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RESUMO 
 
 
Silva, G. B. Remodelamento da matriz extracelular da medula óssea em 
desnutrição proteica: possível relação da via de AKT com a expressão de 
fibronectina e metaloproteinases de matriz. 2016. 142f. Tese (Doutorado) – 
Faculdade de Ciências Farmacêuticas, Universidade de São Paulo, São Paulo, 
2016. 
 
 
A desnutrição proteica (DP) pode ocasionar alterações na matriz extracelular (MEC) 
de diferentes órgãos e tecidos, inclusive o hematopoético, com comprometimento 
funcional. Estudos do nosso laboratório demonstraram, em modelo murino de DP, 
aumento da expressão proteica de fibronectina (FN) no estroma medular ósseo in 
vivo, principalmente na região subendosteal (local de fixação da célula tronco 
progenitora hemopoética). Já in vitro, no estroma medular ósseo, observou-se tanto 
o aumento quanto a diminuição de FN e a presença de suas isoformas. Essas 
alterações de FN parecem estar envolvidas com a hipoplasia da medula óssea (MO) 
em camundongos desnutridos. As modificações quantitativas de FN podem ser 
devidas: (i) à ação das metaloproteinases de matriz (MMP) responsáveis pela 
degradação das proteínas da MEC; (ii) aos inibidores de metaloproteinases (TIMP) 
que regulam a degradação da MEC; (iii) às alterações transcricionais, reguladas pela 
via de AKT/mTOR, que controla os splicing alternativos na FN, resultando em 
isoformas dessa proteína; (iv) a processos pós-transcricionais modulados por LC3, 
que aumenta a tradução do RNAm de FN. Assim, o objetivo deste estudo foi elucidar 
os mecanismos que alteram o turnover de FN no estroma medular ósseo em modelo 
murino de DP. Utilizamos camundongos, C57BL/6J machos, adultos, separados em 
dois grupos: controle e desnutrido, alimentados, ad libitum, com ração contendo 12% 
e 2% de proteína, respectivamente. Após cinco semanas de indução à desnutrição 
os camundongos foram eutanasiados, e coletado o material biológico. Avaliamos: o 
estado nutricional, o hematológico, a histologia da MO femoral bem como a 
determinação imunohistoquímica da FN, MMP-2 e MMP-9, determinação da 
expressão de FN e suas isoformas em células totais da MO, o estabelecimento do 
estroma medular ósseo in vitro, por 28 e 35 dias de cultivo. A partir das culturas 
foram avaliadas a expressão de RNAm de FN e suas isoformas, MMP-2, MMP-9, 
TIMP-1, TIMP-2, AKT, mTOR e LC3α e β, quantificação de MMP-2, MMP-9, TIMP-1, 
TIMP-2,TNFα, TGFβ e IL-1β e determinação de LC3β e proteínas da via de 
AKT/mTOR. Não observamos alterações na expressão do RNAm de FN e suas 
isoformas ex vivo e in vitro, mas um aumento da deposição de FN na MO.Também 
não observamos modificações na imunolocalização de MMP-2 e MMP-9 na MO e na 
atividade dessas proteínas no sobrenadante de culturas de células estromais in vitro, 
mas houve aumento da expressão do RNAm de MMP-9 em 28 dias de cultivo. Não 
detectamos alterações na expressão de RNAm e na concentração de TIMP-1 e 
TIMP-2 no sobrenadante das culturas. Houve redução significativa de TNFα e TGFβ 
no sobrenadante das culturas de 28 dias. Observamos aumento da expressão do 
RNAm de mTOR em culturas de 28 dias e LC3α e LC3β em 35 dias de células 
estromais. Encontramos menor fosforilação de PI3K, AKT, PTEN, mTOR e mTOR 
total e aumento de LC3β em culturas de 28 dias, mas redução de LC3β em 35 dias. 
Em função dos dados inferimos que a DP conduz a alterações da FN que não estão 
relacionadas à ação de MMPs e TIMPs e sim a modificações de LC3β e da via de 



 

 

AKT/mTOR. 
 
Palavras-chave: Matriz extracelular, metaloproteinases de matriz, AKT/mTOR, 
LC3β, hemopoese e desnutrição proteica. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

ABSTRACT 

 
 

Silva, G. B. Extracellular matriz remodeling of the bone marrow in protein 

malnutrition: possible relationship of AKT pathway with expression of 

fibronectin and matriz metalloproteínases. 2016. .142f. Tese (Doutorado) – 

Faculdade de Ciências Farmacêuticas, Universidade de São Paulo, São Paulo, 

2016. 

 

 
Protein malnutrition (PM) can lead changes in extracellular matrix (ECM) from 
several organs and tissues, including hematopoietic, with functional impairments. 
Research from our laboratory demonstrated, in a murine model of protein 
malnutrition, increase in proteic expression of fibronectin (FN) in vivo bone marrow 
stroma, principally in subendosteal region (attachment site of hematopoietic 
stem/progenitor cell – HSPC). It was observed as both an increase and a decrease in 
the presence of FN and its isoforms in vitro bone marrow stroma. These FN changes 
seem to be related to bone marrow (BM) hypoplasia in malnourished mice. 
Quantitative FN changes may be due to: (i) action of matrix metalloproteinases 
(MMP) responsible for ECM proteins degradation; (ii) tissue inhibitors of 
metalloproteinases (TIMP) that regulate ECM degradation; (iii) transicional changes 
regulated by AKT/mTOR pathway, which controls alternative splicing in FN, resulting 
in isoforms from this protein; (iv) post-transcriptional processes modulated by LC3 
that increases FN mRNA translation. Therefore, the aim of this study was to 
elucidade the mechanisms that changes the FN turnover in bone marrow stroma in a 
murine model of PM. C57BL/6J, adult and male mice were used and divided into two 
groups: control and malnourished, fed ad libitum with ration containing 12% and 2% 
of protein, respectively. After five weeks of induction malnutrition, mice were 
euthanized and the biological material was collected. We evaluated: nutritional and 
hematologic status, the femoral BM histology, immunohistochemistry determination of 
FN, MMP-2 and MMP-9, the FN and its isoforms expression determination in total 
BM cells, establishment of in vitro bone marrow stroma for 28 and 35 days of culture. 
From the cultures were evaluated FN mRNA expressions and its isoforms, MMP-2, 
MMP-9, TIMP-1, TIMP-2, AKT, mTOR, LC3α and β, quantification of MMP-2, MMP-9, 
TIMP-1, TIMP-2,TNFα, TGFβ and IL-1β and determination of LC3β and AKT/mTOR 
proteins. No changes were observed, ex vivo and in vitro, in the expression of FN 
mRNA and its isoforms, but there was a FN deposition increase in BM. We did not 
observe modifications in MMP-2 e MMP-9 immunolocalization in BM and in these 
proteins activity in the supernatant of in vitro stromal cell culture, but there was an 
increase in MMP-9 mRNA expression after 28 days of culture. We did not detect 
changes in mRNA and in TIMP-1 and TIMP-2 expressions in the supernatant of 
cultures. There was significant reduction of TNFα and TGFβ in the cultures 
supernatant of 28 days. We observed an increase of mTOR RNAm in 28 days 
cultures and also LC3α and LC3β in stromal cells with 35 days. We found lower 
phosphorylation of PI3K, AKT, PTEN, mTOR e total mTOR and an LC3β increase in 
28 days cultures, yet an LC3β reduction in 35 days. According to the data we 
conclude that PM leads to FN changes that are not related to MMPs and TIMPs 
actions, but the LC3β and AKT/mTOR pathway modifications. 
 



 

 

 
Keywords: Extracellular matrix, matrix metalloproteinases, AKT/mTOR, LC3β, 

hemopoiesis and malnutrition. 
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VCM   Volume Corpuscular Médio 

VLA-4   Very late antigen ou α4β1 
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1. INTRODUÇÃO 

 

 

1.1 Desnutrição 

 

 

Segundo a Organização Mundial da Saúde (2013), a desnutrição é uma 

desordem nutricional resultante do consumo e, ou absorção deficiente de 

macronutrientes e micronutrientes. Ressalte-se que o consumo desequilibrado em 

excesso desses nutrientes também pode conduzir à desnutrição. Sendo assim, 

existem duas formas de desnutrição: subnutrição e sobrepeso/obesidade (SAWAYA 

et al., 2011; WHO, 2013). 

A desnutrição também é causada por doenças não nutricionais como, 

infecção gastrointestinal severa, infecções crônicas, parasitas intestinais e 

neoplasias malignas. A desnutrição conduz ao comprometimento do sistema 

imunológico que, por sua vez, aumenta a suscetibilidade a infecções, existindo, 

assim, um ciclo vicioso entre a desnutrição e a infecção (CHANDRA, 1997, 2003; 

RODRIGUEZ et al., 2011). 

Condições socioeconômicas inadequadas e insegurança alimentar estão 

relacionadas com a desnutrição (WHO, 2013), que atinge principalmente mulheres e 

gestantes, crianças menores de cinco anos, idosos e indivíduos hospitalizados ou 

que apresentam distúrbios alimentares (WAITZBERG et al., 1999; MARCOS, 2000; 

BRUNDTLAND et al., 2000; GADDUCCI et al., 2001; AKNER; CEDERHOLM, 2001; 

NOVA et al., 2002; KEUSCH, 2003). A desnutrição é responsável por 55% das 

mortes de crianças no mundo inteiro. Está associada a várias outras doenças e 

ainda é considerada a principal causa de mortalidade em crianças menores de cinco 

anos (SAWAYA, 2006; WHO, 2013). A prevalência de desnutrição em indivíduos 

hospitalizados varia de 20% a 50% dependendo do estado clínico do paciente 

(NORMAN et al., 2008). BAUER et al. (2002), relataram que 76% dos pacientes com 

câncer são desnutridos. BORGES et al. (2010), observaram que pacientes 

desnutridos com câncer apresentaram pior qualidade de vida e relataram também 

aumento de risco nutricional em 41,6% dos pacientes avaliados.  

Segundo a FAO (2013), o número de indivíduos desnutridos no mundo vem 

diminuindo nos últimos 20 anos. Entre os anos de 2011 e 2013 o número de 
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pessoas acometidas pela desnutrição era de 842,3 milhões, correspondendo a 12% 

da população mundial (FAO 2013). Mas a estimativa para os anos de 2014 a 2016 é 

de 795 milhões, correspondendo a 10,9% da população mundial. Desse total 14,7 

milhões estão em regiões desenvolvidas e 779,9 milhões em regiões em 

desenvolvimento, dentre essa última, 232,5 milhões encontram-se na África, seguida 

pela Ásia com 511,7 milhões, América Latina e Caribe com 34,3 milhões e, por fim, a 

Oceania com 1,4 milhão (FAO, 2015). 

O Brasil, entre os anos de 2011 e 2013, possuía cerca de 13,6 milhões de 

pessoas acometidas pela desnutrição, correspondendo 6,9% da população brasileira 

(FAO, 2013). Porém, a estimativa para os anos de 2014 a 2016 é menos de 5% da 

população (FAO, 2015). A quantidade de pessoas acometidas pela desnutrição no 

Brasil vem diminuindo progressivamente nos últimos anos, tanto da população 

infantil, quanto na adulta. No entanto, ainda existem regiões onde crianças 

apresentaram deficit de estatura, sendo essa uma das características da desnutrição 

(BATISTA; RISSIN, 2003). Dados do IBGE publicados em 2010 relatam que a 

desnutrição infantil diminuiu no Brasil, caindo de 13,5% em 1996 para 6,8% nos 

anos de 2006 a 2007. Essa queda está associada ao aumento da escolaridade 

materna, ao crescimento do poder aquisitivo das famílias, à expansão da assistência 

à saúde, melhorias nas condições de saneamento e aos programas de transferência 

de renda (MONTEIRO et al., 2009).  

Cabral et al. (2013), relataram que famílias beneficiadas com o programa de 

transferência de renda, Programa Bolsa Família (PBF), de uma população de 

Maceió, apesar de utilizarem a maior parte do benefício na aquisição de alimentos, 

8,6% das crianças e 20% dos adolescentes apresentaram desnutrição enquanto que 

mais da metade da população adulta apresentou sobrepeso/obesidade. Isso ocorreu 

devido à menor ingestão de proteínas, maior ingestão de carboidratos e ingestão 

inadequada de micronutrientes. Além disso, o sobrepeso/obesidade está relacionado 

a baixa atividade física e alterações fisiológicas. Estudo realizado com mulheres 

adultas da zona rural dos municípios de Portel e Melgaço no estado do Pará, 

demonstrou associação na modificação no padrão da dieta dessas mulheres com o 

benefício do PBF. Foi observado diminuição do consumo de energia, carboidrato e 

gordura, mas o consumo de proteína não diferiu entre os períodos analisados. Essas 

alterações são devidas à troca da fonte dos macronutrientes, que anteriormente era 

apenas de produtos produzidos na agricultura e atualmente advêm de produtos do 
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comércio local (PIPERATA et al., 2011). Na análise dos inquéritos nutricionais 

brasileiros de períodos distintos que compreendem os anos 1974 a 2009, Conde e 

Monteiro (2014), relataram diminuição na prevalência da desnutrição em crianças e 

adultos, mas um aumento do sobrepeso na população, destacando intensa transição 

nutricional no Brasil. O conceito de transição nutricional é mencionado para citar as 

modificações no padrão alimentar, podendo ocorrer a coexistência da desnutrição e 

obesidade (SAWAYA et al., 2003, 2011).  

Clinicamente, as consequências da desnutrição dependem da idade do 

indivíduo, da intensidade, da duração e da causa da deficiência e, na dependência 

desses fatores, observam-se perda de peso, deficit do crescimento, diminuição da 

imunidade, danos na mucosa gastrointestinal, perda de apetite, má absorção dos 

alimentos, alterações psicomotoras, alterações do sistema endócrino afetando 

principalmente hormônios da tireoide, insulina e o hormônio do crescimento e 

alterações hematológicas (CHANDRA, 1997 e 2003; SAWAYA, 2006; GROVER et 

al., 2009; SAUNDERS et al., 2010). Essas alterações, de maneira geral, levam a 

problemas de saúde, que contribuem para a deterioração do estado nutricional. 

Existem diferentes formas de subnutrição: o Kwashiorkor, o Marasmus e a 

baixa estatura, que diferem na etiologia e nas manifestações clínicas. Em 1935, 

Cicely D. Willians introduziu o termo Kwashiorkor no meio cientifico. O nome 

Kwashiorkor indica a doença que afeta o filho mais velho, decorrente do nascimento 

do segundo filho, ou seja, o filho mais velho passa a ter uma dieta rica em 

carboidratos e com menor quantidade de proteínas. O Kwashiorkor é causado por 

uma dieta deficiente de proteínas, vitaminas e minerais. Caracteriza-se pelo retardo 

do crescimento, perda de peso e a presença de edema. Já o Marasmus é a forma 

mais frequente no Brasil, causado por uma dieta deficiente em energia, onde há 

perda do peso corporal consequente da depleção do tecido muscular esquelético e 

da gordura, com objetivo de proteger os órgãos vitais. Ambas as formas são 

frequentes em crianças (SAWAYA, 1996; MONTE, 2000; KRAWINKEL, 2003). No 

Brasil, na década de 60 os casos de Kwashiorkor eram comuns, havendo diminuição 

do número de casos na década de 70. Dados de 2009 relatados por Bittencourt e 

colaboradores, indicam a prevalência de internações de crianças menores de cinco 

anos no Sistema Único de Saúde, em decorrência de Kwashiorkor e Marasmus. A 

baixa estatura é o tipo de subnutrição predominante no mundo. Vários fatores estão 

envolvidos na sua etiologia, tais como: nutrição materna insuficiente, desnutrição 
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intrauterina, falta de aleitamento materno até seis meses, consumo e/ou absorção 

inadequados de macronutrientes e micronutrientes (SAWAYA et al., 2006, 2011).  

 

 

1.2 Nicho/Microambiente da célula tronco hemopoética  
 

 

A hemopoese envolve os processos de produção, diferenciação, maturação e 

senescência das células sanguíneas, ocorrendo nos seres humanos após o 

nascimento, na cavidade dos ossos onde está localizada a medula óssea, também 

denominado tecido mieloide (Borelli, 2014). Durante a infância praticamente todos os 

ossos possuem medula óssea com atividade hemopoética e a partir dos 4 anos há 

uma mudança na localização desse tecido hemopoético de modo que, a partir dos 

18 anos, a atividade hemopoética está restrita aos ossos planos esponjosos 

(esterno, crista ilíaca e costelas) (LORENZI, 2006; KOURY; LICHTAMAN, 2010). Em 

ratos e camundongos durante toda a vida, a medula óssea com atividade 

hemopoética está localizada na cavidade de praticamente todos os ossos longos, 

sendo que o baço também permanece como órgão linfo-hemopoético (BIANCO, 

2011). 

As células sanguíneas originam-se a partir de um mesmo precursor 

denominado célula-tronco progenitora hemopoética (CTPH). A CTPH possui a 

capacidade de auto-renovação e diferenciação, mas para isto é necessária uma 

estrutura que propicie um ambiente estrutural e bioquímico denominado 

microambiente ou de “nicho da célula tronco”, conceito este descrito pela primeira 

vez por Schofield (1978). Existem dois nichos distintos onde a CTPH está localizada: 

o nicho endosteal ou nicho osteoblástico e o nicho vascular (YIN; LI, 2006; WILSON; 

TRUMPP, 2006; KOURY; LICHTAMAN, 2010). A interação nicho-CTH influencia na 

auto-renovação, quiescência ou mobilização da CTPH (OH; KWON, 2010). No nicho 

endosteal a CTPH está em  íntimo contato com os osteoblastos que secretam 

fatores capazes de regular a quiescência e a manutenção (auto-renovação) da 

CTPH (OH; KWON, 2010). O nicho vascular promove a proliferação e a 

diferenciação das CTPHs por ser um microambiente distinto da região subentosteal, 

inclusive em nutrientes, alta concentração de oxigênio e fatores de crescimento (YIN; 

LI, 2006; WILSON; TRUMPP, 2006; KOURY; LICHTAMAN, 2010) (Figura 1). A 
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hemopoese ocorre nos espaços extravasculares entre os vasos sinusoidais da 

medula óssea.  

 

Figura 1- Microambiente ou nicho da célula tronco na medula óssea. Fonte: Adaptado de 
GRASSEL; AHMED, 2007. 

 

O estroma medular ósseo do tecido mieloide, além das células hemopoéticas 

em diferentes estados de diferenciação e maturação, é constituído por vasos 

sinusoidais, células estromais, citocinas e matriz extracelular (MEC) (WILSON; 

TRUMPP, 2006; KOURY; LICHTAMAN, 2010; BIANCO, 2011). O termo células 

estromais é utilizado para definir uma população de células que se originam da 

célula tronco mesenquimal. Dentre as células estromais, também denominadas 

células não hemopoéticas, podemos citar os fibroblastos, os adipócitos e os 

osteoblastos, além dos macrófagos e células endoteliais (KLEIN, 1995; OWEN, 

1998). As células estromais são capazes de sustentar a hemopoese por meio da 

produção de citocinas, de fatores de crescimento e pela produção da MEC.  

A MEC é constituída por moléculas distintas, dentre essas podemos citar as 

macromoléculas tais como, glicosaminoglicanos e proteoglicanos, colágeno e 

proteínas não colagênicas tais como, fibronectina (FN), laminina (LN), 

trombospondina, tenascina (EAVES et al., 1991; MAYANI et al., 1992; ABBOUD; 

LICHTMAN, 2001; ROZARIO; DESIMONE, 2010) que estão presentes na medula 

óssea (KLEIN, 1995). A MEC é essencial para fornecer um suporte estrutural, além 
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de contribuir para regulação de diversas funções celulares como proliferação, 

migração e adesão, influenciando também na expressão gênica durante a 

homeostasia e o desenvolvimento (BOWERS et al., 2010; ROSARIO; DESIMONE, 

2010).  

Um dos pré-requisitos para a hemopoese é a fixação da CTPH em 

microambientes particulares, possibilitando interações célula-célula e célula - MEC 

(TAVASSOLI; MINGUELL, 1991). As CTPH estão em contato íntimo com a FN, 

sendo que integrinas expressas por essas células, VLA-4 (very late antigen ou α4β1) 

e VLA-5 (very late antigen ou α5β1), são reconhecidas como mediadoras da 

interação entre essa população celular e a FN tanto em camundongos quanto em 

humanos (WILLIANS, et al., 1991; LOO, 1998). Essa interação FN e integrina 

promove a progressão no ciclo celular das CTPH (GIET et al., 2001). Também o 

cultivo da CTPH de camundongos sobre uma matriz de FN juntamente com LN, 

conduz ao aumento da proliferação dessas células (SAGAR et al., 2006). Celebi et 

al. (2011), observaram que ao cultivar células progenitoras mieloides e 

megacariocíticas na presença da MEC, constituida de colágeno I, colágeno IV, LN e 

FN, havia um aumento na proliferação dessas células, sendo a proliferação mais 

eficiente quando havia associação dessas moléculas da MEC, ao invés da aplicação 

individual.  

O estabelecimento do estroma medular ósseo por meio das culturas de longa 

duração foi descrito originalmente por Dexter et al. (1977), e se assemelha ao 

microambiente hemopoético in vivo, capaz de sustentar a hemopoese in vitro. Isso 

decorre do contato célula-célula, entre as células hemopoéticas e as células 

estromais permitindo, assim, a comunicação intracelular. A interação célula-MEC 

constitui-se em importante meio de regulação das diferentes funções celulares já 

mencionadas e a secreção de citocinas e fatores de crescimento essenciais para a 

manutenção da hemopoese (SPOONCER et al.,1993). Em culturas de longa 

duração, moléculas da MEC tais como colágeno, FN e LN, são secretadas e 

depósitas no meio extracelular, que coincide com as regiões de atividade 

hemopoética (KOURY; LICHTAMAN, 2010). 
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1.3 Matriz extracelular e desnutrição  

 

 
Dados da literatura relatam que crianças desnutridas apresentaram alterações 

no microambiente do timo e dentre essas o aumento da FN e outras proteínas da 

MEC (LYRA et al., 1993; SAVINO et al., 2007). REIF et al., (1993) encontraram, em 

indivíduos desnutridos, diminuição de componentes da MEC do fígado, porém, a 

relação proteína/tecido não apresentou diferença significativa, sugerindo que a 

causa tenha sido a infiltração gordurosa com esteatose hepática. AXELLSON et al. 

(1990), observaram mineralização óssea, inferindo que a desnutrição leva à síntese 

de proteoglicanos de peso molecular mais elevado acarretando inibição da 

calcificação. Os mecanismos que levam a essas alterações ainda não foram 

elucidados, mas, considerando que as moléculas da MEC estão envolvidas na 

adesão, regulação, proliferação, diferenciação e migração das células hemopoéticas 

exercendo, desta forma, controle sobre a hemopoese medular, essas alterações 

podem ser significativas para a fisiologia do tecido (BORELLI, et al., 1995; VITURI, 

et al., 2000; XAVIER, et al., 2007). 

