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Introducéao
No nosso projeto prévio de Iniciacdo Cientifica (FAPESP # 2018/10248-3) tratamos

topicamente a pele de camundongos Swiss com diferentes concentragdes de acido glutadmico.
Verificamos que o Acido Glutamico (AG) regula a expressao e plasticidade de genes marcadores
de macréfagos na pele apés 14 dias de tratamento. Além disso, o AG na pele diminuiu
significativamente a expressdo do gene expresso em macréfagos F4/80, em todas as
concentracdes testadas. Verificamos também, que o AG diminuiu a expressado do gene Arginase
1, sendo este relacionado ao fendtipo pro-inflamatério dos macréfagos M1. Além do mais, em
relacdo aos genes envolvidos com inflamacao, o AG na pele saudavel diminuiu significativamente

a expressao de IL1- B e de TNF- a (Figura 1).

Figura 1
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Por fim, demonstramos que o AG modula proliferagéo e diferenciagdo de células epiteliais.

O tratamento levou a maior quantidade de células epidérmicas BrDU positivas quando
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comparado com o grupo controle (Figura 2). No entanto, até o momento, pelo que sabemos, nao

foi demonstrado o efeito do AG em células da pele isoladas, como fibroblastos e macréfagos.

Figura 2

Vaseline

Portanto, este trabalho se justifica devido ao aumento da incidéncia de feridas crénicas,
doencgas cutaneas e condi¢cées que dificultam suas melhoras como desnutricdo, envelhecimento
da populacédo e doengas cronicas nao transmissiveis, que tornam necessario a busca por novos
tratamentos!"?. Tem sido demonstrado na literatura, que macréfagos participam amplamente em
processos candnicos inflamatérios assim como os fibroblastos, processos de fibroses, em tecidos
cutaneos 4. Pesquisas do nosso grupo mostram que o AG é um excelente candidato para
melhorar ou restaurar a integridade da pele por apresentar agdes que regulam o processo de
cicatrizacao (dados nao publicados). No entanto, ainda € preciso identificar as concentracdes
minimas e maximas de aplicacdo na pele para que se possa modular de forma eficiente a

inflamacao, proliferagao e diferenciagao celular.

Materiais e Métodos

Desenho experimental
Células Raw267 e Bj (fibroblastos) foram expostas as seguintes concentracoes:

1- Grupo controles (CTL): receberam DMEM;

2- Células tratadas com DMEM e L-Acido Glutamico 1uM

3- Células tratadas com DMEM e L-Acido Glutamico 100uM
4- Células tratadas com DMEM e L-Acido Glutamico 1mM
5- Células tratadas com DMEM e L-Acido Glutamico 10mM
6- Células tratadas com DMEM e L-Acido Glutamico 100mM



Tratamento das células

Avaliar a viabilidade celular de fibroblastos e macréfagos expostos a acido glutamico em

cultura de células

A viabilidade e proliferagao celular foram determinadas pelo ensaio do MTT (capacidade
das células viaveis reduzirem o brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il) -2,5-difeniltetrazélio com a
formacédo de cristais de formazan de cor purpura), executado 1, 2 e 4 dias de exposi¢ao as
diferentes concentragbes de acido glutamico: 1uM, 100uM, 1mM, 10mM e 100mM. Em cada
periodo de analise, cada placa foi lavada com PBS pH 7,4 e adicionado MTT (solu¢do de 5
mg/mL) juntamente com meio HEPES-Krebs. As células foram incubadas por 3 h a 37 °C. Apos
este periodo, o meio foi aspirado e adicionado 0,3 mL de dimetilsulféxido (DMSO). Apds a
dissolugdo dos cristais, a absorbancia foi lida no espectrofotdmetro a 490 nm e 560 nm (Biotek

Microplate Reader).

Deteccao de proliferagao celular através do ensaio com 5-Bromo-20-Desoxiuridina

5-bromo-20-deoxyuridine (BrdU; 50 mg / kg BrdU em 0,9% NaCl procurar concentragao
nas células) e apos 4 horas. A células tratadas serao retiradas e fixadas em acido formaldeido
4%. Em seguida as células serdo incubadas com anticorpo monoclonal conjugado com peroxidase
contra BrdU (Roche). As células BrdU-positivas serdo visualizadas usando 3,3-diaminobenzidina
como substrato (Sigma). As células BrdU positivas serdo contadas em 15 campos em cada 05

diferentes laminas.

