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RESUMO

Silva, G. B. Remodelamento da matriz extracelular da medula 6ssea em
desnutricdo proteica: possivel relacdo da via de AKT com a expressao de
fibronectina e metaloproteinases de matriz. 2016. 142f. Tese (Doutorado) —
Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas, Universidade de Sdo Paulo, Sdo Paulo,
2016.

A desnutricao proteica (DP) pode ocasionar alteracdes na matriz extracelular (MEC)
de diferentes 6érgaos e tecidos, inclusive o hematopoético, com comprometimento
funcional. Estudos do nosso laboratério demonstraram, em modelo murino de DP,
aumento da expressao proteica de fibronectina (FN) no estroma medular 6sseo in
vivo, principalmente na regido subendosteal (local de fixacdo da célula tronco
progenitora hemopoética). Ja in vitro, no estroma medular ésseo, observou-se tanto
0 aumento quanto a diminuicdo de FN e a presenca de suas isoformas. Essas
alteracdes de FN parecem estar envolvidas com a hipoplasia da medula éssea (MO)
em camundongos desnutridos. As modificagdes quantitativas de FN podem ser
devidas: (i) a acdo das metaloproteinases de matriz (MMP) responsaveis pela
degradacdo das proteinas da MEC; (ii) aos inibidores de metaloproteinases (TIMP)
gue regulam a degradacéo da MEC,; (iii) as alteracdes transcricionais, reguladas pela
via de AKT/mTOR, que controla os splicing alternativos na FN, resultando em
isoformas dessa proteina; (iv) a processos pos-transcricionais modulados por LC3,
gue aumenta a traducdo do RNAmM de FN. Assim, o objetivo deste estudo foi elucidar
0S mecanismos que alteram o turnover de FN no estroma medular 6sseo em modelo
murino de DP. Utilizamos camundongos, C57BL/6J machos, adultos, separados em
dois grupos: controle e desnutrido, alimentados, ad libitum, com ragé&o contendo 12%
e 2% de proteina, respectivamente. Apds cinco semanas de indugcdo a desnutricao
os camundongos foram eutanasiados, e coletado o material biolégico. Avaliamos: o
estado nutricional, o hematolégico, a histologia da MO femoral bem como a
determinacdo imunohistoquimica da FN, MMP-2 e MMP-9, determinacdo da
expressdo de FN e suas isoformas em células totais da MO, o estabelecimento do
estroma medular 6sseo in vitro, por 28 e 35 dias de cultivo. A partir das culturas
foram avaliadas a expressdo de RNAmM de FN e suas isoformas, MMP-2, MMP-9,
TIMP-1, TIMP-2, AKT, mTOR e LC3a e [, quantificacdo de MMP-2, MMP-9, TIMP-1,
TIMP-2,TNFa, TGFB e IL-1B e determinacdo de LC3B e proteinas da via de
AKT/mTOR. Nao observamos alteracbes na expressdo do RNAmM de FN e suas
isoformas ex vivo e in vitro, mas um aumento da deposicdo de FN na MO.Também
nao observamos modificagcdes na imunolocalizacdo de MMP-2 e MMP-9 na MO e na
atividade dessas proteinas no sobrenadante de culturas de células estromais in vitro,
mas houve aumento da expressdo do RNAmM de MMP-9 em 28 dias de cultivo. Nao
detectamos alteracbes na expressdo de RNAmM e na concentracdo de TIMP-1 e
TIMP-2 no sobrenadante das culturas. Houve reducgao significativa de TNFa e TGFf
no sobrenadante das culturas de 28 dias. Observamos aumento da expressao do
RNAmM de mTOR em culturas de 28 dias e LC3a e LC3B em 35 dias de células
estromais. Encontramos menor fosforilacdo de PI3K, AKT, PTEN, mTOR e mTOR
total e aumento de LC3[3 em culturas de 28 dias, mas reducédo de LC33 em 35 dias.
Em funcdo dos dados inferimos que a DP conduz a alteracfes da FN que néo estao
relacionadas a acdo de MMPs e TIMPs e sim a modificagbes de LC3[ e da via de



AKT/mTOR.

Palavras-chave: Matriz extracelular, metaloproteinases de matriz, AKT/mTOR,
LC3pB, hemopoese e desnutricdo 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 metalloproteinases. 2016. .142f. Tese (Doutorado) —
Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas, Universidade de S&o Paulo, Sdo 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, LC3a and B, quantification of MMP-2, MMP-9,
TIMP-1, TIMP-2,TNFa, TGF@ and IL-1p and determination of LC33 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 maodifications 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 TNFa and TGFB in the cultures
supernatant of 28 days. We observed an increase of mTOR RNAm in 28 days
cultures and also LC3a and LC3pB in stromal cells with 35 days. We found lower
phosphorylation of PI3K, AKT, PTEN, mTOR e total mTOR and an LC3p increase in
28 days cultures, yet an LC3B 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 LC3B and AKT/mTOR pathway modifications.



Keywords: Extracellular matrix, matrix metalloproteinases, AKT/mTOR, LC3p,
hemopoiesis and malnutrition.
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1. INTRODUCAO

1.1 Desnutricdo

Segundo a Organizacdo Mundial da Saude (2013), a desnutricdo é uma
desordem nutricional resultante do consumo e, ou absorcdo deficiente de
macronutrientes e micronutrientes. Ressalte-se que o consumo desequilibrado em
excesso desses nutrientes também pode conduzir a desnutricdo. Sendo assim,
existem duas formas de desnutricdo: subnutricdo e sobrepeso/obesidade (SAWAYA
etal., 2011; WHO, 2013).

A desnutricdo também é causada por doengcas ndo nutricionais como,
infecgdo gastrointestinal severa, infec¢gdes crbnicas, parasitas intestinais e
neoplasias malignas. A desnutricdo conduz ao comprometimento do sistema
imunoldgico que, por sua vez, aumenta a suscetibilidade a infeccbes, existindo,
assim, um ciclo vicioso entre a desnutricdo e a infeccdo (CHANDRA, 1997, 2003;
RODRIGUEZ et al., 2011).

Condicdes socioecondmicas inadequadas e inseguranca alimentar estao
relacionadas com a desnutricdo (WHO, 2013), que atinge principalmente mulheres e
gestantes, criancas menores de cinco anos, idosos e individuos hospitalizados ou
que apresentam distarbios 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 desnutricdo é responsavel por 55% das
mortes de criancas no mundo inteiro. Estd associada a varias outras doencas e
ainda é considerada a principal causa de mortalidade em crian¢cas menores de cinco
anos (SAWAYA, 2006; WHO, 2013). A prevaléncia de desnutricdo em individuos
hospitalizados varia de 20% a 50% dependendo do estado clinico do paciente
(NORMAN et al., 2008). BAUER et al. (2002), relataram que 76% dos pacientes com
cancer sao desnutridos. BORGES et al. (2010), observaram que pacientes
desnutridos com cancer apresentaram pior qualidade de vida e relataram também
aumento de risco nutricional em 41,6% dos pacientes avaliados.

Segundo a FAO (2013), o numero de individuos desnutridos no mundo vem

diminuindo nos ultimos 20 anos. Entre os anos de 2011 e 2013 o numero de
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pessoas acometidas pela desnutricdo era de 842,3 milhdes, correspondendo a 12%
da populacdo mundial (FAO 2013). Mas a estimativa para os anos de 2014 a 2016 é
de 795 milhdes, correspondendo a 10,9% da populacdo mundial. Desse total 14,7
milhdes estdo em regibes desenvolvidas e 779,9 milhdes em regibes em
desenvolvimento, dentre essa Ultima, 232,5 milhdes encontram-se na Africa, seguida
pela Asia com 511,7 milhdes, América Latina e Caribe com 34,3 milhdes e, por fim, a
Oceania com 1,4 milhdo (FAO, 2015).

O Brasil, entre os anos de 2011 e 2013, possuia cerca de 13,6 milhdes de
pessoas acometidas pela desnutricdo, correspondendo 6,9% da populagéo brasileira
(FAO, 2013). Porém, a estimativa para os anos de 2014 a 2016 é menos de 5% da
populacdo (FAO, 2015). A quantidade de pessoas acometidas pela desnutricdo no
Brasil vem diminuindo progressivamente nos ultimos anos, tanto da populagéo
infantil, quanto na adulta. No entanto, ainda existem regides onde criangcas
apresentaram deficit de estatura, sendo essa uma das caracteristicas da desnutricdo
(BATISTA; RISSIN, 2003). Dados do IBGE publicados em 2010 relatam que a
desnutricdo infantil diminuiu no Brasil, caindo de 13,5% em 1996 para 6,8% nos
anos de 2006 a 2007. Essa queda esta associada ao aumento da escolaridade
materna, ao crescimento do poder aquisitivo das familias, a expanséo da assisténcia
a saude, melhorias nas condi¢cdes de saneamento e aos programas de transferéncia
de renda (MONTEIRO et al., 2009).

Cabral et al. (2013), relataram que familias beneficiadas com o programa de
transferéncia de renda, Programa Bolsa Familia (PBF), de uma populacdo de
Maceio, apesar de utilizarem a maior parte do beneficio na aquisicdo de alimentos,
8,6% das criancas e 20% dos adolescentes apresentaram desnutricido enquanto que
mais da metade da populacdo adulta apresentou sobrepeso/obesidade. Isso ocorreu
devido a menor ingestdo de proteinas, maior ingestdo de carboidratos e ingestédo
inadequada de micronutrientes. Além disso, o sobrepeso/obesidade esta relacionado
a baixa atividade fisica e alteracfes fisiologicas. Estudo realizado com mulheres
adultas da zona rural dos municipios de Portel e Melgaco no estado do Para,
demonstrou associacdo na modificacdo no padrao da dieta dessas mulheres com o
beneficio do PBF. Foi observado diminuicdo do consumo de energia, carboidrato e
gordura, mas o consumo de proteina ndo diferiu entre os periodos analisados. Essas
alteracdes sdo devidas a troca da fonte dos macronutrientes, que anteriormente era

apenas de produtos produzidos na agricultura e atualmente advém de produtos do
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comércio local (PIPERATA et al.,, 2011). Na andlise dos inquéritos nutricionais
brasileiros de periodos distintos que compreendem os anos 1974 a 2009, Conde e
Monteiro (2014), relataram diminuicdo na prevaléncia da desnutricdo em criancgas e
adultos, mas um aumento do sobrepeso na populacéo, destacando intensa transicao
nutricional no Brasil. O conceito de transicdo nutricional é mencionado para citar as
modificagdes no padrdo alimentar, podendo ocorrer a coexisténcia da desnutricdo e
obesidade (SAWAYA et al., 2003, 2011).

Clinicamente, as consequéncias da desnutricAo dependem da idade do
individuo, da intensidade, da duracédo e da causa da deficiéncia e, na dependéncia
desses fatores, observam-se perda de peso, deficit do crescimento, diminuicdo da
imunidade, danos na mucosa gastrointestinal, perda de apetite, ma absorcdo dos
alimentos, alteracbes psicomotoras, alteracdes do sistema endoécrino afetando
principalmente hormoénios da tireoide, insulina e o hormdnio do crescimento e
alteracdes hematologicas (CHANDRA, 1997 e 2003; SAWAYA, 2006; GROVER et
al., 2009; SAUNDERS et al., 2010). Essas alteracbes, de maneira geral, levam a
problemas de saude, que contribuem para a deterioracédo do estado nutricional.

Existem diferentes formas de subnutricdo: o Kwashiorkor, o0 Marasmus e a
baixa estatura, que diferem na etiologia e nas manifestacdes clinicas. Em 1935,
Cicely D. Willians introduziu o termo Kwashiorkor no meio cientifico. O nome
Kwashiorkor indica a doenga 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 proteinas. O Kwashiorkor € causado por
uma dieta deficiente de proteinas, vitaminas e minerais. Caracteriza-se pelo retardo
do crescimento, perda de peso e a presenca de edema. JA& o Marasmus é a forma
mais frequente no Brasil, causado por uma dieta deficiente em energia, onde ha
perda do peso corporal consequente da deplecao do tecido muscular esquelético e
da gordura, com objetivo de proteger os 6rgaos vitais. Ambas as formas séo
frequentes em criancas (SAWAYA, 1996; MONTE, 2000; KRAWINKEL, 2003). No
Brasil, na década de 60 os casos de Kwashiorkor eram comuns, havendo diminui¢ao
do numero de casos na década de 70. Dados de 2009 relatados por Bittencourt e
colaboradores, indicam a prevaléncia de internacdes de crian¢cas menores de cinco
anos no Sistema Unico de Saude, em decorréncia de Kwashiorkor e Marasmus. A
baixa estatura € o tipo de subnutricdo predominante no mundo. Varios fatores estéo

envolvidos na sua etiologia, tais como: nutricdo materna insuficiente, desnutricao
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intrauterina, falta de aleitamento materno até seis meses, consumo e/ou absorcao

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

1.2 Nicho/Microambiente da célula tronco hemopoética

A hemopoese envolve os processos de producéo, diferenciagdo, maturagao e
senescéncia das células sanguineas, ocorrendo nos seres humanos apos o
nascimento, na cavidade dos 0ssos onde esta localizada a medula 0ssea, também
denominado tecido mieloide (Borelli, 2014). Durante a infancia praticamente todos os
0sso0s possuem medula 6ssea com atividade hemopoética e a partir dos 4 anos ha
uma mudanca na localizacdo desse tecido hemopoético de modo que, a partir dos
18 anos, a atividade hemopoética esta restrita aos 0ss0s planos esponjosos
(esterno, crista iliaca e costelas) (LORENZI, 2006; KOURY; LICHTAMAN, 2010). Em
ratos e camundongos durante toda a vida, a medula 6ssea com atividade
hemopoética esta localizada na cavidade de praticamente todos os 0ssos longos,
sendo que o baco também permanece como 6rgao linfo-hemopoético (BIANCO,
2011).