Estudos de nosso laboratório têm encontrado, em desnutrição proteica, 

hipoplasia de medula óssea de camundongos (BORELLI et al., 1995, 2001, 2007) 

com evidências histológicas de alteração da matriz extracelular. VITURI et al. (2000, 

2005), encontraram alterações na proporção de proteínas, especialmente de FN, 

trombospondina e LN, na MEC de camundongos desnutridos, situação que poderia 

contribuir para a hipoplasia observada. Xavier et al. (2007), demonstraram a partir da 

caracterização imunohistoquímica e ultra-estrutural da medula óssea, o aumento na 

deposição de FN na medula óssea esternal de camundongos desnutridos, 

especialmente em sítios endosteais/paratrabeculares (regiões de fixação de células 

tronco hemopoéticas) e aumento na deposição de LN, particularmente em regiões 

perisinusais. Mais recentemente, dados ainda não publicados de nosso grupo, foi 

encontrado em cultura de células da medula óssea oriundas de camundongos 

desnutridos maior quantidade de FN no estroma medular ósseo após 28 dias de 

cultivo, situação essa modificada no estroma medular ósseo após 35 dias de cultivo, 

que apresenta menor quantidade de FN. Porém, ainda não esclarecemos se essas 

alterações quantitativas da FN são devidas a uma maior ou menor produção ou 

alteração na degradação. Tais alterações podem modificar a co-localização de uma 
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série de fatores de crescimento e citocinas que poderiam interferir na regulação dos 

processos de crescimento e diferenciação de células hemopoéticas (BORELLI et al., 

1995, 2001, 2007; KLEIN, 1995; VITURI, 2000).  

Alterações hematológicas quantitativas como anemia (MARTINS et al., 1971; 

DE ANGELIS, 1986; AUGUSTO, 1995; LEE ; HERBERT, 1999; COTRAN et al., 

2000), leucopenia (GARCIA, 1992; BORELLI et al., 1995, 1998, 2001, 2007) 

linfocitopenia (GARCIA, 1992; BORELLI et al., 1995; AUGUSTO, 1995; BARON, 

1997) e neutropenia (BORELLI et al., 1995, 1998, 2001, 2007; BARON, 1997) são 

um reflexo do comprometimento dos órgãos linfo-hemopoéticos em condições de 

desnutrição e estão associadas à modificação da resposta imune que se traduz por 

maior suscetibilidade a infecção (GROSS; NEWBERNE, 1980; TOMKINS, 1986; 

VICTORIA; HERNANDEZ, 1990; CHANDRA, 1997).  

 

 

1.4 Remodelamento da matriz extracelular e metaloproteinases de matriz 

 

 
A MEC dos tecidos é degradada e sintetizada por um processo denominado 

remodelamento, processo fisiológico, que ocorre durante o desenvolvimento, na 

manutenção do tecido normal, na reparação tecidual e em alguns processos 

patológicos como arteriosclerose. Ao longo da reparação tecidual, a deposição da 

MEC promove a integridade do tecido e sua funcionalidade, sendo que uma 

deposição inapropriada ou excessiva leva a um comprometimento da função do 

órgão (SOTTILE; CHANDLER, 2005).  

As metaloproteinases de matriz (MMPs) são endopeptidases pertencentes a 

superfamília do zinco/metzincina. As MMPs são proteases zinco e cálcio 

dependentes, associadas à degradação e ao turnover das proteínas que compõem a 

MEC, tendo assim importante papel no remodelamento (PEREIRA et al., 2006; 

RODRÍQUEZ et al., 2010). 

Foram identificados 25 genes para MMPs em vertebrados, sendo 24 genes de 

MMPs detectados em humanos, com duplicação do gene MMP23; MMP23A e 

MMP23B, além da presença do gene MMP26. Mas em camundongos foram 

identificados 23 genes de MMPs, com duplicação do gene MMP1, MMP1a e MMP1b 

e ausência do gene MMP26 (FANJUL-FERNANDEZ et al., 2010). 
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As MMPs são classificadas de acordo com características bioquímicas, como 

a capacidade de hidrolisar um componente da MEC e a presença de zinco como um 

íon intrínseco à molécula. As MMPs podem ser classificadas em colagenases, 

gelatinases, estromelisinas, matrilisinas e MMP de membrana (MT-MMP) e ainda 

podem ser classificadas de acordo com a sua estrutura (Quadro 1) (FOLGUERAS et 

al., 2004; NAGASE et al., 2006; PEREIRA et al., 2006; AMĂLINEI et al., 2007 ; 

FANJUL-FERNANDEZ et al., 2010; BONNANS et al., 2014). 

A estrutura das MMPs possui um domínio catalítico conservado, seguido de 

um pró-peptídeo necessário para a manutenção da forma latente da enzima, 

juntamente com um peptídeo sinal que direciona a sua secreção na célula, além de 

uma região C-terminal denominada domínio hemopexina que contribui para a 

especificidade do substrato e para interação com os inibidores endógenos. 

Especialmente as MMP-7 e MMP-26 não possuem o domínio hemopexina, já as 

MMP-2 e MMP-9 incorporam três segmentos da região tipo II da FN. Em relação às 

MT-MMPs (MMPs de membrana apresentam a inserção do sítio de clivagem de 

furina entre o domínio catalítico e o pró-peptídeo (Quadro 1 e Figura 2) 

(FOLGUERAS et al., 2004; NAGASE et al., 2006; McCAW et al., 2007). 

 

 
 

Figura 2 - Estrutura das MMPs e organização dos seus domínios. Fonte: Adaptado de 
Folgueras et al.,2004. 
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Quadro 1- Classificação estrutural, tipos e substratos das MMPs 

Estrutura Tipos Substratos 
(MEC) 

 
Arquetípicas 

 

 

Colagenases 

MMP-1,(MMP-1a e MMP1b), 

MMP-8 e MMP-13 

Colágeno I, II, III, V e XI, 
FN, entactina, 
proteoglicanos, tenascina 
e osteonectina.  

Estromelisinas 

MMP-3 e MMP-10 

Colágeno IV, V, IX e X, 
proteolicanos, FN, LN, 
entactina, osteonectina e 
fibrilina-1. 

MMP-12, MMP-19, MMP-20 

e MMP-27 

Colágeno IV, FN, LN, 
agrecan e tenascina. 

Gelatinases 
 

 

Gelatinases 

MMP-2 e MMP-9 

Colágeno I, IV, V, VII, X, 
IX, elastina 
FN, agrecan, sidecan IV, 
vitronectina e LN. 

Matrilisinas 
 

 

Matrilisinas 

MMP-7 e MMP-26 

Colágeno IV, LN e 
entactina. 

Furina- Ativavel 

 
 

 
 

 
 

 

MMP-11 (estromelisina) 

MMP-21  

MMP-28 

Colágeno, LN e FN. 

MMP de membrana tipo I 

MT1-MMP (MMP-14), 

MT2-MMP (MMP-15),  

MT3-MMP (MMP-16) e  

MT5-MMP (MMP-24) 

Colágeno I, II, III, FN, LN, 
vitronectina, 
proteoglicanos, fibrilina-1 
e tenascina. 

MMP ancorada ao GPI 

MT4-MMP (MMP-17) e 

MT6-MMP (MMP-25) 

Colágeno IV, FN, 
vimentina e 
proteoglicanos. 

MMP de membrana tipo II 

MMP-23A e MMP23B 

N.D 

Fonte: FOLGUERAS et al., 2004; NAGASE et al., 2006; PEREIRA et al., 2006; AMĂLINEI et 
al., 2007 ; FANJUL-FERNANDEZ et al., 2010; BONNANS et al., 2014. 

 
GPI: Glicosilfofatidilinositol; N.D: Não Determinado 
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Algumas MMPs não são expressas constitutivamente, sua expressão é 

induzida por citocinas, fatores de crescimento ou alterações na interação célula-

MEC e célula-célula (AMELINEI et al., 2007), que modulam a expressão gênica das 

MMPs. O TNF-α (fator de necrose tumoral alfa), TGF-β (fator de crescimento 

transformante beta) e IL-1 β (interleucina-1 beta) participam da indução da 

expressão gênica das MMPs em diferentes tecidos (BJORKLUND, KOIVUNEN, 

2005).  

As MMPs são sintetizadas na forma inativa denominada pró-enzimas. Isso 

ocorre devido à interação do zinco, que está no domínio catalítico, com o grupo Tiol 

da cisteina localizado na região do pró-peptídeo, denominada cysteine switch. Essa 

interção permite ao pró-peptídeo impedir que o domínio catalítico tenha contato com 

o substrato. A ruptura dessa interação zinco-tiol conduz à ativação da MMP no meio 

extracelular, ativação esta que pode ocorrer de diferentes formas. Na ativação 

alostérica ocorre a ruptura da interação zinco-tiol, sem a clivagem do pro-peptídeo, 

ocorrendo apenas modificação conformacional da MMPs, devido à ação de 

integrinas e proteoglicanos. Na ativação proteolítica, por ação de outras MMPs e 

proteínas serinas, ocorre a clivagem do pró-peptídeo da estrutura da MMPs. As 

MMPs que possuem o sítio de clivagem de furina são ativadas no meio intracelular 

antes de serem secretadas por ação da proteína furina que está presente no 

complexo de Golgi (VISSE, NAGASE, 2003, 2006; McCAW et al., 2007; RA, PARKS, 

2007).  

A atividade das MMPs é regulada por inibidores teciduais de metaloproteinase 

(TIMPs) endógenos. Os TIMPs são constituídos por quatro membros: TIMPs 1, 2, 3 

e 4 (STEVENSON, 2008). Os TIMP-1, TIMP-2 e TIMP-4 estão presentes na forma 

solúvel, enquanto que o TIMP-3 está associada a moléculas da MEC, como heparan 

sulfato e outros proteoglicanos. A inibição das MMPs por ação dos TIMPs ocorre de 

forma reversível pela ligação ao domínio catalítico das MMPs. O TIMP-1 inibe várias 

MMPs, mas não é capaz de inibir MMPs de membrana tipo I e MMP-19, no entanto, 

é capaz de inibir as MMPs ancoradas ao GPI, que também são inibidas por outros 

TIMPs. Além disso, o TIMP-1 e TIMP-3 inibem a forma ativa e pró-enzima da MMP-

9, enquanto que o TIMP-2, TIMP-3 e TIMP-4 inibem a forma pró-enzima da MMP2 

(NAGASE et al., 2006; ARPINO et al., 2015; ITOH, 2015). 
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1.5 Metaloproteinases de matriz (MMP-2 e MMP-9) e seus inibidores na hemopoese  
 
 

A MMP-2 é expressa por vários tipos celulares, dentre eles os fibroblastos, 

células endoteliais, osteoblastos, monócitos, megacariócitos e eritroblastos. Já a 

MMP-9 é expressa por macrófagos alveolares, leucócitos polimorfonucleares, 

osteoclastos e megacariócitos (OGAWA et al., 2000; AMELINEI et al., 2007). Em 

relação aos seus inibidores, TIMP-1 e TIMP-2, foram detectados em megacariócitos, 

plaquetas, fibroblastos e macrófagos (MURATE et al., 1997). As MMP-2 e MMP-9, 

bem como seus inibidores TIMP-1 e TIMP-2, participam da homeostasia tecidual e 

de processos tumorais, sendo encontrados em diversos tecidos, incluindo medula 

óssea (JANOWSKA-WIECZOREK et al., 1999; MARQUES-CURTIS et al., 2001). 

As CTPH expressam o receptor c-Kit, que se associa ao c-Kit ligand (Stem Cell 

Factor- SCF). A molécula c-Kit ligand participa na manutenção do pool de CTPH no 

nicho endosteal (YIN; LI, 2006). A MMP-9 cliva o c-Kit ligand e a MMP-2 degrada a 

MEC que circunda a CTPH, resultando na migração dessa célula do nicho endosteal 

para o nicho vascular permitindo, assim, a diferenciação da CTPH em células 

hemopoéticas maduras. Essas MMPs também são capazes de romper as ligações 

de SDF-1/CXCR4, VCAM-1/VLA-4, que também são importantes para a retenção 

das CTPH na medula óssea (HEISSIG et al., 2002; SHIRVAIKAR et al., 2012). 

Haviernik et al. (2008), relataram que camundongos TIMP-1 -/- e TIMP-2 -/- não 

apresentam alterações quantitativas em CTPH. Isso pode ter ocorrido devido à ação 

de outros de proteases sobre as MMP-2 e MMP-9, que participam na regulação da 

hemopoese.  

 Segundo MARQUES-CURTIS et al. (2001), a MMP-2 e MMP-9, bem como os 

seus inibidores, TIMP-1 e TIMP-2 estão presentes no microambiente hemopoético 

na medula óssea. Ainda segundo MARQUES-CURTIS et al., (2001), a concentração 

de MMP-9 diminui ao passo que a concentração de MMP-2 aumenta durante o 

estabelecimento do estroma medular ósseo in vitro. Além disso, a secreção de 

TIMPs aumenta durante o estabelecimento do estroma medular ósseo, inibindo 

assim a atividade das MMPs e, desta forma, preservando a integridade da MEC e 

participando da manutenção da hemopoese in vitro.  

Camundongos MMP-9 -/- apresentaram uma hemopoese ineficaz e aumento da 

mortalidade após o tratamento com o mielossupresor 5-Fluorouracil (5-FC). A 
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medula óssea escassa de clusters de células hemopoéticas tanto no nicho 

endosteal, como no nicho vascular. No entanto, camundongos MMP-9 +/+ 

apresentaram aumento da celularidade na medula óssea e aumento de clusters de 

células hemopoéticas tanto no nicho endosteal, como no nicho vascular, mesmo 

após do tratamento com 5-FC. Desta forma, a MMP-9 parece favorecer a 

diferenciação e a proliferação do pool de CTHP na medula óssea (HEISSIG et al., 

2005)  

Além disso, MMP-9 está presente, na forma inativa, nos grânulos citoplasmáticos 

dos neutrófilos. No decorrer da inflamação ou infecção, os neutrófilos secretam 

MMP-9 para facilitar a migração para o tecido por meio da degradação da MEC. 

Segundo Kozaci et al. (2005), observaram que camundongos com restrição total ou 

parcial de proteína, oferecida na ração, apresentaram maior quantidade de MMP-9 

por neutrófilos, em duas semanas de desnutrição, associado à maior quantidade de 

neutrófilos presentes no sangue periférico no mesmo período. No entanto, nas 

semanas seguintes de indução à desnutrição, esses camundongos apresentaram 

menor quantidade de MMP-9, que também se correlacionou com a menor 

quantidade de neutrófilos presentes no sangue periférico. Ainda segundo Kozaci et 

al. (2005), essas alterações quantitativas encontradas na MMP-9, podem estar 

associadas ao processo de adaptação do organismo para não perder proteínas em 

situação de desnutrição proteica.  

Sendo assim, o equilíbrio entre as MMPs e TIMPs é essencial para a 

manutenção da estrutura e função do tecido mieloide. Alterações na expressão ou 

atividade das MMPs pode destruir o microambiente hemopoético resultando em 

alterações no tecido mieloide (YU; HAN, 2006). 

 

 

1.6 Via de sinalização de AKT/mTOR  

 

 

A proteína AKT (Serine-Threonine Kinase), conhecida também com PKB 

(Proteína Quinase B), possui três diferentes isoformas, AKT1, AKT2 e AKT3 e são 

expressas em humanos e em camundongos, a partir de três genes distintos (NERI et 

al., 2002; BONONI et al., 2011). O AKT participa de diversas funções celulares, como 
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crescimento, proliferação, migração, apoptose, angiogênese e metabolismo de 

glicose (MANNING; CANTLEY; 2007). Porém as diferentes isoformas de AKT podem 

estar envolvidas em funções distintas. As funções do AKT1 estão envolvidas com a 

sobrevivência celular, AKT2 conduz à manutenção da homeostase da glicose e o 

AKT3 participa no desenvolvimento neuronal (GONZALEZ, McGRAW., 2009). 

Estruturalmente o AKT possui três regiões: um domínio denominado PH 

(Pleckstrin Homology), localizado na região N-terminal, o domínio catalítico da 

quinase, onde está presente o sítio treonina (T308) e o domínio C-terminal regulador 

que contém um segundo sítio de fosforilação, sítio serina (S473) (NICHOLSON; 

ANDRESON, 2002; SONG et al., 2005). 

A via de sinalização de AKT pode ser iniciada por fatores de crescimento, 

citocinas (MANNING; CANTLEY; 2007) e por proteínas da MEC como a FN (Figura 

3) (RITZENTHALER et al., 2008; JIN et al., 2011). Todos esses elementos conduzem 

à ativação de PI3K (Fosfotidilinositol 3-Kinase), um dímero formado por uma 

subunidade catalítica (p110α, p110β e p110γ) e uma subunidade reguladora (p85α, 

p85β e p55γ). PI3K fosforilado converte PIP2 (Fosfotidilinositol 4,5-Bifosfato) em 

PIP3 (Fosfatidilinositol-3, 4,5-Trifosfato) (BONONI et al., 2011; WILLEMS et al., 

2012). Essa ação do PI3K fosforilado é controlada por PTEN, que desfosforila PIP3, 

agindo assim como um regulador negativo da ativação da via de sinalização 

(NICHOLSON, ANDERSON, 2001 BONONI et al., 2011). O PIP3 associa-se a PDK-

1 (Proteína Quinase-1 Dependente de Fosfoinositídeo) que, por sua vez, fosforila 

AKT no sítio treonina (T308) (MANNING; CANTLEY; 2007) (Figura 3). 

O AKT é fosforilado em vários sítios, mas a sua atividade depende da 

fosforilação do sítio treonina (T308) e do sítio serina (S473). O mTORC2 (mTOR 

Complexo 2), fosforila AKT no sítio serina (S473), mas os meios que conduzem à 

ativação de mTORC2 ainda não são bem compreendidos. Essa dupla fosforilação do 

AKT não depende uma da outra, mas é necessária a fosforilação dos dois sítios para 

que AKT exerça sua ação (FOSTER; FINGAR, 2010; VADLAKONDA et al., 2013). 
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Figura 3 - Via esquemática de sinalização de AKT/mTOR e sua relação com a expressão 
de FN e suas isoformas e MMPs. Fonte: Adaptado de White et al., 2010. 
 

 

O mTOR (Alvo de Rapamicina em Mamíferos) é uma proteína quinase que 

forma dois complexos distintos, denominados mTORC1 (mTOR Complexo 1) e 

mTORC2 (mTOR Complexo 2). O mTOR C1 é composto por seis proteínas, das 

quais podemos citar: raptor, GβL ou mLST8, Deptor e PRAS40. mTORC2 é 

composto por sete proteínas: rictor, GβL ou mLST8, deptor e protor 2 dentre outras. 

Esses dois complexos são ativados de formas distintas e regulam processos 

biológicos diferentes (ZONCU et al., 2010; LAPLANTE, SABATINI, 2012) (Figura 3). 

O mTOR C1 é ativado por AKT, por meio do complexo TSC1/TSC2 (Tuberous 

Sclerosis 1/ 2) que é um regulador negativo do mTOR. AKT fosforilado inativa 

TSC1/TCS2, permitindo assim a ativação de uma GTPase, Rheb (Ras Homoloque 

Enriched in Brain), que se associa ao domínio quinase do mTOR, ativando-o 

(WULLSCHEGER et al., 2006; ZHOU et al., 2016) (Figura 3). O PRAS40 também é 

um regulador negativo de mTORC1. Quando fosforilado se associa-se ao raptor, que 

esta no complexo do mTORC1, participando assim da ativação dessa proteína 

(SANCAK et al., 2007). O mTORC1 ativado participa na regulação de alguns 
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processos celulares, tais como: síntese proteica, síntese de lipídeo, metabolismo 

energético e autofagia (LAPLANTE, SABATINI., 2012). 

 

 

1.7 Regulação da fibronectina e metaloproteinases de matriz por meio da via de 
sinalização de AKT/mTOR 
 

 

AKT fosforilado ativa as proteínas SR, proteínas com domínio rico em serina e 

arginina, que participam no controle de splicing alternativo (BLAUSTEIN et al., 2005; 

LONG; CACERES, 2009). As proteínas SR, tais como SF2/ASF, SRp40 e SWAP 

estão envolvidas com o controle do splicing alternativo das regiões EDA, EDB e 

IIICS da molécula de FN, levando assim, à expressão de diferentes isoformas de FN 

(Figura 3) (WHITE et al., 2008).  

Em nosso trabalho de mestrado (dados ainda não publicados) também foi 

observado in vitro que o estroma medular ósseo dos camundongos desnutridos 

apresentavam isoformas de FN diferentes do estroma dos camundongos do grupo 

controle (SILVA, 2011). Segundo WHITE el tal. (2008) e WHITE et al. (2010), a via de 

sinalização do AKT pode estar envolvida no processo de splicing alternativo da FN. 

Adicionalmente, dados preliminares de nosso laboratório indicam alterações nas 

concentrações de AKT total e fosforilado em células totais da medula óssea 

(BELTRAN, 2011). 

Por outro lado, a via de sinalização de AKT está envolvida com a indução da 

expressão de MMP-2 e MMP-9 (JIN, E et al., 2007; JIN, Y et al., 2011). Segundo JIN, 

Y et al. (2011), a FN induz a expressão de MMP-9 por meio da ativação de AP-1 

ativado pela via de sinalização de AKT por VLA-5, principal integrina de interação 

com a FN e que está presente na CTPH, e que também estaria envolvida na 

expressão de MMP-9 (Figura 3). Dessa forma, a via de sinalização do AKT é um 

elemento comum entre a FN e MMP. 
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1.8 Regulação da fibronectina por meio do LC3 
 

 
O LC3 (Light Chain 3) também conhecido como MLP3 (Microtubule-Associated 

Protein) foi descrito como proteína associada aos microtúbulos em células neurais 

de bovino (MANN, HAMARBACK., 1994). Foram identificados três genes de LC3 em 

humanos, LC3α, LC3β e LC3γ, mas apenas dois genes foram identificados em 

camundongos, o LC3α e LC3β (He et al., 2003). Pró-LC3 é clivado na região c-

terminal pelo Atg4, que é uma cisteína-protease, dando origem assim a forma 

citosolica do LC3, denominado LC3-I. O LC3-I pode ser conjugado com um 

glicofosfolipídio, fosfatidiletanolamina, pelas proteínas Atg7 e Agt3, formando assim a 

forma lipidada do LC3, denominada LC3-II (TANIDA et al., 2004; ZHOU et al., 2016).  

O RNAm das isoformas de LC3 é expresso em diferentes tecidos, mas com 

distinto padrão de expressão. O LC3α e LC3β é expresso no coração, cérebro, 

músculo esquelético e testículo, mas o LC3β não é expresso no timo e o LC3α não é 

expresso em leucócitos do sangue periférico (He et al., 2003). As três isoformas de 

LC3 estão localizadas em diferentes regiões da célula, podendo também estar 

colocalizadas, sugerindo que essas isoformas possuem funções biológicas distintas 

(KOUKOURAKIS et al., 2014). O LC3 é utilizado como um marcador da autofagia, 

sendo esse processo a manutenção do equilíbrio entre a demanda de nutrientes e o 

requerimento energético durante a homeostase normal da célula (NEIL et al., 2014; 

ZHOU et al., 2016).  

Zhou et al. (1997), observaram que LC3 e o RNAm de FN estão colocalizados na 

região perinuclear e que células musculares lisas do ducto arterioso que apresentam 

alta expressão de LC3 têm aumento da síntese de FN. Isso sugere que o LC3 liga-

se à região ARE (AU-rich element) localizada na região 3’ do RNAm, por ter uma 

sequência similar às proteínas ligadoras de RNAm, assim favorecendo a tradução 

do RNAm da FN (Figura 3). A colocalização de LC3 com o RNAm de FN é 

necessaria para o controle da tradução do RNAm (ZHOU, RABINOVITCH, 1998). 

Cann et al. (2008), observaram que fibroblastos embrionários LC3β -/- apresentaram 

menor expressão proteica de FN, devido a menor tradução do RNAm de FN. 

