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Figura 3 - Efeito do pS100A9m sobre a migragio de células endoteliais tEnd.1 pelo modelo do wound
healing. Figura 3A - O pS100A9m nas concentragdes de 0,585; 1,17; 2,35; 4,7 ou 9,4M/pogo foi incubado
com 1x106 células endoteliais timicas (tEnd.1) e a avaliagdo das células migradas foi realizada 24h apés
a interrupgao da monocamada celular. ***p<0,001 em relagao ao grupo controle. #p<o,0sem relagio as
demais concentragdes do pS100A9m. Figura 3B - fotomicrografia correspondente a0 momento em que
a monocamada foi interrompida. Figura 3C - fotomicrografia obtida de células endoteliais incubadas
apenas com meio de cultura e migradas para o campo vazio 24h apés a interrupgao da monocamada.
Figura 3D - fotomicrografia obtida 24h ap6s a interrup¢io da monocamada referente ao grupo tratado

com o pS100A9m (2,35uM/pogo)

Ensaio de adesdo: Todas as concentragdes do peptideo utilizadas (0,585; 1,17;
2,35; 4,7UM/pogo) diminuiram a adesividade das células tEnd.1 a fibronectina e
ao coldgeno tipo I. Além disso, baseado nos resultados obtidos até o momento,
para a adesdo das tEnd.1 & laminina foi avaliada apenas a concentragao de
2,35uM/pogo do pS100A9m, o qual induziu uma inibi¢do de 22% deste
pardmetro em comparagio com o grupo controle (dados nio mostrados).
Ensaio de formagao de tubos: O pré-tratamento das células endoteliais timicas
com o pS100Agm, nas duas concentragdes utilizadas, inibiu a formacdo de
tubos observada em Matrigel quando comparado com o grupo controle,
células tEnd.1 tratadas apenas com meio de cultura - Figura 4A. Este resultado
também foi observado quando o peptideo foi incubado concomitante as células
tEnd.1 durante a formagéo de tubos em Matrigel - Figura 4B. As Figuras 4C e
4D sido fotomicrografias representativas dos vasos formados em estrutura 3D.
A Figura 4C representa o grupo controle, tratado apenas com meio de cultura,
em que é observado um grande nimero de formagdes tubulares. Figura 4D
representa o grupo em que as tEnd.1 foram pré-tratadas com o pS100Agm
(2,35uM/pogo), demonstrando uma redugdo das estruturas tubulares.
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Figura 4 - Efeito do pS100A9m sobre a formagao de tubos pelas células endoteliais t.End.1. Figura 4A
- 2,5x104 células endoteliais timicas foram pré-tratadas com pS100A9m nas concentragdes de 2,35 ou
4,7uM/pogo por 1h. Em seguida, as tEnd.1 foram adicionadas ao Matrigel para o formagao de tubos
por um periodo de no méximo 6hs. Figura 4B - representam os dados obtidos quando o pSi00Agm,
nas mesmas concentragdes, foi incubado concomitante as tEnd.1 durante todo o periodo de formagio
de tubos. ***p<o0,001 em relagdo ao grupo controle. Figura 4C - fotomicrografia representativa das
formagdes tubulares do grupo controle. Figura 4D - fotomicrografia obtida de vasos formados em
estrutura 3D de células endoteliais timicas pré-tratadas com 2,35uM/pogo do pSi0oAgm. Indicam

formagdes de tubos

Conclusao: Os resultados aqui apresentados, referentes aos estudos com
as células endoteliais timicas (tEnd.1), demonstraram que o pSi100Ag9m inibe os
eventos in vitro envolvidos na angiogénese, tais como proliferaio, migragao e
adesdo & componentes de matriz extracelular, bem como a formagio de novos
vasos em modelo 3D de Matrigel. Esses resultados sugerem que além de inibir as
fungdes de células inflamatérias, o peptideo do C-terminal da S100A9 murina
tem a capacidade de modular a neovascularizagio, a qual é fundamental para
o crescimento do tumor e metastase. Ainda, o estudo preliminar sobre o efeito
do pS100Ag9m nas células tumorais da linhagem LLC Walker 256 mostrou uma
inibi¢do da proliferagio celular, sugerindo que o peptideo também ¢é capaz
de interferir com a progressao tumoral. Em conjunto, os dados obtidos até o
momento evidenciam, pela primeira vez, que o pS100A9m é um importante
instrumento para a compreensédo e controle da fisiopatologia do processo
tumoral. Agradecimentos: Ao apoio financeiro da FAPESP (Processos:
2012/51241-5 e 2013/01295-4) e CNPq (Processo: 830619/1999-2).
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DA ASMA EM CAMUNDONGOS DIABETICOS E SADIOS
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Introducdo: A asma, doenga inflamatdria cronica das vias aéreas, envolve
a participagdo de varias células, citocinas e mediadores inflamatdrios em
que a fase inicial é completamente diferente da fase tardia. Esta associada
com linfécito Th2 e secre¢ao de IgE [1,2,3]. Diabetes mellitus (DM) tipo 1 é
considerada uma doenca autoimune que resulta na destrui¢ao das células beta
pancreaticas [4,5]. A asma e o diabetes sdo doengas comuns. Dados sugerem
que a resposta imune é prejudicada em individuos diabéticos [6]. No entanto,
existe uma correlagao negativa entre asma e DM. A coexisténcia das duas
patologias em um mesmo individuo é incomum, fato nao esperado levando-se