As células sanguineas originam-se a partir de um mesmo precursor
denominado célula-tronco progenitora hemopoética (CTPH). A CTPH possui a
capacidade de auto-renovacao e diferenciacdo, mas para isto € necessaria uma
estrutura que propicie um ambiente estrutural e bioguimico denominado
microambiente ou de “nicho da célula tronco”, conceito este descrito pela primeira
vez por Schofield (1978). Existem dois nichos distintos onde a CTPH est4 localizada:
o0 nicho endosteal ou nicho osteoblastico e o nicho vascular (YIN; LI, 2006; WILSON;
TRUMPP, 2006; KOURY; LICHTAMAN, 2010). A interacdo nicho-CTH influencia na
auto-renovacdao, quiescéncia ou mobilizacdo da CTPH (OH; KWON, 2010). No nicho
endosteal a CTPH estd em intimo contato com o0s osteoblastos que secretam
fatores capazes de regular a quiescéncia e a manutencdo (auto-renovacédo) da
CTPH (OH; KWON, 2010). O nicho vascular promove a proliferacdo e a
diferenciacdo das CTPHSs por ser um microambiente distinto da regido subentosteal,
inclusive em nutrientes, alta concentragcéo de oxigénio e fatores de crescimento (YIN;
LI, 2006; WILSON; TRUMPP, 2006; KOURY; LICHTAMAN, 2010) (Figura 1). A
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hemopoese ocorre nos espagos extravasculares entre 0s vasos sinusoidais da

medula 6ssea.
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Figura 1- Microambiente ou nicho da célula tronco na medula 6ssea. Fonte: Adaptado de
GRASSEL; AHMED, 2007.

O estroma medular 6sseo do tecido mieloide, além das células hemopoéticas
em diferentes estados de diferenciagdo e maturacdo, € constituido 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 populacdo de células que se originam da
célula tronco mesenquimal. Dentre as células estromais, também denominadas
células ndo hemopoéticas, podemos citar os fibroblastos, os adipécitos e os
osteoblastos, além dos macréfagos e células endoteliais (KLEIN, 1995; OWEN,
1998). As células estromais sdo capazes de sustentar a hemopoese por meio da
producao de citocinas, de fatores de crescimento e pela producdo da MEC.

A MEC é constituida por moléculas distintas, dentre essas podemos citar as
macromoléculas tais como, glicosaminoglicanos e proteoglicanos, colageno e
proteinas n&o colagénicas tais como, fibronectina (FN), laminina (LN),
trombospondina, tenascina (EAVES et al., 1991; MAYANI et al., 1992; ABBOUD;
LICHTMAN, 2001; ROZARIO; DESIMONE, 2010) que estdo presentes na medula

O0ssea (KLEIN, 1995). A MEC é essencial para fornecer um suporte estrutural, além
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de contribuir para regulacdo de diversas fungdes celulares como proliferacéo,
migracdo e adesdo, influenciando também na expressdo génica durante a
homeostasia e o desenvolvimento (BOWERS et al., 2010; ROSARIO; DESIMONE,
2010).

Um dos pré-requisitos para a hemopoese é a fixacdo da CTPH em
microambientes particulares, possibilitando interacdes célula-célula e célula - MEC
(TAVASSOLI; MINGUELL, 1991). As CTPH estdo em contato intimo com a FN,
sendo que integrinas expressas por essas células, VLA-4 (very late antigen ou aaf1)
e VLA-5 (very late antigen ou asBi), sdo reconhecidas como mediadoras da
interacdo entre essa populagéo celular e a FN tanto em camundongos quanto em
humanos (WILLIANS, et al.,, 1991; LOO, 1998). Essa interacdo FN e integrina
promove a progressao 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 proliferacdo dessas células (SAGAR et al., 2006). Celebi et
al. (2011), observaram que ao cultivar células progenitoras mieloides e
megacariociticas na presenca da MEC, constituida de colageno I, colageno IV, LN e
FN, havia um aumento na proliferacdo dessas células, sendo a proliferacdo mais
eficiente quando havia associa¢do dessas moléculas da MEC, ao invés da aplicacdo
individual.

O estabelecimento do estroma medular 6sseo por meio das culturas de longa
duracdo foi descrito originalmente por Dexter et al. (1977), e se assemelha ao
microambiente hemopoético in vivo, capaz de sustentar a hemopoese in vitro. 1sso
decorre do contato célula-célula, entre as células hemopoéticas e as células
estromais permitindo, assim, a comunicacao intracelular. A interacdo célula-MEC
constitui-se em importante meio de regulacdo das diferentes funcdes celulares ja
mencionadas e a secre¢ao de citocinas e fatores de crescimento essenciais para a
manutencdo da hemopoese (SPOONCER et al.,1993). Em culturas de longa
duracdo, moléculas da MEC tais como colageno, FN e LN, sdo secretadas e
depdsitas no meio extracelular, que coincide com as regibes de atividade
hemopoética (KOURY; LICHTAMAN, 2010).
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1.3 Matriz extracelular e desnutricao

Dados da literatura relatam que criancas desnutridas apresentaram alteracoes
no microambiente do timo e dentre essas 0 aumento da FN e outras proteinas da
MEC (LYRA et al., 1993; SAVINO et al., 2007). REIF et al., (1993) encontraram, em
individuos desnutridos, diminuicdo de componentes da MEC do figado, porém, a
relacdo proteina/tecido ndo apresentou diferenca significativa, sugerindo que a
causa tenha sido a infiltracdo gordurosa com esteatose hepética. AXELLSON et al.
(1990), observaram mineralizacdo 0ssea, inferindo que a desnutricdo leva a sintese
de proteoglicanos de peso molecular mais elevado acarretando inibicdo da
calcificacdo. Os mecanismos que levam a essas alteracdes ainda nao foram
elucidados, mas, considerando que as moléculas da MEC estdo envolvidas na
adesao, regulacao, proliferacdo, diferenciacdo e migracdo das células hemopoéticas
exercendo, desta forma, controle sobre a hemopoese medular, essas alteracdes
podem ser significativas para a fisiologia do tecido (BORELLI, et al., 1995; VITURI,
et al., 2000; XAVIER, et al., 2007).

Estudos de nosso laboratério tém encontrado, em desnutricdo proteica,
hipoplasia de medula 6ssea de camundongos (BORELLI et al., 1995, 2001, 2007)
com evidéncias histolégicas de alteracdo da matriz extracelular. VITURI et al. (2000,
2005), encontraram alteracdes na proporcao de proteinas, especialmente de FN,
trombospondina e LN, na MEC de camundongos desnutridos, situacdo que poderia
contribuir para a hipoplasia observada. Xavier et al. (2007), demonstraram a partir da
caracterizacdo imunohistoquimica e ultra-estrutural da medula éssea, 0 aumento na
deposicdo de FN na medula éssea esternal de camundongos desnutridos,
especialmente em sitios endosteais/paratrabeculares (regides de fixacdo de células
tronco hemopoéticas) e aumento na deposi¢cdo de LN, particularmente em regides
perisinusais. Mais recentemente, dados ainda ndo publicados de nosso grupo, foi
encontrado em cultura de células da medula éssea oriundas de camundongos
desnutridos maior quantidade de FN no estroma medular 6sseo apés 28 dias de
cultivo, situagdo essa modificada no estroma medular 6sseo apos 35 dias de cultivo,
gue apresenta menor quantidade de FN. Porém, ainda ndo esclarecemos se essas
alteracdes quantitativas da FN sdo devidas a uma maior ou menor produgao ou

alteracdo na degradacéo. Tais alteracbes podem modificar a co-localizacdo de uma
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série de fatores de crescimento e citocinas que poderiam interferir na regulacdo dos
processos de crescimento e diferenciacdo de células hemopoéticas (BORELLI et al.,
1995, 2001, 2007; KLEIN, 1995; VITURI, 2000).

Alteracbes hematoldgicas gquantitativas 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) séo
um reflexo do comprometimento dos 6rgaos linfo-hemopoéticos em condigbes de
desnutricdo e estdo associadas a modificacdo da resposta imune que se traduz por
maior suscetibilidade a infeccdo (GROSS; NEWBERNE, 1980; TOMKINS, 1986;
VICTORIA; HERNANDEZ, 1990; CHANDRA, 1997).

1.4 Remodelamento da matriz extracelular e metaloproteinases de matriz

A MEC dos tecidos € degradada e sintetizada por um processo denominado
remodelamento, processo fisiolégico, que ocorre durante o desenvolvimento, na
manutencdo do tecido normal, na reparacdo tecidual e em alguns processos
patolégicos como arteriosclerose. Ao longo da reparacéo tecidual, a deposicdo da
MEC promove a integridade do tecido e sua funcionalidade, sendo que uma
deposicdo inapropriada ou excessiva leva a um comprometimento da funcdo do
orgao (SOTTILE; CHANDLER, 2005).

As metaloproteinases de matriz (MMPs) sdo endopeptidases pertencentes a
superfamilia do zinco/metzincina. As MMPs s&o proteases zinco e calcio
dependentes, associadas a degradacéo e ao turnover das proteinas que compdem a
MEC, tendo assim importante papel no remodelamento (PEREIRA et al., 2006;
RODRIQUEZ et al., 2010).

Foram identificados 25 genes para MMPs em vertebrados, sendo 24 genes de
MMPs detectados em humanos, com duplicagdo do gene MMP23; MMP23A e
MMP23B, além da presenca do gene MMP26. Mas em camundongos foram
identificados 23 genes de MMPs, com duplicacéo do gene MMP1, MMP1la e MMP1b
e auséncia do gene MMP26 (FANJUL-FERNANDEZ et al., 2010).
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As MMPs sdao classificadas de acordo com caracteristicas bioquimicas, como
a capacidade de hidrolisar um componente da MEC e a presencga de zinco como um
ion intrinseco a 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; AMALINEI et al., 2007 ;
FANJUL-FERNANDEZ et al., 2010; BONNANS et al., 2014).

A estrutura das MMPs possui um dominio catalitico conservado, seguido de
um pro-peptideo necessario para a manutencdo da forma latente da enzima,
juntamente com um peptideo sinal que direciona a sua secre¢do na célula, além de
uma regido C-terminal denominada dominio hemopexina que contribui para a
especificidade do substrato e para interacdo com o0s inibidores enddgenos.
Especialmente as MMP-7 e MMP-26 ndo possuem o dominio hemopexina, ja as
MMP-2 e MMP-9 incorporam trés segmentos da regido tipo Il da FN. Em relacéo as
MT-MMPs (MMPs de membrana apresentam a insercdo do sitio de clivagem de
furina entre o dominio catalitico e o pro-peptideo (Quadro 1 e Figura 2)
(FOLGUERAS et al., 2004; NAGASE et al., 2006; McCAW et al., 2007).

Hemopexina
Dominio Dominio Regiéo_de
De FN catalitico dobradica

Pro-peptideo Peptideo sinal

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

Estrutura

Tipos

Substratos
(MEC)

Arquetipicas

Colagenases

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

MMP-8 e MMP-13

Colageno |, I, 1ll, V e XI,
FN, entactina,
proteoglicanos, tenascina
e osteonectina.

Estromelisinas
MMP-3 e MMP-10

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

MMP-12, MMP-19, MMP-20

Colageno IV, FN, LN,
agrecan e tenascina.

e MMP-27
Gelatinases Gelatinases Coléageno |, IV, V, VII, X,
IX, elastina
MMP-2 e MMP-9 FN, agrecan, sidecan 1V,
E@-ﬂ’% vitronectina e LN.
0
Matrilisinas Matrilisinas Coldgeno IV, LN e

MMP-7 e MMP-26

entactina.

Furina- Ativavel

e )X

CA lgdke

o=
:p‘ 2

MMP-11 (estromelisina)
MMP-21
MMP-28

Colageno, LN e FN.

MMP de membrana tipo |
MT1-MMP (MMP-14),
MT2-MMP (MMP-15),
MT3-MMP (MMP-16) e
MT5-MMP (MMP-24)

Colageno |, II, lll, FN, LN,
vitronectina,
proteoglicanos, fibrilina-1
e tenascina.

MMP ancorada ao GPI
MT4-MMP (MMP-17) e
MT6-MMP (MMP-25)

Colageno (\VA FN,
vimentina e
proteoglicanos.

MMP de membrana tipo Il
MMP-23A e MMP23B

N.D

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

GPI: Glicosilfofatidilinositol; N.D: Nao Determinado
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Algumas MMPs ndo sdo expressas constitutivamente, sua expressdo é
induzida por citocinas, fatores de crescimento ou alteragdes na interacdo célula-
MEC e célula-célula (AMELINEI et al., 2007), que modulam a expressao génica das
MMPs. O TNF-a (fator de necrose tumoral alfa), TGF-B (fator de crescimento
transformante beta) e IL-1 [ (interleucina-1 beta) participam da inducdo da
expressdo génica das MMPs em diferentes tecidos (BJORKLUND, KOIVUNEN,
2005).

