivíduos que precisam de dieta enteral/parenteral e/ou naqueles 

que fazem tratamentos quimioterápicos (SHETTY et al., 2006; TEIXEIRA et al., 2016). Em 

relação à gravidade, a desnutrição pode ser leve, moderada ou grave, a depender das 

manifestações clínicas, da associação com outras doenças, do fator idade, do tempo e da causa 

da deficiência (SHETTY et al., 2006). 

A desnutrição aumenta consideravelmente o risco de mortalidade na população idosa 

(NASEER et al., 2015). No Brasil, o índice de  desnutrição continua elevado, de modo que o 

risco de que os idosos morram em razão desse fator aumenta gradativamente, devendo serem 

levados em consideração também os problemas sociais e a desigualdade no acesso aos 
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alimentos adequados, fatores que se fazem presentes no país (WAITZBERG et al., 2017; 

REZENDE et al., 2010).  

               Dentre as várias causas de desnutrição, destaca-se a desnutrição proteica, um 

problema de saúde pública que afeta milhões de pessoas no mundo inteiro, sendo a população 

idosa uma das mais prejudicadas (GUYONNET et al., 2015).  

A desnutrição proteica é ocasionada pela ingestão inadequada de proteínas,  o que pode      

acarretar em inúmeros problemas metabólicos (SANTOS et al., 2017). No idoso, as diversas 

modificações fisiológicas alteram a utilização de proteínas, associado a isso há a interação 

farmacológica, as alterações psicológicas, a incapacidade física e os fatores socioeconômicos 

que agravam esse processo (PHILLIPS et al, 2016; LONNIE et al., 2018; SILVEIRA et 

al.,2012). Como consequência da carência proteica, tem-se  a elevação da incapacidade 

funcional, o aumento da quantidade de internações, o agravamento de doenças pré-existentes, 

a maior susceptibilidade a infecções, a diminuição da qualidade de vida e o aumento de casos 

de mortalidade (SOUZA et al.,2014; PEREIRA et al., 2016) 

No envelhecimento, a carência proteica é um dos principais fatores que ocasionam as 

mudanças no sistema imune inato e adaptativo (TANNOU et al., 2019). A desnutrição proteica 

induz mudanças estruturais, as quais resultam na involução do timo dos gânglios linfáticos e do 

baço (SANTOS et al., 2017). Tais modificações podem prejudicar o funcionamento do sistema 

imunológico, visto que esses órgãos são os principais locais onde a resposta imune acontece 

(FOCK et al., 2010). Vale ressaltar que, no âmbito da desnutrição, os órgãos linfáticos e 

hematopoiéticos estão relacionados de forma direta com os déficits na resposta imune, 

ocasionando um aumento da suscetibilidade a infecções (SANTOS et al., 2017; ORTIZ et al, 

2009).  

A desnutrição proteica causa, também, a hipoplasia da medula óssea, considerada um 

tecido complexo, pois apresenta diversas linhagens celulares que estão em vários estágios 

maturacionais do desenvolvimento (FOCK et al., 2010), o que culmina na diminuição da 

geração de células hematopoiéticas (SANTOS et al, 2017; BORELLI et al, 2009). A redução 

da  quantidade de progenitores eritrocíticos e a diminuição da maturação celular da linhagem 

granulocítica também decorrem da desnutrição proteica (XAVIER et al., 2007; VITURI et al., 

2008), sendo verificada, ainda, a diminuição dos leucócitos no sangue, principalmente dos 

linfócitos, o que sugere que algumas deficiências nutricionais podem estar alterando a função 
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da medula óssea e reduzindo sua capacidade de produzir linfócitos novos (FOCK et al., 2010; 

KUVIBIDILA et al, 1993).  

 

1.3. HEMATOPOESE E MICROAMBIENTE HEMATOPOÉTICO 

 

Compreende-se por hematopoese o processo que envolve a formação, maturação e      

diferenciação das células sanguíneas (SANTOS et al, 2017). Em síntese, a hematopoese 

caracteriza-se por sua alta taxa de renovação, tendo em vista que as células maduras apresentam 

tempo de vida relativamente curto na circulação sanguínea, e por sua flexibilidade e adaptação 

às diferentes situações fisiológicas e patológicas (GROARKE et al., 2019). As células 

sanguíneas desempenham inúmeras funções que são primordiais para o funcionamento do 

organismo, como a regulação da homeostase sanguínea, o transporte do gás oxigênio e o 

controle do sistema imune inato e adaptativo (DEXTER, 1991). Desse modo, é fundamental 

que haja a manutenção da homeostasia e da plasticidade, estabelecendo-se um concentrado de 

células sanguíneas adequados para a sobrevivência do organismo (GROARKE et al., 2019).  

Nos adultos, a hematopoese ocorre no tecido hematopoético da medula óssea, em 

regiões histo-anatômicas específicas, 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 diferenciação, proliferação e auto-

renovação (SCHOFIELD, 1978).  

No microambiente medular há uma localização anatômica conhecida como nicho 

hematopóetico (SCHOFIELD, 1978). As CTHs estão localizadas próximas às regiões 

endostiais e distribuídas 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 óssea e o osso trabecular, sendo composto principalmente por osteoblastos, 

osteoclastos e osteócitos. 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 substâncias solúveis (DEANS e MOSELEY, 2000), o microambiente 

medular mostra-se como uma estrutura compartimentalizada e dinâmica, pois fornece o 
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parênquima de sustentação para as CTHs e concede um “ambiente bioquímico” primordial para 

a proliferação, diferenciação e maturação dessas células (MENDEZ-FERRER et al.,2015). 

Além disso, ele é o responsável pela liberação das células hematopóeticas da medula óssea para 

o sangue periférico (VITURI et al., 2000). 

O sistema estromal é constituído por uma malha de tecido conjuntivo e também por uma 

diversidade de células, como fibroblastos, células endoteliais, células reticulares e adipócitos, 

entre outros tipos celulares (ANJO et al.,2000). Dentre as células que fazem parte do estroma, 

destaca-se a célula-tronco mesenquimal (CTM), responsável por promover o estroma de 

suporte para hematopoese (HOCKING & GIBRAN, 2010). O estroma é fundamental na 

tradução de sinais extramedulares para as CTHs, posto que o mesmo é  altamente flexível aos 

estímulos externos (MULLER-SIEBURG e DERYUGINA,1995). Desse modo, o estroma irá 

modular a sobrevivência, proliferação e o desenvolvimento das células hematopoéticas em 

todos os seus níveis de diferenciação, fenômeno que ocorre por meio da produção local de 

citocinas e de proteínas da MEC (SATO et al., 2010; KOLF et al., 2007).  

Por sua vez, a hematopoese consiste em um fenômeno complexo, altamente regulado e 

influenciado por vários estímulos que atuam em diferentes níveis do processo (PREHAM et 

al.,2018). Dessa forma, consideram-se as interações célula-célula e célula-estroma, que 

ocorrem tanto no microambiente indutor da hematopoese como em outras localizações 

(TRENTIM, 1978); a ação dos diferentes fatores de crescimento e citocinas; a ação hormonal; 

a ação de mediadores plasmáticos e celulares da resposta inflamatória; e os impactos do 

envelhecimento e do estado nutricional do indivíduo (GROARKE & YOUNG, 2019; SANTOS 

et al., 2017; BORELLI e NARDELLI, 2001).  

 

1.4. CÉLULA-TRONCO MESENQUIMAL (CTM) 

 

As CTMs, denominadas também como células estromais mesenquimais multipotentes,      

são um conjunto de células clonogênicas encontradas ao longo da medula óssea e têm 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 evidências sólidas de que a medula 

óssea contém células precursoras não-hematopoiéticas, desenvolvendo métodos de cultura in 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Preham%20O%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=30619317
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vitro necessários para isolar e testar o potencial de diferenciação das CTMs. O cultivo dessas 

células culminou na formação de colônias que foram denominadas de unidade formadora de 

colônia de fibroblasto (CFU-F), pois se assemelhavam aos fibroblastos (FRIEDENSTEIN, 

1976). 

Em anos posteriores, inúmeros estudos estabeleceram, por métodos iguais ao proposto 

por Friedenstein, que essas células – conhecidas atualmente como células tronco mesenquimais 

– são capazes de se diferenciar em tipos celulares mesodérmicos, como miócitos, osteoblastos, 

condrócitos e adipócitos (KURODA et al., 2010). As CTMS podem ser isoladas de inúmeros 

tecidos adultos, tais como da medula óssea, cordão umbilical, adiposo, sangue periférico, fígado 

e polpa do dente (ELAHI et al., 2016). 