em conta a alta incidéncia das doengas isoladas na populagdo geral [6,7].
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Aspectos diversos desta associagdo ja foram descritos: o desencadeamento de
DM, em pacientes previamente asmaticos, determina uma melhora do quadro
asmatico; o tratamento de paciente diabético com insulina agrava a asma; na
maioria dos casos em que ocorre a associagao, a gravidade das duas doengas ¢
leve. Em suma, asma e diabetes parecem apresentar certo tipo de antagonismo
[8,9]. Estudos, utilizando modelo de inflamag¢do pulmonar na fase inicial,
revelaram que a insulina modula a produgio/liberagio de citocinas como
TNEF-a e IL-1B, além de expressdo de P e E-selectina, e também a migragio
de neutrdfilos no pulmao durante a fase inicial da reagao inflamatéria alérgica
[10]. Portanto o presente trabalho foi delineado para avaliar o papel da insulina
na vigéncia da fase tardia da inflamagéo alérgica pulmonar em camundongos
diabéticos e sadios. Material e métodos: Foram utilizados camundongos
machos BALB/C (CEUA/FCF/340), (8-12 semanas). Para indu¢do de DM os
animais receberam inje¢do endovenosa de aloxana (5omg/kg), ja os animais
controle receberam a injegao de solugdo salina pela mesma via. Para indugéo
de asma, os animais foram sensibilizados, dez dias ap?ds a injegao de aloxana
ou salina com uma inje¢ao intraperitoneal de ovalbumina (OVA) e hidréxido
de alimen (OVA 20ug + 2mg de Al(OH)S) volume final de 0,2 mL em PBS)
e receberam uma dose refor¢o ap6s 12 dias. A partir do 28° dia, os animais
receberam desafios consecutivos durante sete dias. Inicialmente foi realizada
uma cinética para avaliar em diferentes intervalos de tempo (1h, 2h, 3h, 6h, 8h e
12h) a redugao da glicemia ap6s o tratamento com a insulina NPH. A partir da
cinética, o tratamento com insulina seguiu dois protocolos diferentes: 1) insulina
(2 UL s.c.) oito horas antes do experimento ou 2) insulina 12 horas (2 UL s.c.,
as 19h) e uma hora (1 Ul s.c., as 7h) antes de cada desafio. Apds 24h do dltimo
desafio, ou seja, no 36° dia, foram realizadas: a) contagem total e diferencial
de células no lavado broncoalveolar (LBA); b) contagem total e diferencial de
células do sangue periférico, c) andlise morfoldgica do parénquima pulmonar
(H/E), d) andlise da deposi¢ao em vias aéreas de colageno, por Tricomico
de Masson e, e) analise da deposigdo de muco no interior dos bronquiolos
por periédico de Schiff (PAS). Resultados: No presente trabalho, os
experimentos realizados com camundongos machos da linhagem BALB/C, foi
observado que a administragio endovenosa de aloxana (6omg/kg), apds dez
dias e 36 dias, exibiu caracteristicas do estado insulinopénico: perda de peso
corporal e concentragoes plasmaticas elevadas de glicose (>300 mg/dL). No
mesmo periodo, o grupo controle apresentou normoglicemia (100-170 mg/dL),
bem como ganho de peso corporal (Figurai). Na contagem total e diferencial
de LBA. O grupo OVA+OVA exibiu um aumento de niimeros de leucécitos
comparado ao grupo OVA+SAL. Os grupos OVA+OVA e OVA+OVA+INS1
apresentaram cerca de 25% de eosindfilos. O grupo ALO+SAL apresentou uma
diminuigdo de leucdcitos quando comparado com o grupo OVA+SAL. O grupo
ALO+OVA+INS1 apresentou um aumento de nimero de leucdcitos quando
comparado ao grupo ALO+OVA. O grupo ALO+OVA+INS14 apresentou
cerca de 7% de eosinéfilos presentes no LBA (Figura 2A). Jé no leucograma,
aparentemente o niimero total de células foi similar em todos os grupos, mas o
grupo OVA+OVA apresentou aproximadamente 34% de eosindfilos e o grupo
ALO+OVA+INS1 apresentou cerca de 10% de eosindfilos sugerindo a migragao
desses eosinofilos para o tecido (Figura 2B). Na morfologia, com coloragao
de H/E os grupos OVA+SAL, ALO+SAL, ALO+OVA e ALO+OVA+INS1 ndo
exibiram inflamagdo ou anormalidades estruturais no pulmao. Ja o grupo
ALO+OVA+INS1, com uma unica dose de insulina NPH, apresentou presenga
de leucécitos polimorfonucleares dentro dos vasos, corroborando com os
resultados do leucograma, mostrando que as células tendem a migram para o
tecido. Os grupos ALO+OVA+INS14, exibiram leucdcitos polimorfonucleares
no tecido, corroborando com os resultados de LBA (Figura 3). Na deposicao
de coldgeno, foi constatado que uma tinica dose de insulina nédo foi capaz de
restaurar os niveis de deposi¢ao de coldgeno. Ja 14 doses consecutivas, foram