Quando estas células são transfectadas com plasmídeo de LC3, a síntese de FN 

aumenta. 
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2. HIPÓTESE E OBJETIVO 

 

 

Em virtude das alterações já encontradas na MEC do estroma medular ósseo 

e a possível relação das alterações de FN com o comprometimento da hemopoese, 

observado em camundongos desnutridos, nossa hipótese é que as alterações 

quantitativas e qualitativas da FN no estroma medular ósseo, podem ser devido a 

modificações em sua síntese por meio da via de sinalização AKT/mTOR, LC3 e ou 

por ação de MMPs e TIMPs. Sendo assim, o objetivo deste estudo é elucidar os 

mecanismos que conduzem as alterações de FN no estroma medular ósseo em 

modelo murino de desnutrição proteica. Para atingir este objetivo, foi proposto o 

seguinte delineamento experimental: 

 Indução da desnutrição pela utilização de dieta hipoprotéica e avaliação do estado 

nutricional dos camundongos por meio do consumo de rações normoprotéica e 

hipoprotéica, avaliação do peso corpóreo, dosagem de proteínas totais e albumina 

plasmática; 

 Avaliação do perfil hematológico dos camundongos por meio da determinação do 

hemograma, mielograma e análise histopatológica da medula óssea corada por H.E; 

 Determinação de FN, MMP-2 e MMP-9 em corte histológico de medula óssea por 

imunohistoquímica; 

 Análise da expressão gênica de FN e suas isoformas ex vivo e in vitro; 

 Estabelecer, in vitro, o estroma medular ósseo utilizando o sistema de culturas de 

longa-duração tipo Dexter a partir das células totais da medula óssea. Após o 

estabelecimento do estroma medular ósseo, serão avaliadas: 

 proteínas da via de sinalização de AKT/mTOR e LC3β por Western Bloting, 

 atividade enzimática de MMP-2 e MMP-9 por ensaio de atividade enzimática e 

zimografia, 

 concentrações de TIMP-1 e TIMP-2 por ELISA,  

 citocinas TGF-β, TNF-α e IL-1 (que controlam a expressão de MMP-2 e MMP-

9) por ELISA, 

 expressão gênica de FN e suas isoformas, MMP-2, MMP-9 , TIMP-1, TIMP-2, 

AKT, mTOR, LC3α e LC3β.  
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3. MATERIAIS E MÉTODOS 
 

 

3.1 Camundongos 
 

 

Foram utilizados 200 camundongos da linhagem C57Bl/6J, machos, com 60 

dias de idade, oriundos de colônias do biotério de Produção e Experimentação 

Camundongo da Faculdade de Ciências Farmacêuticas da Universidade de São 

Paulo. Este projeto foi submetido à Comissão de Ética em Experimentação 

Camundongo da Faculdade de Ciências Farmacêuticas da Universidade de São 

Paulo (CEEA/FCF), e aprovado conforme o protocolo (Protocolo CEUA/FCF/348). 

(Anexo A). 

 

 
3.2 Rações 

 

 

As rações utilizadas para a realização deste projeto foram preparadas de 

acordo com as recomendações do Instituto Americano de Nutrição para 

camundongos recém-desmamados (AIN93G modificada) e adultos (AIN93M 

modificada) (REEVES et al., 1993; REEVES, 1997). 

 Foram preparados três tipos de rações; ração de crescimento, contendo 

17% de proteína, segundo a AIN93G modificada (Tabela 1), ração controle ou 

normoprotéica contendo 12% de proteína e ração hipoprotéica contendo 2% de 

proteína, segundo a AIN93M modificada (Tabela 2) (BORELLI et al., 2007). As 

rações foram preparadas em nosso laboratório na forma de granulado e 

conservadas a 4°C até o momento do uso.  

As rações de crescimento, controle e hipoprotéica são isocalóricas e diferem 

apenas no conteúdo proteico. A fonte de proteína utilizada foi a caseína (LABYNTH). 

Entretanto, como aproximadamente 80% do fosfato advêm da caseína, e com menor 

quantidade da caseína na ração hipoprotéica a quantidade de fosfato disponível é 

menor, sendo, portanto, necessário corrigir-se a concentração de fosfato na mistura 

salínica da ração hipoprotéica. Esta correção ocorreu por meio do aumento do 

fosfato de potássio monobásico, no entanto, para não aumentar as concentrações 
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de potássio foi retirado o citrato de potássio da mistura salínica, da ração 

hipoprotéica (Tabela 4). No caso da ração de crescimento também foi realizada a 

correção do fosfato em função da maior concentração de caseína, sendo assim 

diminui-se as concentrações de fosfato de potássio monobásico e manteve-se a 

concentração de citrato de potássio (Tabela 4). A mistura vitamínica não diferiu entre 

as rações (Tabela 3). A concentração proteica da caseína e das rações foram 

determinadas pelo método micro-Kjeldahl (INSTITUTO ADOLFO LUTZ, 1985) 

(Tabela 5) e foram realizadas no laboratório de Bioquímica da Nutrição (Faculdade 

de Ciências Farmacêuticas, Universidade de São Paulo), pela Sra. Ivanir Pires e sob 

a responsabilidade do Prof. Dr. Júlio Tirapegui. 

 
Tabela 1 - Composição da ração de crescimento (AIN93G modificada) 

Constituintes Ração de crescimento 

Proteínas (%) 17 

Mistura salínica (g)** 175 

Mistura vitamínica (g)* 50 

Fibra alimentar (celulose) (g) 250 

Óleo de milho (g) 350 

Sacarose (g) 500 

L-cistina (g) 15 

Bitartarato de Colina (g) 12 

Tert-butilhidroquinona (mg) 0,07 

Amido de milho q.s.p. (g) 5000 

*Tabela 3, **Tabela 4 

Dietas isocalóricas de 3601,0 kcal/kg de ração.  g = grama 
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Tabela 2 - Composição das rações controle e hipoprotéica (AIN93M modificada) 

 
*Tabela 3, **Tabela 4 
Dietas isocalóricas de 3601,0 kcal/kg de ração.  g = grama 

 
 
Tabela 3 - Composição da mistura vitamínica 

 

Mistura vitamínica utilizada nas rações de crescimento, controle e hipoprotéica. 
(REEVES,1993) 
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Tabela 4 - Composição da mistura salínica  

 
 (REEVES,1993). *(g/Kg de mistura salínica) 

 

Tabela 5 - Concentração proteica das rações utilizadas no experimento 

Rações 

Parâmetro Crescimento N=10 Controle N=15 Hipoprotéica N=12 

Proteína Total(%) 18,10 (17,23-18,97) 12,82 (12,50-13,13) 2,77 (2,66-2,87) 

Determinação da concentração proteica das rações realizadas pelo método de Micro-
Kjeldahl. Os valores estão apresentados por média e (intervalo de confiança de 95%). N 
indica o número de rações utilizadas.  
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3.3 Indução da desnutrição 
 

 

Os camundongos recém-desmamados, com 21 dias de idade, foram mantidos 

em gaiola com maravalha e receberam ração de crescimento segundo a AIN93G 

modificada e água ad libitum, por 30 dias, sendo mantidos sob temperatura 

ambiente de 22 a 25 C, ciclo de luz claro-escuro de 12 horas (luzes acesas as 6:00 

da manhã e desligadas às 18:00), umidade de 55 ± 10%. Durante este período os 

camundongos foram pesados a cada 48 horas.  

Ao completar 60 dias de idade (idade adulta) os camundongos foram 

previamente pesados, separados e colocados individualmente em gaiolas 

(Tecniplast). Sendo mantidos sob temperatura ambiente de 22 a 25 C, ciclo de luz 

claro-escuro de 12 horas (luzes acesas as 6:00 da manhã e desligadas às 18:00), 

umidade de 55 ± 10%. Durante o período de duas semanas os camundongos 

receberam uma ração segundo a AIN93M modificada e água ad libitum. Os 

camundongos foram pesados a cada 48 horas. Após este período de adaptação os 

camundongos foram separados aleatoriamente em dois grupos: nutrido ou controle 

(C) alimentados com ração controle; e desnutrido (D), que passaram a receber 

ração hipoprotéica segundo a AIN93M modificada (Du et al., 2000; BORELLI et al., 

2007), permanecendo individualmente em gaiolas. Após cinco semanas, os 

camundongos de ambos os grupos foram eutanasiados para obtenção do material 

biológico (Figura 4). 

 

 
 
Figura 4 - Figura esquemática referente ao delineamento experimental de indução a 
desnutrição durante o crescimento e desnutrição dos camundongos. 
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3.4 Avaliação do estado nutricional dos camundongos 
 

 

A avaliação do estado nutricional dos camundongos foi baseada na 

determinação do peso corporal, consumo de ração a cada 48 horas e na análise da 

concentração de proteínas totais e albumina plasmáticas.  

 

 

3.5 Obtenção das amostras biológicas 
 

 

 As amostras biológicas de sangue total, foram obtidas após os camundongos 

serem previamente anestesiados com xilazina (16 mg/kg de peso corporal) e 

cetamina (120 mg/kg de peso corporal). Após a coleta os camundongos foram 

eutanasiados por super dosagem de anestésico para coleta dos fêmures e tíbias 

para obtenção de células da medula óssea. 

 

 

3.6 Hemograma e contagem de reticulócitos 
 

 

As amostras de sangue foram obtidas por meio de punção do plexo axilar dos 

camundongos previamente anestesiados, utilizando-se solução de EDTA 10% em 

PBS 1x pH 7,45, como anticoagulante. Estas amostras foram utilizadas para a 

contagem global de hemácias, hematócrito, dosagem de hemoglobina e leucócitos 

em contador automático ABX VET®, HORIBA. Também foram realizadas extensões 

sanguíneas, posteriormente coradas pelo método May-Grunwald-Giemsa modificado 

(ROSENFELD, 1947) e analisadas ao microscópio óptico para a contagem 

diferencial de leucócitos circulantes e análise morfológica. Os reticulócitos foram 

determinados em extensão sanguínea após coloração das células sanguíneas com 

a coloração supra vital de Novo Azul de Metileno (BRECHER, 1949) e analisadas 

sob microscopia de luz convencional, utilizando-se o aumento de 1000X.. 
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3.7 Determinação de proteínas totais e albumina plasmática 
 

 

As amostras de sangue foram obtidas de acordo com o item 3 5. Após a 

coleta, as amostras foram imediatamente centrifugadas (2000xg por 20 minutos, a 

4ºC). O plasma foi retirado e congelado em freezer a -40°C, onde permaneceu até a 

realização das análises. A concentração de proteínas totais plasmática foi 

determinada pelo método de Biureto (GORNAL et al.,1949) e a dosagem de 

albumina plasmática foi avaliada pelo método de Verde de Bromo Cresol (DOUMAS, 

1971), sendo utilizado kits comerciais da Labtest. As amostras foram processadas 

em duplicata e as leituras foram realizadas em espectrofotômetro (VarioskanFlash® - 

Thermo Scientific) , em 545nm  (proteínas totais) e 600nm (albumina). 

 

 

3.8 Obtenção de células da medula óssea para realização do mielograma 
 
 

Para a realização do mielograma foram coletadas células da medula óssea 

obtidas por meio de lavagem da cavidade medular de ambos os fêmures e tíbias dos 

camundongos com meio de cultura Dulbecco modificado por Iscove, contendo L-

glutamina, HEPES e bicarbonato (Sigma-Aldrich), e suplementado com 10% soro 

equino (Stemcell Technologies), após o corte das epífises. O lavado obtido foi 

utilizado para a realização da contagem de células em câmara de Neubauer e para a 

realização de lâminas contendo células, preparadas por citocentrifugação da 

suspensão celular e, posteriormente, coradas pelo método May-Grunwald-Giemsa 

modificado (ROSENFELD, 1947). Estas lâminas foram analisadas sob microscópio 

de luz para a contagem diferencial das diferentes populações celulares presentes na 

medula óssea, sendo contadas pelo menos 300 células por lâmina/camundongo. 

 

 
3.9 Estabelecimento do estroma medular ósseo: Culturas de longa duração 

 

 
O estabelecimento do estroma medular ósseo foi realizado de acordo com o 

protocolo descrito por Spooncer et al., (1993). A coleta das células da medula óssea 

foi realizada em fluxo laminar, em condições assépticas. As células da medula óssea 
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foram obtidas conforme descrito no item 3.7 com 4mL para cada fêmur e 2 mL para 

cada tíbia de meio de cultura Dulbecco modificado por Iscove, contendo L-glutamina, 

HEPES e bicarbonato (Sigma-Aldrich), e suplementado com 10% soro equino 

(Stemcell Technologies), hidrocortisona (1 µmol/L), 100 UI/mL de penicilina G sódica 

e 100 g/mL de estreptomicina (Sigma-Aldrich). A viabilidade celular foi realizada 

com azul de Tripan 1% em PBS 1X pH7,4 no hemocitômetro de Neubauer. As 

células foram plaqueadas (1,91x 106 células/mL/poço) em placas aderentes (TPP) 

de 24 poços, com meio MyeloCult® M5300 (Stemcell Technologies) suplementado 

com hidrocortisona (1 µmol/L) (Sigma-Aldrich) e mantidas em estufa com atmosfera 

úmida, a 33ºC e com 5% de CO2, por 28 e 35 dias.  

A concentração de CO2 no interior da incubadora e a temperatura foram 

aferidas diariamente. 

O meio de cultura foi parcialmente (50% do volume) trocado a cada sete dias. 

O crescimento celular e o estabelecimento do estroma foram avaliados no 3º, 7º, 

14º, 21º, 28º e 35º dias, após o plaqueamento, utilizando-se o microscópio de luz, 

invertido, Nikon Eclipse TS100, com aumento de 40X (Dexter et al., 1977; Toksoz et 

al., 1980).  

 
 

3.10 Extração de proteínas totais do estroma medular ósseo in vitro 

 
 

Após o estabelecimento do estroma medular ósseo como descrito no item 3.8, 

foi realizada a extração de proteínas totais das células e da MEC na cultura de 28º e 

35º dias de cultivo. Após a retirada do sobrenadante, cada poço foi lavado uma vez 

com 1,0 mL de PBS estéril (pH 7,4). Após a lavagem, foram adicionados em cada 

poço 150 µL de tampão RIPA® (Thermo Scientific) (25mM Tris-HCL pH7,6, 150mM 

NaCl, 1% NP-40, 1% deoxicolato de sódio e 0.1% SDS) para lise celular, contendo 

ainda cocktail de inibidores para proteases (AEBSF, aprotinina, hidrocloreto de 

bestatina, E-64, EDTA, hemisulfato de leupeptina e PMSF) e fosfatases (50mM de 

NaF) (Sigma-Aldrich). Em seguida, com o auxílio de uma espátula (scraper) foi 

obtido o lisado celular. Este lisado foi centrifugado a 14000xg por 15 minutos a 4°C, 

para sedimentação do debris celular. Após a centrifugação, o sobrenadante foi 

retirado, alíquotado e congelado em freezer a -40°C até a realização da dosagem de 

proteína e análises de western blotting. 
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3.11 Determinação de proteínas totais extraídas do estroma medular ósseo in vitro 
 

 

As proteínas totais do extrato celular obtidas conforme descrito no item 3.9, 

foram determinadas pelo Kit comercial BCA (Thermo Scientific). Todas as amostras 

foram processadas em duplicata e as leituras realizadas em espectrofotômetro 

(VarioskanFlash® - Thermo Scientific), em 540nm. 

 

 

3.12 Determinações de proteínas na via de sinalização do AKT, mTOR e a proteína 
LC3β por Western blotting 
 

 

 Após a obtenção das proteínas da cultura de estroma medular ósseo de 

acordo com o item 3.10, as amostras foram diluídas em Tampão Laemmli 5X 

concentrado (Tris HCl 300mM pH 6,8, contendo 0,01% de azul de bromofenol, 10% 

de SDS, 50% de glicerol e 10% de β-mercaptoetanol) na proporção de 1 parte de 

tampão para 4 partes da amostra, deixando-se amostra a 70ºC durante 10 minutos 

para a desnaturação. As amostras foram armazenadas em freezer -40°C até o 

momento da análise.  

 Foi utilizado gel gradiente 4 – 20% (Mini-PROTEAN® TGX™ Precast Gels, 

Bio-Rad Laboratories, Inc) para a determinação de LC3β e para as outras proteínas 

analisadas foi utilizado gel de 7%. Para as determinações foram utilizados padrão de 

peso molecular 260 kDa a 10 kDa (Spectra® Multicolor Broad Range- Thermo 

Scientific), 30 µg/mL de proteína do extrato celular e membrana de PVDF 

(Polyvinylidene Fluoride). O bloqueio foi realizado em solução de TBS (Tampão 

Salina Tris) 1X pH 7,4 contendo 0.1% de Tween-20 e 5% de leite desnatado (Molico® 

- Nestlé) por 1 hora, sob leve agitação, à temperatura ambiente. Os anticorpos 

primários utilizados bem como as diluições estão listados no Quadro 2. Os 

anticorpos primários foram diluídos em TBS 1X pH 7,4 contendo 0.1% de Tween-20 

e 5% de albumina bovina fração V (Inlab). A incubação com anticorpo primário foi 

mantida overnight, a 4oC. O anticorpo secundário utilizado (Anti-Rabbit IgG, HRP-

linked- Cell Signaling Technology) foi diluído na proporção 1:1000 em TBS 1X pH 7,4 

contendo 0.1% de Tween-20 e 5% de albumina bovina fração V (Inlab) e a 

incubação ocorreu no período de uma hora, a temperatura ambiente e sob leve 
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agitação. 

 
Quadro 2 - Proteínas analisadas e anticorpos utilizados no western blotting. 
 

Proteína e peso molecular Anticorpo e diluição 

AKT total 60 kDa #4691 AKT (pan) (C67E7) Rabbit mAb 
monoclonal 1:1000 * 

AKT-fosforilado (serina) 60 kDa #4060 Phospho-Akt (Ser473) (D9E) 
XP® Rabbit mAb monoclonal 1:1000 * 

AKT-fosforilado (Treonina) 60 kDa #2965 Phospho-Akt (Thr308) (C31E5) 
Rabbit mAb monoclonal 1:1000 * 

PTEN fosforilado (serina) 60 kDa #9551 Phospho-PTEN (Ser380) 
Rabbit policlonal 54KDa 1:1000 * 

PDK-1 total 58-68 kDa #3062 PDK1 Rabbit policlonal 1:1000* 
 

PDK-1 fosforilado (serina) 58-68 kDa #3438 Phospho-PDK1(Ser241) 
(C49H2) Rabbit mAb monoclonal 
1:1000 * 

PI3K p85 total 85 kDa #4257 PI3 Kinase p85 (19H8) Rabbit 
mAb monoclonal 1:1000* 

PI3K p55/p85 fosforilado (tirosina) 60-
85 kDa 

#4228 Phospho-PI3 Kinase p85 
(Tyr458) / p55 (Tyr199) Rabbit 
policlonal 1:1000* 

mTOR total 284 kDa #2983 mTOR (7C10) Rabbit mAb 
monoclonal 1:1000 * 

mTOR fosforilado (serina) 284 kDa #5536 Phospho-mTOR (Ser2448) 
(D9C2) XP® Rabbit mAb monoclonal 
1:1000 * 

mTOR fosforilado (serina) 284 kDa #2974 Phospho-Mtor (Ser2481) Rabbit 
policlonal 1:1000 * 

Raptor total 150 kDa #2280 Raptor (24C12) Rabbit mAb 
monoclonal 1:1000*  

Raptor fosforilado (serina) 150 kDa #2083 phospho-Raptor (Ser792) 
Rabbit policlonal 1:1000* 

Rictor 200 kDa  #2114 Rictor (53A2) Rabbit mAb 
monoclonal 1:1000 * 

GβL 37 kDa #3274 GβL (86B8) Rabbit mAb 
monoclonal 1:1000 * 

PRAS40 total 40 kDa #2691 PRAS40 (D23C7) XP® Rabbit 
mAb monoclonal 1:1000* 

PRAS40 fosforilado (treonina) 40kDa #2997 Phospho-PRAS40 (Thr246) 
(CD77D7) Rabbit mAb monoclonal 
1:1000* 

LC3β 14-16 kDa #2775 LC3β Rabbit policlonal 
 

Β-actina 43 kDa #A3854 Anti-β-Actin-Peroxidase clone 
AC-15 monoclonal 1:40000 ** 

* Cell Signaling Technology 
** Sigma-Aldrich 
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Foi realizada a detecção por quimioluminescência utilizando o kit de revelação 

ECL (ECL Prime® Western Blotting Detection Reagents, Amersham GE) no 

equipamento ImageQuant 400® (GE, Healthcare). A aquisição da imagem e análise 

foi realizada utilizando o programa ImageQuant TL®. Para a quantificação das 

proteínas de interesse foi utilizada a marcação de β-actina, para normalização. 

 

 

3.13 Carenciamento das culturas de longa duração 

 

 

 Para a realização das análises de zimografia e ensaios de atividade das 

MMP-2 e MMP-9 foi realizado o carenciamento das culturas, pois tanto o soro equino 

como o soro fetal bovino contêm MMPs (HAWKES et al., 2001). 

Após o estabelecimento do estroma medular ósseo como descrito no item 3.9, 

nos 28º e 35º dia de cultivo foi retirado todo o meio de cultura da placa. Após a 

retirada do meio de cultura, cada poço foi lavado uma vez com 1,0 mL de PBS 

(Tampão Fosfato Salina) estéril (pH 7,4). Em seguida o estroma foi cultivado com 

meio de cultura Dulbecco modificado por Iscove, contendo L-glutamina, HEPES e 

bicarbonato (Sigma-Aldrich) contendo 1% albumina bovina fração V (Inlab), e as 

culturas mantidas em estufa com atmosfera úmida, a 33ºC e com 5% de CO2 por 48 

horas (período de carenciamento). Depois deste período o sobrenadante de cada 

poço foi coletado, centrifugado e acrescido um cocktail de inibidores de proteases 

(AEBSF, aprotinina, bestatina, E-64, leupeptina, pestatina A e PMSF) livre de EDTA 

(Halt™ Proteases Inhibitor Cocktail, EDTA-Free - Thermo Scientific) e fosfatases 

(50mM de NaF) (Sigma-Aldrich). O sobrenadante foi congelado em freezer a -40°C 

até a realização das análises. 

 

 

3.14 Zimografia 

 

 

Para avaliar a atividade das MMP-2 e MMP-9 em suas formas pró-enzima e 

ativa foi realizado o ensaio qualitativo de zimografia (HAWKES et al., 2001, SNOEK-
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VAN BEURDEN; VON DEN HOFF, 2005, TOTH et al., 2012).        

Foi usado como controle positivo o sobrenadante da cultura de células de 

fibrosarcoma humano HT1080 obtidas na ATCC (American Type Culture Collection, 

Manassas, VA, USA) (Oh et al., 2001), por produzirem MMPs. A HT1080 foi cultivada 

com meio de cultivo com DMEM alta glicose contendo 10 % de soro bovino fetal 

(Vitrocell) e mantidas em estufa com atmosfera úmida, a 37ºC e com 5% de CO2. 

Após a confluência destas células, as mesmas foram carenciadas como descrito no 

item 3.13.  

Após a quantificação das proteínas totais (Kit BCA- Thermo Scientific) do 

sobrenadante das culturas carenciadas como descrito no item 3.13, as amostras 

foram diluídas em Tampão Laemmli 5X concentrado (Tris HCl 300mM pH 6,8, 

contendo 0,01% de azul de bromofenol, 10% de SDS, 50% de glicerol) livre β-

mercaptoetanol, na proporção de 1 parte de tampão para 4 partes de amostra, sem 

aquece-las.  