É importante ressaltar que as CTMs correspondem uma pequena fração (0,001-0,01%) 

de todas as células nucleadas da medula óssea. Contudo, elas podem ser isoladas e expandidas 

in vitro com grande êxito, posto que aderem seletivamente a superfícies plásticas quando 

comparadas com as células hematopoéticas (BARRY & MURPHY, 2004). Quanto à sua 

morfologia, apresentam características fusiformes e fibroblastóide, pois no início do 

crescimento in vitro, formam colônias parecidas com as colônias de fibroblastos (ABDALLAH 

& KASSEM, 2008).  

As CTMs, provenientes de murinos, possuem caracterização fenotípica das células 

positivas para os marcadores hematopoéticos CD105, CD73, CD90 (BARRY & MURPHY, 

2004; KASSEM & ABDALLAH, 2008) e CD44 (KASSEM & ABDALLAH, 2008) e são 

negativas para CD45, CD34 e CD14. Para caracterizá-las com maior assertividade, dado que 

os marcadores propostos não são específicos, são usados outros marcadores de superfície 

complementares, como CD29, CD49e, CD106 (BARRY & MURPHY, 2004; KOLF et al., 

2007; MOSNA et al., 2010), CD271 (KUÇI et al., 2010) e Sca-1 (MORIKAWA et al., 2009).  

Por meio da interação direta célula-célula e da liberação de um vasto espectro de fatores 

bioativos, as CTMs podem influenciar a função de outras células, consistindo em um exemplo 

disso as citocinas e os fatores de crescimento (LI & HUA, 2017). Em relação a esse aspecto,      

vale frisar que entre os fatores secretados estão compreendidos o fator de crescimento 

endotélio-vascular (VEGF), fator de crescimento de hepatócitos (HGF), fator de crescimento 

semelhante à 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. CÉLULA TRONCO MESENQUIMAL E CAPACIDADE IMUNOMODULADORA 

 

Além de regularem o nicho hematopoético e influenciarem na função das células 

existentes no microambiente, as CTMs possuem propriedades imunorreguladoras, por meio das 

quais são capazes de interagir com as células do sistema imune (LI e HUA, 2017). Tais células 

expressam moléculas de adesão, 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), macrófagos, células dendríticas (DCs), neutrófilos e mastócitos por meio do contato 

célula-célula (LI e HUA, 2017). Além disso, modulam a produção de fatores solúveis, 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 modulação da resposta imune.  

A plasticidade imunológica das CTMs está diretamente associada com os tipos de 

estímulos inflamatórios provenientes do microambiente em que estas residem (WANG et al., 

2012), um exemplo disso é o caráter imunossupressor adquirido por essas células na presença 

de citocinas como IFN-γ ou TNF- (DAZZI et al., 2012). Vale ressaltar que a imunossupressão 

acontece tanto pelo contato entre as células quanto pela liberação de fatores solúveis pelas 

CTMs, os quais são mediados por uma variedade de moléculas, como prostaglandina E2 

(PGE2), indoleamina-2,3-dioxigenase (IDO), óxido nítrico, IL-27, TGF-β, proteína monocítica 

quimiotática 1 (MCP-1/CCL2), antígeno leucocitário humano G, molécula de adesão celular, 

entre outros (DUFFY et al., 2011).  

Conforme apontado, as CTMs possuem a capacidade de modular tanto a função de 

células do sistema imune inato quanto as células do sistema imune adaptativo (LI e HU, 2017). 

No sistema imune inato, a cocultura de macrófagos com as CTMs ocasiona a geração de 

macrófagos M2, que secretam elevados níveis de IL-10 e menores níveis de citocinas 

inflamatórias, como a IL-12, IL-1β, TNF-α e IL-23, além de aumentarem a capacidade 

fagocítica ao exibir a expressão reduzida de moléculas coestimuladoras CD86 e MHCII 

(ZHANG et al., 2010; SELLERI et al.,2016). Ademais, as CTMs podem melhorar o 

recrutamento de macrófagos para o lugar que sofreu a lesão, promovendo, dessa forma, a 

regeneração do tecido, melhorando o quadro imunológico (LIU et al.,2016).  

Além dos macrófagos, as CTMs modulam as células dendríticas (CD), inibindo a 

diferenciação e maturação dessas células por meio da secreção de IL-6, fator de crescimento de 
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colônias macrofágicas (M-CSF) e rostaglandina E2 (PGE2), diminuindo a expressão de 

moléculas co-estimuladoras e modificando o perfil de produção de citocinas por DC (MARTI 

et al., 2011; NAUTA et al., 2006). Além disso, podem inibir a proliferação e diferenciação das 

células natural killer (NK) por meio da produção de IDO, TGF-β, PGE2 e de suas propriedades 

citotóxicas exercidas pelo contato celular, CTM-NK  (SPAGGIARI et al., 2006). Dessa forma, 

é aceitável considerar que as CTMs possuem um efeito imunomodulador no sistema imune 

inato. 

No sistema imune adaptativo, as CTMs afetam inúmeras propriedades das células T, 

como a inibição da proliferação de células T CD4+, a coibição da formação das células T CD8+ 

citotóxicas, a redução dos níveis de citocinas TH1 pró-inflamatórias, o aumento na secreção de 

citocinas TH2 anti-inflamatórias e a indução na produção de células Treg. Essa propriedade 

imunomodulara das células T ocorre por meio da associação de várias moléculas, como a IL-

10, HGF, TGF- β, PGE2, IDO, IFN-α e TNF-α (TABERA et al., 2008; MARTI et al., 2011).  

É importante frisar que as CTMs apresentam uma subpopulação produtora de IL-17, 

que age de forma autócrina e ativa a via de sinalização do NFκB, inibindo a produção de TGF-

β e comprometendo, assim, sua característica imunossupressora (KRSTIC et al.,  2012; YANG 

et al.,  2013). Segundo a literatura, as CTMs inibem a diferenciação de células T precursoras 

de memória e células T naïve em TH17 por meio da secreção de PGE2, reduzindo o número de 

TH17 no local da inflamação (DUFFY et al.,  2011). 

Nas células B, as CTMs exercem efeitos inibitórios ou estimulantes. Em humanos e 

murinos, as CTMs podem suprimir o processo de proliferação, diferenciação e ativação das 

células B, de modo que a  inibição destas acabará por comprometer o ciclo celular nas fases 

G0/G1. Por outro lado, o estímulo que as células B podem receber a partir das CTMs resulta na 

sua diferenciação sem sofrer o processo de apoptose natural, fenômeno observado nesses 

linfócitos (LI e HUA, 2017). Desse modo, o perfil imunomodulador da CTM é de extrema 

importância para a regulação do sistema imune como um todo (GLENN e WHARTENBY, 

2014). 

São poucos os estudos que abordam a relação entre a desnutrição proteica e a 

imunomodulação das CTMs. No entanto, no recente estudo do nosso grupo foi observado que 

as CTMS provenientes de animais desnutridos modularam a produção das citocinas TGF- β, 

IL-1 β e IL-6, evidenciando que a desnutrição proteica modifica as propriedades 

imunossupressoras dessas células (DOS SANTOS et al., 2016). Até o momento, não existem 
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estudos que mostrem os efeitos do envelhecimento sobre aspectos proliferativos e 

imunomodulatórios das CTMs em uma situação de desnutrição proteica. 

 

2. OBJETIVO  

 

Sabendo que o envelhecimento e a desnutrição proteica são capazes de comprometer a 

hematopoese e, consequentemente, a geração das células e a resposta do sistema imune, o que 

pode causar uma maior suscetibilidade a infecções, e tendo em vista que as CTMs apresentam 

propriedades imunomodulatórias, possuindo um importante papel na regulação da 

hematopoese, o objetivo deste trabalho é investigar, em um modelo de envelhecimento 

submetido a desnutrição proteica, os aspectos relacionados à capacidade imunomodulatória das 

células tronco mesenquimais.  