As MMPs séo sintetizadas na forma inativa denominada pro-enzimas. Isso
ocorre devido & interagdo do zinco, que esta no dominio catalitico, com o grupo Tiol
da cisteina localizado na regido do pré-peptideo, denominada cysteine switch. Essa
intercdo permite ao pro-peptideo impedir que o dominio catalitico tenha contato com
0 substrato. A ruptura dessa interacao zinco-tiol conduz a ativacdo da MMP no meio
extracelular, ativagcdo esta que pode ocorrer de diferentes formas. Na ativacdo
alostérica ocorre a ruptura da interacao zinco-tiol, sem a clivagem do pro-peptideo,
ocorrendo apenas modificagcdo conformacional da MMPs, devido a acdo de
integrinas e proteoglicanos. Na ativacao proteolitica, por acdo de outras MMPs e
proteinas serinas, ocorre a clivagem do pro-peptideo da estrutura da MMPs. As
MMPs que possuem o sitio de clivagem de furina sdo ativadas no meio intracelular
antes de serem secretadas por acdo da proteina furina que estd 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) enddgenos. Os TIMPs séo constituidos por quatro membros: TIMPs 1, 2, 3
e 4 (STEVENSON, 2008). Os TIMP-1, TIMP-2 e TIMP-4 estédo presentes na forma
soltvel, enquanto que o TIMP-3 esta associada a moléculas da MEC, como heparan
sulfato e outros proteoglicanos. A inibicdo das MMPs por acao dos TIMPs ocorre de
forma reversivel pela ligacdo ao dominio catalitico das MMPs. O TIMP-1 inibe varias
MMPs, mas nédo é capaz de inibir MMPs de membrana tipo | e MMP-19, no entanto,
€ capaz de inibir as MMPs ancoradas ao GPI, que também sao inibidas por outros
TIMPs. Além disso, o TIMP-1 e TIMP-3 inibem a forma ativa e pro-enzima da MMP-
9, enquanto que o TIMP-2, TIMP-3 e TIMP-4 inibem a forma pro-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 varios tipos celulares, dentre eles os fibroblastos,
células endoteliais, osteoblastos, mondcitos, megacariécitos e eritroblastos. Ja a
MMP-9 € expressa por macrofagos alveolares, leucdcitos polimorfonucleares,
osteoclastos e megacariécitos (OGAWA et al., 2000; AMELINEI et al., 2007). Em
relacdo aos seus inibidores, TIMP-1 e TIMP-2, foram detectados em megacariocitos,
plaquetas, fibroblastos e macrofagos (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
0ssea (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 manutencdo 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 migracdo dessa célula do nicho endosteal
para o nicho vascular permitindo, assim, a diferenciacdo da CTPH em células
hemopoéticas maduras. Essas MMPs também sdo capazes de romper as ligacdes
de SDF-1/CXCR4, VCAM-1/VLA-4, que também sdo importantes para a retencao
das CTPH na medula 6ssea (HEISSIG et al., 2002; SHIRVAIKAR et al., 2012).

Haviernik et al. (2008), relataram que camundongos TIMP-1 /- e TIMP-2 /- ndo
apresentam alteracBes quantitativas em CTPH. Isso pode ter ocorrido devido a acéo
de outros de proteases sobre as MMP-2 e MMP-9, que participam na regulacdo da
hemopoese.

Segundo MARQUES-CURTIS et al. (2001), a MMP-2 e MMP-9, bem como 0s
seus inibidores, TIMP-1 e TIMP-2 estdo presentes no microambiente hemopoético
na medula éssea. Ainda segundo MARQUES-CURTIS et al., (2001), a concentracédo
de MMP-9 diminui ao passo que a concentracdo de MMP-2 aumenta durante o
estabelecimento do estroma medular 0sseo in vitro. Além disso, a secrecdo de
TIMPs aumenta durante o estabelecimento do estroma medular ésseo, inibindo
assim a atividade das MMPs e, desta forma, preservando a integridade da MEC e
participando da manutencao da hemopoese in vitro.

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

mortalidade ap6s o tratamento com o mielossupresor 5-Fluorouracil (5-FC). A
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medula é6ssea 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 éssea e aumento de clusters de
células hemopoéticas tanto no nicho endosteal, como no nicho vascular, mesmo
apés do tratamento com 5-FC. Desta forma, a MMP-9 parece favorecer a
diferenciacédo e a proliferacdo do pool de CTHP na medula 6ssea (HEISSIG et al.,
2005)

Além disso, MMP-9 esta presente, na forma inativa, nos granulos citoplasmaticos
dos neutréfilos. No decorrer da inflamagédo ou infeccdo, os neutréfilos secretam
MMP-9 para facilitar a migracdo para o tecido por meio da degradacao da MEC.
Segundo Kozaci et al. (2005), observaram que camundongos com restricao total ou
parcial de proteina, oferecida na racdo, apresentaram maior quantidade de MMP-9
por neutrofilos, em duas semanas de desnutricdo, associado a maior quantidade de
neutréfilos presentes no sangue periférico no mesmo periodo. No entanto, nas
semanas seguintes de inducdo a desnutricdo, esses camundongos apresentaram
menor quantidade de MMP-9, que também se correlacionou com a menor
quantidade de neutrdfilos presentes no sangue periférico. Ainda segundo Kozaci et
al. (2005), essas alteracbes quantitativas encontradas na MMP-9, podem estar
associadas ao processo de adaptacdo do organismo para nao perder proteinas em
situacdo de desnutricdo proteica.

Sendo assim, o equilibrio entre as MMPs e TIMPs é essencial para a
manutencdo da estrutura e funcdo do tecido mieloide. Alteragcdes na expresséao ou
atividade das MMPs pode destruir o microambiente hemopoético resultando em
alteracdes no tecido mieloide (YU; HAN, 2006).

1.6 Via de sinalizacdo de AKT/mTOR

A proteina AKT (Serine-Threonine Kinase), conhecida também com PKB
(Proteina Quinase B), possui trés diferentes isoformas, AKT1, AKT2 e AKT3 e séo
expressas em humanos e em camundongos, a partir de trés genes distintos (NERI et

al., 2002; BONONI et al., 2011). O AKT patrticipa de diversas funcdes celulares, como
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crescimento, proliferacdo, migracdo, apoptose, angiogénese e metabolismo de
glicose (MANNING; CANTLEY; 2007). Porém as diferentes isoformas de AKT podem
estar envolvidas em funcdes distintas. As funcdes do AKT1 estdo envolvidas com a
sobrevivéncia celular, AKT2 conduz a manutencdo da homeostase da glicose e o
AKT3 participa no desenvolvimento neuronal (GONZALEZ, McGRAW., 2009).

Estruturalmente o AKT possui trés regifes: um dominio denominado PH
(Pleckstrin Homology), localizado na regido N-terminal, o dominio catalitico da
quinase, onde esta presente o sitio treonina (T308) e o dominio C-terminal regulador
que contém um segundo sitio de fosforilagdo, sitio serina (S473) (NICHOLSON,;
ANDRESON, 2002; SONG et al., 2005).

A via de sinalizacdo de AKT pode ser iniciada por fatores de crescimento,
citocinas (MANNING; CANTLEY; 2007) e por proteinas da MEC como a FN (Figura
3) (RITZENTHALER et al., 2008; JIN et al., 2011). Todos esses elementos conduzem
a ativacdo de PI3K (Fosfotidilinositol 3-Kinase), um dimero formado por uma
subunidade catalitica (p110a, p110B e p110y) e uma subunidade reguladora (p85a,
p85B e p55y). PI3K fosforilado converte PIP2 (Fosfotidilinositol 4,5-Bifosfato) em
PIP3 (Fosfatidilinositol-3, 4,5-Trifosfato) (BONONI et al., 2011; WILLEMS et al.,
2012). Essa acdo do PI3K fosforilado é controlada por PTEN, que desfosforila PIP3,
agindo assim como um regulador negativo da ativacdo da via de sinalizacdo
(NICHOLSON, ANDERSON, 2001 BONONI et al., 2011). O PIP3 associa-se a PDK-
1 (Proteina Quinase-1 Dependente de Fosfoinositideo) que, por sua vez, fosforila
AKT no sitio treonina (T308) (MANNING; CANTLEY; 2007) (Figura 3).

O AKT é fosforilado em varios sitios, mas a sua atividade depende da
fosforilagdo do sitio treonina (T308) e do sitio serina (S473). O mMTORC2 (mTOR
Complexo 2), fosforila AKT no sitio serina (S473), mas os meios que conduzem a
ativacdo de mTORC2 ainda ndo sdo bem compreendidos. Essa dupla fosforilacdo do
AKT néo depende uma da outra, mas é necessaria a fosforilacdo dos dois sitios para
gue AKT exerca sua acado (FOSTER; FINGAR, 2010; VADLAKONDA et al., 2013).
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Figura 3 - Via esquemética de sinalizacdo de AKT/mTOR e sua relagcdo com a expressao
de FN e suas isoformas e MMPs. Fonte: Adaptado de White et al., 2010.

O mTOR (Alvo de Rapamicina em Mamiferos) é uma proteina quinase que
forma dois complexos distintos, denominados mMTORC1 (MTOR Complexo 1) e
MTORC2 (mMTOR Complexo 2). O mTOR C1 é composto por seis proteinas, das
quais podemos citar: raptor, GBL ou mLST8, Deptor e PRAS40. mTORC2 é
composto por sete proteinas: rictor, GBL ou mLST8, deptor e protor 2 dentre outras.
Esses dois complexos sdo ativados de formas distintas e regulam processos
bioldgicos 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 ativacdo de uma GTPase, Rheb (Ras Homoloque
Enriched in Brain), que se associa ao dominio 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 ativacdo dessa proteina
(SANCAK et al,, 2007). O mTORC1 ativado participa na regulacdo de alguns
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processos celulares, tais como: sintese proteica, sintese de lipideo, metabolismo
energético e autofagia (LAPLANTE, SABATINI., 2012).

1.7 Regulacao da fibronectina e metaloproteinases de matriz por meio da via de
sinalizacdo de AKT/mTOR

AKT fosforilado ativa as proteinas SR, proteinas com dominio rico em serina e
arginina, que participam no controle de splicing alternativo (BLAUSTEIN et al., 2005;
LONG; CACERES, 2009). As proteinas SR, tais como SF2/ASF, SRp40 e SWAP
estdo envolvidas com o controle do splicing alternativo das regides EDA, EDB e
[IICS da molécula de FN, levando assim, a expresséo de diferentes isoformas de FN
(Figura 3) (WHITE et al., 2008).

Em nosso trabalho de mestrado (dados ainda nao publicados) também foi
observado in vitro que o estroma medular 6sseo 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
sinalizacdo do AKT pode estar envolvida no processo de splicing alternativo da FN.
Adicionalmente, dados preliminares de nosso laboratério indicam alteragfes nas
concentragbes de AKT total e fosforilado em células totais da medula Ossea
(BELTRAN, 2011).

Por outro lado, a via de sinalizacdo de AKT esta envolvida com a inducdo da
expressédo 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 expressao de MMP-9 por meio da ativacdo de AP-1
ativado pela via de sinalizacdo de AKT por VLA-5, principal integrina de interacdo
com a FN e que esta presente na CTPH, e que também estaria envolvida na
expressdo de MMP-9 (Figura 3). Dessa forma, a via de sinalizacdo do AKT é um
elemento comum entre a FN e MMP.
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1.8 Regulacao da fibronectina por meio do LC3

O LC3 (Light Chain 3) também conhecido como MLP3 (Microtubule-Associated
Protein) foi descrito como proteina associada aos microtiubulos em células neurais
de bovino (MANN, HAMARBACK., 1994). Foram identificados trés genes de LC3 em
humanos, LC3a, LC3B e LC3y, mas apenas dois genes foram identificados em
camundongos, o LC3a e LC3B (He et al., 2003). Pro-LC3 é clivado na regido c-
terminal pelo Atg4, que € uma cisteina-protease, dando origem assim a forma
citosolica do LC3, denominado LC3-l. O LC3-I pode ser conjugado com um
glicofosfolipidio, fosfatidiletanolamina, pelas proteinas Atg7 e Agt3, formando assim a
forma lipidada do LC3, denominada LC3-1l (TANIDA et al., 2004; ZHOU et al., 2016).