A eletroforese foi realizada em gel de poliacrilamida dodecil sulfato de sódio 

(SDS-PAGE) 10%, de 1 mm, contendo 5 mg/mL de gelatina oriunda da pele de suíno 

(Bio-rad Laboratories). Para a eletroforese foi aplicado 200µg/mL de proteína do 

sobrenadante, em 50V a 400mA por 30 minutos e 100V a 400mA até as amostras 

atingirem o fim do gel. Imédiatamente após a eletroforese o gel foi lavado três vezes 

(15 minutos cada lavagem), em solução 2,5% de Triton X-100 para remover o SDS. 

A seguir o gel foi incubado com tampão (50mM Tris/HCL, 10mM CaCl2 e 0,1µm 

ZnCl2) por 18 horas a 37°C. Após este período o gel foi corado com azul de 

Coomasie brilhante R-250 0,5% (Sigma-Aldrich™) e descorado com 10% de metanol 

e 10% de ácido acético, para visualização das bandas no gel. 

A aquisição da imagem do gel foi realizada utilizando um densitometro 

(ImageScanner III® - GE Healthcare Life Sciences) e software LabScan. Para análise 

foi utilizando o software ImageQuant TL™. 

Como controle negativo foram utilizados outros dois géis que foram incubados 

com tampão contendo 50mM Tris/HCL, 10mM CaCl2, 0,1µm ZnCl2 e 10mM EDTA 

dissódico ou com tampão contendo 50mM Tris/HCL, 10mM CaCl2, 0,1µm ZnCl2 e 

5mM de fenantrolina 1-10 (Sigma-Aldrich). Estes controles foram utilizados afim de 

confirmar que a degradação da gelatina contida no gel da eletroforese foi realizada 

apenas por MMPs presentes nas amostras, pois o EDTA é quelante de cálcio e a 

fenantrolina é quelante de zinco e ambos importantes para a ação das MMPs 
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(HAWKES et al., 2001, SNOEK-VAN BEURDEN; VON DEN HOFF, 2005, TOTH et 

al., 2012).        

 

 

3.15 Ensaio de atividade de MMP-2 e MMP-9 in vitro 
 

 

 Para quantificar a atividade da MMP-2 e MMP-9 em concentrações 

endógenas e total (forma inativa e ativa) foi utilizado o sistema de ensaio de 

atividade Biotrak® (GE Healthcare Life Sciences). Foram utilizados sobrenadante do 

estroma medular ósseo in vitro obtidos nos 28º e 35º dia de cultivo, como descrito no 

item 3.13. Como controle positivo foi utilizado o sobrenadante de cultura de células 

de fibrosarcoma humano HT1080 (Oh et al., 2001), que produzem MMPs. 

 Para a quantificação da atividade da MMP-2 e MMP-9 total (forma inativa e 

ativa) foi utilizado uma solução de APMA 0,05mM e 1mM respectivamente. O APMA 

(p-Aminophenylmercuric acetate) ativa as formas inativas da MMP-2 e MMP-9.   

Todas as amostras foram processadas em duplicata e as leituras realizadas 

em espectrofotômetro (BioTek™), em 405nm, no tempo 0 e 1 hora para MMP9 e 

tempo 0 e 3 horas para MMP2. Previamente já havíamos realizado testes pilotos para 

determinar o melhor período de incubação e de leitura para cada ensaio. 

 

 
3.16 Quantificação de TIMP-1 e TIMP-2 in vitro 
 

 

Para quantificação de TIMP-1 e TIMP-2 foram utilizados os sobrenadantes do 

estroma medular ósseo in vitro obtidos nos 28º e 35º dia de cultivo, submetidas ao 

carenciamento. A quantificação foi realizada por meio do ensaio de ELISA, utilizando 

um Kit comercial da Abcam. A reação foi realizado de acordo com as recomendações 

do fabricante. Todas as amostras foram analisadas em duplicata, sendo as 

concentrações obtidas por meio de uma curva padrão. As leituras foram realizadas 

em espectrofotômetro (BioTek), em 450nm.  
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3.17 Avaliação das citocinas sintetizadas no estroma medular ósseo in vitro 
 

 

Para quantificação das citocinas, TNF-α, TGF-β e IL-1β, foram utilizados os 

sobrenadantes das culturas de longa duração nos 28º e 35º dia de cultivo. A 

quantificação foi realizada por meio do ensaio de ELISA, utilizando Kit comercial, 

Quantikine® ELISA da R&D Systems. A reação foi realizada de acordo com as 

recomendações do fabricante. Todas as amostras foram analisadas em duplicata, 

sendo as concentrações obtidas por meio de uma curva padrão. As leituras foram 

realizadas em espectrofotômetro (VarioskanFlash® - Thermo Scientific), em 450mm e 

540nm. Em todos os ensaios foram utilizados como controles, proteínas 

recombinantes (R&D Systems). 

Para quantificação de TGF-β, as amostras foram previamente tratadas com as 

soluções de 1N HCL e 1,2 N NaOH/0,5 M HEPES, de acordo com as recomendações 

do fabricante, e o pH das amostras foram mantidos entre 7,2-7,6. As concentrações 

mensuradas de TGF-β foram corrigidas pelo fator de diluição.  

 

 

3.18 Análises histopatológica da medula óssea 

 

 

 Após a eutanásia dos camundongos por super dosagem de anestésico, os 

fêmures foram coletados para análise histopatológica da medula óssea. 

 Os fêmures foram fixados em solução de paraformaldeído 1,4%, durante 24 

horas, com troca após 12 horas. Posteriormente foram lavados em tampão fosfato 

com sacarose, e mantidos no mesmo tampão durante seis horas. Depois deste 

período os fêmures foram desidratados gradativamente em solução de etanol 70% a 

100%, durante uma hora cada. Em seguida foram mantidos em duas incubações de 

xilol durante três horas cada e mantidos em solução de resina (Technovit® 9100 

Methyl Metacrylate (MMA) com xilol por 12 horas. Seguidamente os fêmures foram 

incubados em resina com reagente polimerizante durante 24 horas. Após este 

período os fêmures foram incubados em resina com reagente polimerizante e 

polimetilmetacrilato (PMMA) durante 24 horas. Todas as etapas anteriores foram 

realizadas a 4°C. Posteriormente os fêmures foram incluídos em solução de 
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polimerização e permaneceram a -20°C durante 48 horas.  

 Para obtenção dos cortes histológicos os fêmures, já incluídos, foram 

cortados em micrótomo (RM2245 – Leica). Os cortes, de 5µm de espessura foram 

montados em lâminas de vidro cobertas com poli-lisina.  

 

 

3.19 Coloração de hematoxilina e eosina 
 

 

Para a realização da coloração de hematoxilina e eosina, os cortes dos 

fêmures foram previamente incubados duas vezes com xilol por cinco minutos, 2-

metiletoxieacetato (Merck) por cinco minutos e duas vezes com acetona por cinco 

minutos, para a remoção da resina. Logo após os cortes foram hidratados em 

solução de álcool 95%, álcool 70% e água bidestilada por dois minutos cada, 

seguidamente foram corados com Hematoxilina de Mayer (Merck) por cinco minutos 

e Eosina y- Solução aquosa 0,5% (Merck) por quatro minutos. Depois da coloração 

os cortes foram desidratados gradativamente em solução de álcool 70% a 100%, e 

incubados em xilol para a montagem da lâmina em meio de montagem (Entellan). 

Todas as etapas anteriores foram realizadas à temperatura ambiente.  

 Foi realizada a análise e as fotomicrografia dos cortes histológicos dos 

fêmures em de microscópio óptico Nikon Eclipse 80i® e Software NIS-Elements A 

3.1. 

 

 

3.20 Análise de fibronectina, MMP-2 e MMP-9 por imunohistoquímica 
 

 

Para a análise de FN, MMP-2 e MMP-9 na medula óssea, os cortes dos 

fêmures foram previamente incubados duas vezes com xilol por cinco minutos, 2-

metiletoxieacetato (Merck) por cinco minutos e duas vezes com acetona por cinco 

minutos, para a remoção da resina. Logo após os cortes foram hidratados em 

solução de álcool 95%, álcool 70% e água bidestilada por dois minutos cada, em 

seguida os cortes foram incubados com tampão citrato por 20 minutos a 60°C, para 

recuperação antigênica e solução de peróxido de hidrogênio 3% para o bloqueio de 
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peroxidade endógena, por 15 minutos à temperatura ambiente. Os cortes foram 

incubados em solução Protein Block (Spring Bioscience) para o bloqueio de ligações 

inespecificas por 10 minutos a temperatura ambiente e seguidamente incubados 

com anticorpo primário (Anti-Fibronectina Rabbit policlonal; abcam ab23750, Anti-

MMP-2 mouse monoclonal; abcam ab86607, Anti-MMP-9 mouse monoclonal; abcam 

ab119906, Abcam) diluídos em solução diluente (Spring Bioscience) na proporção 

1:400, 1:2000 e 1:3000 respectivamente em câmara úmida, overnight a 4°C. Foi 

utilizado o sistema de detecção Simple Stain Mouse MAX PO (R) (N-Histofine® 

Nichirei), método UIP (Universal Immuno-enzyme Polymer) livre de biotina, para 

anticorpos produzidos em coelho e MOUSESTAIN KIT (N-Histofine® Nichirei), 

método UIP (Universal Immuno-enzyme Polymer) livre de biotina, para antiporcos 

produzidos em camundogos. A reação foi realizada de acordo com as 

recomendações do fabricante. Foi utilizado DAB Substrate System® (DAB 

Chromogen / DAB Substrste, Spring Bioscience) sobre os cortes, ao abrigo da luz, 

por 10 minutos. Após este período os cortes foram lavados com água destilada, três 

vezes de cinco minutos cada e contracorados com Hematoxilina de Mayers (Merck) 

por um minuto. Depois os cortes foram desidratados gradativamente em solução de 

álcool 70% a 100%, e incubados em xilol para a montagem da lâmina em meio de 

montagem (Entellan).  

 Foi realizada a análise e as fotomicrografias da imunohistoquímica dos 

fêmures por meio de microscópio óptico Nikon Eclipse 80i e Software NIS-Elements 

A 3.1. 

 

 

3.21 Análise da expressão dos genes da FN e suas isoformas, de MMPs, TIMPs, 
AKT, mTOR e LC3β 
 

 

3.21.1 Extração de RNA ex vivo  
 

 

Após a coleta das células totais da medula óssea, como descrito no item 3.8, 

as mesmas foram centrifugadas a 1200rpm por 10 minutos a 4ºC. Em seguida o 

sobrenadante foi desprezado e adicionado 1 mL de solução hipotônica (0,2% NaCl) 

por 30 segundos, para a lise das hemácias, logo após foi adicionado 1mL de solução 
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hipertônica (1,6% NaCl) por 30 segundos, imédiatamente as células foram 

centrifugadas. Depois da lise das hemácias, foi realizada a extração do RNA total, 

por meio do Kit, RNAspin Mini RNA isolation®, da GE Healthcare Life Sciences, de 

acordo com as instruções do fabricante. 

 

 

3.21.2 Extração de RNA in vitro  

 

 

Posteriormente ao estabelecimento do estroma medular ósseo nos 28º e 35º 

dia de cultivo, foi realizada a extração do RNA total, por meio do Kit, RNAspin Mini 

RNA isolation® (GE Healthcare Life Sciences) de acordo com as instruções do 

fabricante. A concentração do RNA total purificado foi determinada no 

espectrofotômetro Nanovue® (GE Healthcare Life Sciences) em 260/280 nm. 

 

 

3.21.3 Síntese do DNA complementar (cDNA) 
 

 

Para a síntese de cDNA foram utilizados os seguintes reagentes: 10µL de 

RNA total na concentração de 400ng/µL, 2,0µL de RT buffer 10X, 0,8 µL de dNTP 

mix (100mM), 2,0µL RT Random Primers 10X, 1,0µL de MultiScribe® Reverse 

Transcriptase, 1,0µL de inibidor de RNase e 3,2 µL de água destilada livre de DNase 

e RNase. Em seguida a amostra de RNA total e os demais reagentes foram 

homogeneizados, centrifugados e mantidos em termociclador para síntese de cDNA. 

A reação foi feita sob as seguintes condições de ciclagem: incubação dos reagentes 

por 10 minutos a 25°C, aquecimento a 37°C por 120 minutos e 85°C por 5 minutos e 

resfriamento a 4°C, seguindo as instruções do fabricante. A eficiência da reação de 

transcrição reversa foi considerada igual para todas as amostras. O cDNA obtido foi 

armazenado a −40 C até a realização da PCR em tempo real. Foi utilizado o Kit 

High-Capacity cDNA Reverse Transcription® (Appleid Biosystems) para a síntese de 

cDNA e o termociclador da MJ Reserch PTC 200. 
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3.21.4 Controle endógeno 
 

 

Para a seleção do controle endógeno foi utilizado uma placa contendo 32 

genes endógenos para camundongo, TaqMan® Array 96-Well Fats Plate (Appleid 

Biosystems) (Quadro 3). Foi realizado um pool de três amostras de RNA total de 

estroma medular ósseo in vitro, para cada grupo analisado.  

 

Quadro 3 - Genes endógenos para camundongo: 

Gene endógeno 

GAPDH HMBS UBC CDNKN1A EIF2B1 MRPL19 

HPRT1 IPO8 YWHAZ CDKN1B PES1 POP4 

GUSB PGK1 PPIA GADD45A ALBL1 RPL37A 

ACTB TBP POLR2A PUM1 ELF1 RPL30 

B2M TFRC CASC3 PSMC4 ATP6 RPS17 

 

 

3.21.5 Determinação da expressão dos genes de interesse 
 

 

Foi analisada a expressão dos genes da FN e suas isoformas (EDA, EDB, 

IIICS), MMP-9, MMP-2, TIMP-1 e TIMP-2, AKT, mTOR, LC3α e LC3β (Quadro 4). 

A determinação da expressão dos genes de interesse foi feita por PCR em 

tempo real utilizando o sistema TaqMan® Gene Expression Assay (Applied 

Biosystems™, Carlsbad, CA, EUA). Os ensaios foram conduzidos no equipamento 

A&B StepOne Plus Real-Time PCR System® (Applied Biosystems, Carlsbad, CA, 

EUA). Neste sistema, a amplificação é avaliada por monitoramento contínuo da 

fluorescência de cada amostra, entre 520 e 660 nm, de forma que a intensidade de 

fluorescência detectada é diretamente proporcional à quantidade de cDNA presente 

na amostra. Estes dados são traduzidos por um software específico e plotados em 

um gráfico que mostra a intensidade de fluorescência versus o número de ciclos. 

Quanto maior a quantidade de cDNA molde presente no início da reação, menor é o 

número de ciclos para detecção de uma intensidade de fluorescência 

estatisticamente significante (HIRAYAMA et al., 2008).  
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O volume total de reação de 10l foi composto de 1,0μL de cDNA, 5,0 l de 

TaqMan® Fast Universal Master Mix (Applied Biosystems, Carlsbad, CA, EUA), 0,5 l 

de cada iniciador (sense e antisense) – marcado com sonda FAM e referência 

passiva ROX – e 3,5 l de água livre de DNase e RNase. As condições de 

termociclagem utilizadas foram de 40 ciclos de 1 segundo à 95°C e 20 segundos 

60°C.  

Os valores quantitativos da expressão gênica foram obtidos pelos valores do 

Ct, que se caracteriza pelo início da amplificação do produto de PCR. Para a 

quantificação da expressão gênica foi utilizado o método de quantificação relativa 

(LIVAK; SCHMITTGEN, 2001) de acordo com a seguinte fórmula: 

Taxa de expressão relativa = 2-(ΔCt amostra – ΔCt calibrador) = 2- ΔΔCt 

O ΔCt é obtido pela subtração da média dos Cts do gene de interesse pela 

média dos Cts do controle endógeno, para normalização dos dados. O calibrador é a 

amostra utilizada como base para resultados comparativos. Como controle de 

qualidade, todas as reações foram realizadas em duplicata e para cada placa de 

reação foram utilizados controles negativos.  

 

Quadro 4 - Genes de interesse e gene endógeno: 

Nome do 
gene 

Simbolo do 
gene 

Espécie Identidade do 
ensaio 

Tamanho do 
fragmento 

amplificado 
(pb) 

Fibronectina FN1 Mus musculus Mm01256744_m1 58 

EDA FNDC3A Mus musculus Mm01312526_m1 61 

EDB FNDC3B Mus musculus Mm00557412_m1 60 

IIICS FNDC5 Mus musculus Mm01181543_m1 65 

MMP-2 MMP2 Mus musculus Mm00439498_m1 62 

MMP-9 MMP9 Mus musculus Mm00442991_m1 76 

TIMP-1 TIMP1 Mus musculus Mm00441818_m1 90 

TIMP-2 TIMP2 Mus musculus Mm00441825_m1 63 

LC3α MAP1LC3A Mus musculus  Mm00458725_g1 74 

LC3β MAP1LC3B Mus musculus Mm00782868_sH 141 

Mtor MLST8 Mus musculus Mm01299633_m1 78 

AKT 1 AKT 1 Mus musculus Mm01331626_m1 69 

AKT 2 AKT 2 Mus musculus Mm02026778_g1 147 

β-actina ACTB Mus musculus Mm00607939_m1 115 

Pb: pares de bases 
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4 Análise estatística 
 

 

Todos os resultados foram submetidos ao teste de distribuição Gaussiana e na 

dependência dos resultados, foram utilizados testes paramétricos ou não 

paramétricos, considerando-se significativo quando os resultados apresentaram 

p<0,05. O programa utilizado foi GraphPad Prism 4®. 
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5 RESULTADOS  
 
 
5.1 Avaliação do estado nutricional 

 
 

Foi observado que os camundongos do grupo desnutrido apresentaram 

diminuição progressiva seguida da manutenção do peso corporal, durante o período 

de desnutrição proteica, quando comparados aos camundongos do grupo controle 

que aumentaram o peso corporal durante o mesmo período avaliado (Gráfico 1A e 

1B).  

 Em relação ao consumo de ração não foi observado diferença significativa 

entre os grupos analisados (Gráfico 2A). Contudo o grupo desnutrido apresentou 

menor consumo de proteína em relação ao grupo controle, uma vez que a ração 

hipoproteica, oferecida ao grupo desnutrido, possui apenas 2% de proteína (Gráfico 

2B). 

O grupo desnutrido apresentou significativa redução nas concentrações 

plasmática de proteínas totais e albumina em relação ao grupo controle (Tabela 6). 

 
A 
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Gráfico 1 - (A) Variação do peso corporal, expressa em grama, durante o período de 
indução a desnutrição proteica. (B) Porcentagem da variação do peso corporal durante o 
experimento. Os valores estão apresentados por média e (intervalo de confiança de 95%). 
Foi utilizado o teste-T. Colunas com letras diferentes são de valores significativamente 
diferentes. Grupo controle N=14 e grupo desnutrido N=14. A letra N indica o número de 
camundongos avaliados. 

 
 



    61 

 

A 

    Consumo de ração

Controle Desnutrido
0

1

2

3

4

5 p= 0,084

Grupos

g
/d

ia
/a

n
im

a
l

 
 

B 

 Consumo de proteina

Controle Desnutrido
0.0

0.2

0.4

0.6

p<0,001

a

b

Grupos

g
/d

ia
/a

n
im

a
l

 

 
Gráfico 2 - (A) Consumo de ração e (B) consumo de proteína durante o experimento. Os 
valores estão apresentados por média e (intervalo de confiança de 95%) Foi utilizado o 
teste-T. Colunas com letras diferentes são de valores significativamente diferentes. Grupo 
controle N=14 e grupo desnutrido N=14. A letra N indica o número de camundongos 
avaliados. 

 
Tabela 6 - Concentração plasmática de proteínas totais e albumina 
 

Grupos 

Parâmetros  Controle N=14 Desnutrido N=14 p valor 

Proteínas totais g/dL 4,65 (5,08-4,21)a 3,74 (4,13-3,34)b 0,001 

Albumina g/dL 1,97 (2,18-1,77)a 1,65 (1,82-1,47)b 0,007 

 
Os valores estão apresentados por média e (intervalo de confiança de 95%) Foi utilizado o 
teste-T Valores com letras diferentes sobrescritas são significativamente diferentes. Grupo 
controle N=14 e grupo desnutrido N=14. A letra N indica o número de camundongos 
avaliados. 

 
 
5.2 Avaliação hematológica 
 
 
5.2.1 Eritrograma 
 
 

O grupo desnutrido apresentou redução significativa do número de hemácias, 

da concentração de hemoglobina, da porcentagem de hematócrito e do número de 

reticulócitos em relação ao grupo controle. Quanto aos índices hematimétricos foi 

observada uma redução significativa dos valores de VCM e HCM no grupo 
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desnutrido em relação ao grupo controle. Não foi observada diferença nos valores 

de CHCM entre os grupos analisados (Tabela 7). 

 

Tabela 7 – Valores do eritrograma e índices hematimétricos do sangue periférico de 
camudongos do grupo controle e desnutrido 
 

Grupos 

Parâmetros Controle N=14 Desnutrido N=14 p valor 

Hemácias 
(x106/mm3) 

9,46 (8,73-9,70)a 7,93 (6,97-8,72)b 0,003 

Hemoglobina (g/dL) 13,90 (12,50-14,43)a 11,25 (9,85-12,45)b 0,001 

Hematócrito (%) 42,35 (38,23-43,23)a 34,80 (29,88-38,83)b 0,002 

VCM (fL) 45,00 (44,75-45,00)a 44,00 (43,75-44,00)b <0,001 

HCM (pg) 14,80 (14,60-15,00)a 14,30 (14,18-14,53)b <0,001 

CHCM (%) 32,95 (32,70-33,23) 32,80 (32,30-33,53) 0,314 

Reticulócitos (%) 9,35 (8,50-11,20)a 7,75 (7,30-8,74)b 0,015 

 
Os valores estão apresentados por mediana e (intervalo interquartílico). Foi utilizado o teste 
Mann-Whitney Valores com letras diferentes sobrescritas são significativamente diferentes 
entre os grupos. Grupo controle N=14 e grupo desnutrido N=14. A letra N indica o número 
de camundongos avaliados. 
VCM (Volume Corpuscular Médio), HCM (Concentração Corpuscular Média) e CHCM 
(Concentração de Hemoglobina Corpuscular Média). 
 

 
 
5.2.2 Leucograma 
 
 

Os camundongos do grupo desnutrido apresentaram leucopenia com redução 

significativa nos valores absolutos de linfócitos no sangue periférico, (Tabela 8). Não 

foram observados basófilos nas preparações analisadas.  
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Tabela 8 - Número absoluto de leucócitos e das diferentes populações leucocitárias 
presente no sangue periférico de camudongos dos grupos controle e desnutrido. 
 