 

3. MATERIAL E MÉTODOS 

 

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 isogênicos. A ração destinada aos animais do 

grupo controle continha 12% de proteína (dieta normoproteica) e a destinada aos animais do 

grupo desnutrido possuía 2% de proteína (dieta hipoproteica) (Tabela 1). A caseína foi utilizada 

como fonte proteica das rações. As misturas salínica e vitamínica utilizadas foram aquelas 

recomendadas por REEVES et al., 1993 (Tabela 2 e 3). A determinação da concentração 

proteica das rações foi efetuada segundo o método de micro-Kjedahl (WARD, 1963) e realizada 

no laboratório de Nutrição Experimental da Faculdade de Ciências Farmacêuticas – USP. Este 

projeto foi aprovado pela Comissão de Ética no Uso de Animais da Faculdade de Ciências 

Farmacêuticas da Universidade de São Paulo (CEUA/FCF/USP), protocolo CEUA no 544. 

Quando os animais atingiram a idade em relação à qual foram considerados jovens e 

idosos, foi realizado o período chamado de adaptação, em que os animais foram alimentados 

com dieta controle por uma semana para estabilizar o peso corporal. Após esse período, foi 

iniciada a etapa de indução à desnutrição, de modo que os animais foram divididos em dois 

grupos: o grupo controle, composto pelos animais que receberam a dieta normoproteica, e o 
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grupo desnutrido, composto pelos animais que receberam a dieta hipoproteica por quatro 

semanas. A avaliação nutricional foi realizada pelo monitoramento do peso corporal, consumo 

alimentar e ingestão de proteínas a cada 48 horas durante o período de indução à desnutrição. 

A variação do peso corporal foi calculada por meio do valor relativo do peso corporal do animal 

do primeiro e do último dia de indução à desnutrição. 
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3.2. SANGUE TOTAL E SORO  

 

Após o período de 4 semanas de indução à desnutrição, 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, então, a coleta de 

sangue total com anticoagulante EDTA 10% para o hemograma e de soro para os exames 

bioquímicos. No soro, foram dosadas as proteínas totais, albumina, ureia, creatinina, AST 

(aspartato aminotransferase), ALT (alanina aminotransferase), colesterol e triglicerídeos. A 

determinação de proteínas totais foi realizada pelo método do Biureto (GORNALL, et al., 1949) 

e a determinação 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 

espectrofotômetro automatizado COBAS c501 (ROCHE®). Para a realização do hemograma, o 

número de eritrócitos e de leucócitos foi determinado no equipamento ABX Micros ABC Vet 

(Horiba ABX, Montpellier, França). Os valores relativos ao número de leucócitos foram 

determinados em extensões sanguíneas, realizadas após a coleta do sangue e coradas pela 

coloração de May Grunwald-Giensa modificada (ROSENFELD, 1947). 

 

3.3. OBTENÇÃO DE CÉLULAS DA MEDULA ÓSSEA E REALIZAÇÃO DO 

MIELOGRAMA  

 

Após a eutanásia, os fêmures de cada animal foram seccionados entre as articulações 

fêmur-ilíaca e fêmur-tibial. Com o auxílio 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 

sódica (Sigma-Aldrich®, St. Louis, EUA) e 100 μg/mL de estreptomicina (Sigma-Aldrich®, St. 

Louis, EUA). Posteriormente, as suspensões 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 alíquota da suspensão celular do fêmur para a 

realização do mielograma e o material remanescente foi destinado para a caracterização das 

CTMs. Todos os procedimentos de coleta e cultivo celular foram realizados em fluxo laminar 

bidirecional para não contaminação 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 plástico em meio com baixa concentração de glicose, formando culturas 

celulares relativamente isentas de CTHs e de outras células aderentes que precisam de 

concentrações elevadas de glicose para sobreviverem (COLTER et al., 2000). Após a obtenção 

das células da medula, as CTMs dos animais controles e desnutridos foram isoladas e cultivadas      

em atmosfera umidificada (95%), a 37oC e 5% de CO2. O crescimento e a morfologia das CTMs 

foram monitorados a cada 48 horas em microscópio invertido e o meio de cultura foi trocado 

no 3o, 7o e 14o dias após seu isolamento da MO.  

 

3.5. CARACTERIZAÇÃO DE CTM 

 

  As CTMs foram caracterizadas por citometria de fluxo. Para a confirmação do fenótipo 

da CTM, as culturas celulares foram centrifugadas por 10 minutos a 300g em temperatura 

ambiente. Efetuada a centrifugação, o sobrenadante foi descartado e o pellet celular ressuspenso 

em 400μL de PBS (solução tampão fosfato salina), pH 7,2 e 2 a 5μL de anticorpos para cada 1 

x 106 células/mL. Foi realizada incubação 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 

500μL de PBS, sendo realizada a centrifugação por 10 minutos a 300g, em temperatura 

ambiente. Após nova lavagem, foram adicionados 400μL de PBS pH 7,2 e realizadas as 

aquisições em citômetro de fluxo. Os anticorpos utilizados foram os seguintes: anti-CD14 

(Catálogo 5577195), -CD34 (Catálogo 560233), -CD45 (Catálogo 553087), -CD90 (Catálogo 

561404), -CD271 (Catálogo 557195), -CD73 (Catálogo 550741) e CD105 (Catálogo 562759), 

todos obtidos da BD Pharmingen, BECTON DICKSON, San Jose, EUA. O painel de anticorpos 

descrito foi utilizado para a caracterização das CTM. Os controles negativos foram realizados 

por fluorescenceminusone (FMO). Após a marcação com os anticorpos, o perfil fenotípico 

dessas células foi obtido por citometria de fluxo (BD FACSCanto II®, 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. AVALIAÇÃO DA SENESCÊNCIA  

 

  Após o cultivo das CTMs, tais células foram plaqueadas na concentração de 5x105 em 

uma placa de 24 poços. Após esse período, 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 solução 

fixadora a cada poço por 10 minutos, a temperatura ambiente. Em seguida, a placa foi lavada 

duas vezes com 1 mL de PBS e, então, foram adicionados 500 ul da solução de coloração com 

β-Galactosidase a cada poço (Senescence β-Galactosidase Staining Kit). Por fim, houve a 

incubação da placa a 37°C, overnight, em uma incubadora seca (sem CO2). As células foram 

verificadas em um microscópio (ampliação total de 200X), verificando-se que as células 

senescentes desenvolvem a cor azul. 

 

3.7. EXPRESSÃO RELATIVA DE mRNA 

 

 Após o cultivo das CTMs, foi extraído o RNA total com o kit de extração RNeasy 

(Qiagen, Germantown, MD, EUA), segundo as recomendações do fabricante. O RNA total 

(250ng) foi transcrito reversamente em cDNA, sendo utilizado o kit de transcrição reversa de 

cDNA de alta capacidade (Applied Biosystems, Foster City, CA, EUA). As amostras de cDNA 

foram amplificadas no TaqMan Fast Advancedmaster mix (AppliedBiosystems). Para tal, 

foram utilizados os genes IL-10 (Mm01288386_m1,Applied Biosystems), IL-6 

(Mm00446190_m1,Applied Biosystems), IL-1β (Mm00434228_m1,Applied Biosystems), 

NOS2 (Mm00440502_m1,AppliedBiosystems), Nfkb2 (Mm00479807_m1, 

AppliedBiosystems), STAT-1 (Mm01257286_m1,Applied Biosystems) e STAT-3 

(Mm01219775_m1,Applied Biosystems). O Gapdh (Mm99999915_g1, AppliedBiosystems) 

foi utilizado como controle interno. A expressão gênica foi avaliada pela reação em cadeia da 

polimerase em tempo real utilizando Step One PlusTM (AppliedBiosystems). Os valores 

quantitativos da expressão gênica foram obtidos pelos valores do Ct, caracterizado pelo início 

da amplificação do produto de PCR. Para a quantificação da expressão gênica foi empregado o 

método de quantificação relativa (LIVAK e SCHMITTGEN, 2001) segundo a seguinte 

fórmula: Taxa de expressão relativa = 2-(ΔCt amostra – ΔCt calibrador) = 2- ΔΔCt. O ΔCt foi obtido pela 

subtração da média dos Cts do gene de interesse pela média dos Cts do controle endógeno      

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 normalização dos dados. Como calibrador, foi utilizada a média aritmética do ΔCt das 

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

 

3.8. PRODUÇÃO DE CITOCINAS POR CTM 

 

  Para investigar se o envelhecimento e a desnutrição foram capazes de afetar aspectos 

imunomodulatórios das CTMs, foram coletados os sobrenadantes das mesmas para dosar as 

citocinas IL-1β, IL-6, IL-10 e TGF-β por ELISA (Enzyme Linked Immuno Sorbent Assay) 

(Quantikine® ELISA, R&D Systems, Abingdon, Reino Unido), seguindo as orientações do 

fabricante. 