O RNAmM das isoformas de LC3 é expresso em diferentes tecidos, mas com
distinto padrdo de expressdo. O LC3a e LC3B é expresso no coragao, cérebro,
musculo esquelético e testiculo, mas o LC3B nao é expresso no timo e o LC3a nao é
expresso em leucécitos do sangue periférico (He et al., 2003). As trés isoformas de
LC3 estdo localizadas em diferentes regiées da célula, podendo também estar
colocalizadas, sugerindo que essas isoformas possuem funcgdes biologicas distintas
(KOUKOURAKIS et al., 2014). O LC3 é utilizado como um marcador da autofagia,
sendo esse processo a manutencao do equilibrio 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 estéo colocalizados na
regido perinuclear e que células musculares lisas do ducto arterioso que apresentam
alta expressdo de LC3 tém aumento da sintese de FN. Isso sugere que o LC3 liga-
se a regido ARE (AU-rich element) localizada na regiao 3' do RNAm, por ter uma
sequéncia similar as proteinas ligadoras de RNAm, assim favorecendo a traducdo
do RNAm da FN (Figura 3). A colocalizacdo de LC3 com o RNAm de FN é
necessaria para o controle da traducdo do RNAm (ZHOU, RABINOVITCH, 1998).
Cann et al. (2008), observaram que fibroblastos embrionarios LC3 /- apresentaram
menor expressdo proteica de FN, devido a menor traducdo do RNAm de FN.
Quando estas células sdo transfectadas com plasmideo de LC3, a sintese de FN

aumenta.
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2. HIPOTESE E OBJETIVO

Em virtude das alteragfes ja encontradas na MEC do estroma medular 6sseo
e a possivel relacao das alteragbes de FN com o comprometimento da hemopoese,
observado em camundongos desnutridos, nossa hipotese é que as alteracdes
guantitativas e qualitativas da FN no estroma medular 6ésseo, podem ser devido a
modificacdes em sua sintese por meio da via de sinalizagdo AKT/mTOR, LC3 e ou
por acdo de MMPs e TIMPs. Sendo assim, o objetivo deste estudo é elucidar os
mecanismos que conduzem as alteracbes de FN no estroma medular ésseo em
modelo murino de desnutricdo proteica. Para atingir este objetivo, foi proposto o
seguinte delineamento experimental:
Inducdo da desnutricdo pela utilizacdo de dieta hipoprotéica e avaliacdo do estado
nutricional dos camundongos por meio do consumo de racBes normoprotéica e
hipoprotéica, avaliagdo do peso corpéreo, dosagem de proteinas totais e albumina
plasmatica;
Avaliacdo do perfil hematol6gico dos camundongos por meio da determinacao do
hemograma, mielograma e andlise histopatolégica da medula 6ssea corada por H.E;
Determinacédo de FN, MMP-2 e MMP-9 em corte histologico de medula éssea por
imunohistoquimica;
Analise da expressao génica de FN e suas isoformas ex vivo e in vitro;
Estabelecer, in vitro, o estroma medular 0sseo utilizando o sistema de culturas de
longa-duracéo tipo Dexter a partir das células totais da medula 6ssea. ApGs o
estabelecimento do estroma medular 6sseo, serdo avaliadas:
» proteinas da via de sinalizacdo de AKT/mTOR e LC3 por Western Bloting,
» atividade enzimética de MMP-2 e MMP-9 por ensaio de atividade enziméatica e
zimografia,
» concentracdes de TIMP-1 e TIMP-2 por ELISA,
» citocinas TGF-B, TNF-a e IL-1 (que controlam a expressado de MMP-2 e MMP-
9) por ELISA,
» expressao génica de FN e suas isoformas, MMP-2, MMP-9 , TIMP-1, TIMP-2,
AKT, mTOR, LC3a e LC3B.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1 Camundongos

Foram utilizados 200 camundongos da linhagem C57BI/6J, machos, com 60
dias de idade, oriundos de colénias do biotério de Producdo e Experimentacdo
Camundongo da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas da Universidade de Séao
Paulo. Este projeto foi submetido & Comissdo de Etica em Experimentacéo
Camundongo da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas da Universidade de Sé&o
Paulo (CEEA/FCF), e aprovado conforme o protocolo (Protocolo CEUA/FCF/348).
(Anexo A).

3.2 Raglbes

As racdes utilizadas para a realizacdo deste projeto foram preparadas de
acordo com as recomendacfes do Instituto Americano de Nutricdo para
camundongos recém-desmamados (AIN93G modificada) e adultos (AIN93M
modificada) (REEVES et al., 1993; REEVES, 1997).

Foram preparados trés tipos de racdes; racdo de crescimento, contendo
17% de proteina, segundo a AIN93G modificada (Tabela 1), racdo controle ou
normoprotéica contendo 12% de proteina e racdo hipoprotéica contendo 2% de
proteina, segundo a AIN93M modificada (Tabela 2) (BORELLI et al., 2007). As
racbes foram preparadas em nosso laboratério na forma de granulado e
conservadas a 4°C até o momento do uso.

As racbes de crescimento, controle e hipoprotéica séo isocaldricas e diferem
apenas no conteudo proteico. A fonte de proteina utilizada foi a caseina (LABYNTH).
Entretanto, como aproximadamente 80% do fosfato advém da caseina, e com menor
quantidade da caseina na ragdo hipoprotéica a quantidade de fosfato disponivel é
menor, sendo, portanto, necessario corrigir-se a concentracdo de fosfato na mistura
salinica da racdo hipoprotéica. Esta correcdo ocorreu por meio do aumento do

fosfato de potassio monobasico, no entanto, para ndo aumentar as concentracdes
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de potédssio foi retirado o citrato de potdssio da mistura salinica, da ragéo

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

correcdo do fosfato em funcdo da maior concentracdo de caseina, sendo assim

diminui-se as concentracfes de fosfato de potassio monobasico e manteve-se a

concentracéo de citrato de potassio (Tabela 4). A mistura vitaminica néo diferiu entre

as racdes (Tabela 3). A concentracdo proteica da caseina e das ragbes foram
determinadas pelo método micro-Kjeldahl (INSTITUTO ADOLFO LUTZ, 1985)

(Tabela 5) e foram realizadas no laboratério de Bioquimica da Nutricdo (Faculdade

de Ciéncias Farmacéuticas, Universidade de S&o Paulo), pela Sra. Ivanir Pires e sob

a responsabilidade do Prof. Dr. Julio Tirapegui.

Tabela 1 - Composicdo da racdo de crescimento (AIN93G modificada)

Constituintes

Racgéo de crescimento

Proteinas (%)
Mistura salinica (g)™
Mistura vitaminica (g)"
Fibra alimentar (celulose) (g)
Oleo de milho (g)
Sacarose (Q)
L-cistina (g)
Bitartarato de Colina (g)
Tert-butilhidroguinona (mg)
Amido de milho g.s.p. (9)

17
175
50
250
350
500
15
12
0,07
5000

*Tabela 3, **Tabela 4

Dietas isocal6ricas de 3601,0 kcal/kg de racdo. g = grama
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Tabela 2 - Composicéo das racdes controle e hipoprotéica (AIN93M modificada)

Constituintes Racédo controle Racdo hipoprotéica
Proteinas (%) 12 2
Mistura salinica (g)” 175 175
Mistura vitaminica (g)’ 50 50
Fibra (celulose) (g) 250 250
Oleo de milho (g) 400 400
Sacarose (g) 500 500
Metionina (g) 7,5 7,5
Colina (g) 12,5 12,5
Tert-butilhidroguinona (mg) 0,04 0,04
Amido de milho g.s.p. (g) 5000 5000

*Tabela 3, **Tabela 4

Dietas isocaldricas de 3601,0 kcal/kg de racdo. g = grama

Tabela 3 - Composicdo da mistura vitaminica

Constituintes

Quantidade (g/Kg de mistura vitaminica)

Acido nicotinico
Pantotenato de calcio
Piridoxina-HI
Tiamina-HI
Riboflavina
Acido félico
D-biotina
Vitamina B-12
Vitamina E
Vitamina A
Vitamina D3
Vitamina K

Sacarose

3,00
1,60
0,70
0,60
0,60
0,20
0,02
2,50
15,00
0,80
0,25
0, 075
974, 655

Mistura vitaminica utilizada nas racdes de crescimento, controle e hipoprotéica.

(REEVES,1993)
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Tabela 4 - Composi¢céo da mistura salinica

Constituintes Racdo de Racéao Racao
crescimento controle hipoprotéica
(gKg)* (9/Kg)* (g/Kg)*
Carbonato de calcio anidro 357,00 357,00 357,00
Fosfato de potassio monobasico 196,58 258,75 263,45
Cloreto de sddio 74,00 74,00 74,00
Citrato de potassio 70,29 12,87 0,00
Sulfato de potassio 46,00 46,60 46,60
Oxido de magnesio 2400 2400 24,00
Citrato férrico 6,06 6,06 6,06
Carbonato de zinco 1,65 1,65 1,65
Carbonato de manganés 0,63 0,63 0,63
Carbonato cuprico 0,30 0,30 0,30
lodato de potassio 0,01 0,01 0,01
Selenato de sédio anidro 0,01025 0, 01025 0, 01025
Paramobilidato de amdnio 4 H20 0,00795 0, 00795 0, 00795
Meta-silicato de sédio 9 H20 1,45 1,45 1,45
Sulfato de potassio e crémio 0,275 0, 275 0, 275
Cloreto de litio 0,0174 0,0174 0, 0174
Acido bérico 0,0815 0, 0815 0, 0815
Fluoreto de sédio 0,0835 0, 0835 0, 0635
Carbonato de niquel 0,0318 0, 0318 0, 0318
Vanadato de amoénio 0,0086 0, 0066 0, 0066
Sacarose 221,54 216,186 225,36

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

Tabela 5 - Concentragao proteica das racdes utilizadas no experimento

Racdes

Parametro Crescimento N=10 Controle N=15 Hipoprotéica N=12
Proteina Total(%) 18,10 (17,23-18,97) 12,82 (12,50-13,13) 2,77 (2,66-2,87)

Determinacdo da concentracdo proteica das racOes realizadas pelo método de Micro-
Kjeldahl. Os valores estdo apresentados por média e (intervalo de confianca de 95%). N
indica o numero de ragdes utilizadas.
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3.3 Inducao da desnutricédo

Os camundongos recém-desmamados, com 21 dias de idade, foram mantidos
em gaiola com maravalha e receberam racdo de crescimento segundo a AIN93G
modificada e &agua 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 manha e desligadas as 18:00), umidade de 55 + 10%. Durante este periodo 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 manha e desligadas as 18:00),
umidade de 55 * 10%. Durante o periodo de duas semanas 0s camundongos
receberam uma racdo segundo a AIN93M modificada e &gua ad libitum. Os
camundongos foram pesados a cada 48 horas. Apés este periodo de adaptacédo os
camundongos foram separados aleatoriamente em dois grupos: nutrido ou controle
(C) alimentados com racdo controle; e desnutrido (D), que passaram a receber
racdo hipoprotéica segundo a AIN93M modificada (Du et al., 2000; BORELLI et al.,
2007), permanecendo individualmente em gaiolas. Ap0Gs cinco semanas, 0S
camundongos de ambos o0s grupos foram eutanasiados para obtencdo do material

bioldgico (Figura 4).

Coleta das
amostras

). Grupo Controle Ragdo Controle
—
. bioldgicas

5 semanas

p Ragao de Crescimento Ragao Controle
’ 30 dias 3 2 semanas
—l - -
G

aiola com maravalha Gaiola individual

Figura 4 - Figura esquematica referente ao delineamento experimental de inducdo a
desnutricdo durante o crescimento e desnutricdo dos camundongos.

Filnotes recém Cemundongos [ ] Coleta das
: adultos : | Desnutrido - Racdo Hipoprotéica 3

desmamados & di:s idade —— Grupo Desn O ? o amostras

21dias de idade | L | S8 5 semanas bicidgicas




45

3.4 Avaliacéo do estado nutricional dos camundongos

A avaliacdo do estado nutricional dos camundongos foi baseada na
determinacdo do peso corporal, consumo de racao a cada 48 horas e na analise da

concentracdo de proteinas totais e albumina plasmaticas.

3.5 Obtencéo das amostras biologicas

As amostras biolégicas de sangue total, foram obtidas ap6s os camundongos
serem previamente anestesiados com xilazina (16 mg/kg de peso corporal) e
cetamina (120 mg/kg de peso corporal). Apés a coleta os camundongos foram
eutanasiados por super dosagem de anestésico para coleta dos fémures e tibias
para obtencado de células da medula 6ssea.

3.6 Hemograma e contagem de reticul6citos

As amostras de sangue foram obtidas por meio de puncéo do plexo axilar dos
camundongos previamente anestesiados, utilizando-se solucdo de EDTA 10% em
PBS 1x pH 7,45, como anticoagulante. Estas amostras foram utilizadas para a
contagem global de hemacias, hematécrito, dosagem de hemoglobina e leucécitos
em contador automatico ABX VET®, HORIBA. Também foram realizadas extensdes
sanguineas, posteriormente coradas pelo método May-Grunwald-Giemsa modificado
(ROSENFELD, 1947) e analisadas ao microscopio Optico para a contagem
diferencial de leucdcitos circulantes e andlise morfologica. Os reticul6citos foram
determinados em extensdo sanguinea apoés coloracdo das células sanguineas com
a coloracao 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 Determinacao de proteinas totais e albumina plasmatica

As amostras de sangue foram obtidas de acordo com o item 3 5. Apés a
coleta, as amostras foram imediatamente centrifugadas (2000xg por 20 minutos, a
4°C). O plasma foi retirado e congelado em freezer a -40°C, onde permaneceu até a
realizacdo das andlises. A concentracdo de proteinas totais plasmatica foi
determinada pelo método de Biureto (GORNAL et al.,1949) e a dosagem de
albumina plasmética 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 espectrofotdmetro (VarioskanFlash® -

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

3.8 Obtencéo de células da medula 6ssea para realizacdo do mielograma

Para a realizagdo do mielograma foram coletadas células da medula 6ssea
obtidas por meio de lavagem da cavidade medular de ambos os fémures e tibias 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), apds o corte das epifises. O lavado obtido foi
utilizado para a realizacdo da contagem de células em camara de Neubauer e para a
realizacdo de laminas contendo células, preparadas por citocentrifugacdo da
suspensao celular e, posteriormente, coradas pelo método May-Grunwald-Giemsa
modificado (ROSENFELD, 1947). Estas laminas foram analisadas sob microscopio
de luz para a contagem diferencial das diferentes populacdes celulares presentes na

medula éssea, sendo contadas pelo menos 300 células por lamina/camundongo.