capazes de restaurar essa deposigdo de colageno ao redor das vias aéreas
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(FiguragA). Na produgdo de muco também foi observado que uma unica
dose de insulina nao foi capaz de restaurar a produgao de muco, mas 14 doses
consecutivas foram capazes de restaurar essa deposi¢iao de muco dentro das
vias aéreas (Figura 4B).

Tabela 1 - Cinética da insulina em animais diabéticos e asmaticos

Glicemia Glicemia Glicemia Glicemia Glicemia Glicemia
Animais Antesda  1h depoisda 2h depoisda 3h depois da 6h depois da 8h depois da

insulina insulina insulina insulina insulina insulina
Diabético 500£19 285+38 372420 342195 50144 568+15
Asmatico 149+11 68+8 6742 6242 134+13 153+15

Os animais receberam tratamento com aloxana ou OVA, como descrito
acima. Os animais diabéticos receberam 2UI de insulina NPH, e os animais
asméticos receberam 1UI de insulina NPH. Amostras de sangue foram obtidas
por um corte na extremidade da cauda do animal, e a glicose determinada com
um glicosimetro (Accu-Check Active - Roche Diagnosis®)
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Figura 1 - Determinagio de variagao de peso em 10 e 36 dias e peso final dos animais. A varia¢ao de peso
dos animais, pertencentes ao grupo controle e animais diabéticos foi avaliado antes, 10 (Figura A) e 36
(Figura B) dias apos a injegao endovenosa de aloxana ou salina (6omg/kg). Foi avaliado também o peso
final dos animais pertencentes a cada grupo (Figura C) Os valores representam a média de peso + E.PM.

(5 animais por grupo). # p<0.05 estatisticamente diferente dos grupos controle

Figura 2 - Contagem celular do LAB (Figura A) e contagem celular do sangue periférico (Figura B).

Numero do grupo de animais em cada torre do gréfico. Os valores representam a média + E.PM
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Figura 3 - Parénquima pulmonar de camundongos. Fotomicrografia do parénquima pulmonar
constituido por bronquios (B) e vasos (V). Notar OVA+SAL, ALO+SAL, ALO+OVA, apresentaram
tecido preservado. OVA+OVA, OVA+OVA+INS1, OVA+OVA+INS14, e ALO+OVA+INS14
apresentaram infiltrado inflamatério com presenga de polimorfonucleares (seta). ALO+OVA+INS1,

apresentou presenga de infiltrado inflamatério com predominancia de polimorfonucleares dentro dos
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vasos. Ji o grupo ALO+OVA+INS14 apresentou a presenga de polimorfonucleares ao redor das vias

aéreas (seta). Aumento de 10x (H/E)

A) B)

e S e i - 2 :
Figura 4 - Parénquima pulmonar de camundongos, deposi¢ao de coldgeno (direita), produgio de muco
(esquerda). Constituido de bronquios (B) e vasos (V). Notar coldgeno ao redor das vias aéreas (seta) e
notar a presenga de muco dentro das vias aéreas. Aumento de 10x. Tricomico de Masson (Figura A).
PAS (Figura B)

Conclusdo: Os dados apresentados sugerem que a insulina modula a
migragdo de eosindfilos no sangue periférico para o tecido pulmonar, bem
como a deposigao de colageno e produgido de muco durante a fase tardia da
reagdo inflamatéria alérgica. Agradecimentos: O presente estudo teve
auxilio financeiro da Fundagao de Amparo a Pesquisa do Estado de Sao Paulo
(FAPESP- Projeto Jovem Pesquisador (2010/02272-0) e FAPESP (2012/06617-7)
e do Conselho Nacional de Pesquisa (CNPq), CAPES e Pro-Reitoria da USP.
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A INFLUENCIA DA DESNUTRICAO PROTEICA SOBRE A
PRODUCAO DE GM-CSF E M-CSF POR MACROFAGOS
PERITONEIAIS

OLIVEIRA, DC."; HASTREITER, AA."; BORELLI, P."; FOCK RA."