Grupos 

Parâmetros Controle N=14 Desnutrido N=14 p valor  

Leucócitos 
(x103/mm3) 

1,80 (1,55-3,00)a 1,20 (1,00-2,20)b 0,038 

Neutrófilos 
Segmentados (mm3) 

141,50 (72,75-245,80) 204,00 (111,00-252,80) 0,331 

Eosinófilos (/mm3) 30,50 (15,50-40,50) 32,50 (0,00-70,50) 0,399 

Linfócitos (/mm3) 1668,00 (1452,00-2560,00)a 1229,00 (780,30-2027,00)b 0,042 

Monócitos(/mm3) 0,00 (0,00-72,75) 4,50 (0,00 -90,50) 0,411 

 
Os valores estão apresentados por mediana e (intervalo interquartílico). Foi utilizado o teste 
Mann-Whitney Valores com letras diferentes sobrescritas são significativamente diferentes 
entre os grupos. Grupo controle N=14 e grupo desnutrido N=14. A letra N indica o número 
de camundongos avaliados 
 

 
5.2.3 Número de células totais da medula óssea e mielograma 
 
 

Os camundongos do grupo desnutrido apresentaram redução significativa no 

número de células nucleadas da medula óssea (Gráfico 3). Em relação à análise 

diferencial das células totais da medula óssea os camundongos do grupo desnutrido 

apresentaram menor quantidade de blastos e formas imaturas de granulócitos e 

também redução da linhagem  eritróide (Tabela 9).  
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Gráfico 3 – Número de células nucleadas totais da medula óssea dos camundongos do 
grupo controle (N=11) e do grupo desnutrido (N=11). Os valores estão apresentados por 
média e intervalo de confiança de 95%. Foi utilizado o teste-T Colunas com letras diferentes 
são de valores significativamente diferentes. A letra N indica o número de camundongos 
avaliados. 
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Tabela 9 – Resultados da contagem diferencial das células da medula óssea  

 
Os valores estão apresentados por mediana e (intervalo interquartílico). Foi utilizado o teste 
Mann-Whitney Valores com letras diferentes sobrescritas são significativamente diferentes. 
Grupo controle N=4 e grupo desnutrido N=4. A letra N indica o número de camundongos 
avaliados 
 
 

5.3 Análises histopatológica da medula óssea 
 

 

 A medula óssea dos grupo analisados apresentou aspecto normal com 

estruturas preservadas, não tendo sido observadas diferenças significativas entre 

elas (Figura 5 A e B)., embora, acontagem das células totais nucleadas da medula 

óssea tenha sido significativamente menor nos camudongos do grupo desnutrido 

conforme já mencionado no iten 5.2.3.  
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A) Controle 

 
 

B) Desnutrido 

 
 

Figura 5 - Fotomicrografia da medula óssea do grupo controle (A) e do grupo desnutrido 
(B). Coloração de HE. Aumento de 100X. OC (Osso Cortical), OT (Osso Trabecular) e VS 
(Vaso Sinusoidal). Fotomicrografia representativa de um experimento com N=5 para o grupo 
controle e N=5 para o grupo desnutrido. A letra N indica o número de camundongos 
avaliados. 
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5.4 Determinações das proteínas na via de sinalização do AKT e mTOR por western 

bloting em células estromais da medula óssea in vitro 

 

 
5.4.1 PI3K total e PI3K fosforilado 
 

 

O anticorpo utilizado para determinação de PI3K total, detectou níves endógenos da 

subunidade reguladora p85. Já o anticorpo para determinação de PI3K fosforilado, 

detectou concentrações endógenas de duas subunidades reguladoras fosforiladas 

no sítio treonina, p85 e p55. O estroma medular ósseo in vitro do grupo desnutrido 

não apresentou diferença significativa não quantidade de PI3K total e PI3K 

fosforilado na subunidade p85 entre os grupos e dias analisado (Gráfico 4 A, A1, 4 

B e B1). Enquanto que a quantidade de PI3K fosforilado na subunidade p55 no 

estroma medular ósseo in vitro do 28º dia de cultivo do grupo desnutrido foi 

significativamente menor (Gráfico 4 C e C1). 

 

 

5.4.2 AKT total e fosforilado 
 

 

Não foi observado diferença significativa referente a quantidade de AKT total 

no estroma medular ósseo in vitro do 28º e 35º dia de cultivo do grupo desnutrido 

quando comparado ao grupo controle do mesmo período. Também não foi 

observada diferenças entre os grupos controle e desnutrido de 28º com os grupos 

controle e desnutrido de 35º (Gráfico 5 A e A1). 

Em relação ao AKT fosforilado no sítio serina e o AKT fosforilado no sítio 

treonina, o grupo desnutrido do 28º dia de cultivo apresentou menor quantidade 

quando comparado ao grupo controle do mesmo período. Porém esta diferença não 

foi observada no 35º dia. Também não foi observada diferenças entre os grupos 

controle e desnutrido de 28º dia cultivo com os grupos controle e desnutrido de 35º 

dia cultivo (Gráfico 5 B, B1 e Gráfico 5 C, C1 respectivamente). 
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5.4.3 Pten fosforilado 
 

 

Não foi observado diferença significativa na quantidade de Pten fosforilado no 

sítio serina, no grupo desnutrido do 28º dia de cultivo em relação ao grupo controle 

do mesmo período, no entanto foi observado menor quantidade de Pten no grupo 

desnutrido do 28º dia de cultivo, quando comparado ao grupo controle e desnutrido 

do 35º dia de cultivo. Não foi observada diferença significativa entre os grupos 

controle e desnutrido do 35º dia cultivo (Gráfico 6 B e B1). 

 

 

5.4.4 PDK total e fosforilado 

 

 

A quantidade de PDK total não diferiu entre os grupos e dias analisados 

(gráfico 6 B). O PDK fosforilado no sítio serina não se apresentou diferente no grupo 

desnutrido do 28º dia de cultivo em relação ao grupo controle do mesmo período. No 

entanto, foi observada menor quantidade de PDK fosforilado no grupo desnutrido do 

28º dia de cultivo, quando comparado aos grupos controle e desnutrido do 35º dia de 

cultivo. Não foi observada diferença significativa entre os grupos controle e 

desnutrido do 35º dia de cultivo (Gráfico 6 A e A1). 
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Gráfico 4 - Proteínas da via de sinalização do AKT em células do estroma medular ósseo in 
vitro nos 28º e 35º dia de cultivo. Determinação de PI3K p85 total (A e A1), PI3K p85 tirosina 
(B e B1), PI3K p55 tirosina (C e C1). (A e B) os valores estão apresentados por média e 
intervalo de confiança de 95%. Foi utilizado o teste Anova (One-Way) com pós teste em 
Bonferroni. (C) os valores estão apresentados por média geométrica e (intervalo de 
confiança) 95%. Foi utilizado o teste Kruskal-Wallis com pós teste em Dunn. Grupo controle 
(N=7) e do grupo desnutrido (N=7). A expressão das proteínas foi normalizada pela β-actina. 
Colunas com letras diferentes são de valores significativamente diferentes entre os grupos. 
A letra N indica o número de camundongos avaliados. C (grupo controle), D (grupo 
desnutrido). 



    69 

 

A 

AKT total

Contro
le 28 d

ias

Desnutri
do 28 d

ias

Contro
le 35 d

ias

Desnutri
do 35 d

ias

0

50

100

150 p=0,491

Grupos

Ex
pr

es
sã

o 
de

 A
K

T 
To

ta
l/ 

-a
ct

in
a

 

A1 
 
 

 
 

B 

AKT serina

Contro
le 28 d

ias

Desnutri
do 28 d

ias

Contro
le 35 d

ias

Desnutri
do 35 d

ias
0

50

100

150

a

b

a,b a,b

  p<0,05

Grupos

Ex
pr

es
sã

o 
de

 A
KT

 S
er

in
a/
-

ac
tin

a

 

B1 
 
 

 

C 

AKT Treonina

Contro
le 28 dias

Desnutri
do 28 dias

Contro
le 35 dias

Desnutri
do 35 dias

0

20

40

60

80

100 a

b

a,b a,b

p<0,05

Grupos

Ex
pr

es
sã

o 
de

 A
KT

 tr
eo

ni
na

/ 
-a

ct
in

a

 

C1 
 
 

 

Gráfico 5 - Proteínas da via de sinalização do AKT em células do estroma medular ósseo in 
vitro nos 28º e 35º dia de cultivo. AKT total (A e A1), AKT serina (B e B1), AKT treonina (C e 
C1). Os valores estão apresentados por média e intervalo de confiança 95%. Foi utilizado o 
teste Anova (One-Way) com pós teste em Bonferroni. Grupo controle (N=7) e do grupo 
desnutrido (N=7). A expressão das proteínas foi normalizada pela β-actina. Colunas com 
letras diferentes são de valores significativamente diferentes entre os grupos. A letra N 
indica o número de camundongos avaliados. C (grupo controle), D (grupo desnutrido). 
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Gráfico 6 - Proteínas da via de sinalização do AKT em células do estroma medular ósseo in 
vitro nos 28º e 35º dia de cultivo. Determinação de Pten serina (A e A1), PDK total (B e B1), 
PDK serina (C e C1). (A) os valores estão apresentados por média e intervalo de confiança 
95%. Foi utilizado o teste Anova (One-Way) com pós teste em Bonferroni. (B e C) os valores 
estão apresentados por média geométrica e (intervalo de confiança) 95%. Foi utilizado o 
teste Kruskal-Wallis com pós teste em Dunn. Grupo controle (N=7) e do grupo desnutrido 
(N=7). A expressão das proteínas foi normalizada pela β-actina. Colunas com letras 
diferentes são de valores significativamente diferentes entre os grupos. A letra N indica o 
número de camundongos avaliados. C (grupo controle), D (grupo desnutrido) 
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5.4.5 mTOR total e fosforilado 
 

 

 O estroma da medula in vitro oriundos dos camundongos do grupo desnutrido 

do 28º dia de cultivo apresentaram menor quantidade de mTOR total, mTOR 

fosforilado no sítio serina 2481 e mTOR fosforilado no sítio serina 2448, quando 

comparado ao estroma oriundo grupo controle do 28º dia e 35º dia de cultivo 

(Gráfico 7 A, A1; B, B1 e C e C1, respectivamente). Além disso o grupo desnutrido 

28º dia de cultivo, apresentou menor quantidade de mTOR fosforilado no sítio serina 

2448 em relação ao grupo desnutrido do 35º dia de cultivo (Gráfico 7 C e C1). Não 

foi observado diferença nas quantidades de mTOR total, mTOR fosforilado no sítio 

serina 2481 e mTOR fosforilado no sítio serina 2448 entre os grupos controle e 

desnutrido do 35º dia de cultivo (Gráfico 7 A, A1; B, B1 e C e C1, respectivamente). 

 

 

5.4.6 Rictor, GβL, Raptor total e fosforilado, PRAS40 total e fosforilado 

 

 

Não foi observada diferença significativa nas quantidades de Rictor e GβL 

entre os extratos de cultura das células obtidas dos camundongos dos grupos 

controle e desnutrido do 28º dia e 35º dia de cultivo (Gráfico 7 A, A1 e B e B1, 

respectivamente). 

 Os resultados das proteínas Raptor total, Raptor fosforilado (Gráfico 9 A, A1, 

9 B, B1), PRAS40 total e PRAS40 fosforilado determinados no estroma medula in 

vitro (Gráfico 10 A, A1, 10 B e B1) não diferiram entre os grupos e dias analisados. 
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Gráfico 7 - Proteínas da via de sinalização do AKT em células do estroma medular ósseo in 
vitro nos 28º e 35º dia de cultivo. Determinação de mTOR total (A e A1), mTOR serina 2481 
(B e B1) e mTOR serina 2448 (C e C1). Os valores estão apresentados por média e 
intervalo de confiança 95%. Foi utilizado o teste Anova (One-Way) com pós teste em 
Bonferroni. Grupo controle (N=7) e do grupo desnutrido (N=7). A expressão das proteínas foi 
normalizada pela β-actina. Colunas com letras diferentes são de valores significativamente 
diferentes entre os grupos. A letra N indica o número de camundongos avaliados. C (grupo 
controle), D (grupo desnutrido). 
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Gráfico 8 - Proteínas da via de sinalização do AKT em células do estroma medular ósseo in 
vitro nos 28º e 35º dia de cultivo. Determinação de Rictor (A e A1) e GβL (B e B1). Os 
valores estão apresentados por média e (intervalo de confiança) 95%. Foi utilizado o teste 
Anova (One-Way) com pós teste em Bonferroni. Grupo controle (N=7) e do grupo desnutrido 
(N=7). A expressão das proteínas foi normalizada pela β-actina. Colunas com letras 
diferentes são de valores significativamente diferentes entre os grupos. A letra N indica o 
número de camundongos avaliados. C (grupo controle), D (grupo desnutrido). 
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Gráfico 9 - Proteínas da via de sinalização do AKT em células do estroma medular ósseo in 
vitro nos 28º e 35º dia de cultivo. Determinação de Raptor Total (A e A1), Raptor serina (B e 
B1). (A) os valores estão apresentados por média geométrica e intervalo de confiança 95%. 
Foi utilizado o teste Kruskal-Wallis com pós teste em Dunn. (B) os valores estão 
apresentados por média e intervalo de confiança 95%. Foi utilizado o teste Anova (One-
Way) com pós teste em Bonferroni. Grupo controle (N=7) e do grupo desnutrido (N=7). A 
expressão das proteínas foi normalizada pela β-actina. Colunas com letras diferentes são de 
valores significativamente diferentes entre os grupos. A letra N indica o número de 
camundongos avaliados. C (grupo controle), D (grupo desnutrido). 
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Gráfico 10 -  Proteínas da via de sinalização do AKT em células do estroma medular ósseo 
in vitro nos 28º e 35º dia de cultivo. Determinação de PRAS40 Total (A e A1), PRAS40 
treonina (B e B1). Os valores estão apresentados por média geométrica e intervalo de 
confiança 95%. Foi utilizado o teste Kruskal-Wallis com pós teste em Dunn. Grupo controle 
(N=7) e do grupo desnutrido (N=7). A expressão das proteínas foi normalizada pela β-actina. 
Colunas com letras diferentes são de valores significativamente diferentes entre os grupos. 
A letra N indica o número de camundongos avaliados. C (grupo controle), D (grupo 
desnutrido). 
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5.4.7 LC3β 
 

 

 O anticorpo utilizado para determinação de LC3β, detectou concentrações 

endogénas das formas I e II desta proteína. Não foram observadas alterações 

quantitativas de LC3β-I e LC3β-II normalizado pela β-actina, entre os grupos e dias 

analisados (Gráfico 11 B e C). Na quantificação de LC3β-II normalizado pelo LC3β-I 

e a somatória das quantificações de LC3β-I e LC3β-II normalizados pela β-actina, foi 

observado maior expressão de LC3β-II no estroma medular ósseo in vitro do 28º dia 

de cultivo no grupo desnutrido quando comparado ao grupo controle no mesmo 

período e ao grupo desnutrido do 35º dia de cultivo. Mas o estroma medular ósseo in 

vitro do grupo desnutrido do 35º dia apresentou menor quantidade de LC3β-II 

quando comparado ao grupo controle do mesmo período (Gráfico 11 A , A1 e D). 

A 

LC3-I + LC3-II

Contro
le 28 dias

Desnutri
do 28 dias

Contro
le 35 dias 

Desnutri
do 35 dias 

0

50

100

150 p<0,050

a

b b

a

Grupos

Ex
pr

es
sã

o 
de

 L
C3

-
I e

  I
I /
-

ac
tin

a

 

A1 
 

 

B 

LC3-I

C
ontr

ole
 2

8 d
ia

s

D
es

nutr
id

o 2
8 d

ia
s

C
ontr

ole
 3

5 d
ia

s 

D
es

nutr
id

o 3
5 d

ia
s 

0

50

100

150 p=0,559

Grupos

E
xp

re
ss

ão
 d

e 
L

C
3


-I
 /


-a
ct

in
a

 

C 

LC3-II

C
ontr

ole
 2

8 
dia

s

D
es

nutr
id

o 2
8 

dia
s

C
ontr

ole
 3

5 
dia

s 

D
es

nutr
id

o 3
5 

dia
s 

0

50

100

150 p=0,785

E
x
p

re
s
s
ã
o

 d
e
 L

C
3


-I
I 
/ 

-a
c
ti

n
a

 

D 

LC3-II

C
ontr

ole
 2

8 
dia

s

D
es

nutr
id

o 2
8 

dia
s

C
ontr

ole
 3

5 
dia

s 

D
es

nutr
id

o 3
5 

dia
s

0

50

100

150 p<0,050

a

b b a

Grupos

E
x
p

re
s
s
ã
o

 d
e
 L

C
3


-I
I 

/L
C

3


-I

 
Gráfico 11 -  Determinação de LC3β, no estroma medular ósseo in vitro nos 28º e 35º dia de 
cultivo. Os valores estão apresentados por média geométrica e (intervalo de confiança) 
95%. Foi utilizado o teste Kruskal-Wallis com pós teste em Dunn. Grupo controle (N=6) e do 
grupo desnutrido (N=6). Colunas com letras diferentes são de valores significativamente 
diferentes entre os grupos. A letra N indica o número de camundongos avaliados. C (grupo 
controle), D (grupo desnutrido). 
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5.5 Zimografia do sobrenadante de culturas de células estromais da medula óssea in 
vitro 
 

 

 As bandas claras identificadas no gel de zimografia correspondem a 

degradação da gelatina contida no gel pelas MMP-9 e MMP-2 em suas formas pró-

enzima, intermediária e ativa. Foi realizado como controle da reação da zimografia, 

amostras de sobrenadante de culturas de células HT1080 carenciadas em soro e 

das culturas de longa duração, tipo Dexter et al., (1977), do grupo controle e 

desnutrido. O gel com estas amostras foi dividido em três partes e cada parte 

incubada com tampões diferentes; ou seja, tampão de incubação, tampão de 

incubação com EDTA e tampão de incubação com fenantrolina. A incubação do gel, 

por um período de 18 horas com tampão de incubação, possibilitou a degradação da 

gelatina contida no gel, por meio da MMP-2 e MMP-9 presentes nas amostras. Já os 

géis incubados no mesmo período com tampão de incubação contendo EDTA e 

tampão de incubação contendo fenantrolina, impediram, como era de se esperar, a 

ação da MMP-2 e MMP-9 de degradarem a gelatina presente no gel (Figura 6).  

O sobrenadante das culturas de 28º dia do grupo desnutrido apresentaram 

maior atividade da forma pró-enzima da MMP-9 quando comparado ao grupo 

controle de 35º dia, mas não foi observada diferença significativa quando comparado 

ao grupo controle do mesmo período (Gráfico 12 A1). Em relação as formas ativa 

da MMP-9, pró-enzima e intermediária da MMP-2 não foi observada diferença 

significativa entre os grupos e dias analisados (Gráfico 12 A1, B e B1) e (Figura 7 A 

e B). 

 
 
Figura 6 – Imagem do gel da reação controle da zimografia. Diferentes géis contendo as 
mesmas amostras, incubadas com diferentes tampões no mesmo período. Células HT1080, 
C (grupo controle), D (grupo desnutrido). Gel representativo de um experimento com N=8 
para o grupo controle e N=8 para o grupo desnutrido. A letra N indica o número de 
camundongos avaliados. 
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Figura 7 - Ensaio de zimografia com sobrenadante carenciado em soro do estroma medular 
ósseo in vitro (A) grupo controle e desnutrido do 28º dia e (B) grupo controle e desnutrido do 
35º dia de cultivo. C (grupo controle), D (grupo desnutrido) células HT1080. Gel 
representativo de um experimento com N=8 para o grupo controle e N=8 para o grupo 
desnutrido. A letra N indica o número de camundongos avaliados. 
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Gráfico 12 - Análise do ensaio de zimografia.realizado no sobrenadante carenciado em soro 
do estroma medular ósseo in vitro. nos 28º e 35º dia de cultivo. Atividade enzimática da (A) 
Pró-MMP-9, (A1) MMP-9 ativa (B) Pró-MMP-2 e (C) MMP-2 intermediária. Os valores estão 
apresentados por média e intervalo de confiança 95%. Foi utilizado o teste Anova (One-
Way) com pós teste em Bonferroni. Grupo controle (N=8) e do grupo desnutrido (N=8). 
Colunas com letras diferentes são de valores significativamente diferentes entre os grupos. 
A letra N indica o número de camundongos avaliados.  
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5.6 Ensaio de atividade MMP-2 e MMP-9 em sobrenadante de culturas de células da 

medula óssea in vitro 

 

 

 Foi detectada atividade endógena da MMP-9 e MMP-2 no sobrenadantes das 

culturas de longa duração de ambos os grupos e dias analisados. No entanto, não 

foi observada diferença significativa na atividades destas enzimas entre os grupos e 

dias analisados (Gráfico 13 A e B). 
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Gráfico 13 - Quantificação da atividade de MMPs no sobrenadante do estroma medular 
ósseo in vitro nos 28º e 35º dia de cultivo. (A) atividade de MMP-9 ativa. (B) atividade de 
MMP-2 ativa. (A) os valores estão apresentados por média geométrica e intervalo de 
confiança 95%. Foi utilizado o teste Kruskal-Wallis com pós teste em Dunn. (B) os valores 
estão apresentados por média e intervalo de confiança 95%. Foi utilizado o teste Anova 
(One-Way) com pós teste em Bonferroni. Grupo controle (N=9) e do grupo desnutrido 
(N=10). Colunas com letras diferentes são de valores significativamente diferentes entre os 
grupos. A letra N indica o número de camundongos avaliados.  
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5.7 Quantificação de TIMP-1 e TIMP-2 em sobrenadante de culturas de células da 

medula óssea in vitro 

 

 
Não foi observada diferença significativa na concentração de TIMP-1 no 

sobrenadante das culturas de longa duração de cultivo quando comparado aos seus 

respectivos controles. No entanto, foi observado que tanto o sobrenadante de cultura 

de células do grupo controle e do desnutrido de 35ºdia de cultivo apresentaram 

menor concentração de TIMP-1 quando comparado ao grupo controle e desnutrido 

de 28º dia de cultivo (Gráfico 14 A). 

Em relação a concentração de TIMP-2 no sobrenadante das culturas, não foi 

observada diferença significativa entre os grupos e dias analisados (Gráfico 14 B).  
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Gráfico 14 - Quantificação de TIMPs no sobrenadante do estroma medular ósseo in vitro 
nos 28º e 35º dia de cultivo. Quantificação (A) TIMP-1, (B) TIMP-2. Os valores estão 
expressos em média e intervalo de confiança de 95%. Foi utilizado o teste Anova (One-Way) 
com pós teste em Bonferroni. Grupo controle (N=9) e grupo desnutrido (N=10). Colunas com 
letras diferentes são de valores significativamente diferentes entre os grupos. A letra N 
indica o número de camundongos avaliados. 
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5.8 Análise de FN, MMP-9 e MMP-2 por imunohistoquímica na medula óssea 
femoral 
 

 

Foi observado que a medula óssea dos camudongos do grupo desnutrido 

apresentou aumento da quantidade de FN quando comparado ao grupo controle. 

Este aumento é preferencialmente imunolocalizado nas regiões subendosteal, 

perivascular e nas regiões próximas ao osso trabecular (Figura 8 A e B). Também 

foi detectado FN nos megacariócitos e na MEC tanto na medula óssea de 

camundongos do grupo controle quanto do grupo desnutrido. A figura 8 C, 

corresponde ao controle negativo da reação imunohistoquímica. 

Foi detectado MMP-9 nos cortes histológicos da medula óssea femoral de 

camundongos do grupo controle e do grupo desnutrido, mas não houve diferenças 

quantitativas entre os grupos analisados. A imunolocalização desta proteína ocorre 

próxima às regiões subendosteal, osso trabecular e perivascular. Também foi 

detectado MMP-9 nos megacariócitos, nas células que estão localizadas dentro dos 

sinusoides, possivelmente neutrófilos segmentados e na MEC (Figura 9 A, B). A 

figura 9 C, corresponde ao controle negativo da reação de imunohistoquímica. 

 Foi detectado MMP-2 nos cortes histológicos da medula óssea femoral 

de camundongos do grupo controle e do grupo desnutrido, mas não houve 

diferenças quantitativas entre os grupos analisados. A imunolocalização desta 

proteína ocorre próximo às regiões endósteal, osso trabecular e perivascular. 