3.9 Estabelecimento do estroma medular 6sseo: Culturas de longa duracao

O estabelecimento do estroma medular ésseo foi realizado de acordo com o
protocolo descrito por Spooncer et al., (1993). A coleta das células da medula 6ssea

foi realizada em fluxo laminar, em condi¢cOes asseépticas. As células da medula 6ssea
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foram obtidas conforme descrito no item 3.7 com 4mL para cada fémur e 2 mL para
cada tibia 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 pmol/L), 100 Ul/mL de penicilina G sddica
e 100 pug/mL de estreptomicina (Sigma-Aldrich). A viabilidade celular foi realizada
com azul de Tripan 1% em PBS 1X pH7,4 no hemocitdbmetro de Neubauer. As
células foram plaqueadas (1,91x 108 células/mL/pogo) em placas aderentes (TPP)
de 24 pocos, com meio MyeloCult® M5300 (Stemcell Technologies) suplementado
com hidrocortisona (1 pmol/L) (Sigma-Aldrich) e mantidas em estufa com atmosfera
Uumida, a 33°C e com 5% de COz, por 28 e 35 dias.

A concentragdo 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 3°, 7°,
140, 21°, 28° e 35° dias, apoOs o plagueamento, utilizando-se o microscoépio de luz,
invertido, Nikon Eclipse TS100, com aumento de 40X (Dexter et al., 1977; Toksoz et
al., 1980).

3.10 Extracdo de proteinas totais do estroma medular sseo in vitro

ApoOs o estabelecimento do estroma medular 6sseo como descrito no item 3.8,
foi realizada a extracdo de proteinas totais das células e da MEC na cultura de 28° e
35° dias de cultivo. Apés a retirada do sobrenadante, cada poco foi lavado uma vez
com 1,0 mL de PBS estéril (pH 7,4). Apés a lavagem, foram adicionados em cada
poco 150 pL de tampdo RIPA® (Thermo Scientific) (25mM Tris-HCL pH7,6, 150mM
NaCl, 1% NP-40, 1% deoxicolato de sédio 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 auxilio de uma espatula (scraper) foi
obtido o lisado celular. Este lisado foi centrifugado a 14000xg por 15 minutos a 4°C,
para sedimentacdo do debris celular. Apés a centrifugacdo, o sobrenadante foi
retirado, aliquotado e congelado em freezer a -40°C até a realizagdo da dosagem de

proteina e analises de western blotting.
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3.11 Determinacao de proteinas totais extraidas do estroma medular 6sseo in vitro

As proteinas 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 espectrofotbmetro

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

3.12 Determinagdes de proteinas na via de sinalizagdo do AKT, mTOR e a proteina
LC3[ por Western blotting

Apds a obtencdo das proteinas da cultura de estroma medular ésseo de
acordo com o item 3.10, as amostras foram diluidas em Tampdo Laemmli 5X
concentrado (Tris HClI 300mM pH 6,8, contendo 0,01% de azul de bromofenol, 10%
de SDS, 50% de glicerol e 10% de B-mercaptoetanol) na proporcdo de 1 parte de
tampéo para 4 partes da amostra, deixando-se amostra a 70°C durante 10 minutos
para a desnaturacdo. As amostras foram armazenadas em freezer -40°C até o
momento da analise.

Foi utilizado gel gradiente 4 — 20% (Mini-PROTEAN® TGX™ Precast Gels,
Bio-Rad Laboratories, Inc) para a determinacéo de LC3[ e para as outras proteinas
analisadas foi utilizado gel de 7%. Para as determinacdes foram utilizados padréo de
peso molecular 260 kDa a 10 kDa (Spectra® Multicolor Broad Range- Thermo
Scientific), 30 pg/mL de proteina do extrato celular e membrana de PVDF
(Polyvinylidene Fluoride). O blogueio foi realizado em solucdo de TBS (Tampéao
Salina Tris) 1X pH 7,4 contendo 0.1% de Tween-20 e 5% de leite desnatado (Molico®
- Nestlé) por 1 hora, sob leve agitacdo, a temperatura ambiente. Os anticorpos
primarios utilizados bem como as diluicbes estdo listados no Quadro 2. Os
anticorpos primarios foram diluidos em TBS 1X pH 7,4 contendo 0.1% de Tween-20
e 5% de albumina bovina fragdo V (Inlab). A incubacdo com anticorpo primario foi
mantida overnight, a 4°C. O anticorpo secundario utilizado (Anti-Rabbit IgG, HRP-
linked- Cell Signaling Technology) foi diluido na proporc¢éo 1:1000 em TBS 1X pH 7,4
contendo 0.1% de Tween-20 e 5% de albumina bovina fracdo V (Inlab) e a

incubacdo ocorreu no periodo de uma hora, a temperatura ambiente e sob leve



agitacao.

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

Proteina e peso molecular

Anticorpo e diluicao

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
(Tyrd58) [ p55 (Tyrl99)
policlonal 1:1000*

p85
Rabbit

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
Rabbit policlonal 1:1000*

(Ser792)

Rictor 200 kDa #2114 Rictor (53A2) Rabbit mAb
monoclonal 1:1000 *
GBL 37 kDa #3274 GBL (86B8) Rabbit mAb

monoclonal 1:1000 *

PRASA4O0 total 40 kDa

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

PRASA40 fosforilado (treonina) 40kDa

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

LC3B 14-16 kDa

#2775 LC3B Rabbit policlonal

B-actina 43 kDa

#A3854 Anti-B-Actin-Peroxidase clone
AC-15 monoclonal 1:40000 **

* Cell Signaling Technology
** Sigma-Aldrich
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Foi realizada a deteccéo por quimioluminescéncia utilizando o kit de revelacao
ECL (ECL Prime® Western Blotting Detection Reagents, Amersham GE) no
equipamento ImageQuant 400® (GE, Healthcare). A aquisicdo da imagem e andlise
foi realizada utilizando o programa ImageQuant TL®. Para a quantificacdo das

proteinas de interesse foi utilizada a marcagéo de f3-actina, para normalizacgéo.

3.13 Carenciamento das culturas de longa duracao

Para a realizacdo das analises 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 contém MMPs (HAWKES et al., 2001).

Apbs o estabelecimento do estroma medular 6sseo como descrito no item 3.9,
nos 28° e 35° dia de cultivo foi retirado todo o meio de cultura da placa. Apés a
retirada do meio de cultura, cada poco foi lavado uma vez com 1,0 mL de PBS
(Tampéo 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 fracdo V (Inlab), e as
culturas mantidas em estufa com atmosfera umida, a 33°C e com 5% de CO:2 por 48
horas (periodo de carenciamento). Depois deste periodo o sobrenadante de cada
poco 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 realizacdo das andlises.

3.14 Zimografia

Para avaliar a atividade das MMP-2 e MMP-9 em suas formas pré-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 Umida, a 37°C e com 5% de CO..
ApoOs a confluéncia destas células, as mesmas foram carenciadas como descrito no
item 3.13.

Apés a quantificacdo das proteinas totais (Kit BCA- Thermo Scientific) do
sobrenadante das culturas carenciadas como descrito no item 3.13, as amostras
foram diluidas em Tampédo Laemmli 5X concentrado (Tris HClI 300mM pH 6,8,
contendo 0,01% de azul de bromofenol, 10% de SDS, 50% de glicerol) livre -
mercaptoetanol, na proporcéo de 1 parte de tampéo para 4 partes de amostra, sem
aguece-las.

A eletroforese foi realizada em gel de poliacrilamida dodecil sulfato de sddio
(SDS-PAGE) 10%, de 1 mm, contendo 5 mg/mL de gelatina oriunda da pele de suino
(Bio-rad Laboratories). Para a eletroforese foi aplicado 200ug/mL de proteina do
sobrenadante, em 50V a 400mA por 30 minutos e 100V a 400mA até as amostras
atingirem o fim do gel. Imédiatamente apds a eletroforese o gel foi lavado trés vezes
(15 minutos cada lavagem), em solucao 2,5% de Triton X-100 para remover o SDS.
A seguir o gel foi incubado com tampédo (50mM Tris/HCL, 10mM CaClz e 0,1um
ZnCl2) por 18 horas a 37°C. ApGs este periodo o gel foi corado com azul de
Coomasie brilhante R-250 0,5% (Sigma-Aldrich™) e descorado com 10% de metanol
e 10% de acido acético, para visualizacdo das bandas no gel.

A aquisicdo da imagem do gel foi realizada utilizando um densitometro
(ImageScanner III® - GE Healthcare Life Sciences) e software LabScan. Para andlise
foi utilizando o software ImageQuant TL™.

Como controle negativo foram utilizados outros dois géis que foram incubados
com tampédo contendo 50mM Tris/HCL, 10mM CacClz, 0,1um ZnCl2 e 10mM EDTA
dissodico ou com tampé&o contendo 50mM Tris/HCL, 10mM CaClz, 0,1um ZnClz e
5mM de fenantrolina 1-10 (Sigma-Aldrich). Estes controles foram utilizados afim de
confirmar que a degradacao da gelatina contida no gel da eletroforese foi realizada
apenas por MMPs presentes nas amostras, pois o EDTA é quelante de célcio e a

fenantrolina é quelante de zinco e ambos importantes para a acdo 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 concentragdes
enddégenas 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 0sseo in vitro obtidos nos 28° e 35° 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 quantificacdo da atividade da MMP-2 e MMP-9 total (forma inativa e
ativa) foi utilizado uma solucdo 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 espectrofotbmetro (BioTek™), em 405nm, no tempo O e 1 hora para MMP9 e
tempo 0 e 3 horas para MMP2. Previamente jA haviamos realizado testes pilotos para

determinar o melhor periodo de incubacédo e de leitura para cada ensaio.

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

Para quantificacdo de TIMP-1 e TIMP-2 foram utilizados os sobrenadantes do
estroma medular 6sseo in vitro obtidos nos 28° e 35° dia de cultivo, submetidas ao
carenciamento. A quantificacao foi realizada por meio do ensaio de ELISA, utilizando
um Kit comercial da Abcam. A reacao foi realizado de acordo com as recomendacdes
do fabricante. Todas as amostras foram analisadas em duplicata, sendo as
concentracdes obtidas por meio de uma curva padréo. As leituras foram realizadas

em espectrofotometro (BioTek), em 450nm.
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3.17 Avaliacdo das citocinas sintetizadas no estroma medular 6sseo in vitro

Para quantificagdo das citocinas, TNF-a, TGF- e IL-1B3, foram utilizados os
sobrenadantes das culturas de longa duracdo nos 28° e 35° dia de cultivo. A
quantificacdo foi realizada por meio do ensaio de ELISA, utilizando Kit comercial,
Quantikine® ELISA da R&D Systems. A reacdo foi realizada de acordo com as
recomendacgOes do fabricante. Todas as amostras foram analisadas em duplicata,
sendo as concentragcdes obtidas por meio de uma curva padrédo. As leituras foram
realizadas em espectrofotdmetro (VarioskanFlash® - Thermo Scientific), em 450mm e
540nm. Em todos os ensaios foram utilizados como controles, proteinas
recombinantes (R&D Systems).

Para quantificagcdo de TGF-B, as amostras foram previamente tratadas com as
solucdes de 1IN HCL e 1,2 N NaOH/0,5 M HEPES, de acordo com as recomendacdes
do fabricante, e o pH das amostras foram mantidos entre 7,2-7,6. As concentracfes

mensuradas de TGF- foram corrigidas pelo fator de diluicdo.

3.18 Andlises histopatologica da medula éssea

Apés a eutanasia dos camundongos por super dosagem de anestésico, 0S
fémures foram coletados para analise histopatolégica da medula 6ssea.

Os fémures foram fixados em solucéo de paraformaldeido 1,4%, durante 24
horas, com troca apds 12 horas. Posteriormente foram lavados em tampao fosfato
com sacarose, e mantidos no mesmo tampdo durante seis horas. Depois deste
periodo os fémures foram desidratados gradativamente em solucdo de etanol 70% a
100%, durante uma hora cada. Em seguida foram mantidos em duas incubacdes de
xilol durante trés horas cada e mantidos em solucdo de resina (Technovit® 9100
Methyl Metacrylate (MMA) com xilol por 12 horas. Seguidamente os fémures foram
incubados em resina com reagente polimerizante durante 24 horas. Apds este
periodo os fémures foram incubados em resina com reagente polimerizante e
polimetilmetacrilato (PMMA) durante 24 horas. Todas as etapas anteriores foram

realizadas a 4°C. Posteriormente os fémures foram incluidos em solucdo de
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polimerizagao e permaneceram a -20°C durante 48 horas.
Para obtencdo dos cortes histologicos os fémures, ja incluidos, foram
cortados em microtomo (RM2245 — Leica). Os cortes, de 5um de espessura foram

montados em laminas de vidro cobertas com poli-lisina.

3.19 Coloragao de hematoxilina e eosina

Para a realizacdo da coloracdo de hematoxilina e eosina, os cortes dos
fémures 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 remocao da resina. Logo apés os cortes foram hidratados em
solucdo de alcool 95%, alcool 70% e agua bidestilada por dois minutos cada,
seguidamente foram corados com Hematoxilina de Mayer (Merck) por cinco minutos
e Eosina y- Solucdo aquosa 0,5% (Merck) por quatro minutos. Depois da coloracéo
os cortes foram desidratados gradativamente em solucdo de alcool 70% a 100%, e
incubados em xilol para a montagem da lamina em meio de montagem (Entellan).
Todas as etapas anteriores foram realizadas a temperatura ambiente.