 

3.9. O EFEITO DO CONDICIONADO DE CTM SOBRE A PROLIFERAÇÃO DE RAW E 

PRODUÇÃO DE CITOCINAS  

 

  Após o cultivo das CTMs, o sobrenadante produzido pelas células foi utilizado para a 

realização da cultura condicionada com macrófagos 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 UI/mL de penicilina G sódica (Sigma-Aldrich®, 

St. Louis, EUA) e 100 μg/mL de estreptomicina (Sigma-Aldrich®, St. Louis, EUA), em 

atmosfera umidificada (95%), a 37°C e 5% de CO2, sendo o seu meio de cultura trocado a cada 

3 dias. Quando próximas da confluência, as Raw foram tripsinizadas e plaqueadas junto com o 

sobrenadante de CTMs, na concentração de 2x105 RAW/400 uL de sobrenadantes de CTMs 

obtidos dos animais dos quatro grupos. Após o plaqueamento, as células foram estimuladas 

com 1,25 µg/mL de LPS (Sigma-Aldrich®, St. Louis, EUA) por 24 horas. Passado esse período, 

os sobrenadantes foram coletados e acondicionados à temperatura de -40°C para a determinação 

da produção de citocinas (IL-10, IL-6, TNF-α, IL-1β e IL-1α) por ELISA.  A proliferação dessas 

células foi determinada por meio do ensaio de MTT. 

 

3.10.  O EFEITO DO MEIO CONDICIONADO POR CTM NA PROLIFERAÇÃO 

LINFOCITÁRIA E PRODUÇÃO DE CITOCINAS 
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  Após o cultivo das CTMs, o sobrenadante produzido pelas células foi utilizado para a 

realização da cultura condicionada com linfócitos. Assim, os baços dos camundongos C57BL/6 

foram removidos e dissociados suavemente por meio do uso de agulhas e pinças 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 sódica (Sigma-Aldrich®, St. Louis, EUA) e 100 μg/mL de estreptomicina (Sigma-Aldrich®, 

St. Louis, EUA). A cápsula do baço foi descartada e o conteúdo intracapsular foi ressuspenso 

em 2 mLde DMEM, sendo homogeneizadosendo e colocado na geladeira por 10 minutos. Após 

esse período, foram colocados 4 mL de FicollHistopaque® (SigmaeAldrich) em um tubo estéril, 

no qual foi adicionado lentamente o sobrenadante resultante e então, centrifugado em 400g por 

30 minutos. Posteriormente, com auxílio 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 câmera de neubauer e as células mononucleares foram 

plaqueadas com sobrenadante de CTMs na concentração de 2x105células monucleares/400uL 

de sobrenadantes de CTMs dos quatro grupos estudados. Após o plaqueamento, as células 

foram estimuladas com 1,25 µg/mL de LPS (Sigma-Aldrich®, St. Louis, EUA) por 72 horas. 

Transcorrido esse período, os sobrenadantes foram coletados e acondicionados à temperatura 

de -40°C para a determinação da produção de citocinas (IL-2, IL-10, IL-4, IL-17 e INFγ) por 

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

 

3.11. ANÁLISE ESTATÍSTICA 

 

 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 paramétricos ou não paramétricos pela aderência à curva Normal (curva 

Gaussiana). Os dados obtidos em nossos experimentos foram analisados por ANOVA 2 vias, 

sendo utilizado o pós teste de Tukey. Diferenças estatísticas com valores de p ≤ 0,05 foram 

consideradas significativas. 
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4. RESULTADOS  

4.1.  AVALIAÇÃO DO ESTADO NUTRICIONAL  

 

 Após o período de uma semana de adaptação, tanto os animais jovens quanto os idosos 

foram separados em grupos controle e desnutrido, obtendo-se, assim, os grupos controle jovem, 

desnutrido jovem, controle idoso e desnutrido idoso. Ao final do período de indução de quatro 

semanas, os animais consumiram uma quantidade similar de ração. 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 relação ao consumo de proteína, os 

grupos controles consumiram mais proteínas que os desnutridos (Gráfico 1). 

 

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

Resultados representam a variação final do peso corpóreo, (C) Resultados representam a média do consumo diário 
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de proteína em gramas por dia dos grupos controle jovem, desnutrido jovem, controle idoso e desnutrido idoso, 

n=10 (número de animais). Resultados expressos em média ± desvio padrão da média (DPM). Diferença 

significativa entre os grupos (*p ≤0,05), (** p≤ 0,01), (*** p≤ 0,001), (**** p≤ 0,0001). 

 

4.2.  ANÁLISE DAS CONCENTRAÇÕES DE PROTEÍNA, ALBUMINA, UREIA, 

CREATININA, AST (ASPARTATO AMINOTRANSFERASE), ALT (ALANINA 

AMINOTRANSFERASE), COLESTEROL E TRIGLICERÍDEOS 

 

Em relação ao fator nutricional, observou-se que a concentração de proteína sérica, 

ureia, albumina, colesterol e triglicerídeos foi menor nos grupos dos animais desnutridos do 

que nos controles, tanto de jovens quanto de idosos; houve um aumento na concentração de 

AST nos grupos desnutridos em relação aos controles, jovens e idosos; a concentração de ALT 

foi menor no desnutrido idoso em relação ao controle idoso. No envelhecimento, nota-se a 

redução de albumina e triglicerídeos e aumento de colesterol no grupo controle idoso em relação 

ao controle jovem. Além disso, houve redução de triglicerídeos no grupo desnutrido idoso 

quando comparado ao desnutrido jovem. Na interação entre os grupos, foi observado que o 

desnutrido idoso teve menor concentração de proteína sérica, albumina, ureia, ALT, colesterol 

e triglicerídeo em relação ao controle jovem. Não foi observado nenhuma alteração na 

creatinina (Tabela 4). 

 

Bioquímica Controle 

Jovem 

 

Desnutrido 

Jovem 

 

Controle 

Idoso 

 

Desnutrido 

Idoso 

 

Proteína Sérica (g/dL) 

 

5,37± 0,29 4,69± 0,26a 5,18± 0,38f 4,42± 0,28b,e, 

Albumina (g/dL) 3,27 ± 0,28 2,5± 0,25a 2,97± 0,20c,f 2,27 ± 0,24b,e 

Uréia (g/dL) 29,60 ± 2,06 15,10±3,42 a 34,90 ± 8,29f 19,10 ± 3,72 b,e 

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 a 72,80 ±19,00f 94,50 ± 24,96 b 

ALT(U/L) 37,80 ±3,32 34,00 ± 4,76 31,50± 6,39 24,90 ±6,74 d,e 

Colesterol(mg/dL) 

Triglicerideos (U/L) 

119,2 ± 12,37 

63,70±5,27 

97,70 ± 7,02 a 

48,20±3,42a 

144,7 ± 13,20c,f 

51,70±3,26c 

105,6 ± 6,31 b,e 

37,50±2,41b,d,e 

Tabela 4: Parâmetros bioquímicos dos grupos CONTROLE JOVEM (CJ), DESNUTRIDO JOVEM(DJ), 

CONTROLE IDOSO(CI), DESNUTRIDO IDOSO(DI), n=10 (número de animais). (a)CJ x DJ, (b) CI x DI, (c) CJ 

x CI, (d) DJ x DI, (e) CJ x DI, (f) DJ x CI. Resultados expressos em média ± desvio padrão da média (DPM).  
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4.3.  PERFIL HEMATOLÓGICO  

 

Quanto à análise do hemograma, foi observado que o grupo desnutrido jovem e idoso 

apresentou redução significativa nas hemácias, hemoglobina, hematócrito, leucócitos, 

neutrófilos, linfócitos e monócitos em relação aos seus respectivos controles. A interação entre 

os grupos mostrou redução de hemácias, hemoglobina, hematócrito, leucócitos, neutrófilos, 

linfócitos e monócito no grupo desnutrido idoso em relação ao grupo controle jovem (Tabela 

5).  