Também foi detectado MMP-2 nos megacariócitos e em torno das células da medula 

óssea (Figura 10 A, B). A figura 10 C, corresponde ao controle negativo da reação 

de imunohistoquímica. 
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A) Controle 

 
B) Desnutrido 

   
C) Controle negativo da reação 

 
Figura 8 - Fotomicrografia de corte histológico da medula óssea femoral para 
imunomarcação de FN por imunohistoquímica. (A) grupo controle (B) grupo desnutrido (C) 
controle negativo da reação. Aumento de 200X. OC (Osso Cortical), OT (Osso Trabecular) e 
VS (Vaso Sinusoidal). Fotomicrografia representativa de um experimento com N=5 para o 
grupo controle e N=5 para o grupo desnutrido. A letra N indica o número de camundongos 
avaliados. 
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A) Controle 

 
B)Desnutrido 

 
C) Controle negativo da reação 

 
Figura 9 - Fotomicrografia da medula óssea, imunomarcação de MMP-9 por 
imunohistoquímica. (A) grupo controle (B e B1) grupo desnutrido (C) controle negativo da 
reação. Aumento de 200X. OC (Osso Cortical), OT (Osso Trabecular) e VS (Vaso 
Sinusoidal). Fotomicrografia representativa de um experimento com N=5 para o grupo 
controle e N=5 para o grupo desnutrido. A letra N indica o número de camundongos 
avaliados. 
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A) Controle 

 
A) Desnutrido 

 
B) Controle negativo da reação 

 
Figura 10 - Fotomicrografia de corte histológico da medula óssea femoral para 
imunomarcação de MMP-2 por imunohistoquímica. (A) grupo controle (B e B1) grupo 
desnutrido (C) controle negativo da reação. Aumento de 200X. OC (Osso Cortical), OT 
(Osso Trabecular) e VS (Vaso Sinusoidal). Fotomicrografia representativa de um 
experimento com N=5 para o grupo controle e N=5 para o grupo desnutrido. A letra N indica 
o número de camundongos avaliados. 
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5.9 Avaliação das citocinas sintetizadas por células estromais do estroma mdeular in 

vitro 

 

 

 No sobrenadante das culturas de longa duração do grupo desnutrido do 28º 

dia de cultivo a concentração de TNFα foi menor que a do grupo controle do 28º e 

35º dia de cultivo. A concentração dessa citocina no sobrenadante do 35º dia de 

cultivo não diferiu entre os grupos analisados (Gráfico15 A). 

 A concentração de TGFβ foi menor no estroma do grupo desnutrido do 28º dia 

de cultivo, quando comparado ao grupo controle do mesmo período. Não foi 

observada diferença significativa na concentração de TGFβ entre os grupos no 35º 

dia de cultivo (Gráfico 15 B).  

Em relação a concentração de IL-1β, não foi observado diferença significativa 

entre os grupos e dias analisados (Gráfico 15 C). 
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Gráfico 15 – Valores da concentração de citocinas no sobrenadante da cultura de células 
do estroma medular ósseo in vitro nos 28º e 35º dia de cultivo. (A) Quantificação de TNFα. 
Os valores estão apresentados por média geométrica e intervalo de confiança de 95%. Foi 
utilizado o teste Kruskal-Wallis com pós teste em Dunn. Quantificação (B) TGFβ, (C) IL1β. 
Os valores estão expressos em média e (intervalo de confiança de 95%). Foi utilizado o 
teste Anova (One-Way) com pós teste em Bonferroni. Grupo controle (N=10) e grupo 
desnutrido (N=10). Colunas com letras diferentes são de valores significativamente 
diferentes entre os grupos. A letra N indica o número de camundongos avaliados. 
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5.10 Análise da expressão de RNAm dos genes da FN e suas isoformas, MMPs, 
TIMPs, AKT, mTOR e LC3β 
 

 

O gene β-actina foi selecionado como gene endógeno para normalização dos 

valores da expressão gênica. 

 

 

5.10.1 Expressão do RNAm de FN e suas isoformas em células totais da medula 
óssea ex vivo 

 

 

A expressão de RNAm da FN total e suas isoformas EDA, EDB e IIICS na 

médula óssea ex vivo, não apresentaram diferenças significativas entre os grupo e 

dias analisados (Gráfico 16 A, B, C e D). 
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Gráfico 16 - Análise da expressão de RNAm da FN total e suas isoformas (EDA, EDB e 
IIICS) em células totais da medula óssea ex vivo. Expressão de RNAm da (A) FN total, (B) 
isoforma EDA, (C) isoforma EDB e (D) isoforma IIICS. Os valores estão apresentados por 
média geometrica e intervalo de confiança de 95%. Foi utilizado o teste Mann-Whitney. 
Grupo controle N=4 e grupo desnutrido N=4. A letra N indica o número de camundongos 
avaliados. 
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5.10.2 Expressão do RNAm de FN e suas isoformas em células do estroma medular 

ósseo in vitro 

 

 

Não houve diferença significativa na expressão de RNAm de FN total, e 

suas isoformas; EDA e EDB no estroma medular ósseo in vivo entre os grupos e 

dias analisados (Gráfico 17 A, B e C). Em relação a isoforma IIICS foi observado 

que o estroma oriundo de células do grupo desnutrido do 28º dia de cultivo 

apresentou menor quantidade de RNAm da região IIICS, quando comparado ao 

estroma oriundo de células do grupo desnutrido do 35º dia de cultivo. No entanto, 

não foi observado diferença entre o grupo desnutrido do 28º dia e 35º dia de cultivo 

quando comparado aos seus respectivos controles (Gráfico 17 D).  
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Gráfico 17 - Análise da expressão de RNAm da FN total e suas isoformas (EDA, EDB e 
IIICS) no estroma medular ósseo in vitro nos 28º e 35º dia de cultivo. Expressão de RNAm 
(A) FN total, (C) isoforma EDB, (D) isoforma IIICS. Os valores estão apresentados por média 
geométrica e intervalo de confiança de 95%. Foi utilizado o teste Kruskal-Wallis com pós 
teste em Dunn. (B) Expressão de RNAm isoforma EDA. Os valores estão apresentados por 
média e intervalo de confiança de 95%. Foi utilizado o teste Anova (One-Way) com pós teste 
em Bonferroni. Grupo controle (N=10) e grupo desnutrido (N=10). Colunas com letras 
diferentes são de valores significativamente diferentes entre os grupos. A letra N indica o 
número de camundongos avaliados.  
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5.10.3 Expressão do RNAm de MMP-2 e MMP-9 em células do estroma medular 

ósseo in vitro 

 

 

A expressão de RNAm da MMP-2 no estroma medular ósseo in vitro, não 

foi diferente entre os grupos e dias analisados (Gráfico 18 A). Mas o estroma 

medular ósseo ex vivo do grupo desnutrido do 28º dia de cultivo apresentou maior 

expressão de RNAm da MMP-9, quando comparado ao grupo desnutrido do 35º dia 

de cultivo. No entanto, não foi observada diferença entre o grupo desnutrido do 28º 

dia e 35º dia de cultivo, quando comparado aos seus respectivos controles (Gráfico 

18 B). 
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Gráfico 18 – Análise da expressão de RNAm das MMPs no estroma medular ósseo in vitro 
nos 28º e 35º dia de cultivo. Expressão de RNAm (A) MMP-2, (B) MMP-9. Os valores estão 
apresentados por média geométrica e intervalo de confiança de 95%. Foi utilizado o teste 
Kruskal-Wallis com pós teste em Dunn. Grupo controle (N=10) e grupo desnutrido (N=10). 
Colunas com letras diferentes são de valores significativamente diferente entre os grupos. 
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5.10.4 Expressão do RNAm de TIMP-1 e TIMP-2 em células do estroma medular 

ósseo in vitro 

 

 

Em relação a expressão de RNAm da TIMP-1, foi observado que o estroma 

do grupo desnutrido do 28º dia de cultivo apresentou maior quantidade expressão de 

RNAm quando comparado ao grupo desnutrido do 35º dia de cultivo. Não houve 

diferença significativa entre o estroma grupo desnutrido do 28º dia e 35º dia de 

cultivo quando comparado aos seus respectivos controles (Gráfico 19 A). Não 

houve diferença significativa na expressão de RNAm da TIMP-2 no estroma medular 

ósseo in vivo entre os grupos e dias analisados (Gráfico 19 B). 
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Gráfico 19 - Análise da expressão de RNAm das TIMPs no estroma medular ósseo in vitro 
nos 28º e 35º dia de cultivo. Expressão de RNAm (A) TIMP-1, (B) TIMP-2. Os valores estão 
apresentados por média geométrica e (intervalo de confiança de 95%). Foi utilizado o teste 
Kruskal-Wallis com pós teste em Dunn. Grupo controle (N=10) e grupo desnutrido (N=10). 
Colunas com letras diferentes são de valores significativamente diferente entre os grupos. A 
letra N indica o número de camundongos avaliados. 
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5.10.5 Expressão do RNAm de AKT1, AKT2 em células do estroma medular ósseo 
in vitro 
 

 

Os resultados da expressão dos RNAm de AKT mostraram que o estroma medular 

ósseo in vivo do grupo desnutrido do 35º dia de cultivo apresentou menor expressão 

de AKT1 quando comparado aos grupos controle do 28º e 35º dia de cultivo e ao 

grupo desnutrido do 28º dia de cultivo (Gráfico 20 A). A expressão de AKT2 não 

apresentou diferença significativa entre os grupos e dias analisados (Gráfico 20 B). 
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Gráfico 20 - Análise da expressão de RNAm do AKT no estroma medular ósseo in vitro nos 
28º e 35º dia de cultivo. Expressão de RNAm (A) AKT1 e (B) AKT2, Os valores estão 
apresentados por média e intervalo de confiança de 95%. Foi utilizado o teste Anova (One-
Way) com pós teste em Bonferroni. Grupo controle (N=10) e grupo desnutrido (N=10). 
Colunas com letras diferentes são de valores significativamente diferentes entre os grupos. 
A letra N indica o número de camundongos avaliados.  
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5.10.6 Expressão do RNAm de mTOR em células do estroma medular ósseo in vitro 
 

 

O estroma medular ósseo oriundo de células do grupo desnutrido do 28º dia 

de cultivo apresentou maior expressão de RNAm de mTOR quando comparado aos 

grupos controle do 28º e 35º dia de cultivo e ao grupo desnutrido do 25° dia de 

cultivo (Gráfico 21 A). 
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Gráfico 21 - Análise da expressão de RNAm do mTOR no estroma medular ósseo in vitro 
nos 28º e 35º dia de cultivo. Expressão de RNAm mTOR, Os valores estão apresentados 
por média e intervalo de confiança de 95%. Foi utilizado o teste Anova (One-Way) com pós 
teste em Bonferroni. Grupo controle (N=10) e grupo desnutrido (N=10). Colunas com letras 
diferentes são de valores significativamente diferentes entre os grupos. A letra N indica o 
número de camundongos avaliados.  
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5.10.7 Expressão do RNAm de LC3α e LC3β em células do estroma medular ósseo 
in vitro 
 

 

 Foi detectado RNAm para as duas isoformas do LC3, LC3α e LC3β. Houve 

maior expressão de RNAm tanto do LC3α quanto do LC3β no estroma medular 

ósseo in vitro do grupo desnutrido do 35º dia de cultivo, quando comparado aos 

grupos controle do 28º e 35º dia de cultivo e ao grupo desnutrido do 28º dia de 

cultivo (Gráfico 22 A e B). 
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Gráfico 22 - Análise da expressão de RNAm do LC3α e LC3β nas células do estroma 
medular ósseo in vitro nos 28º e 35º dia de cultivo. Expressão de RNAm. (A) LC3α (B) 
LC3β. Os valores estão apresentados por média e intervalo de confiança de 95%. Foi 
utilizado o teste Anova (One-Way) com pós teste em Bonferroni. Grupo controle (N=10) e 
grupo desnutrido (N=10). Colunas com letras diferentes são de valores significativamente 
diferente entre os grupos. A letra N indica o número de camundongos avaliados.  
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Em síntese, observamos que o modelo murino de desnutrição proteica 

desenvolvido nesta pesquisa resultou nas seguintes alterações nutricionais, 

hemopoéticas e do estroma medular ósseo: 

 redução do peso corporal, proteínas totais e albumina plasmática; 

 pancitopenia no sangue periférico, hipoplasia medular com redução de 

precursores mieloides da medula óssea e sem alterações evidentes no 

histopatológico da medula óssea; 

 aumento da deposição de fibronectina nas regiões subendosteais, 

perivascular e nas regiões próximas ao osso trabecular, observado em 

cortes histológicos da medula femoral; 

  não houve alterações significativas da expressão de RNAm de FN e 

suas isoformas em células do estroma medular ósseo in vitro e em 

células totais da medula óssea ex vivo; 

 não houve modificações na imunolocalização de MMP-2 e MMP-9, 

observada em cortes histológicos da medula femoral; 

 aumento da expressão do RNAm de MMP-9 em células do estroma 

medular ósseo de 28 dias de cultivo. Não houve alterações 

significativas em MMP-2; 

 não houve alterações quantitativas nas formas pró-enzima e 

intermediária de MMP-2, pró-enzima e ativa de MMP-9 e na atividade 

de MMP-2 e MMP-9 em sobrenadante da cultura de células do estroma 

medular ósseo; 

 não houve modificações significativas na expressão do RNAm e 

quantificação da proteína de TIMP-1 e TIMP-2 em células do estroma 

medular ósseo in vitro; 

 houve redução significativa de TNFα, TGFβ no sobrenadante da cultura 

de células do estroma medular ósseo em 28 dias de cultivo; 

  houve redução significativa na expressão do RNAm de AKT1 em 

células do estroma medular ósseo de 35 dias de cultivo; 
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 houve aumento significativa na expressão do RNAm de mTOR em 

células do estroma medular ósseo de 28 dias de cultivo; 

 houve redução significativa das formas fosforiladas de PI3K, AKT, 

PTEN, mTOR e mTOR total em células do estroma medular ósseo de 

28 dias de cultivo;  

 houve aumento da expressão de RNAm de LC3α e LC3β em células do 

estroma medular ósseo de 35 dias de cultivo; 

 detecção da expressão proteica de LC3β e suas formas I e II em 

células do estroma medular ósseo in vitro, com aumento significativo 

da expressão de LC3β-II em 28 dias de cultivo e menor expressão em 

35 dias de cultivo.  
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6. DISCUSSÃO 
 

 

6.1 Aspectos nutricionais e hematológicos  

 

 

O modelo experimental desenvolvido neste trabalho, caracteriza-se por induzir 

à desnutrição proteica, devido à redução de proteínas contidas na ração oferecida 

aos camundongos. Não houve modificações nos demais componentes da ração, 

com exceção do amido. Nesse modelo experimental não houve diferença 

significativa no consumo de ração entre os grupos de camundongos analisados, 

porém, os camudongos desnutridos apresentaram redução da massa corporal em 

função da menor ingestão de proteínas, o que pode estar relacionado à depleção do 

tecido muscular esquelético para fornecimento de aminoácidos para os processos 

anabólicos. Esses resultados vêm ao encontro a dados já obtidos pelo nosso grupo 

(XAVIER et al., 2007; BORELLI, 2009; NAKAJIMA, 2014) e também de trabalhos 

desenvolvidos com modelo de desnutrição proteica por outros (TOMERA; 

MARTYN,1989; CROZIER et al., 2009; SUGIYAMA et al., 2011; RODRIGUES-

BARBOSA et al., 2012). A redução da massa corporal pode variar de acordo com as 

diferentes concentrações de proteína na ração, com a duração do experimento e a 

espécie utilizada. 

Os camundongos desnutridos apresentaram diminuição nas concentrações de 

proteínas totais e albumina plasmática decorrente da deficiência de aminoácidos 

disponíveis para a síntese dessas proteínas. As proteínas plasmáticas são usadas 

como recurso para avaliação da desnutrição, sendo a albumina um dos parâmetros 

bioquímico mais utilizado para a avaliação do estado nutricional (CABRAL et al., 

2001; FONTOURA et al., 2006). Porém, dados da literatura são conflitantes em 

relação à utilização da albumina como indicador bioquímico da desnutrição, pois a 

diminuição da albumina pode também ser decorrente de processos infecciosos. A 

pré-albumina é considerada melhor indicador bioquímico da desnutrição, uma vez 

que é mais sensível às mudanças do status de proteína e energia no organismo 

(INGENBLEEK; YOUNG, 2002; FONTOURA et al., 2006; SHENKIN, 2006). Dados já 

obtidos pelo nosso grupo demonstraram que camundongos desnutridos apresentam 

menor concentração de pré-albumina plasmática (FOCK et al., 2012; CUNHA et al., 
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2013). 

 Foi observada menor celularidade na medula óssea dos camundongos 

desnutridos, na contagem de células totais nucleadas, apesar de não haver 

diferença na celularidade observada nos corte histológico da medula óssea. Essa 

aparente discrepância pode ser explicada pelo fato de que, em termos histológicos, 

a celularidade da medula óssea é considerada normal quando há a presença de 25 

a 75% de células hemopoéticas (FARHI et al., 2004). Em nosso modelo experimental 

a menor celularidade da medula óssea aconteceu, em parte, devido à diminuição da 

população das CTPH (células tronco progenitoras hemopoéticas) presentes no nicho 

medular. Foi observado em camundongos desnutridos aumento da população das 

CTPH nas fases G0/G1 (quiescência) e diminuição nas fases S/G2/M (proliferação), 

fato esse relacionado à redução das proteínas indutoras do ciclo celular (Ciclina D1, 

Cdk4, Cdk2, Cdc25a e Ciclina E) e ao aumento das proteínas inibitórias do ciclo 

celular (P21 e P27) (NAKAJIMA et al., 2014), resultando no comprometimento do 

ciclo celular das CTPH na medula óssea. As alterações observadas no ciclo celular 

das CTPH resultaram na redução de células primitivas hemopoéticas (XAVIER et al., 

2007, BORELLI et al., 2009, NAKAJIMA, 2014) e também de progenitores de 

linhagem, redução no número de células das unidades formadoras de colônias 

grânulo-monocítica (CFU-GM), unidades de formação expansiva  eritróide (BFU-E) e 

unidades formadoras de colônias  eritróide (BORELLI et al., 2007). Em 

consequência da redução de células precursoras. os camundongos desnutridos 

apresentaram pancitopenia no sangue periférico, dados estes já observados em 

trabalhos anteriores (BORELLI et al., 2007; XAVIER et al., 2007; NAKAJIMA et al., 

2014).  

 

 

6.2 Fibronectina  

 

 

 A CTPH está em íntimo contanto com a MEC presente no microambiente 

hemopoético e a interação dessa célula com a MEC acontece por meio das 

integrinas, proteínas de adesão celular transmembrana. As integrinas VLA4 e VLA5 

são as principais ligantes da FN e são expressas pelas CTPH. A CTPH dos 

camundongos desnutridos apresentaram maior quantidade de VLA5 (dados ainda 
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não publicados NAKAJIMA, 2010) enquanto que a MEC da medula óssea 

apresentou maior quantidade de FN (XAVIER et al., 2007; VITURI et al., 2000). 

Neste trabalho também observamos aumento de FN, principalmente nas regiões 

subendosteais e perivascular, que são regiões de nicho das CTPH. Em células 

estromais da medula óssea de camundongos desnutridos, observamos aumento da 

expressão proteica de FN em 28 dias de cultivo enquanto que em 35 dias de cultivo 

observamos diminuição de FN (dados ainda não publicados SILVA, 2011). Apesar do 

aumento do receptor e do seu ligante foi observado o comprometimento do ciclo 

celular das CTPH (NAKAJIMA et al., 2014). Tendo em vista que essa interação é 

importante para a progressão do ciclo celular, podemos inferir que as interações da 

FN com as integrinas podem estar comprometidas. 

A FN possui múltiplos domínios para a ligação com as integrinas, proteínas da 

MEC e outras moléculas de FN (SCHWARZBAUER; SECHLER, 1999; LEISS et al., 

2008). No entanto, esses domínios podem estar ou não presentes na molécula de 

FN, pois no momento da sua síntese pode ocorrer splicing alternativo originando 

diferentes isoformas de FN (FRENCH_CONSTANT, 1995, WHITE e tal., 2008). 

Desse modo, apesar da presença das integrinas, a FN pode não apresentar a região 

de ligação para as mesmas. Dados ainda não publicados do nosso grupo 

demonstraram que células do estroma medular ósseo de camundongos desnutridos 

possuem menor quantidade da região EDA na molécula de proteína da FN (SILVA, 

2011), região essa de interação com integrinas. Na ausência da interação das 

integrinas presentes na CTPH com a FN não ocorre a transdução de sinal para as 

vias de sinalização (WHITE et al., 2008), o que pode explicar a não progressão do 

ciclo celular e, consequentemente, menor celularidade da medula óssea e as 

alterações hematológicas observadas nos camundongos desnutridos.  

Para elucidar as alterações quantitativas da expressão proteica de FN e da 

região EDA previamente observadas em camundongos desnutridos, avaliamos a 

expressão do RNAm de FN e suas isoformas originadas por splicing alternativos no 

RNA. A via de AKT está associada aos splicing alternativos na FN. A ativação da via 

altera os níveis de fosforilação das proteínas SR SF2/ASF, resultando no splicing 

alternativo da região EDA na molécula de FN, originando assim, diferentes isoformas 

de FN (BLAUSTEIN et al., 2007; WHITE et al., 2008) (Figura 11). White et al. (2010), 

observaram que fibrolastos oriundos de embrião de camundongos Pten -/-, 

apresentaram maior fosforilação de AKT, aumentando a expressão proteica de FN e 
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da região EDA. Mas, quando essas células foram tratadas com inibidor de mTOR, 

rapamicina, ocorreu diminuição da expressão proteica de FN e da região EDA, 

concomitantemente com redução das formas fosforiladas das proteínas SF2/ASF. 

Portanto, a via de sinalização AKT/mTOR regula a expressão e o splicing da FN. 

Não observamos alterações quantitativas na expressão do RNAm de FN, EDA e as 

demais isoformas em células totais da medula óssea e em células do estroma 

medular ósseo in vitro, mas em resultados anteriores observamos alterações da 

expressão proteica de FN e região EDA (SILVA, 2011), já mencionadas. Sendo 

assim, podemos sugerir que as alterações quantitativas de FN e suas isoformas não 

estão relacionadas às alterações na expressão do RNAm.  

 

 

6.3 Via de sinalização AK/mTOR 

 

 

 Com o intuito de esclarecer as alterações da expressão proteica de FN e 

região EDA, investigamos se a via de sinalização de AKT/mTOR poderia estar 

associada a essas alterações.  

No presente projeto, avaliamos nas células do estroma medular ósseo in vitro 

parte da via de AKT. Essa avaliação foi realizada em dois momentos distintos da 

cultura celular: em 28 dias e em 35 dias de cultivo.  

Não foram observadas alterações quantitativas da expressão de RNAm e 

proteica de AKT total em 28 dias de cultivo do estroma medular ósseo de 

camundongos desnutridos, resultado semelhante foi obtido em células totais da 

medula óssea de camundongos desnutridos (dados ainda não publicados, 

BELTRAN, 2012). Contudo, há menor fosforilação no sítio treonina do AKT nesses 

mesmos camundongos. Essa menor fosforilação no sítio treonina do AKT parece 

não estar associada à ação do PDK, pois não foram observadas alterações 

quantitativas de PDK total e fosforilado nas células do estroma medular ósseo de 28 

dias de cultivo. Essa menor fosforilação de AKT no sítio treonina pode estar 

envolvida com alterações quantitativas de PIP3. Uma vez que para ocorrer a 

fosforilação no sítio treonina, o AKT deve estar colocalizado com o PDK, 

colocalização esta dependente de PIP3, ou seja, o AKT possui um domínio 

denominado PH que interage com o PIP3 e esse, por sua vez, recruta o AKT para a 
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membrana plasmática, alterando sua conformação para permitir a fosforilação por 

PDK (Figura 11) (ANDERSON et al.,1998; DOWNWARD, 1998; SONG et al., 2005).  