Foi realizada a andlise e as fotomicrografia dos cortes histolégicos dos
fémures em de microscopio éptico Nikon Eclipse 80i® e Software NIS-Elements A
3.1

3.20 Andlise de fibronectina, MMP-2 e MMP-9 por imunohistoquimica

Para a analise de FN, MMP-2 e MMP-9 na medula 6ssea, os cortes dos
fémures 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 remocdo da resina. Logo apdés os cortes foram hidratados em
solucéo de alcool 95%, alcool 70% e agua bidestilada por dois minutos cada, em
seguida os cortes foram incubados com tampao citrato por 20 minutos a 60°C, para

recuperacdo antigénica e solucao de peréxido de hidrogénio 3% para o bloqueio de
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peroxidade enddgena, por 15 minutos a temperatura ambiente. Os cortes foram
incubados em solucéo Protein Block (Spring Bioscience) para o bloqueio de ligactes
inespecificas por 10 minutos a temperatura ambiente e seguidamente incubados
com anticorpo primario (Anti-Fibronectina Rabbit policlonal; abcam ab23750, Anti-
MMP-2 mouse monoclonal; abcam ab86607, Anti-MMP-9 mouse monoclonal; abcam
ab119906, Abcam) diluidos em solucdo diluente (Spring Bioscience) na proporcao
1:400, 1:2000 e 1:3000 respectivamente em camara Umida, overnight a 4°C. Foi
utilizado o sistema de deteccdo 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 reacdo foi realizada de acordo com as
recomendacdes do fabricante. Foi utilizado DAB Substrate System® (DAB
Chromogen / DAB Substrste, Spring Bioscience) sobre os cortes, ao abrigo da luz,
por 10 minutos. Apos este periodo os cortes foram lavados com agua destilada, trés
vezes de cinco minutos cada e contracorados com Hematoxilina de Mayers (Merck)
por um minuto. Depois os cortes foram desidratados gradativamente em solucdo de
alcool 70% a 100%, e incubados em xilol para a montagem da lamina em meio de
montagem (Entellan).

Foi realizada a andlise e as fotomicrografias da imunohistoquimica dos
fémures por meio de microscépio optico Nikon Eclipse 80i e Software NIS-Elements
A3.1.

3.21 Andlise da expressao dos genes da FN e suas isoformas, de MMPs, TIMPs,
AKT, mTOR e LC3p

3.21.1 Extracdo de RNA ex vivo

Apos a coleta das células totais da medula 6ssea, como descrito no item 3.8,
as mesmas foram centrifugadas a 1200rpm por 10 minutos a 4°C. Em seguida o
sobrenadante foi desprezado e adicionado 1 mL de solucdo hipotdnica (0,2% NacCl)

por 30 segundos, para a lise das heméacias, logo apos foi adicionado 1mL de solugéo
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hipertbnica (1,6% NaCl) por 30 segundos, imédiatamente as células foram
centrifugadas. Depois da lise das hemacias, foi realizada a extracdo do RNA total,
por meio do Kit, RNAspin Mini RNA isolation®, da GE Healthcare Life Sciences, de

acordo com as instrucdes do fabricante.

3.21.2 Extracdo de RNA in vitro

Posteriormente ao estabelecimento do estroma medular 6sseo nos 28° e 35°
dia de cultivo, foi realizada a extragdo do RNA total, por meio do Kit, RNAspin Mini
RNA isolation® (GE Healthcare Life Sciences) de acordo com as instrucfes do
fabricante. A concentracdo do RNA total purificado foi determinada no

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

3.21.3 Sintese do DNA complementar (cCDNA)

Para a sintese de cDNA foram utilizados os seguintes reagentes: 10uL de
RNA total na concentracdo de 400ng/uL, 2,0uL de RT buffer 10X, 0,8 pL de dNTP
mix (100mM), 2,0uL RT Random Primers 10X, 1,0uL de MultiScribe® Reverse
Transcriptase, 1,0uL de inibidor de RNase e 3,2 yL de 4gua 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 sintese de cDNA.
A reacdo foi feita sob as seguintes condi¢des de ciclagem: incubacéo 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 instrucdes do fabricante. A eficiéncia da reacao de
transcricdo reversa foi considerada igual para todas as amostras. O cDNA obtido foi
armazenado a -40 C até a realizacdo da PCR em tempo real. Foi utilizado o Kit
High-Capacity cDNA Reverse Transcription® (Appleid Biosystems) para a sintese de
cDNA e o termociclador da MJ Reserch PTC 200.
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3.21.4 Controle enddgeno

Para a selecdo do controle enddgeno foi utilizado uma placa contendo 32
genes enddgenos para camundongo, TagMan® Array 96-Well Fats Plate (Appleid
Biosystems) (Quadro 3). Foi realizado um pool de trés amostras de RNA total de

estroma medular 6sseo in vitro, para cada grupo analisado.

Quadro 3 - Genes enddgenos para camundongo:

Gene endbgeno
GAPDH HMBS UBC CDNKN1A EIF2B1 MRPL19
HPRT1 IPOS8 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 Determinacédo da expressao dos genes de interesse

Foi analisada a expressao dos genes da FN e suas isoformas (EDA, EDB,
ICS), MMP-9, MMP-2, TIMP-1 e TIMP-2, AKT, mTOR, LC3a e LC3B (Quadro 4).

A determinacdo da expressao dos genes de interesse foi feita por PCR em
tempo real utilizando o sistema TagMan® 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 amplificacdo é avaliada por monitoramento continuo da
fluorescéncia de cada amostra, entre 520 e 660 nm, de forma que a intensidade de
fluorescéncia detectada € diretamente proporcional a quantidade de cDNA presente
na amostra. Estes dados sdo traduzidos por um software especifico e plotados em
um grafico que mostra a intensidade de fluorescéncia versus o numero de ciclos.
Quanto maior a quantidade de cDNA molde presente no inicio da rea¢do, menor é o
namero de ciclos para deteccdo de uma intensidade de fluorescéncia
estatisticamente significante (HIRAYAMA et al., 2008).
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O volume total de reacdo de 10ul foi composto de 1,0uL de cDNA, 5,0 ul de
TagMan® Fast Universal Master Mix (Applied Biosystems, Carlsbad, CA, EUA), 0,5 pl
de cada iniciador (sense e antisense) — marcado com sonda FAM e referéncia
passiva ROX — e 3,5 ul de agua livre de DNase e RNase. As condi¢cdes de
termociclagem utilizadas foram de 40 ciclos de 1 segundo a 95°C e 20 segundos
60°C.

Os valores quantitativos da expressao génica foram obtidos pelos valores do
Ct, que se caracteriza pelo inicio da amplificacdo do produto de PCR. Para a
guantificacdo da expressdo génica foi utilizado o método de quantificacéo relativa
(LIVAK; SCHMITTGEN, 2001) de acordo com a seguinte formula:

Taxa de expressao relatlva = 2-(ACt amostra — ACt Calibrador) - 2' AACt

O ACt é obtido pela subtracdo da média dos Cts do gene de interesse pela
média dos Cts do controle enddgeno, para normalizacdo dos dados. O calibrador é a
amostra utilizada como base para resultados comparativos. Como controle de
qualidade, todas as reacbes foram realizadas em duplicata e para cada placa de

reacao foram utilizados controles negativos.

Quadro 4 - Genes de interesse e gene enddgeno:

Nome do Simbolo do Espécie Identidade do Tamanho do
gene gene ensaio fragmento

amplificado
(pb)
Fibronectina FN1 Mus musculus MmO01256744 m1l 58
EDA FNDC3A Mus musculus Mm01312526 ml 61
EDB FNDC3B Mus musculus MmO00557412 m1l 60
lHICS FNDC5 Mus musculus Mm01181543 m1l 65
MMP-2 MMP2 Mus musculus MmO00439498 m1l 62
MMP-9 MMP9 Mus musculus Mm00442991 ml 76
TIMP-1 TIMP1 Mus musculus Mm00441818 ml 90
TIMP-2 TIMP2 Mus musculus MmO00441825 m1l 63
LC3a MAP1LC3A Mus musculus MmO00458725 gl 74
LC3p MAP1LC3B Mus musculus MmO00782868 sH 141
Mtor MLSTS8 Mus musculus Mm01299633 ml 78
AKT 1 AKT 1 Mus musculus MmO01331626 m1 69
AKT 2 AKT 2 Mus musculus Mm02026778 gl 147
B-actina ACTB Mus musculus MmO00607939 m1l 115

Pb: pares de bases
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4 Andlise estatistica

Todos os resultados foram submetidos ao teste de distribuicdo Gaussiana e na
dependéncia dos resultados, foram utilizados testes paramétricos ou nao
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 Avaliagéo do estado nutricional

Foi observado que os camundongos do grupo desnutrido apresentaram
diminuicdo progressiva seguida da manutenc¢do do peso corporal, durante o periodo
de desnutricdo proteica, quando comparados aos camundongos do grupo controle
gue aumentaram o peso corporal durante 0 mesmo periodo avaliado (Gréafico 1A e
1B).

Em relagcdo ao consumo de racdo nao foi observado diferenca significativa
entre os grupos analisados (Grafico 2A). Contudo o grupo desnutrido apresentou
menor consumo de proteina em relacdo ao grupo controle, uma vez que a ragao
hipoproteica, oferecida ao grupo desnutrido, possui apenas 2% de proteina (Gréfico
2B).

O grupo desnutrido apresentou significativa reducdo nas concentragdes

plasmatica de proteinas totais e albumina em relacéo ao grupo controle (Tabela 6).
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Grafico 1 - (A) Variacdo do peso corporal, expressa em grama, durante o periodo de
inducdo a desnutricdo proteica. (B) Porcentagem da variagdo do peso corporal durante o
experimento. Os valores estdo apresentados por média e (intervalo de confianca de 95%).
Foi utilizado o teste-T. Colunas com letras diferentes sdo de valores significativamente
diferentes. Grupo controle N=14 e grupo desnutrido N=14. A letra N indica o nimero de
camundongos avaliados.
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Grafico 2 - (A) Consumo de racdo e (B) consumo de proteina durante o experimento. Os
valores estdo apresentados por média e (intervalo de confianga de 95%) Foi utilizado o
teste-T. Colunas com letras diferentes sdo de valores significativamente diferentes. Grupo

controle N=14 e grupo desnutrido N=14. A letra N indica o nimero de camundongos
avaliados.

Tabela 6 - Concentracdo plasmatica de proteinas totais e albumina

Grupos
Parametros Controle N=14 Desnutrido N=14 p valor
Proteinas totais g/dL 4,65 (5,08-4,21)2 3,74 (4,13-3,34)° 0,001
Albumina g/dL 1,97 (2,18-1,77)2 1,65 (1,82-1,47)P 0,007

Os valores estdo apresentados por média e (intervalo de confianca de 95%) Foi utilizado o
teste-T Valores com letras diferentes sobrescritas sdo significativamente diferentes. Grupo

controle N=14 e grupo desnutrido N=14. A letra N indica o numero de camundongos
avaliados.

5.2 Avaliagdo hematoldgica

5.2.1 Eritrograma

O grupo desnutrido apresentou reducao significativa do niumero de hemacias,
da concentracdo de hemoglobina, da porcentagem de hematdécrito e do niamero de
reticulocitos em relacdo ao grupo controle. Quanto aos indices hematimétricos foi

observada uma reducgéo significativa dos valores de VCM e HCM no grupo
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desnutrido em relagdo ao grupo controle. Nao foi observada diferengca nos valores
de CHCM entre os grupos analisados (Tabela 7).

Tabela 7 — Valores do eritrograma e indices hematimétricos do sangue periférico de
camudongos do grupo controle e desnutrido

Grupos
Parametros Controle N=14 Desnutrido N=14 p valor
Heméacias 9,46 (8,73-9,70)2 7,93 (6,97-8,72)° 0,003

(x10%/mm3)
Hemoglobina (g/dL) 13,90 (12,50-14,43)2 11,25 (9,85-12,45)b 0,001

Hematocrito (%) 42,35 (38,23-43,23)2 34,80 (29,88-38,83)° 0,002

VCM (fL) 45,00 (44,75-45,00)* 44,00 (43,75-44,00)°  <0,001
HCM (pg) 14,80 (14,60-15,00)2 14,30 (14,18-14,53)°  <0,001
CHCM (%) 32,95 (32,70-33,23) 32,80 (32,30-33,53) 0,314
Reticulcitos (%) 9,35 (8,50-11,20)2 7,75 (7,30-8,74)° 0,015

Os valores estao apresentados por mediana e (intervalo interquartilico). Foi utilizado o teste
Mann-Whitney Valores com letras diferentes sobrescritas sé@o significativamente diferentes
entre os grupos. Grupo controle N=14 e grupo desnutrido N=14. A letra N indica 0 numero
de camundongos avaliados.

VCM (Volume Corpuscular Médio), HCM (Concentragdo Corpuscular Média) e CHCM
(Concentracéo de Hemoglobina Corpuscular Média).