 

Hemograma 

 

 

Controle 

Jovem 

 

Desnutrido 

Jovem 

 

Controle 

Idoso 

 

Desnutrido 

Idoso 

Hemácias(x106/mm3) 6,00 ± 1,26 4,56 ± 1,04a 5,32 ± 0,86 4,30 ± 0,58 b,e 

Hemoglobina(g/dL) 8,08 ± 1,88      6,00 ± 1,5a 7,28 ± 1,56 5,61 ± 1,50 b,e 

Hematócrito (%) 26,78 ± 5,57 20,29 ± 4,75 a 24,54 ± 1,46 19,72 ± 4,28 b,e 

Leucócitos (/mm3) 1,73 ± 0,38 1,00 ± 0,82 a 1,63 ± 0,65f 0,87 ± 0,42 b,e 

Neutrófilos (/mm3) 388,2 ± 289,3 154,8 ± 140,7 a 397,1 ± 208,5f 168,1 ± 128,6 b,e 

Linfócitos(/mm3) 1283,0 ± 337,0 732,2 ± 594,2 a 1237,0 ± 622,0 672,9 ± 382,0 b,e 

Monócitos(/mm3) 

Eosinófilo (/mm3) 

48,79 ± 26,94 

15,29 ± 19,13 

13,50 ± 21,94 a 

6,429 ± 23,48 

28,64 ± 30,63 

17,07 ± 27,44 

3,231 ± 6,648 b,e 

2,429 ± 6,123 

Tabela 5: Parâmetros hematológicos dos grupos CONTROLE JOVEM (CJ), DESNUTRIDO JOVEM(DJ), 

CONTROLE IDOSO(CI), DESNUTRIDO IDOSO(DI), n=14 (número de animais). (a)CJ x DJ, (b) CI x DI, (c) CJ 

x CI, (d) DJ x DI, (e) CJ x DI, (f) DJ x CI. Resultados expressos em média ± desvio padrão da média (DPM).  
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4.4.  AVALIAÇÃO DO MIELOGRAMA  

 

  Foi analisada a contagem diferencial das células medulares dos quatro grupos 

estudados. Na desnutrição, observou-se que houve redução da contagem de células totais e de 

eritrócitos 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, linfócito 

e eritroblasto maduro quando comparados ao controle jovem. No envelhecimento, houve 

redução de células totais, blastos, formas jovens, forma em anel, linfócito, eritroblasto jovem e 

eritroblasto maduro no controle idoso em relação ao controle jovem. A interação entre os grupos 

mostrou redução de células totais, blastos, formas jovens, forma em anel, forma segmentada, 

linfócito, eritroblasto jovem e eritroblasto maduro no grupo desnutrido idoso em relação ao 

controle jovem (Tabela 6).  

 

Células medulares  

 

Controle 

Jovem 

 

Desnutrido 

Jovem 

 

Controle 

Idoso 

 

Desnutrido 

Idoso 

 

Células totais (x106/mL) 14,83± 0,42 

 

8,11 ± 0,82a 

 

8,350 ±2,87c 

 

4,792±2,88b, e 

 

Blasto(x105/mL) 3,30 ±1,05 1,67±0,27a 1,95±0,84c 0,88±0,39e 

Granulócitos     

  Formas Jovens (x105/mL) 4,55±0,52 3,10±0,36a 2,92±0,80c 1,92±1,21e 

  Formas em Anel (x105/mL) 9,50±1,91 5,94±0,95a 5,99±1,79c 4,26±2,92e 

  Formas segmentadas(x105/mL) 53,74±5,80 30,21±7,35a 36,43±17,43 18,51±11,5e 

  Eosinófilos(x105/mL) 2,76±1,66 0,84±0,72 2,05±1,85 1,40±0,77 

Eritroblastos Jovens (x105/mL) 6,03±0,89 3,13±0,90a 3,99±1,12c 2,29±1,08b, e 

Eritroblastos Maduros (x105/mL) 36,12±3,32 18,25±2,01a 16,39±9,17c 9,62±6,66e 

Linfócitos(x105/mL) 32,07± 5,47 17,82±3,62a 13,91±6,62c 8,75±6,60e 

Monócitos(x105/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 (número de animais). (a)CJ x DJ, (b) CI x DI, (c) CJ x CI, (d) DJ x DI, (e) CJ x DI, (f) 

DJ x CI. Resultados expressos em média ± desvio padrão da média (DPM).  

 

 

4.5.  CARACTERIZAÇÃO DAS CTMs 

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

Com objetivo de investigar possíveis diferenças morfológicas das CTMs entre os quatro 

grupos estudados, foi analisada em microscópio óptico invertido a morfologia dessas células 

cultivadas por 3, 7 e 14 dias desde a sua coleta. Para todos os grupos foram plaqueados 

1x106células/mL (Figura 1). Na fotomicrografia apresentada seguir, são observadas as 

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

estudados.  

 

Figura 1: Fotomicrografias representativas de CTMs durante o cultivo celular, 

após 14 dias do plaqueamento, Controle jovem (A), Desnutrido jovem (B), 

Controle idoso (C) e Desnutrido idoso (D) (magnitude óptica 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 fenótipo característico, sendo positivas para CD90, 

CD73, CD105 e CD271, e negativas para CD45, CD14 e CD34 (Figura 2). Foi observado que 

para o marcador CD73 houve redução no desnutrido jovem e idoso quando comparados ao 

controle jovem (Gráfico 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 população total dos quatros grupos estudados.  
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Gráfico 2: Valores referente a porcentagem da marcação fenotípica dos grupos controle jovem, desnutrido jovem, 

controle idoso e desnutrido idoso; n=6 (número de animais).  (A) CD45, (B) CD34, (C) CD14. Resultados 

expressos em média ± desvio padrão da média (DPM).  

 

 

 

 

 

Gráfico 3: Valores referente a porcentagem da marcação fenotípica dos grupos controle jovem, desnutrido jovem, 

controle idoso e desnutrido idoso; n=6 (número de animais). (A) CD90, (B) CD73, (C) CD105, (D) CD271. 

Resultados expressos em média ± desvio padrão da média (DPM).  Diferença significativa entre os grupos (** p≤ 

0,01). 
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4.6.  AVALIAÇÃO DA SENESCÊNCIA 

 

  O envelhecimento a nível celular foi avaliado por meio do método de detecção 

enzimática para β-galactosidase associado à senescência (SA-β-gal). A figura abaixo mostra as 

CTMs após estas serem expostas a um substrato cromogênico (X-Gal; 5-bromo-4-cloro-3-

indolil-βD-galactopiranosídeo), 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 (Gráfico 

4).  

 

Figura 3: Fotomicrografias representam as CTMs senescente, precipitado azul, e não senescente. CONTROLE 

JOVEM (A), DESNUTRIDO JOVEM (B), CONTROLE IDOSO (C) e DESNUTRIDO IDOSO (D) (magnitude 

óptica 20x); CONTROLE JOVEM (E), DESNUTRIDO JOVEM (F), CONTROLE IDOSO (G) e DESNUTRIDO 

IDOSO (H) (MAGNITUDE ÓPTICA 40X). 
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Gráfico 4: Resultado representa a porcentagem de células em senescência entre os grupos controle jovem, 

desnutrido jovem, controle idoso e desnutrido idoso; n=3 (número de animais). Resultados expressos em média 

± desvio padrão da média (DPM). Diferença significativa entre os grupos (**** p≤ 0,0001). 

 

4.7. DOSAGEM DE CITOCINAS POR ELISA 

Com o objetivo de investigar se o envelhecimento e a desnutrição foram capazes de 

imunomodular as CTMs, essas células, depois de cultivadas, foram plaqueadas (1x106 células 

da cultura) e estimuladas com LPS por 24 horas. Foram dosadas as seguintes citocinas: IL-1β, 

IL-6, TGF-β, IL-10 e PGE2. Na desnutrição, houve redução das citocinas IL-1β, TGF-β, e PGE2 

e aumento de IL-6 nos jovens, sendo a concentração de TGF-β no grupo DESNUTRIDO 

IDOSO menor que a do grupo CONTROLE IDOSO. No envelhecimento, houve aumento de 

IL-6 e IL-1β e redução de TGF-β e PGE2 (Gráfico 5).  
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Gráfico 5: Resultados representam a média da dosagem de citocinas entre os grupos controle jovem, desnutrido 

jovem, controle idoso e desnutrido idoso; n=5 (número de animais).  (A) IL-1β, (B) IL-6, (C) TGFβ, (D) IL-10 e 

(E) PGE2. Resultados expressos em média ± desvio padrão da média (DPM). Diferença significativa entre os 

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

 

  A fim de avaliar se a desnutrição proteica e o envelhecimento modulam as CTMs a 

partir da expressão relativa de mRNA, foram analisados os genes IL-1β, IL-6, IL-10, NOS, 

NFκB, STAT-1 e STAT-3 (Gráfico 6). Assim, no envelhecimento, foi observado aumento na 

expressão de NOS (Gráfico 6D) e NFκB (Gráfico 6G) e redução na expressão de STAT-3 

(Gráfico 6F) tanto no grupo controle idoso como no grupo desnutrido idoso quando comparados 

ao grupo jovem. 
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Gráfico 6: Expressão relativa de mRNA nos grupos controle jovem, desnutrido jovem, controle idoso e desnutrido 

idoso; n=5 (número de animais). (A) IL-1β (B) IL-6 (C) IL-10 (D) NOS (E) STAT-1 (F) STAT-3 e (G) NFKB. 