Resultados
O Acido Glutamico aumenta a viabilidade celular de Fibroblastos

Em um projeto anterior (FAPESP # 2018/10248-3), o Acido Glutamico se mostrou eficiente
na cicatrizagcao de feridas em camundongos. Mas ainda ndo havia um entendimento adequado
descrito na literatura das concentracbes que poderiam ser terapéuticas ou danosas as células da

epiderme humana.

O Acido Glutamico provou aumentar a viabilidade celular dos Fibroblastos Humanos
(BJ-5ta), mesmo em condi¢des confluentes de cultura. O soro bovino fetal foi totalmente removido
das culturas durante o tratamento para evitar os efeitos dos fatores de crescimento presentes no

soro por meio de lavagens com PBS 1X.
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Glutamic Acid Glutamic Acid Glutamic Acid

ANOVA*p <0.05 ANOVA * p <0.05 ANOVA * p <0.05

Figura 1: Resultado da viabilidade celular MTT de Fibroblastos Humanos tratados em diferentes concentragées de AG
(a). Viabilidade celular por MTT de Fibroblastos Humanos com 1 dia de tratamento com AG (b). Viabilidade celular por
MTT de Fibroblastos Humanos com 2 dias de tratamento com AG (c). Viabilidade celular por MTT de Fibroblastos
Humanos com 4 dias de tratamento com AG.

Como mostra a Figura 1a, com 1 dia de tratamento com AG obtivemos aumento
significativo na viabilidade celular na concentragédo de 1mM com 100% de confluéncia, enquanto
que as demais concentracdes ndo apresentaram alteracdo quando comparadas com O grupo

controle.

As diferengas foram mais presentes apods 2 dias de tratamento. As concentragbes de 1y,
100pM, 1TmM e 10mM de AG obtiveram significativo aumento na viabilidade celular dos
Fibroblastos Humanos em condi¢cdes de confluéncia (Figura 1b). Com 4 dias de tratamento por
AG, o aumento da viabilidade celular se manteve quando comparado com o grupo controle nas
concentragdes de 1y, 100uM, 1mM e 10mM (Figura 1c). E importante ressaltar que devido a
degradacdo natural do Acido Glutamico, a placa que obteve tratamento por 4 dias recebeu uma

nova aplicagao de AG no segundo dia de incubagéo.

A concentracdo de 100mM nao se mostrou eficaz no aumento da viabilidade celular, e até
mesmo, chegou a diminuir a viabilidade quando comparado com o grupo controle nas placas que

receberam 2 e 4 dias de tratamento (Figuras 1b e 1c).

Consideragoes

Devido ao momento pandémico atual devido ao SARS-COV-2 e ao distanciamento social
imposto por ele, o cronograma inicial sofreu prejuizos uma vez que tivemos acesso limitado aos
laboratérios determinado pelos Comités de Crise da Faculdade de Enfermagem, Instituto de
Biologia e da proépria Unicamp, que vém enfrentando e manejando com exceléncia a situacao
atual. No entanto, dados encontrados durante o desenvolvimento deste projeto foram incluidos em
um artigo recentemente publicado no periddico Scientific Reports que pode ser acessado pelo
link®: https://www.nature.com/articles/s41598-021-94816-y


https://www.nature.com/articles/s41598-021-94816-y

Conclusoes

O AG leva a um aumento significativo da viabilidade celular de Fibroblastos Humanos em

diferentes concentracdes nos periodos de 1, 2 e 4 dias. Na concentragao de 1uM, o AG foi eficaz

em preservar a viabilidade celular ja em 1 dia. O AG também mostrou-se eficiente nas

concentragdes de 100pM, 1mM e 10mM nos dias 2 e 4. No entanto, a concentragcdo de

100mM,diminuiu a viabilidade celular.

Com base nesses dados, estudos futuros em modelos animais devem ser desenvolvidos

com o intuito de encontrar a melhor concentracdo do AG tdpico para o tratamento de dermatoses.
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