5.2.2 Leucograma

Os camundongos do grupo desnutrido apresentaram leucopenia com reducao
significativa nos valores absolutos de linfocitos no sangue periférico, (Tabela 8). Nao

foram observados basofilos nas preparacfes analisadas.
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Tabela 8 - Numero absoluto de leucécitos e das diferentes populacfes leucocitarias
presente no sangue periférico de camudongos dos grupos controle e desnutrido.

Grupos
Parametros Controle N=14 Desnutrido N=14 p valor
Leucdcitos 1,80 (1,55-3,00)2 1,20 (1,00-2,20)° 0,038
(x103/mm3)
Neutrofilos 141,50 (72,75-245,80) 204,00 (111,00-252,80) 0,331
Segmentados (mm?3)
Eosindfilos (/mm3) 30,50 (15,50-40,50) 32,50 (0,00-70,50) 0,399

Linfécitos (/mm?3) 1668,00 (1452,00-2560,00)2 1229,00 (780,30-2027,00)> 0,042

Mondcitos(/mm?3) 0,00 (0,00-72,75) 4,50 (0,00 -90,50) 0,411

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

5.2.3 Numero de células totais da medula 6ssea e mielograma

Os camundongos do grupo desnutrido apresentaram reducéo significativa no
namero de células nucleadas da medula 6ssea (Grafico 3). Em relacdo a analise
diferencial das células totais da medula éssea os camundongos do grupo desnutrido
apresentaram menor quantidade de blastos e formas imaturas de granuldcitos e

também reducao da linhagem eritréide (Tabela 9).
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Grafico 3 — Numero de células nucleadas totais da medula éssea dos camundongos do
grupo controle (N=11) e do grupo desnutrido (N=11). Os valores estdo apresentados por
média e intervalo de confianca de 95%. Foi utilizado o teste-T Colunas com letras diferentes
sédo de valores significativamente diferentes. A letra N indica o nimero de camundongos
avaliados.
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Grupos
Tipo celular Controle N=4 Desnutrido N=4 P valor
(x105/mm?) (x106/mm?)
Blastos 3,95 (3,34-6,05)2 0,71 (0,00-2,76)° 0,029
Formas imaturas 4,40 (4,012-5,18)3 1,06 (0,00-3,31)° 0,029
Formas Jovens 11,87 (10,03-13,44) 8,52 (7,82-21,88) 0,350
Formas em Anel 44 37 (43,52-60-20) 53,35 (28,22-57,40) 0,500
Neutrofilos 52,25 (43,37-63,32) 55,91 (45,52-63,65) 0,428
segmentados
10,65 (5,74-18,15) 14,48 (3,38-18,03) 0,430
Eosindfilos
Mono-Macrofago 9,41 (8,36-15,63) 10,49 (4,09-11,15) 0,500
Linfocitos 35,95 (28,48-45,98) 35,14 (30,91-36,80) 0,500
Plasmocitos 0,48 (0,00-075) 0,35 (0,00-1,00) 0,449
Proeritroblastos 10,11 (9,67-15,82)2 7,11 (5,32-8,83)° 0,050
Eritroblastos Basdfilo 16,62 (11,70-18,15)2 6,41 (6,39-7,95)° 0,050
Eritroblastos 63,76 (45,96-85,99) 44 10 (17,57-49,74) 0,114

Policromatico/
Ortocromatico

Os valores estédo apresentados por mediana e (intervalo interquartilico). Foi utilizado o teste
Mann-Whitney Valores com letras diferentes sobrescritas s&o significativamente diferentes.
Grupo controle N=4 e grupo desnutrido N=4. A letra N indica o nimero de camundongos

avaliados

5.3 Analises histopatoldgica da medula 6ssea

A medula 6ssea dos grupo analisados apresentou aspecto normal com

estruturas preservadas, ndo tendo sido observadas diferencas significativas entre

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

0ssea tenha sido significativamente menor nos camudongos do grupo desnutrido

conforme ja mencionado no iten 5.2.3.
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Figura 5 - Fotomicrografia da medula éssea do grupo controle (A) e do grupo desnutrido
(B). Coloracédo 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 nimero de camundongos
avaliados.
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5.4 Determinacdes das proteinas na via de sinalizacdo do AKT e mTOR por western

bloting em células estromais da medula 6ssea in vitro

5.4.1 PI3K total e PI3K fosforilado

O anticorpo utilizado para determinacdo de PI3K total, detectou nives endégenos da
subunidade reguladora p85. Ja o anticorpo para determinacdo de PI3K fosforilado,
detectou concentracdes endogenas de duas subunidades reguladoras fosforiladas
no sitio treonina, p85 e p55. O estroma medular 6sseo in vitro do grupo desnutrido
nao apresentou diferenca significativa ndo quantidade de PI3K total e PI3K
fosforilado na subunidade p85 entre os grupos e dias analisado (Grafico 4 A, Al, 4
B e B1). Enquanto que a quantidade de PI3K fosforilado na subunidade p55 no
estroma medular 6sseo in vitro do 28° dia de cultivo do grupo desnutrido foi

significativamente menor (Grafico 4 C e C1).

5.4.2 AKT total e fosforilado

N&ao foi observado diferenca significativa referente a quantidade de AKT total
no estroma medular ésseo in vitro do 28° e 35° dia de cultivo do grupo desnutrido
quando comparado ao grupo controle do mesmo periodo. Também nédo foi
observada diferencas entre os grupos controle e desnutrido de 28° com 0s grupos
controle e desnutrido de 35° (Gréfico 5 A e Al).

Em relagdo ao AKT fosforilado no sitio serina e o AKT fosforilado no sitio
treonina, o grupo desnutrido do 28° dia de cultivo apresentou menor quantidade
guando comparado ao grupo controle do mesmo periodo. Porém esta diferenca néo
foi observada no 35° dia. Também n&o foi observada diferencas entre os grupos
controle e desnutrido de 28° dia cultivo com os grupos controle e desnutrido de 35°
dia cultivo (Gréafico 5 B, B1 e Grafico 5 C, C1 respectivamente).
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5.4.3 Pten fosforilado

N&o foi observado diferenca significativa na quantidade de Pten fosforilado no
sitio serina, no grupo desnutrido do 28° dia de cultivo em relagdo ao grupo controle
do mesmo periodo, no entanto foi observado menor quantidade de Pten no grupo
desnutrido do 28° dia de cultivo, quando comparado ao grupo controle e desnutrido
do 35° dia de cultivo. Nao foi observada diferenca significativa entre 0s grupos
controle e desnutrido do 35° dia cultivo (Gréfico 6 B e B1).

5.4.4 PDK total e fosforilado

A gquantidade de PDK total ndo diferiu entre os grupos e dias analisados
(grafico 6 B). O PDK fosforilado no sitio serina ndo se apresentou diferente no grupo
desnutrido do 28° dia de cultivo em relagcdo ao grupo controle do mesmo periodo. No
entanto, foi observada menor quantidade de PDK fosforilado no grupo desnutrido do
28° dia de cultivo, quando comparado aos grupos controle e desnutrido do 35° dia de
cultivo. Nao foi observada diferenca significativa entre os grupos controle e
desnutrido do 35° dia de cultivo (Grafico 6 A e Al).
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Gréafico 4 - Proteinas da via de sinalizagdo do AKT em células do estroma medular ésseo in
vitro nos 28° e 35° dia de cultivo. Determinacgéo de PI3K p85 total (A e Al), PI3K p85 tirosina
(B e B1), PI3K p55 tirosina (C e C1). (A e B) os valores estdo apresentados por média e
intervalo de confianca de 95%. Foi utilizado o teste Anova (One-Way) com pos teste em
Bonferroni. (C) os valores estdo apresentados por meédia geométrica e (intervalo de
confianga) 95%. Foi utilizado o teste Kruskal-Wallis com pds teste em Dunn. Grupo controle
(N=7) e do grupo desnutrido (N=7). A expresséo das proteinas foi normalizada pela B-actina.
Colunas com letras diferentes séo de valores significativamente diferentes entre os grupos.
A letra N indica o nimero de camundongos avaliados. C (grupo controle), D (grupo
desnutrido).
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Grafico 5 - Proteinas da via de sinalizacdo do AKT em células do estroma medular ésseo in
vitro nos 28° e 35° dia de cultivo. AKT total (A e Al), AKT serina (B e B1), AKT treonina (C e
C1). Os valores estao apresentados por média e intervalo de confianca 95%. Foi utilizado o
teste Anova (One-Way) com pés teste em Bonferroni. Grupo controle (N=7) e do grupo
desnutrido (N=7). A expressao das proteinas foi normalizada pela B-actina. Colunas com
letras diferentes séo de valores significativamente diferentes entre os grupos. A letra N
indica o numero de camundongos avaliados. C (grupo controle), D (grupo desnutrido).
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Grafico 6 - Proteinas da via de sinalizacdo do AKT em células do estroma medular ésseo in
vitro nos 28° e 35° dia de cultivo. Determinacéo de Pten serina (A e Al), PDK total (B e B1),
PDK serina (C e C1). (A) os valores estao apresentados por média e intervalo de confianca
95%. Foi utilizado o teste Anova (One-Way) com pos teste em Bonferroni. (B e C) os valores
estdo apresentados por média geométrica e (intervalo de confianga) 95%. Foi utilizado o
teste Kruskal-Wallis com pos teste em Dunn. Grupo controle (N=7) e do grupo desnutrido
(N=7). A expressdo das proteinas foi normalizada pela B-actina. Colunas com letras
diferentes s@o de valores significativamente diferentes entre os grupos. A letra N indica o
namero 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 28° dia de cultivo apresentaram menor quantidade de mTOR total, mTOR
fosforilado no sitio serina 2481 e mTOR fosforilado no sitio serina 2448, quando
comparado ao estroma oriundo grupo controle do 28° dia e 35° dia de cultivo
(Gréfico 7 A, Al; B, B1 e C e C1, respectivamente). Além disso o grupo desnutrido
28° dia de cultivo, apresentou menor quantidade de mTOR fosforilado no sitio serina
2448 em relacdo ao grupo desnutrido do 35° dia de cultivo (Grafico 7 C e C1). Nao
foi observado diferenca nas quantidades de mTOR total, mTOR fosforilado no sitio
serina 2481 e mTOR fosforilado no sitio serina 2448 entre os grupos controle e
desnutrido do 35° dia de cultivo (Grafico 7 A, Al; B, B1 e C e C1, respectivamente).

5.4.6 Rictor, GBL, Raptor total e fosforilado, PRAS40 total e fosforilado

N&o foi observada diferenca significativa nas quantidades de Rictor e G3L
entre os extratos de cultura das células obtidas dos camundongos dos grupos
controle e desnutrido do 28° dia e 35° dia de cultivo (Gréafico 7 A, A1 e B e B1,
respectivamente).

Os resultados das proteinas Raptor total, Raptor fosforilado (Gréafico 9 A, A1,
9 B, B1), PRAS40 total e PRAS40 fosforilado determinados no estroma medula in
vitro (Gréafico 10 A, Al, 10 B e B1) néo diferiram entre os grupos e dias analisados.
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Grafico 7 - Proteinas da via de sinalizacdo do AKT em células do estroma medular ésseo in
vitro nos 28° e 35° dia de cultivo. Determinacdo de mTOR total (A e A1), mTOR serina 2481
(B e B1) e mTOR serina 2448 (C e C1). Os valores estdo apresentados por média e
intervalo de confianga 95%. Foi utilizado o teste Anova (One-Way) com pdés teste em
Bonferroni. Grupo controle (N=7) e do grupo desnutrido (N=7). A expressao das proteinas foi
normalizada pela B-actina. Colunas com letras diferentes sdo de valores significativamente
diferentes entre os grupos. A letra N indica o numero de camundongos avaliados. C (grupo
controle), D (grupo desnutrido).
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Grafico 8 - Proteinas da via de sinalizacdo do AKT em células do estroma medular ésseo in
vitro nos 28° e 35° dia de cultivo. Determinacdo de Rictor (A e Al) e GBL (B e B1). Os
valores estdo apresentados por média e (intervalo de confianca) 95%. Foi utilizado o teste
Anova (One-Way) com pos teste em Bonferroni. Grupo controle (N=7) e do grupo desnutrido
(N=7). A expressédo das proteinas foi normalizada pela B-actina. Colunas com letras
diferentes sdo de valores significativamente diferentes entre os grupos. A letra N indica o
namero de camundongos avaliados. C (grupo controle), D (grupo desnutrido).
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Grafico 9 - Proteinas da via de sinalizacdo do AKT em células do estroma medular ésseo in
vitro nos 28° e 35° dia de cultivo. Determinacgéo de Raptor Total (A e Al), Raptor serina (B e
B1). (A) os valores estdo apresentados por média geométrica e intervalo de confianga 95%.
Foi utilizado o teste Kruskal-Wallis com pds teste em Dunn. (B) os valores estdo
apresentados por média e intervalo de confiangca 95%. Foi utilizado o teste Anova (One-
Way) com pés teste em Bonferroni. Grupo controle (N=7) e do grupo desnutrido (N=7). A
expressao das proteinas foi normalizada pela B-actina. Colunas com letras diferentes séo de
valores significativamente diferentes entre os grupos. A letra N indica o numero de
camundongos avaliados. C (grupo controle), D (grupo desnutrido).
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Grafico 10 - Proteinas da via de sinalizacdo do AKT em células do estroma medular 6sseo
in vitro nos 28° e 35° dia de cultivo. Determinacdo de PRAS40 Total (A e Al), PRAS40
treonina (B e B1). Os valores estdo apresentados por média geométrica e intervalo de
confianca 95%. Foi utilizado o teste Kruskal-Wallis com p6s teste em Dunn. Grupo controle
(N=7) e do grupo desnutrido (N=7). A expresséo das proteinas foi normalizada pela B-actina.
Colunas com letras diferentes séo de valores significativamente diferentes entre os grupos.
A letra N indica o niumero de camundongos avaliados. C (grupo controle), D (grupo
desnutrido).
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5.4.7 LC3pB