O PIP3 é produzido por PI3K fosforilado, o que ocorre quando a via é ativada. 

Foi observado que as células do estroma medular ósseo de 28 dias de cultivo 

apresentaram menor fosforilação de PI3K na subunidade reguladora p55. A 

subunidade reguladora p55 tem um domínio de ligação com a subunidade catalítica 

e sua fosforilação está envolvida na regulação da atividade de PI3K (FUNAKI et al., 

2000). Desta forma, a menor fosforilação de p55 conduz a alterações quantitativa de 

PIP3 e, por conseguinte, menor fosforilação do sítio treonina do AKT. A atividade do 

PI3K também pode ser regulada por PTEN, que desfosforila o PIP3 (MANNING; 

CANTLEY, 2007; NICHOLSON; ANDERSON, 2008), mas não encontramos 

alterações quantitativas de PTEN nas células do estroma medular ósseo de 28 dias 

de cultivo (Figura 11). 

 

 

 
Figura 11: Via esquemática proposta das alterações da via de sinalização de AKT e 
expressão de MMP e isoformas de FN em células do estroma medular ósseo em 28 dias de 
cultivo. Fonte: Adaptado de White et al., 2010. 

 

A insulina e o IGF-1 (insuline-like growth factor-1) ativam PI3K, por meio de 

um receptor de tirosina quinase (BIBOLLET-BAHENA; ALMAZAN, 2009; 
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CHAKRABORTY et al., 2010). Fatores de crescimento como o TNF-α e TGF-β, 

também podem ativar o PI3K (MANNING; CANTLEY, 2007, LEE et al., 2007, 

FAURSCHOU, GNIADECKI., 2008, ZHANG, 2009). Os camundongos desnutridos 

apresentam menor concentração de insulina e IGF-1 (NAKAJIMA et al., 2014). 

Também foi observado que as células do estroma medular ósseo de 28 dias de 

cultivo de camundongos desnutridos têm menor quantidade de TNF-α e TGF-β. 

Sendo assim, podemos inferir que as alterações na fosforilação de AKT no sítio 

treonina, podem ser devidas a não ativação de PI3K (Figura 11). 

Adicionalmente, a menor fosforilação do sítio treonina do AKT, também pode 

estar associada a alterações da interação integrina-FN, uma vez que essa interação 

conduz também à ativação de FAK (focal adhesion kinase), que por sua vez pode 

estar associado à ativação da via de AKT (BAILLAT et al., 2008; MENG et al., 2009). 

Camundongos desnutridos apresentaram menor fosforilação de FAK (dados não 

publicados NAKAJIMA, 2010).  

Foi observada menor fosforilação do sítio serina do AKT em células do 

estroma medular ósseo de 28 dias de cultivo de camundongos desnutridos. Essa 

menor ativação de AKT pode estar envolvida com a menor expressão proteica da 

região EDA, apesar de não terem sido observadas alterações na expressão do seu 

RNAm. Em dados obtidos anteriormente (SILVA, 2011), foi observada a expressão 

de RNAm com presença e ausência do exon de EDA, mas não foi possível detectar 

diferenças quantitativas entre eles. Em vista disso, a menor ativação de AKT pode 

estar envolvida na expressão de RNAm sem o exon EDA e, consequentemente, 

menor expresão proteica de EDA.  

Várias proteínas quinases podem estar envolvidas na fosforilação do sítio 

serina do AKT, tais como PDK2, MAP (mitogen-activated protein), ILK (integrin-linked 

kinase) e mTOR C2 (DONG , LIU, 2005) (Figura 11).  

As células do estroma medular ósseo de 28 dias de cultivo dos camundongos 

desnutridos apresentaram maior expressão do RNAm de mTOR porém com menor 

expressão proteica de mTOR total. Adicionalmente, foi observada menor fosforilaçao 

nos dois sítios serinas de mTOR; esse resultado também foi obtido em células totais 

da medula óssea de camundongos desnutridos (dados ainda não publicados, 

BELTRAN, 2012). A menor fosforilação de mTOR pode ter ocorido devido à menor 

quantidade de insulina e IGF-1, que ocasiona a menor fosforilação de AKT e 

ativação de TSC1/TSC2 que inibe Rheb, sendo esse último responsável pela 
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ativação de mTORC1 (Figura 11). O mTORC1 também pode ser ativado por 

aminoácidos, especialmente por leucina e arginina e uma família de GTPases; 

RagA, RagB, RagC e RagD. Os animoácidos ativam Rag GTPases, que formam 

heterodímeros e se associam com Raptor, o que permite a fosforilação de mTORC1 

(WULLSCHLEGER et al., 2006, ZONCU et al., 2011, LAPLANTE, SABATINE, 2012). 

Os camudongos desnutridos apresentaram menor concentração sérica de 

isoleucina, lisina, metionina, valina e taurina (dados ainda não publicados, 

BELTRAN, 2012), o que pode conduzir à não ativação das Rag GTPases, resultando 

na desfosforilação de mTORC1 (WULLSCHLEGER et al., 2006, ZONCU et al., 

2011). Honda et al (2011), observaram que pacientes com hepatite C crônica, que 

apresentavam diminuição das concentrações plasmática de leucina, isoleucina e 

valina; devido à desnutrição associada ao processo patológico, apresentaram menor 

fosforilaçao de mTOR. Esse resultado assemelha-se ao obtido in vitro, onde células 

hepáticas cultivadas em baixas concentrações de leucina, isoleucina e valina 

também expressaram menor fosforilação de mTOR.  

Coop et al (2009), demonstraram que células tumorais com deleção de Raptor 

tiveram fosforilação do síto serina S2481 e ausência de fosforilação do sítio S2448 

de mTOR, já na deleção de Rictor apresentaram fosforilação de S2448 e ausência 

de fosforilação de S2481. Esses resultados indicam que o a fosforilação do sítio 

S2448 está associada a ativação de mTORC1 e a fosforilação do sítio S2481 está 

associada à ativação de mTORC2. Sendo assim, podemos inferir que a células do 

estroma medular ósseo de 28 dias de cultivo, apresentaram menor atividade de 

mTORC1 e mTORC2, e este último levou à menor fosforilação do sito serina do AKT 

(Figura 11). 

Coop et al (2009), ainda observaram que células tumorais com deleção de 

Rictor e Raptor, cultivadas com insulina, apresentaram aumento da fosforilação dos 

sítios S2448 e S2481, indicando que tanto mTORC1 quanto mTORC2 podem ser 

ativados por insulina.  

Apesar da menor fosforilação de mTOR em células do estroma medular ósseo 

de 28 dias, não foram observadas alterações quantitativas de Raptor, PRAS40 total 

e fosforilado, proteínas essas que formam o complexo mTORC1, Rictor e GβL, 

formam o complexo mTORC2. Isso confirma que que a inatividade de mTORC1 e 

mTORC2 em 28 dias de cultivo, deve-se à menor fosforilação e não às alterações na 

formação dos complexos.  
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Em 35 dias de cultivo as células do estroma medular ósseo dos camundongos 

desnutridos não apresentaram alterações quantitativas de PI3K total e fosforilado, 

Pten, PDK total e fosforilado, esse último responsável pela fosforilação do sítio 

treonina do AKT (DONG; LIU, 2005; SONG et al., 2005; VADLAKONDA et al., 2013). 

Também não foram observadas alterações quantitativas em relação ao AKT total e à 

fosforilação do sítio treonina e serina. Em relação ao mTORC1 e mTORC2, não 

foram observadas alterações quantitativas.  

Desde modo, podemos inferir que a via de AKT/mTOR em células do estroma 

medular ósseo de 35 dias de cultivo de camundongos desnutridos não apresentou 

modificações em sua ativação. O AKT parece não estar envolvido na regulação do 

splicing alternativo da região EDA, visto que em 35 dias de cultivo foi detectada 

diminuição da expressão proteica de EDA sem alterações da ativação do AKT. 

 

 

 
Figura 12 - Via esquemática proposta das alterações da via de sinalização de AKT/mTOR e 
expressão de MMP e isoformas de FN em células do estroma medular ósseo em 35 dias de 
cultivo. Fonte: Adaptado de White et al., 2010. 
 

Blaustein et al (2004, 2007) demonstraram que cultura de células do epitélio 

mamário de camundongos tratadas com inibidor de PI3k apresentaram menor 

expressão da região EDA e IIICS e quando tratadas com inibidor de MEK1, inibindo 

a fosforilação de ERK, também apresentaram menor expressão de EDA, sugerindo 
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assim, que tanto a via de sinalização PI3K-AKT quanto a via de sinalização MEK-

ERK1/2 regulam a inclusão do exon EDA dentro do RNA mensageiro da FN (Figura 

12). Trabalhos anteriores do nosso grupo já demostraram que as CTPH dos 

camundongos desnutrido apresentaram menor fosforilação de ERK (dados não 

publicados NAKAJIMA, 2010). Isso poderia explicar a redução da expressão proteica 

de EDA em células do estroma medular ósseo de 35 dias dos camundongos 

desnutridos. Menor fosforilação de ERK também pode conduzir à diminuição da 

expressão proteica de FN (PAN et al., 2015), o que pode elucidar a menor expressão 

proteica de FN nesse período. Mas será necessário pesquisar a expressão e 

ativação da via de sinalização de ERK em células do estroma medular ósseo, para 

esclarecermos a possível regulação de FN pela via de ERK.  

 

 

6.4 Metaloproteinases de matriz  

 

 

 Para elucidar as alterações quantitativas da expressão proteica de FN 

observadas em camundongos desnutridos, também avaliamos a MMP-2 e a MMP-9, 

que são estão envolvidas na degradação de FN.  

Foram detectadas a expressão proteica e a imunolocalização de MMP-2 e 

MMP-9 na medula óssea dos camundognos desnutridos. Não houve alterações 

quantitativas e na localização de MMP-2 e MMP-9 na medula óssea desses 

camundongos. Esses resultados não mostraram a atividade dessas proteínas no 

tecido mieloide dos camudongos desnutridos, sendo necessário um ensaio de 

atividade para que possamos avaliar a ação das MMPs na medula óssea ex vivo.  

As MMPs são reguladas na transcrição, secreção, ativação e pela ação dos 

inibidores (BJORKLUND, KOIVUNEN, 2005). O cultivo de células musculares lisas 

da traqueia de humanos tratadas com TNF-α, induz ao aumento da expressão do 

RNAm, proteica e atividade de MMP-9, sem modificar os paramêtros da MMP-2. 

Mas quando tratadas com inibidor da via AKT e inibidor para o NF-κβ, que é um fator 

de transcrição, associadas com o tratamento de TNF-α, apresentam redução da 

expressão do RNAm de MMP-9. Desse modo, o TNF-α modula a MMP-9 por meio 

da via do AKT e pela ativação do NF-κβ (LEE et al., 2006). Em 28 dias de cultivo as 

células do estroma medular ósseo os camundongos desnutridos apresentaram 
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menor concentração de TNF-α, mas aumento da expressão do RNAm de MMP-9, 

não havendo modificações na atividade dessa proteína. Sendo assim, O TNF-α 

parece não regular a MMP-9 em células do estroma medular ósseo de 28 dias de 

cultivo dos camundongos desnutridos. Mas estão envolvidas na regulação da MMP-

9 em 35 dias de cultivo, que não apresentam alterações de TNF-α, via de AKT e 

MMP-9.  

Qin et al (2012) demonstraram que células endoteliais da veia umbilical 

tratadas com IL-1β, têm aumento na expressão de RNAm, proteica e atividade de 

MMP-9, sem alterar a MMP-2, mas apresentaram menor expressão de RNAm e 

proteica de TIMP-1 e sem modificar TIMP-2. Quando essas células são tratadas com 

IL-1β e melatonina, hormônio produzido pela glândula pineal que pode inibir MMP, 

mostram diminuição da expressão do RNAm e atividade de MMP-9, além de 

aumento na expressão do RNAm e proteica de TIMP-1. Também foi observado que 

o tratamento com IL-1β induz à translocação do NF-κβ para o núcleo e o tratamento 

combinado com melatonina conduz à supressão do NF-κβ. A IL-1β regula a MMP-9 

por meio da ativação do NF-κβ. Células mesenquimais da medula óssea de 

humanos tratadas com IL1-β, que conduz o aumento da expressão do RNAm de 

MMP-9, não modificando a expressão do RNAm de MMP-2 e TIMPs (Ries et 

al.,2007). As células do estroma medular ósseo de 28 e 35 dias de cultivo dos 

camundongos desnutridos não apresentaram alteração na concentração de IL-1β. 

Podemos inferir que essa interleucina pode modular a MMP-9 e TIMP-1 tanto em 28 

dias, quanto em 35 dias de cultivo. Isso se dá, pois não observamos alterações na 

expressão do RNAm e proteica de TIMP-1 em células do estroma medular ósseo de 

28 e 35 dias de cultivo dos camundongos desnutridos.  

Cultura de astrócitos de cérebro de ratos tratados com TGF-β apresentam 

maior expressão do RNAm e atividade MMP-9, sem modificações na MMP-2 e 

aumento da fosforilação de ERK1/2. Quando essas células foram tratadas com 

inibidor de MEK, juntamente com TGF-β, expressaram menor quantidade de RNAm 

e atividade de MMP-9 e diminuição na fosforilação de ERK. Desse modo o TGF-β 

regula a MMP-9 via ERK (HSIEH et al., 2010). As células do estroma medular ósseo 

de 28 dias de cultivo dos camudongos desnutridos apresentaram diminuição na 

concentração de TGF-β. Sendo assim, a regulação de MMP-9 em 28 dias de cultivo 

não é realizada pelo o TGF-β. Em 35 dias de cultivos das células do estroma 

medular ósseo de camundongos desnutridos, não foram observadas alterações 
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quantitativas na concentração de TFG-β e na MMP-9, o que indica a participação 

dessa citocina na regulação da MMP-9.  

Portanto, os efeitos do TNF-α, IL-1β e TGF-β sobre a regulação de MMP-9 e 

MMP-2, bem como de inibidores, parecem agir de maneiras distintas em células do 

estroma medular ósseo de 28 e 35 dias de cultivo dos camundongos desnutridos. 

A atividade das MMP-2 e MMP-9 é regulada pela ação de TIMP-2 e TIMP-1, 

respectivamente. As células do estroma medular ósseo dos camudongos 

desnutridos de 28 e 35 dias de cultivo não apresentaram alterações quantitativas na 

expressão e na concentração de TIMP-1 e TIMP-2, o que pode justificar a não 

modificação da atividade das MMP-2 e MMP-9 nos mesmos períodos de cultivo.  

Portanto, as alterações quantitativas de FN encontradas não estão 

associadas à ação das MMP-2, MMP-2 bem como de seus inibidores. 

 

 

6.5 LC3  

 

 

As alterações encontradas na via de sinalização AKT/mTOR não elucidam 

totalmente o aumento da expressão proteica de FN. A nossa hipótese é que outros 

mecanismos estejam envolvidos na expressão proteica dessa proteína. A síntese da 

FN pode ser controlada por processos transcricionais e pós-transcricionais. O LC3 é 

uma proteína que pode controlar a FN a nível pós-transcricional, intensificando a 

expressão proteica de FN por meio do aumento da tradução do RNAm (ZHOU et al., 

1997). Cann et al (2008) demonstraram que LC3β está envolvido na regulação da 

tradução do RNA FN, e não o LC3α. Além disso, a deleção do LC3β não modifica a 

expressão do RNAm de LC3α. No presente trabalho, observamos a expressão tanto 

do RNAm de LC3β quanto do LC3α sendo que o padrão de expressão do RNAm de 

ambos são semelhantes.  

Analisamos apenas a expressão proteica de LC3β, onde foi detectado a forma 

I e II dessa proteína. Observamos aumento da expressão proteica da forma II do 

LC3β nas células do estroma medular ósseo de 28 dias de cultivo dos camundongos 

desnutridos. Este resultados também foi encontrado em células totais da medula 

óssea de camundongos desnutridos (dados ainda não publicados, BELTRAN, 2012). 

Em resultados obtidos anteriormente, observamos aumento da expressão proteica 
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de FN em células do estroma medular ósseo de 28 dias de cultivo (SILVA, 2011) e 

em células totais de medula óssea dos camundongos desnutridos (XAVIER et al., 

2007; VITURI et al., 2000). Tendo vista esses achados, nossa hipótese é que o LC3β 

regula a expressão proteica de FN na desnutrição proteica. Não observamos 

alteração na expressão do RNAm de FN tanto em células do estroma medular ósseo 

de 28 dias de cultivo quanto em células totais da medula óssea de camundongos 

desnutridos. Alterações quantitativas da expressão proteica de FN podem não estar 

relacionada com alterações quantitativas do RNAm. Células HT1080 transfectadas 

com plasmídeo de LC3 apresentaram aumento da expressão proteica de FN sem 

alteração na expressão do RNAm de FN, mas quando transfectadas com plasmídeo 

de LC3 mutante, ou seja, com redução da atividade na região ARE (AU-rich element) 

localizada na região 3’ do RNAm, resultou menor expressão proteica de FN sem 

alterar a expressão do RNAm (YING et al., 2009). 

Em células totais da medula óssea de camudongos desnutridos o aumento da 

expressão proteica de LC3β essa envolvido com aumento do processo autofágico, 

devido às alterações na via de sinalização de AKt/mTOR (dados ainda não 

publicados, BELTRAN, 2012). Mas não podemos afirmar se o aumento do LC3β em 

células do estroma medular ósseo de 28 dias de cultivo dos camundongos 

desnutridos também está envolvido com o aumento do processo autofágico, para 

isso é necessária análise de proteínas como Beclin-1 e Bcl-2, que regulam a 

autofagia (ZHOU et al., 2016).  

Observamos que as células do estroma medular ósseo de 35 dias de cultivo de 

camundongos desnutrido mostraram menor expressão da forma II do LC3β com 

aumento da expressão do RNAm. Cann et al (2008) mostraram que fibroblastos 

oriundos de embrião de camundongos LC3β -/- apresentam menor síntese de FN, 

sem alterações quantitativas na expressão do seu RNAm. Podemos inferir que a 

menor expressão proteica de FN em células do estroma medular ósseo de 35 dias 

de camundongos desnutrido também pode estar relacionada à menor expressão 

proteica de LC3β.  
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7. CONCLUSÃO  
 

 

 Podemos concluir que a desnutrição proteica em camundongos conduz 

alterações quantitativas de fibronectina em células estromais da medula óssea de 

camudongos desnutridos. Essas alterações quantitativas não estão relacionadas à 

ação de MMP-2 e MMP-9, e sim com modificações da ativação da via de sinalização 

de AKT/mTOR, ocasionando a formação de isoformas de fibronectina e a ação de 

LC3β, que regula o processo pós-transcricional da fibronectina. Todas essas 

alterações favorecem o compromedimento da hemopoese de camundongos 

submetidos á desnutrição proteica.  
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hemopoéticos, comprometimento da função imune e alterações hormonais, propõese, neste projeto, a
avaliação de aspectos histológicos e funcionais da hemopoese e da resposta imune, e parâmetros
bioquímicos indicativos do estado nutricional de animais desnutridos submetidos à recuperação
nutricional.. 
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Objetivos:A anemia, leucopenia e atrofia medular encontrada nos camundongos submetidos à desnutrição
protéica sugerem queda na capacidade proliferativa dos progenitores hematopoiéticos, uma vez que a
redução do compartimento medular não foi decorrente do aumento do influxo de células para o sangue
periférico e nem devido a processos apoptóticos. Assim, nosso objetivo no presente projeto é o de avaliar
o ciclo celular das células tronco hematopoiéticas da medula óssea de camundongos submetidos à
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camundongos submetidos a desnutrição protéica

Objetivos:Considerando os resultados anteriores de nosso grupo evidenciando que a desnutrição protéica
compromete a hemopoese induzindo hipoplasia medular com pancitopenia periférica, alterações na matriz
extracelular da medula óssea, permanência de células tronco/progenitoras na fase G0/G1 do ciclo celular,
aumento nas concentrações plasmáticas de glicocorticóide e redução de insulina e IGF1, nos propomos,
neste projeto a avaliar a participação dos processos apoptóticos, necróticos e autofágicos na hipoplasia
supra mencionada. 

5. Avaliação da presença de isoformas de fibronectina na medula óssea de camundongos submetidos à
desnutrição protéica.

Objetivos:Sabendo que animais submetidos a desnutrição proteíca apresentam evidências histológicas de
alterção na propoorção de proteína, especialmente a fibronectina, havendo um aumento da deposição da
mesma na matriz extracelular. Tal alteração ocasiona hipoplasia e modificação do ciclo celular nos animais
desnutridos. Assim no presente projeto será avaliado a estrutura da molécula de fibronectina na medula
óssea de animais desnutridos.
Palavraschave: Desnutrição, Fibronectina, Hemopoese
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Projetos de
pesquisa

2010  2012 Redução da capacidade proliferativa de células tronco/progenitoras homopoeticas em modelo de
desnutrição protéica: papel do microambiente medular na indução do ciclo celular

Descrição: Desenvolvemos um modelo de hipoplasia medular, em murinos, induzida por restrição protéica.
Demonstramos neste modelo alterações histológicas evidentes na matriz extracelular da medula óssea,
encontramos alterações na proporção de proteínas, especialmente de fibronectina, trombospondina e
laminina, situação que poderia estar contribuindo para a hipoplasia observada. A caracterização imuno
histoquímica e ultraestrutural de tais alterações evidenciou um aumento na deposição de fibronectina na
medula óssea esternal de animais desnutrido em sítios endosteais/paratrabeculares (região de fixação de
células troco hematopoéticas) e aumento e deposição de laminina em regiões perisinusais. Estas
alterações podem modificar a colocalização de uma série de fatores de crescimento e citocinas que
poderiam interferir na regulação dos processos de crescimento e diferenciação de células hemopoéticas.
Na medula óssea, as células trocb/progenitoras estão em contato estrito com a fibronectina, e isto ocorre
através de integrinâs expressas por essas células, VLA4 e VLA5 e esta interação fibronectina/integrina
está relacionada com o ciclo celular. Resultados preliminares do nosso laboratório já demonstram que os
animais desnutridos apresentam, significativamente, menor expressão de receptores para a fibronectina
VLA4 e VLA5, na populaçãode células CD 34+. Também foi verificado um aumento da população de
células tronco na fase GO e G1 quando comparados com os animais controles. Em virtude dos dados
apresentados propomos a avaliar a proliferação de células tronco/progenitoras por incorporação, "in vivo",
de BrdU; determinar a localização das células tronco hemopoéticas no nicho medular através de
microscopia confocal; caracterizar histológica e ultraestruturalmente a matriz extracelular da medula
óssea dos animais por análise imunohistoquímica, microscopia de transmissão e microscopia confocal;.
quantificar fibronectina por western blotting e pesquisar suas isoformas por PCR e imunohis
Situação: Concluído Natureza: Projetos de pesquisa
Alunos envolvidos: Mestrado acadêmico (1); Doutorado (2); 
Integrantes: Graziela Batista Da Silva; Karina Nakajima; Amanda Rabello Crisma; Ricardo Ambrosio Fock;
Primavera Borelli (Responsável); Orlando Garcia Ribeiro; José Guilherme Xavier; Victor Aranna Chaves
Financiador(es): Fundação de Amparo à Pesquisa do Estado de São PauloFAPESP

2009  Atual Avaliação da presença de isoformas de fibronectina na medula óssea de camundongos submetidos à
desnutrição protéica.