Resultados expressos em média ± desvio padrão da média (DPM). Diferença significativa entre os grupos (*p 

≤0,05) (** p≤ 0,01), (*** p≤ 0,001), (**** p≤ 0,0001). 

 



44 
 

4.9.  AVALIAÇÃO DA INFLUÊNCIA DO MEIO CONDICIONADO DE CTM SOBRE A 

PROLIFERAÇÃO RAW E PRODUÇÃO DO CITOCINA. 

 

 Com intuito de avaliar se as CTMs têm a capacidade de imunomodular os macrófagos, 

foram cultivados macrófagos da linhagem RAW 264.7 no meio condicionado de CTMs e 

estimulados com LPS por 24 horas. Depois desse período, foi analisada a proliferação dos 

macrófagos por MTT, assim como a sua produção de citocina IL-1α, IL-1β, IL-10 e TNFα. De 

acordo com a análise dos dados, as RAW+LPS cultivadas com meio condicionado de CTMs 

dos quatro grupos estudados proliferaram menos do que quando comparada à  RAW+LPS 

cultivada na ausência do meio condicionado (Gráfico 7). Quanto à produção de citocinas, 

houve redução de TNFα e IL-1α e aumento de IL-10 nos quatro grupos RAW+LPS cultivados 

com meio condicionado de CTMs em comparação com a RAW+LPS cultivada na ausência de 

meio condicionado de CTMs (Gráfico 8.A, 8.B e 8.C). Adicionalmente, observou-se redução 

de IL-1β na RAW+LPS cultivada com meio condicionado de CTMs do grupo jovem em 

comparação com a RAW+LPS cultivada na ausência de meio condicionado de CTMs (Gráfico 

8.D) 
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Gráfico 7: Resultados representam a absorbância da influência do meio condicionado de CTM sobre a proliferação 

de RAW, entre os grupos controle jovem, desnutrido jovem, controle idoso e desnutrido idoso; n=4 (número de 

animais). Resultados expressos em média ± desvio padrão da média (DPM). Diferença significativa entre os grupos 

(δ p ≤0,05), (δδ p≤ 0,01).   
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Gráfico 8: Resultados representam a concentração de citocinas produzidas por RAW no meio condicionado de 

CTMs dos grupos controle jovem, desnutrido jovem, controle idoso e desnutrido idoso; n=3 (número de animais).  

(A) TNFα, (B) IL-10, (C) IL-1α e (D) IL-1β. Resultados expressos em média ± desvio padrão da média (DPM). 

Diferença significativa entre os grupos (δ p ≤0,05), (δδ p≤ 0,01), (δδδ p≤ 0,001). 

 

4.10.  AVALIAÇÃO DA INFLUÊNCIA DO MEIO CONDICIONADO DE CTM SOBRE A 

PROLIFERAÇÃO LINFÓCITOS ESPLÊNICOS E PRODUÇÃO DE CITOCINA. 

 

 Com objetivo de investigar se as CTMs têm a capacidade de imunomodular os 

linfócitos, foram cultivados linfócitos esplênicos, retirados de camundongos C57BL/6 jovens e 

saudáveis, no meio condicionado de CTMs e estimulados com LPS por 72 horas. Depois desse 



47 
 

período, foi analisada a proliferação dos linfócitos por MTT, assim como a produção das 

citocinas IL-2, IL-4, IL-10, IL-17 e IFN-γ. Segundo a análise dos resultados, os linfócitos+LPS 

cultivados com meio condicionado de CTMs dos quatro grupos reduziram a proliferação 

linfocitária (Gráfico 9). Quanto à produção de citocina, os linfócitos+LPS cultivados com meio 

condicionado de CTMs dos animais jovens reduziram a concentração de IL-2 e aumentaram a 

concentração de IL-10, e o IFN-γ aumentou nos linfócitos+LPS cultivados com meio 

condicionado de CTMs dos grupos desnutrido jovem, controle idoso e desnutrido idoso, sendo 

que todos foram comparados aos linfócitos+LPS (Gráfico 10.A, 10.B e 10.C). Houve aumento 

de IFN-γ e redução de IL-10 nos linfócitos+LPS cultivados com meio condicionado de CTMs 

dos grupos desnutrido jovem e dos idosos quando comparados aos linfócitos+LPS cultivados 

com meio condicionado de CTMs do grupo controle jovem (Gráfico 10.B e 10.C). 

 

 

 

Gráfico 9: Resultados representam a absorbância da influência do meio condicionado de CTM sobre a proliferação 

de Linfócitos esplênicos, entre os grupos controle jovem, desnutrido jovem, controle idoso e desnutrido idoso; n=5 

(número de animais). Resultados expressos em média ± desvio padrão da média (DPM). Diferença significativa 

entre os grupos (δ p ≤0,05), (δδ p≤ 0,01), (δδδ p≤ 0,001), (δδδδ p≤ 0,0001), (*p ≤0,05), (** p≤ 0,01). 
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Gráfico 10: Resultados representam a concentração de citocinas produzidas por linfócitos esplênicos no meio 

condicionado de CTMs dos grupos controle jovem, desnutrido jovem, controle idoso e desnutrido idoso; n=6 

(número de animais).  (A) IL-2, (B) IFN-γ, (C) IL-10, (D) IL-4 e (E) IL-17. Resultados expressos em média ± 

desvio padrão da média (DPM). Diferença significativa entre os grupos (δ p ≤0,05), (δδ p≤ 0,01), (δδδ p≤ 

0,001), (*p ≤0,05), (** p≤ 0,01), (*** p≤ 0,001), (**** p≤ 0,0001).  
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5. DISCUSSÃO 

 

O risco de desnutrição aumenta com o passar da idade e, apesar dos avanços alcançados no 

campo da medicina, os casos relativos à mesma ainda são recorrentes, sendo a desnutrição 

considerada um problema de saúde pública significativo e altamente prevalente no mundo 

(GUYONNET & ROLLAND, 2015). Assim, a fim de compreender o processo de 

envelhecimento associado à desnutrição, foi induzido um modelo de desnutrição proteica em 

camundongos C57bl/6 devido à sua característica isogênica. Foram utilizados animais machos 

para não haver alterações hormonais provocadas pelo ciclo estral das fêmeas, o que poderia 

causar poderia interferência no perfil hematológico (AJAYI & AKHIGBE, 2020). Tendo em 

vista que a hematopoese apresenta importantes mudanças em relação à idade, tanto em animais 

quanto 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 período de adaptação de 7 dias, fundamental para a 

ambientação dos animais. Após essa etapa, foi realizada a indução à desnutrição pelo período 

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 período de vida do homem (QUINN, 2005). Diante disso, 

observa-se que a indução da desnutrição proteica de quatro semanas é equivalente a dois anos 

de alterações na dieta humana, sendo este modelo considerado crônico e grave.  

Ao final do período de indução à desnutrição, foi analisado o consumo de ração e o 

resultado foi similar nos quatro grupos, não havendo comprometimento de micronutrientes para 

os animais desnutridos.  A desnutrição proteica é caracterizada pela perda de peso maior que 

10% do peso corporal normal, pela perda de massa muscular e pelo desenvolvimento de feridas 

crônicas e infecções; sendo a perda de proteína corporal a principal responsável pelas 

complicações e morbidades (NAKAJIMA et al., 2014; COLLINS, 2003). Diante disso, segundo 

os resultados obtidos neste trabalho, pode-se afirmar que os animais submetidos a uma dieta 

hipoproteica sofreram redução de peso ocasionada pelo baixo consumo de proteína, 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 concentrações 

séricas de proteínas totais, albumina, ureia e colesterol. Esses biomarcadores analisados são 

considerados indicadores bioquímicos fundamentais para o diagnóstico da desnutrição proteica. 