' Departamento de Anélises Clinicas e Toxicolégicas, Faculdade de
Ciéncias farmacéuticas Universidade de Sdo Paulo.

Introducdo e objetivos: A hematopoese é o processo de formagio e
desenvolvimento de células sanguineas. Esse processo estd sob o controle de
diversas citocinas e fatores de crescimento. Dentre esses fatores destaca-se o
fator estimulador de colonia de macréfagos (M-CSF) e o fator estimulador
de colonias de granulécitos e macréfagos (GM-CSF) que sdo importantes
para o desenvolvimento e formagio de mondcitos e macrofagos [1,2]. Os
fatores M-CSF e GM-CSF fazem a mediacdo da sobevivéncia, diferencia¢do,
e modulagio funcional de vérias populagdes de células sanguineas. Apesar
de diferentes populagdes mieldides responderem a esses fatores, a linhagem
celular de macréfagos é o alvo comum dos dois fatores [3,4]. M-CSF é
detectavel na circulagdo em estado basal, no entanto a produ¢do de GM-CSF
normalmente precisa de estimulo como, por exemplo, estimulos inflamatérios
para ser facilmente mensuréavel in vivo [4,5]. Num estado de desnutri¢do
protéica a resposta imune e a hematopoese estio comprometidas. O
comprometimento da produgio de células sanguineas com redugdo de células
progenitoras hematopoéticas, hipoplasia e alteragdes estruturais medulares em
animais desnutridos, o que em parte contribui para a leucopenia periférica e
neutropenia, comprometendo tanto a resposta imune inata quanto a resposta
imune adaptativa, comumente encontrada nos estados de desnutrigao protéica
foi demonstrado [6,7]. Sabendo que a desnutrigdo proteica pode prejudicar a
resposta imune e a hematopoese, e considerando a importancia do M-CSF
e GM-CSF nos dois processos, o presente trabalho foi delineado para
pesquisar a influéncia da desnutri¢do proteica na produgio de M-CSF e GM-
CSE. Materiais e métodos: Foram utilizados camundongos BALB/c
machos com dois meses de idade. Os animais foram mantidos nas mesmas
condi¢des ambientais (ciclo 12 horas claro/escuro, Temperatura de 22-25°C e
55% de umidade) e separados aleatoriamente entre grupo controle e grupo
desnutrido. Os animais do grupo desnutrido receberam ragio hipoproteica
(n=12), com uma dieta contendo 2% de proteina, enquanto os camundongos
controle (n=12) foram alimentados com uma dieta contendo 12% de proteina
por cerca de quatro semanas. As ragdes continham 100 g/kg de sacarose, 80g/
kg de 6leo de milho, 10g/kg de fibra, 2,5g/kg de bitartarato de colina, 1,5g/kg de
L- metionina, 40 g/kg de mistura de minerais e 10 g/kg de mistura vitamina.
A ragdo controle continha 120g/kg de caseina e 636g/kg de amido de milho
e a ragdo hipoproteica continha 20 g/kg de caseina e 736g/kg de amido de
milho. Com excegao do teor de proteinas, as duas dietas eram idénticas e
isocaldricas. Esse estudo foi aprovado pelo comité de ética da faculdade de
Ciéncias Farmaceuticas da Universidade de Sdo Paulo. Foram avaliados o
consumo de ragio, a variagao de peso corporeo, a quantificagao de albumina e
proteinas plasmaticas e 0 hemograma. As células da cavidade peritoneal foram
coletadas, quantificadas e posteriormente foram utilizadas para a avaliagdo da
expressio de RNAm de M-CSF e GM-CSF por PCR. Células cultivadas in
vitro na concentragdo de 1x10¢ células/mL e estimuladas ou ndo com TNF-a
(1ong/mL) por 2 horas foram utilizadas para quantificagio da produgio de
M-CSF e GM-CSF no sobrenadante por ELISA. Resultados: Os animais
desnutridos apresentaram anemia, leucopenia, redugio de células da cavidade
peritoneal. A produgao de M-CSF néo apresentou diferenga entre os grupos,
no entanto células dos animais desnutridos apresentaram capacidade reduzida
de produgao de GM-CSF (TABELA1). Os resultados ndo mostraram diferenga
na expressdo de RNAm do M-CSF, no entanto a expressio de GM-CSF
estava reduzida nos animais do grupo desnutrido quando comparado com os
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