Descrição: Sabendo que animais submetidos a desnutrição proteíca apresentam evidências histológicas
de alterção na propoorção de proteína, especialmente a fibronectina, havendo um aumento da deposição
da mesma na matriz extracelular. Tal alteração ocasiona hipoplasia e modificação do ciclo celular nos
animais desnutridos. Assim no presente projeto será avaliado a estrutura da molécula de fibronectina na
medula óssea de animais desnutridos.
Situação: Em andamento Natureza: Projetos de pesquisa
Integrantes: Graziela Batista Da Silva (Responsável); ; 

2009  Atual COMPROMETIMENTO DO CICLO CELULAR DE CÉLULAS TRONCO/PROGENITORAS NA
DESNUTRIÇÃO PROTÉICA: O DESAFIO DA RECUPERAÇÃO NUTRICIONAL

Descrição: Atualmente, a desnutrição é considerada um dos maiores problemas de saúde pública mundial.
Em sua grande maioria, os indivíduos desnutridos encontramse nos países em desenvolvimento: na Ásia
e Pacífico, estimase que 642 milhões de pessoas apresentemse cronicamente desnutridos; na África
SubSaariana, 265 milhões; na África do norte 42 milhões e na América Latina e Caribe, 53 milhões. Já nos
países desenvolvidos, a desnutrição afeta, aproximadamente, 15 milhões de pessoas. Mundialmente, um
sexto da população é considera desnutrida, ou seja, cerca de 1 bilhão de pessoas. A desnutrição acomete
principalmente crianças, idosos e indivíduos hospitalizados sob alimentação parenteral ou que apresentam
distúrbios alimentares. No Brasil, estimase que mais de 13 milhões de pessoas apresentam algum tipo de
desnutrição, das quais aproximadamente 60% encontramse em áreas urbanas. Segundo a Organização
Mundial da saúde, a fome é a maior ameaça à saúde pública mundial, sendo que em 2006, foram
registrados 58% de mortalidade devido à desnutrição ao redor o mundo. A desnutrição protéica e protéico
energética (DPE) são as formas mais freqüentes de desnutrição. A DPE apresenta amplo espectro de
sinais e sintomas que decorrem, não só da(s) causa(s) que induzem a desnutrição, mas também dos
diferentes graus de carência de proteínas e, ou de calorias. A DPE acomete 50 a 90% dos pacientes
hospitalizados de países desenvolvidos e subdesenvolvidos, respectivamente, alterando a resposta
terapêutica, dificultando tratamentos clínicos e aumentando a morbidade e a mortalidade. Cerca de 60%
das infecções que evoluem para sepse são adquiridas no ambiente hospitalar, envolvendo geralmente
bactérias Gram negativas e incidindo especialmente em indivíduos com nutrição inadequada..
Situação: Em andamento Natureza: Projetos de pesquisa
Alunos envolvidos: Mestrado acadêmico (1); Doutorado (2); 
Integrantes: Graziela Batista Da Silva; Karina Nakajima; Amanda Rabello Crisma; Ricardo Ambrosio Fock;
Primavera Borelli (Responsável); Marcelo Macedo Rogero; José Guilherme Xavier
Financiador(es): Fundação de Amparo à Pesquisa do Estado de São PauloFAPESP

2006  2007 Influência do Hipotireoidismo Induzido Por Propiltiouracil, Tireoidectomia e Reposição Hormonal (T4) Na
Fetilidade Das Ratas Adultas

Descrição: Sabendo que os hormônios da tireoide participam no crescimento, desenvolvimento e função
de diversos órgãos dentre eles o ovario, avaliamos o efeito do hipotireoidismo induzido por propiltiouracil e
tireoidectomia na fertilidade de ratas adultas e se a reposição hormonal T4 reverte as alterações
observadas na fertilidade.
Situação: Concluído Natureza: Projetos de pesquisa
Integrantes: Graziela Batista Da Silva (Responsável); ; 
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16.  SILVA, G. B., ALBUQUERQUE, L. L., Katz, I. S. S, Beltran, J. O. S, Schimieguel, D. M, BORELLI, P.
Análise proteômica do estroma medular de camundongos submetidos à desnutrição protéica,
2011. (Simpósio,Apresentação de Trabalho)
Referências adicionais : Brasil/Português. Meio de divulgação: Meio digital. Home page: XX Semana
Científica; Local: Universidade de São Paulo  SP; Cidade: São Paulo; Evento: XX Semana Científica
Benjamin Eurico Malucelli; Inst.promotora/financiadora: Faculdade de Medicina veterinária e zootecnica 
USP

17.  SILVA, G. B., Beltran, J. O. S, Katz, I. S. S, Nakajima, K., Crisma, A. R, Ribeiro, O. G, BORELLI, P.
Pesquisa de isoformas da fibronectina em culturas de longa duração de estroma medular de
camundongossubmetidos à desnutrição proteica, 2011. (Congresso,Apresentação de Trabalho)
Referências adicionais : Brasil/Português. Meio de divulgação: Vários. Home page:
http://www.rbhh.org/detalhe_artigo.asp?id=475&idioma=; Local: Centro de Convenções Sheraton WTC;
Cidade: São Paulo; Evento: Congresso Brasileiro de Hematologia e Hemoterapia Hemo;
Inst.promotora/financiadora: Associação Brasileira de Hemoterapia e Hematologia

18.  SILVA, G. B., Beltran, J. O. S, Katz, I. S. S, Nakajima, K., Crisma, A. R, Ribeiro, O. G, BORELLI, P.
Pesquisa de isoformas da fibronectina em culturas de longa duração de estroma medular de
camundongossubmetidos à desnutrição proteica, 2011. (Congresso,Apresentação de Trabalho)
Referências adicionais : Brasil/Português. Meio de divulgação: Vários. Home page:
http://www.rbhh.org/detalhe_artigo.asp?id=475&idioma=; Local: Centro de Convenções Sheraton WTC;
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Cidade: São Paulo; Evento: Congresso Brasileiro de Hematologia e Hemoterapia;
Inst.promotora/financiadora: Associação Brasileira de Hematologia e hemoterapia

19.  SILVA, G. B., Beltran, J. O. S, Katz, I. S. S, Nakajima, K., Crisma, A. R, Ribeiro, O. G, BORELLI, P.
Pesquisa de Isoformas de Fibronectina em Culturas de Longa Duração de Estroma Medular de
Camundongos Submetidos À Desnutrição Protéica, 2011. (Simpósio,Apresentação de Trabalho)
Palavraschave: Fibronectina, matriz extracelular, Desnutrição, Hemopoese
Áreas do conhecimento : Hematologia Clínica
Referências adicionais : Brasil/Português. Meio de divulgação: Meio digital
XV Prêmio Jovem Cientista Prof. Dr. Mario Mariano 2º Lugar na Categoria Mestrado Ciências Biomédicas;
Local: Faculdade de Medicina Veterinária e Zootecnia da Universidade de São Paulo; Cidade: São Paulo;
Evento: XX Semana Científica Benjamin Eurico Malucelli; Inst.promotora/financiadora: Departamento de
Patologia

20.  SILVA, G. B., Beltran, J. O. S, Katz, I. S. S, ALBUQUERQUE, L. L., Ribeiro, O. G, BORELLI, P.
Proteomics analysis of the bone marrow extracellular matrix of mice submitted to protein
malnutrition, 2011. (Simpósio,Apresentação de Trabalho)
Referências adicionais : Brasil/Inglês. Meio de divulgação: Meio digital; Local: Faculdade de Ciências
Faramcêuticas  USP; Cidade: São Paulo; Evento: Simpósio anual de Pesquisa em Ciências
Farmacêuticas e XLVI Semana Universitária Paulista de Farmácia e Bioquímica;
Inst.promotora/financiadora: Faculdade de Ciências Farmacêuticas USP

21.  SILVA, G. B., SILVA, M. K., Nakajima, K., Crisma, A. R, Beltran, J. O. S, Fock, R. A, BORELLI, P.
Avaliação da fibronectina no estroma medular de camundongos submetidos à desnutrição
protéica, 2010. (Congresso,Apresentação de Trabalho)
Referências adicionais : Brasil/Português. Meio de divulgação: Outro
Mensão HonrosaPrêmio; Cidade: Águas de Lindóia; Evento: XXV Reunião Anual da Federação de
Sociedades de Biologia Experimental  FeSBE

22.  SILVA, G. B., SILVA, M. K., Nakajima, K., Crisma, A. R, Beltran, J. O. S, Fock, R. A, BORELLI, P.
Evaluation of fibronectin in bone marrow stroma of mice subjected to protein malnutrition, 2010.
(Congresso,Apresentação de Trabalho)
Referências adicionais : Brasil/Inglês. Meio de divulgação: Vários; Cidade: São Paulo; Evento: XV SEMANA
FARMACÊUTICA DE CIÊNCIA E TECNOLOGIA; Inst.promotora/financiadora: Faculdade de Ciências
Farmacêuticas  USP

23.  Nakajima, K., Crisma, A. R, ROGERO, M. M., SILVA, G. B., SILVA, M. K., BORELLI, P.
Desnutrição protéica altera o ciclo celular de células tronco/progenitoras hematopoéticas da
medula óssea comprometendo a hemopoese, 2009. (Congresso,Apresentação de Trabalho)
Referências adicionais : Brasil/Português. Meio de divulgação: Outro; Local: Brasil; Cidade: Florianópolis 
SC; Evento: Congresso Brasileiro de Hematologia e Hemoterapia

24.  Nakajima, K., Crisma, A. R, ROGERO, M. M., SILVA, G. B., SILVA, M. K., BORELLI, P.
Desnutrição protéica altera o ciclo celular de células tronco/progenitoras hematopoéticas da
medula óssea comrpometendo a hemopoese, 2009. (Congresso,Apresentação de Trabalho)
Referências adicionais : Brasil/Português. Meio de divulgação: Impresso; Cidade: FlorianópolisSC; Evento:
Congresso Brasileiro de Hematologia e Hemoterapia  HEMO

Produção técnica

Demais produções técnicas

1.  SILVA, G. B.
Anemias, 2014. (Outro, Curso de curta duração ministrado)
Referências adicionais : Brasil/Português. 1 hora. 
Evento: Ciclo de palestras do Projeto de extensão universitária: Jornada Científica dos Acadêmicos de
Farmácia e Bioquímica;

2.  SILVA, G. B.
Anemias, 2013. (Outro, Curso de curta duração ministrado)
Referências adicionais : Brasil/Português. 1 hora. 
Evento: Ciclo de palestras do Projeto de extensão universitária: Jornada Científica dos Acadêmicos de
Farmácia e Bioquímica;

3.  SILVA, G. B.
Hematologia em Laboratório Clínico e Imunohematologia, 2010. (Especialização, Curso de curta
duração ministrado)
Referências adicionais : Brasil/Português. 10 horas. 
Pósgraduação Lato Sensu. Especialização em Análises Clínias

Educação e Popularização de C&T

Artigos em revistas (Magazine)

1.  TEIXEIRA;, P. D., SALES, A. L. C., LOBO, A. R., CARLI;, E., SILVA, G. B., BORELLI, P., TAKAYAMA, ;. L.,
PEREIRA, R. M. R., COLLI, C.
 DIETARY MAGNESIUM RESTRICTION: CHANGES IN WHOLEBODY COMPOSITION AND TISSUE
MAGNESIUM DISTRIBUTION IN RATS. Journal of the Brazilian Society of Food and Nutrition. São Paulo,
p.52  52, 2013.
Referências adicionais : Brasil/Inglês. Meio de divulgação: Meio digital. Home page:
http://www.revistanutrire.org.br/files/v38nSuplemento/v38nSuplemento.pdf

2.  Beltran, J. O. S, SILVA, G. B., OLIVEIRA, D. C., SANTOS, E. W., MASSARO, R. R., ENGLER, S. S. M.,
OLIVEIRA, T. C., Chaves, V. A, BORELLI, P.
Desnutrição proteica ativa a sinalização da via autofágica regulada por mTOR na medula óssea. Journal of
the Brazilian Society of Food and Nutrition. São Paulo, p.60  60, 2013.
Referências adicionais : Brasil/Português. Meio de divulgação: Meio digital. Home page:
http://www.revistanutrire.org.br/files/v38nSuplemento/v38nSuplemento.pdf

3.  TSUJITA, M., SILVA, G. B., Beltran, J. O. S, SALGADO, P. B., ALLEGRINI, S. J., Chaves, V. A, Fock, R.
A, BORELLI, P.
Efeitos da desnutrição proteica na densidade óssea e aspectos ósseos microanatômicos. Journal of the
Brazilian Society of Food and Nutrition. São Paulo, p.343  343, 2013.
Referências adicionais : Brasil/Português. Meio de divulgação: Meio digital. Home page:
http://www.revistanutrire.org.br/files/v38nSuplemento/v38nSuplemento.pdf

4.  SANTOS, E. W., OLIVEIRA, D. C., Beltran, J. O. S, HASTREITER, A., SILVA, G. B., TSUJITA, M., Fock,
R. A, BORELLI, P.
Efeitos de dietas hipoproteica ou hiperlipídica nos parâmetros hematológicos e imunológicos em modelo
murino. Journal of the Brazilian Society of Food and Nutrition. São Paulo, p.342  342, 2013.
Referências adicionais : Brasil/Português. Meio de divulgação: Meio digital. Home page:
http://www.revistanutrire.org.br/files/v38nSuplemento/v38nSuplemento.pdf

Eventos

Eventos

Participação em eventos
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1.  Apresentação de Poster / Painel no(a) XXIV Semana Científica Benjamin Eurico Mallucelli, 2015.
(Outra)
Ex vivo Study of Hematopoiesis in Protein Malnutrition: characterization of bone marrow stromal cells in
mice.

2.  Apresentação de Poster / Painel no(a) Reunião anual da Federação de Sociedades de Biologia
Experimental, 2015. (Congresso)
PROTEIN MALNUTRITION MODIFIES FIBRONECTIN REMODELING CAPABILITY IN LONGTERM
BONE MARROW CULTURE.

3.  Apresentação de Poster / Painel no(a) 13º Congresso Nacional da Sociedade Brasileira de
Alimentação e NutriçãoSBAN, 2015. (Congresso)
PROTEIN MALNUTRITION MODIFIES FIBRONECTIN REMODELING CAPABILITY IN LONGTERM
BONE MARROW CULTURE.

4.  Apresentação de Poster / Painel no(a) HemoCongresso Brasileiro de Hematologia, Hemoterapia e
terapia celular, 2015. (Congresso)
"Protein Malnutrtion Modifies Fibronectin Remodeling Capability in LongTerm Bone Marrow Culture".

5.  Apresentação de Poster / Painel no(a) XIII Simpósio Brasileiro de Matriz Extracelular & VIII
International Symposium on Extracellular Matrix, 2015. (Simpósio)
"Regulatory mechanisms of fibronectin turnover in long term bone marrowculture: impacts of low protein
diet".

6.  "Transição Nutricional no Brasil", 2015. (Outra)
.

7.  XIII Simpósio Brasileiro de Matriz Extracelular & VIII International Symposium on Extracellular
Matrix, 2015. (Simpósio)
.

8.  I Congresso de Graduação da USP, 2015. (Congresso)
.

9.  Apresentação de Poster / Painel no(a) XXIII Semana Cientifica Benjamin Eurico Malucelli , realizada
na Faculdade de Medicina Veterinária e Zootecnia da Universidade de São Paulo, 2014. (Congresso)
REMODELAMENTO DA MATRIZ EXTRACELULAR DA MEDULA ÓSSEA EM MODELO MURINO DE
DESNUTRIÇÃO PROTEICA.

10.  Apresentação de Poster / Painel no(a) XIX SEMANA FARMACÊUTICA DE CIÊNCIA E TECNOLOGIA,
2014. (Simpósio)
"Role of AKT/mTOR Pathway in Fibronectin Expression mediated by Protein Malnutrition".

11.  Apresentação de Poster / Painel no(a) 43rd Annual Scientific Meeting of the ISEH – International
Society for Experimental Hematology, 2014. (Congresso)
Role of AKT/mTOR pathway in fibronectin expression mediated by protein malnutrition.

12.  “Programas de Monitoria para a Graduação", 2014. (Seminário)
.

13.  12º Congresso Nacional da Sociedade Brasileira de Alimentação e NutriçãoSBAN, 2013.
(Congresso)
.

14.  V Simpósio de PósGraduação em Análises Clínicas, 2013. (Simpósio)
.

15.  Apresentação de Poster / Painel no(a) 6 º Congress of the International Society of Nutrigenetics/
nutNutrigenomics, 2012. (Congresso)
Effect of protein malnutrition in the mechanisms of apoptosis, necrosis and autophagy in marrow
hypoplasia.

16.  Apresentação de Poster / Painel no(a) XVII Semana Farmacêutica de Ciências e Tecnologia, 2012.
(Simpósio)
Effect of protein malnutrition in the mechanisms of apoptosis, necrosis and autophagy in marrow
hypoplasia.

17.  Apresentação de Poster / Painel no(a) 10th Internacional Congress on Cell Biology and the XVI
Meetineting Of the Brazilian Society for Cell Biology, 2012. (Congresso)
Effect of Protein Malnutrition in the Mecanisms of Apoptosis, Necrosis and Autophagy in Marrow
Hypoplasia.

18.  Apresentação de Poster / Painel no(a) 4th Symposium of the Latin American Society of Toxicologic
Pathology  A PANORAMIC VIEW OF TOXICOLOGIC PATHOLOGY, 2012. (Simpósio)
“HAEMATOLOGICAL AND BIOCHEMICAL EFFECTS IN ADULTHOOD RAT OFFSPRING EXPOSED TO
Senecio brasiliensis IN THE PRENATAL PERIOD”.

19.  Apresentação de Poster / Painel no(a) XIV Reunião Científica Anual do Instituto Butantan, 2012.
(Simpósio)
Myelotoxicity contribute to the phenotypes of susceptibility to cancer in AIRmin selected mice.

20.  Apresentação de Poster / Painel no(a) 6 º Congress of the International Society of Nutrigenetics/
nutNutrigenomics, 2012. (Congresso)
Proteomics Analysis of the Bone Marrow Extracellular Matrix of Mice Submitted to Protein Malnutrition.

21.  IV Simpósio de pósgraduação em Análises Clínicas, 2012. (Simpósio)
.

22.  Apresentação Oral no(a) III Simpósio de PósGraduação em Análises Clínicas, 2011. (Simpósio)
Remodelamento da matriz da medula óssea decorrente da desnutrição: Análise proteômica.

23.  III Simpósio de PósGraduação em Análises Clínicas, 2011. (Simpósio)
.

24.  Apresentação de Poster / Painel no(a) Congresso Brasileiro de Hematologia e Hemoterapia, 2010.
(Congresso)
Avaliação da Fibronectina no Estroma Medular de Camundongos Submetidos à Desnutrição Protéica.

25.  Apresentação de Poster / Painel no(a) XXV Reunião Anual da Federação de Sociedades de Biologia
Experimental  FeSBE, 2010. (Congresso)
Avaliação da Fibronectina no estroma Medular de Camundongos submetidos A Desnutrição Protéica.

26.  Apresentação de Poster / Painel no(a) XV SEMANA FARMACÊUTICA DE CIÊNCIA E TECNOLOGIA,
2010. (Congresso)
Evaluation of fibronectin in bone marrow stroma of mice subjected to protein malnutrition.

27.  Congresso Brasileiro de Hematologia e Hemoterapia, 2010. (Congresso)
.

28.  Workshop  " O uso de animias na pesquisa e no ensino"  FMVZ  USP, 2010. (Outra)
.

29.  II Simpósio de PósGraduação em Análises Clínicas, 2010. (Simpósio)
.

30.  Apresentação de Poster / Painel no(a) Congresso Brasileiro de Hematologia e Hemoterapia, 2009.
(Congresso)
Desnutrição protéica altera o ciclo celular de células tronco/progenitoras hematopoéticas da medula óssea
comprometendo a hemopoese.

31.  ISimpósio do programa de PósGraduação em Farmácia Área de Análises Clínicas, 2009.
(Simpósio)
.

32.  Highlights of ASH in Latin America, 2009. (Congresso)
.

33.  Apresentação Oral no(a) X Congresso de Iniciação e Produção Científica, IX Seminário de Extensão



da Metodista e IV Seminário PIBIC/UMESP de Pesquisa da Universidade Metodista de São Paulo,
2007. (Congresso)
Conseqüências do Hipotireoidismo e da reposição de T4 na fertilidade de ratas adultas e da sua proles.

34.  VII BIOMIX, 2007. (Congresso)
.

35.  Colóquios Ambientais  "Qualidade do Ar: Novas estratégias de Comunicação", 2007. (Outra)
.

36.  Colóquios Ambientais  "Exposição materna aos agentes poluentes e riscos para fetos e recém
nascidos", 2007. (Outra)
.

37.  VI BIOMIX, 2006. (Congresso)
.

38.  11ª Jornada de Medicina Laboratorial, 2006. (Congresso)
.

39.  8º Congresso de Iniciação e Produção Científica e 7º Seminário de Extensão da Universidade
Metodista de São Paulo, 2005. (Congresso)
.

40.  V BIOMIX, 2005. (Congresso)
.

41.  IV BIOMIX, 2004. (Congresso)
.

42.  7º Congresso de Produção Cientifica e 6º Seminário de Extensão da Universidade Metodista de
São Paulo, 2004. (Congresso)
.

43.  III BIOMIX  III Jornada de Biomedicina, 2003. (Congresso)
.

Organização de evento

1.  SILVA, GRAZIELA B.
VI Simpósio de PósGraduação em Análises Clínicas SIMPAC and I International Symposium on
Pathophysiology and Toxicology, 2015. (Outro, Organização de evento)
Referências adicionais : Brasil/Inglês. Meio de divulgação: Vários

2.  SILVA, G. B.
V Simpósio da PósGraduação em Análises Clínicas, 2013. (Outro, Organização de evento)
Referências adicionais : Brasil/Português. Meio de divulgação: Vários

3.  SILVA, G. B.
8º Congresso de Iniciação Científica e VI BIOMIX, 2006. (Outro, Organização de evento)
Referências adicionais : Brasil/Português. Meio de divulgação: Vários

Bancas

Bancas

Participação em banca de comissões julgadoras

Outra

1.  13º Feira Brasileira de Ciências e EngenhariaFEBRACE, 2015
Universidade de São Paulo
Referências adicionais : Brasil/Português.

Totais de produção   

Produção bibliográfica

Artigos completos publicados em periódico 4

Revistas (Magazines) 6

Trabalhos publicados em anais de eventos 17

Apresentações de trabalhos (Congresso) 10

Apresentações de trabalhos (Seminário) 3

Apresentações de trabalhos (Simpósio) 10

Apresentações de trabalhos (Outra) 1

Produção técnica

Curso de curta duração ministrado (especialização) 1

Curso de curta duração ministrado (outro) 2

Eventos

Participações em eventos (congresso) 25

Participações em eventos (seminário) 1

Participações em eventos (simpósio) 12

Participações em eventos (outra) 5

Organização de evento (outro) 3

Participação em banca de comissões julgadoras (outra) 1



Outras informações relevantes
1

1. Programa de Aperfeiçoamento de EnsinoPAE 2010 Universidade de São Paulo  USP
Disciplina: Hematologia Clínica Responsável pela disciplina: Primavera Borelli 

2. Programa de Aperfeiçoamento de Ensino PAE 2011 Universidade de São Paulo  USP
Disciplina: Fisiologia do Sistema Hematopoético Responsável pela disciplina: Primavera Borelli

3.Programa de Aperfeiçoamento de Ensino PAE 2014 Universidade de São Paulo  USP
Disciplina: Fisiologia do Sistema Hematopoético Responsável pela disciplina: Ricardo Ambrósio Fock
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