Tal aspecto é visualizado, de fato, na clínica, pois o estudo realizado por Zhang e colaboradores 

evidenciou que indivíduos com alto risco de desnutrição apresentaram valores 

significativamente menores de proteínas totais, albumina, ureia e colesterol do que aqueles 

considerados sem risco de desnutrição (ZHANG et al., 2017).  

O envelhecimento é um dos fatores que ocasiona o declínio 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 

redução de albumina no grupo idoso. Vale ressaltar que a albumina é a principal e mais 

abundante proteína sérica, de modo que a sua baixa produção é responsável pela 

hipoalbuminemia, vista em dietas com baixo teor proteico (LEVITT & LEVITT, 2016). Quanto 

a ureia, segundo o estudo realizado por Batool e colaboradores, os pacientes com desnutrição 

proteica apresentaram baixas concentrações de aminoácidos do ciclo da ureia e alanina 

(BATOOL et al., 2015). Essa relação entre os aminoácidos do ciclo da ureia e a síntese de 

albumina explicam a redução desses biomarcadores tanto no envelhecimento quanto na 

desnutrição. 

Segundo o estudo realizado por Zang e colaboradores, não há evidências na literatura 

que indiquem que a creatinina e o triglicerídeo sejam considerados biomarcadores da 

desnutrição (ZHANG et al., 2017). Porém, neste trabalho, avaliamos esses dois parâmetros 

bioquímicos e os resultados mostraram que, no que tange à creatinina, não houve alteração na 

desnutrição e tampouco no envelhecimento, enquanto em relação ao triglicerídeo houve 

redução tanto na desnutrição quanto no envelhecimento. Apesar de não haver evidências que 

incluam o triglicerídeo como indicador de desnutrição, o fato é que a desnutrição proteica está      

frequentemente relacionada à homeostase e à desregulação do metabolismo energético. O 

estudo realizado por Bergmans e colaboradores mostrou que houve redução de triglicerídeos 

em animais submetidos à desnutrição proteica (BERGMANS et al., 2020).  

Com o objetivo de analisar as funções metabólicas realizadas pelos órgãos,  tecidos e, 

primordialmente, pela função hepática, foi realizada a quantificação das enzimas ALT e AST. 

Na desnutrição, os níveis de AST são maiores do que os ALT, podendo tal fator ser 

consequência de uma degradação tecidual, conforme indica Batool e colaboradores (BATOOL 
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et al., 2019). De fato, neste trabalho, foram observadas alterações causadas por esses 

marcadores na desnutrição proteica.  

Quanto à análise do hemograma, o eritrograma (hemácias, hemoglobina e hematócrito) 

e o leucograma (leucócitos, neutrófilos, linfócitos e monócitos) foram reduzidos na desnutrição 

proteica tanto dos animais jovens quanto dos animais idosos, de maneira que ambos       

apresentaram anemia e leucopenia. Vale ressaltar que tanto na desnutrição quanto no 

envelhecimento ocorrem alterações no sistema hematopoético, ocasionando anemia e prejuízo 

no sistema imunológico (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 responsável, 

em parte, pelo comprometimento da imunidade inata e adquirida          . 

Outro importante fator analisado neste trabalho se refere à hipoplasia medular, 

ocorrendo tanto na desnutrição quanto no envelhecimento. A desnutrição proteica ocasionou a 

hipoplasia da medula óssea, o que  pode estar relacionado à menor produção de substrato, 

comprometendo a síntese proteica fundamental para que haja  uma adequada proliferação 

celular. Outro fator importante relacionado a tal aspecto consistiria na alteração no 

microambiente medular responsável pela regulação das células tronco hematopoéticas, 

ocasionada pela modificação das proteínas 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 modulação das CTMs de animais envelhecidos 

numa situação de desnutrição proteica. Assim, como o microambiente medular apresenta uma 

diversidade de células, foi necessário caracterizar as CTMs por meio de parâmetros 

morfológicos e fenotípicos. Vale ressaltar que a caracterização dessas células é complexa e a 

expressão 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 desnutrição, foi pesquisado se o envelhecimento e a desnutrição proteica 

causariam algum efeito sobre a morfologia das CTMs. Quando analisadas no microscópio de 

inversão, as CTMs dos quatro grupos estudados apresentaram morfologia fusiforme 

fibroblastóide, característica comum  a essas células (ABDALLAH e KASSEM, 2008), porém 

não foram observadas diferenças morfológicas causadas pelo envelhecimento e pela 

about:blank
about:blank
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desnutrição nas mesmas. Cabe destacar, ainda, que as CTMs têm como caraterística a formação 

de colônias fibroblastóides (GOTHARD et al, 2013), de modo que, tanto em controles e 

desnutridos quanto em jovens e idosos, tais colônias foram formadas, como era esperado.    

A caracterização das CTMs foi realizada também por meio da imunofenotipagem. 

Segundo os resultados obtidos, as CTMs dos grupos estudados apresentaram marcações 

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 excluíssem outros tipos celulares. Então, a marcação negativa para CD45, 

CD14 e CD34 indica que as células estudadas não pertencem às linhagens leucocitárias, 

monocítica e tronco hematopoética, respectivamente. A marcação 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 

expressão 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 lesões, infecções e durante condições de estado estacionário 

(ALAM et al., 2015). Quando ocorre lesão tecidual, a produção de adenosina aumenta devido 

à liberação de ATP das células e, uma vez produzida, atua como moléculas sinalizadoras 

ligando-se aos receptores transmembrana purinérgicos localizados nas superfícies das células 

alvo (ALAM et al., 2015; DE OLIVEIRA BRAVO et al., 2016). Dessa forma, a sinalização da 

adenosina é vista como um estímulo anti-inflamatório, geralmente se opondo aos efeitos 

induzidos pelo ATP (DE OLIVEIRA BRAVO et al., 2016). Diante disso, a redução do CD73 

na desnutrição pode ser causada pela não liberação de ATP pelas CTMs, impedindo a 

sinalização da adenosina que controlaria o ambiente inflamatório. Para confirmar essa hipótese, 

seria crucial a análise do ATP.  

Adicionalmente, vale destacar a senescência observada nas CTMS de animais idosos de 

ambos os grupos. A senescência é um processo característico do envelhecimento, pois as células 

senescentes se acumulam com a idade (MATJUSAITIS et al., 2016). Existem vários métodos 

para a avaliação a senescência, no entanto, a abordagem mais comum é realizada por meio do 

método de detecção enzimática para β-galactosidase associada à senescência (SA-β-gal) 

(CHILDS et al., 2019).  

 Segundo a literatura,  por meio do uso de biomarcadores de senescência é possível 

realizar a observação das células senescentes acumuladas nos tecidos com a idade, tornando a 
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senescência um modelo excelente para estudos in vitro de envelhecimento (Debacq-Chainiaux 

et al., 2016; Wadhwa et al., 2016). Outro ponto importante destacado nos estudos é a associação 

de células senescentes à doenças relacionadas à idade, como diabetes, aterosclerose, doenças 

pulmonares, etc. (MuñozEspín 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 senescência no envelhecimento, 

visto que houve maior expressão da enzima β-galactosidase nas células dos animais idosos, 

enquanto nas células dos animais jovens tal expressão foi menor. 

As CTMs possuem um importante papel no sistema imune, mas o mecanismo detalhado 

das propriedades imunomodulárias das CTMs ainda não está bem elucidado (LIU et al., 2020). 

Contudo, a literatura já demonstra que os fatores tróficos provenientes das CTMs desempenham 

um papel essencial na modulação da resposta imunológica (DOS SANTOS et al., 2016). 

Diversos estudos relataram a liberação de fatores solúveis, 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 imunológico em condição de estresse, as CTMS de ambos 

os grupos foram estimuladas com lipopolissacarídeo (LPS), um dos principais componentes da 

parede celular de bactérias gram-negativas e amplamente utilizadas no estudo de respostas 

inflamatórias/imunes (RIETSCHEL et al., 1994). Este trabalho avaliou a influência do 

envelhecimento e da desnutrição proteica sobre o perfil de produção de citocinas por CTMs. 

Logo, foi analisada a produção das seguintes citocinas: IL-1β, IL6, IL-10, TGF-β e PGE2.  

As propriedades imunomodulatórias das CTMs são induzidas por citocinas pró-

inflamatórias, como IL-6 e IL-1 β, produzidas durante uma resposta imune (YU et al., 2014; 

DOS SANTOS et al., 2016). A associação dessas citocinas promove a produção de diversos 

fatores solúveis indutíveis, tais como  fator de crescimento transformador-β1 (TGF-β1), 

prostaglandina E2 (PGE2), óxido nítrico (NO) e indoleamina 2,3-dioxigenase (IDO), que, por 

sua vez, induzem as funções imunossupressoras das MSCs (YU et al., 2014). O nosso grupo 

demonstrou no trabalho de Dos Santos e colaboradores o efeito da desnutrição na 

imunomodulação das CTMs, sendo visto que as CTMs do grupo desnutrido reduzem a produção 

IL-1β e TGF-β, 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 desnutrição reduz a produção de IL-1β e TGF-β nos animais jovens 

– havendo a redução do  último também no grupo desnutrido idoso – e aumenta a produção de 
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IL-6. Foi observado que a desnutrição levou a uma menor produção de PGE2 pelas CTMs. No 

envelhecimento, também foi observado que as CTMs conseguem modular o sistema imune, 

pois houve aumento de IL-1β e IL-6.  

Para avaliar a atividade imunomodulatória das CTMs, foi realizado o estímulo dessas 

células com LPS, coletados os sobrenadantes e realizado o cultivo de macrófagos e linfócitos 

nesse meio condicionado. Como resultado, foi visto que o meio condicionado dos quatro grupos 

estudados reduziu a proliferação tanto de macrófagos quanto de linfócitos quando comparado, 

respectivamente, aos macrófagos e linfócitos somente estimulados com LPS. Além disso, os 

resultados evidenciaram que o meio condicionado de CTMs do grupo desnutrido idosos teve 

maior proliferação de linfócitos quando comparado aos grupos controle e desnutrido jovem. No 

trabalho de Dos Santos e colaboradores foi demonstrado que houve redução na proliferação das 

células do sistema imune quando cultivadas com sobrenadante de CTM, outros trabalhos 

mostraram também essa redução na proliferação de linfócitos e macrófagos 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 

proliferação de macrófagos e linfócitos, foi avaliada também a produção de citocinas IL-10, IL-

1α, IL-1β e TNF α por macrófagos e IL-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 têm sido alvo de diversos estudos. A 

literatura aponta vários estudos que demonstram a capacidade das MSC de modular macrófagos 

M1 inflamatórios e promover macrófagos M2 anti-inflamatórios (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 pulmões de pacientes asmáticos, 

obtendo-se como resultado o aumento da produção de mediadores anti-inflamatórios e redução 

de citocina pró-inflamatória por macrófagos alveolares (MATHIAS et al ., 2013). Neste 

trabalho, os resultados mostraram que os macrófagos estimulados com LPS e cultivados no 

sobrenadante de CTMs dos quatro grupos estudados foram capazes de reduzir os mediadores 

pro-inflamatórios, IL-1α, IL-1β e TNF α, e aumentar o mediador anti-inflamatório, IL-10, 

corroborando os estudos de Mathias e colaboradores (MATHIAS et al., 2013). Isso demonstra 

como as CTMs participam ativamente da modulação do sistema imune.  

https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Mathias+LJ&cauthor_id=24249728
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Mathias+LJ&cauthor_id=24249728
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Mathias+LJ&cauthor_id=24249728
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Estudos mostram que as CTMs, quando estimuladas com IFN-γ, citocina pró-

inflamatória, causam a inibição na proliferação células T ativadas, além de inibir as citocinas 

TH1, como a IL-2 (CHINNADURA et al., 2014). Este trabalho demonstrou resultados similares 

ao estudo de Chinnadura e colaboradores, pois os linfócitos estimulados com LPS e cultivados 

com sobrenadante CTMs dos quatro grupos estudados tiveram a proliferação reduzida quando 

comparados aos linfócitos+LPS, havendo redução na produção de IL-2 nos linfócitos 

estimulados com LPS e cultivados com sobrenadante de CTMs do grupo jovem quando 

comparados aos linfócitos+LPS. Em contrapartida, houve maior produção de IFN-γ nos 

linfócitos estimulados com LPS e cultivados com sobrenadante de CTMs do grupo idoso e do 

grupo desnutrido jovem em relação aos linfócitos+LPS. Isso mostra que o sobrenadante de 

CTMs dos grupos estudados tem efeito imunomodulatório.  

Sabendo que a IL-10 é uma citocina anti-inflamatória capaz de suprimir a produção de 

citocinas pró-inflamatórias (KYURKCHIEV et al., 2014), como a IL-2, IFN-γ, IL-4 e IL-17, 

neste trabalho foi observado o aumento da mesma e a redução de IL-2  nos linfócitos 

estimulados com LPS e cultivados com sobrenadante de CTMs do grupo jovem quando 

comparada com os linfócitos+LPS, mas o IFN-γ continuou aumentado nos linfócitos 

estimulados com LPS e cultivados com sobrenadante de CTMs do grupo jovem desnutrido e 

idoso em relação aos os linfócitos+LPS.  Não houve diferença estatística na produção de IL-4 

e IL-17.  

Quanto à produção de citocinas nos linfócitos cultivados com sobrenadante de CTMs e 

estimulado com LPS entre os quatro grupos estudados, foi observado que a concentração de 

IFN-γ foi maior tanto no grupo desnutrido jovem quanto nos idosos quando comparados ao 

grupo controle jovem. Já a concentração 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 

desnutrição e o envelhecimento modularam a resposta imune nessas citocinas, pois houve 

aumento de IFN-γ e redução 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-γ e redução de IL-10 na desnutrição (DOS SANTOS et al., 

2016).  Por sua vez, no estudo realizado por Laranjeira e colaboradores foi demonstrado que as 

CTMs de humanos saudáveis são capazes de inibir o IFN-γ produzidos pelos linfócitos, 

diferente dos achados de nosso trabalho, no qual se evidenciou que o envelhecimento e a 
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desnutrição aumentaram a produção dessa citocina por linfócitos+LPS cultivados com 

sobrenadante de CTMs (LARANJEIRA et al., 2015).    

A fim de avaliar se as expressões dos genes de interesse alterariam a imunomodulação 

das CTMs no período transcricional, foi realizada a análise dos seguintes genes: IL-1β, IL-6, 

IL-10, NOS, NFκB, STAT-1 e STAT-3. Os genes IL-1β, IL-6, IL-10 e STAT-1 não 

apresentaram alterações em sua expressão. Entretanto, em CTMs de animais do grupo idoso, 

foi observado aumento na expressão de NFκB e NOS e redução na expressão de STAT-3.   

A literatura indica que esse aumento do NFκB é frequentemente detectado em células 

imunes e não imunes em tecidos afetados por inflamação crônica, pois acredita-se que as 

funções estão prejudicadas pela indução da expressão de mediadores pró-inflamatórios, como 

IL-1β e IL-6, que orquestram e sustentam a resposta inflamatória e causam danos teciduais 

(WULLAERT et al.,2011). De fato, este trabalho mostra que as citocinas pró-inflamatórias IL-

1β e IL-6 estão mais elevadas no grupo idoso do que no controle jovem. Assim, o aumento de 

NFκB é considerado um importante fator patogênico em diversos distúrbios inflamatórios 

agudos e crônicos (WULLAERT et al.,2011). A NOS é uma enzima responsável pela síntese 

de NO que causa estresse oxidativo, neste trabalho foi observado o aumento de NOS nas CTMs 

do grupo idoso, o que pode estar relacionado ao estresse ocasionado pela inflamação (LIND et 

al., 2017). 

Por fim, neste trabalho foi observada a redução da expressão de STAT3 – consistente 

em um fator de transcrição de genes de fase aguda que medeia sinais extracelulares, como 

citocinas e fatores de crescimento, por meio da interação com receptores polipeptídicos na 

superfície celular, sendo ativado por IL6 (YOU et al., 2015) –, mesmo havendo aumento de IL-

6 nas CTMs do grupo idoso.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 



57 
 

6. CONCLUSÃO  

 

O envelhecimento e a desnutrição proteica comprometeram a hematopoese. Com isso, 

as CTMs alteraram a produção de citocinas pró e anti-inflamatórias, e produziram fatores 

solúveis que diminuíram a proliferação dos macrófagos e dos linfócitos, sendo capazes de 

imunomodular as citocinas produzidas por essas células do sistema imune. O grupo idoso 

apresentou maior número de CTMs senescentes e alteraram a expressão de genes inflamatórios. 

Portanto, o envelhecimento e a desnutrição são fatores que, separados ou em conjunto, 

influenciaram no efeito imunomodulador das CTMs. 
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