O anticorpo utilizado para determinagédo de LC3[, detectou concentragbes
endogénas das formas | e Il desta proteina. Ndo foram observadas alteracdes
quantitativas de LC3B-1 e LC3B-Il normalizado pela B-actina, entre os grupos e dias
analisados (Grafico 11 B e C). Na quantificacdo de LC3B-Il normalizado pelo LC3[3-I
e a somatoria das quantificacées de LC3[3-1 e LC3B-1l normalizados pela 3-actina, foi
observado maior expressao de LC3B-1l no estroma medular ésseo in vitro do 28° dia
de cultivo no grupo desnutrido quando comparado ao grupo controle no mesmo
periodo e ao grupo desnutrido do 35° dia de cultivo. Mas o estroma medular ésseo in
vitro do grupo desnutrido do 35° dia apresentou menor quantidade de LC3pB-II
quando comparado ao grupo controle do mesmo periodo (Grafico 11 A, Al e D).
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Grafico 11 - Determinagao de LC3, no estroma medular 6sseo in vitro nos 28° e 35° dia de
cultivo. Os valores estao apresentados por média geométrica e (intervalo de confianca)
95%. Foi utilizado o teste Kruskal-Wallis com pos teste em Dunn. Grupo controle (N=6) e do
grupo desnutrido (N=6). Colunas com letras diferentes sdo de valores significativamente
diferentes entre os grupos. A letra N indica o nimero 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 6ssea in
vitro

As bandas claras identificadas no gel de zimografia correspondem a
degradacéo da gelatina contida no gel pelas MMP-9 e MMP-2 em suas formas proé-
enzima, intermediaria e ativa. Foi realizado como controle da reacdo da zimografia,
amostras de sobrenadante de culturas de células HT1080 carenciadas em soro e
das culturas de longa duracédo, tipo Dexter et al., (1977), do grupo controle e
desnutrido. O gel com estas amostras foi dividido em trés partes e cada parte
incubada com tampdes diferentes; ou seja, tampao de incubacédo, tampao de
incubacdo com EDTA e tampé&o de incubagdo com fenantrolina. A incubacéao do gel,
por um periodo de 18 horas com tampao de incubacao, possibilitou a degradacéo da
gelatina contida no gel, por meio da MMP-2 e MMP-9 presentes nas amostras. Ja 0s
géis incubados no mesmo periodo com tampado de incubacdo contendo EDTA e
tampéo de incubagéo contendo fenantrolina, impediram, como era de se esperar, a
acao da MMP-2 e MMP-9 de degradarem a gelatina presente no gel (Figura 6).

O sobrenadante das culturas de 28° dia do grupo desnutrido apresentaram
maior atividade da forma pré-enzima da MMP-9 quando comparado ao grupo
controle de 35° dia, mas nao foi observada diferenca significativa quando comparado
ao grupo controle do mesmo periodo (Gréafico 12 Al). Em relacdo as formas ativa
da MMP-9, pré-enzima e intermediaria da MMP-2 ndo foi observada diferenca
significativa entre os grupos e dias analisados (Grafico 12 A1, B e B1) e (Figura 7 A
e B).

HT1080 C D HT1080 C D HT1080 C D

Tampao Tampio Tamp@o
de incubac¢fo de incubacao De incubac¢ao
com EDTA com fenantrolina

Figura 6 — Imagem do gel da reacdo controle da zimografia. Diferentes géis contendo as
mesmas amostras, incubadas com diferentes tampdes no mesmo periodo. 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 numero de
camundongos avaliados.
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Figura 7 - Ensaio de zimografia com sobrenadante carenciado em soro do estroma medular
6sseo in vitro (A) grupo controle e desnutrido do 28° dia e (B) grupo controle e desnutrido do
35° 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 o0 grupo
desnutrido. A letra N indica o nimero de camundongos avaliados.
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Grafico 12 - Andlise do ensaio de zimografia.realizado no sobrenadante carenciado em soro
do estroma medular 6sseo in vitro. nos 28° e 35° dia de cultivo. Atividade enzimatica da (A)
Pr6-MMP-9, (A1) MMP-9 ativa (B) Pr6-MMP-2 e (C) MMP-2 intermediaria. Os valores estédo
apresentados por média e intervalo de confianga 95%. Foi utilizado o teste Anova (One-
Way) com pos teste em Bonferroni. Grupo controle (N=8) e do grupo desnutrido (N=8).
Colunas com letras diferentes s&o de valores significativamente diferentes entre os grupos.
A letra N indica o nUmero 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 6ssea in vitro

Foi detectada atividade enddgena da MMP-9 e MMP-2 no sobrenadantes das
culturas de longa duracdo de ambos os grupos e dias analisados. No entanto, néo
foi observada diferenga significativa na atividades destas enzimas entre 0s grupos e
dias analisados (Gréafico 13 A e B).
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Grafico 13 - Quantificagdo da atividade de MMPs no sobrenadante do estroma medular
0sseo in vitro nos 28° e 35° dia de cultivo. (A) atividade de MMP-9 ativa. (B) atividade de
MMP-2 ativa. (A) os valores estdo apresentados por média geométrica e intervalo de
confianga 95%. Foi utilizado o teste Kruskal-Wallis com pds teste em Dunn. (B) os valores
estdo apresentados por média e intervalo de confianca 95%. Foi utilizado o teste Anova
(One-Way) com poés teste em Bonferroni. Grupo controle (N=9) e do grupo desnutrido
(N=10). Colunas com letras diferentes sédo de valores significativamente diferentes entre os
grupos. A letra N indica 0 nimero de camundongos avaliados.
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5.7 Quantificacdo de TIMP-1 e TIMP-2 em sobrenadante de culturas de células da

medula 6ssea in vitro

N&o foi observada diferenca significativa na concentracdo de TIMP-1 no
sobrenadante das culturas de longa duracao 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 35°dia de cultivo apresentaram
menor concentracdo de TIMP-1 quando comparado ao grupo controle e desnutrido
de 28° dia de cultivo (Grafico 14 A).

Em relagédo a concentragdo de TIMP-2 no sobrenadante das culturas, néo foi

observada diferenca significativa entre os grupos e dias analisados (Grafico 14 B).
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Grafico 14 - Quantificacdo de TIMPs no sobrenadante do estroma medular 6sseo in vitro
nos 28° e 35° dia de cultivo. Quantificacdo (A) TIMP-1, (B) TIMP-2. Os valores estédo
expressos em média e intervalo de confianca de 95%. Foi utilizado o teste Anova (One-Way)
com pos teste em Bonferroni. Grupo controle (N=9) e grupo desnutrido (N=10). Colunas com
letras diferentes s&o de valores significativamente diferentes entre os grupos. A letra N
indica 0 nUmero de camundongos avaliados.
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5.8 Andlise de FN, MMP-9 e MMP-2 por imunohistoquimica na medula 6ssea
femoral

Foi observado que a medula 6ssea dos camudongos do grupo desnutrido
apresentou aumento da quantidade de FN quando comparado ao grupo controle.
Este aumento é preferencialmente imunolocalizado nas regifes subendosteal,
perivascular e nas regides préximas ao 0sso trabecular (Figura 8 A e B). Também
foi detectado FN nos megacariocitos e na MEC tanto na medula oOssea de
camundongos do grupo controle quanto do grupo desnutrido. A figura 8 C,
corresponde ao controle negativo da rea¢do imunohistoquimica.

Foi detectado MMP-9 nos cortes histologicos da medula 6ssea femoral de
camundongos do grupo controle e do grupo desnutrido, mas nédo houve diferencas
guantitativas entre os grupos analisados. A imunolocalizacdo desta proteina ocorre
proxima as regibes subendosteal, osso trabecular e perivascular. Também foi
detectado MMP-9 nos megacariécitos, nas células que estdo localizadas dentro dos
sinusoides, possivelmente neutréfilos segmentados e na MEC (Figura 9 A, B). A
figura 9 C, corresponde ao controle negativo da reacao de imunohistoquimica.

Foi detectado MMP-2 nos cortes histologicos da medula 6ssea femoral
de camundongos do grupo controle e do grupo desnutrido, mas n&do houve
diferencas quantitativas entre os grupos analisados. A imunolocalizacdo desta
proteina ocorre proximo as regides endoésteal, osso trabecular e perivascular.
Também foi detectado MMP-2 nos megacariécitos e em torno das células da medula
Ossea (Figura 10 A, B). A figura 10 C, corresponde ao controle negativo da reacao

de imunohistoquimica.
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Figura 8 - Fotomicrografia de corte histolégico da medula Ossea femoral para
imunomarcacdo de FN por imunohistoquimica. (A) grupo controle (B) grupo desnutrido (C)
controle negativo da reacdo. 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 numero de camundongos
avaliados.
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Figura 9 - Fotomicrografia da medula d&ssea, imunomarcacdo de MMP-9 por
imunohistoquimica. (A) grupo controle (B e B1) grupo desnutrido (C) controle negativo da
reagcdo. 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 numero de camundongos
avaliados.



85

o .':‘.:;E."édsi?o R 9 3
e

B) Controle negativo da reacao

paT
Mageoudvnn

Figura 10 - Fotomicrografia de corte histologico da medula Ossea femoral para
imunomarcacdo de MMP-2 por imunohistoquimica. (A) grupo controle (B e B1) grupo
desnutrido (C) controle negativo da reacdo. 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
0 numero de camundongos avaliados.
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5.9 Avaliacdo das citocinas sintetizadas por células estromais do estroma mdeular in
vitro

No sobrenadante das culturas de longa duracdo do grupo desnutrido do 28°
dia de cultivo a concentracdo de TNFa foi menor que a do grupo controle do 28° e
35° dia de cultivo. A concentracdo dessa citocina no sobrenadante do 35° dia de
cultivo nao diferiu entre os grupos analisados (Graficol5 A).

A concentracédo de TGFf foi menor no estroma do grupo desnutrido do 28° dia
de cultivo, quando comparado ao grupo controle do mesmo periodo. Néo foi
observada diferenga significativa na concentragdo de TGFf entre os grupos no 35°
dia de cultivo (Grafico 15 B).

Em relacdo a concentracdo de IL-13, ndo foi observado diferenca significativa

entre os grupos e dias analisados (Grafico 15 C).
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Grafico 15 — Valores da concentracdo de citocinas no sobrenadante da cultura de células
do estroma medular dsseo in vitro nos 28° e 35° dia de cultivo. (A) Quantificagdo de TNFa.
Os valores estao apresentados por média geométrica e intervalo de confiangca de 95%. Foi
utilizado o teste Kruskal-Wallis com pds teste em Dunn. Quantificacdo (B) TGF@, (C) IL1B.
Os valores estao expressos em média e (intervalo de confianca de 95%). Foi utilizado o
teste Anova (One-Way) com poOs teste em Bonferroni. Grupo controle (N=10) e grupo
desnutrido (N=10). Colunas com letras diferentes sdo de valores significativamente
diferentes entre os grupos. A letra N indica o nimero de camundongos avaliados.
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5.10 Andlise da expressdo de RNAm dos genes da FN e suas isoformas, MMPs,
TIMPs, AKT, mTOR e LC3

O gene B-actina foi selecionado como gene enddgeno para normalizagdo dos
valores da expressao génica.

5.10.1 Expressdo do RNAmM de FN e suas isoformas em células totais da medula
0ssea ex vivo

A expressdao de RNAm da FN total e suas isoformas EDA, EDB e IlICS na
médula 6ssea ex vivo, ndo apresentaram diferencas significativas entre os grupo e
dias analisados (Grafico 16 A, B, C e D).
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Grafico 16 - Analise da expressdo de RNAm da FN total e suas isoformas (EDA, EDB e
[ICS) em células totais da medula éssea ex vivo. Expressdo de RNAm da (A) FN total, (B)
isoforma EDA, (C) isoforma EDB e (D) isoforma IlICS. Os valores estdo apresentados por
média geometrica e intervalo de confianca de 95%. Foi utilizado o teste Mann-Whitney.
Grupo controle N=4 e grupo desnutrido N=4. A letra N indica o nimero de camundongos
avaliados.
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5.10.2 Expressdo do RNAm de FN e suas isoformas em células do estroma medular
0SSeo0 in vitro

N&o houve diferenga significativa na expressdo de RNAm de FN total, e
suas isoformas; EDA e EDB no estroma medular 0sseo in vivo entre 0s grupos e
dias analisados (Grafico 17 A, B e C). Em relacdo a isoforma IlICS foi observado
que o estroma oriundo de células do grupo desnutrido do 28° dia de cultivo
apresentou menor quantidade de RNAm da regiao IlICS, quando comparado ao
estroma oriundo de células do grupo desnutrido do 35° dia de cultivo. No entanto,
nao foi observado diferenca entre o grupo desnutrido do 28° dia e 35° dia de cultivo

guando comparado aos seus respectivos controles (Grafico 17 D).
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Grafico 17 - Analise da expressdo de RNAm da FN total e suas isoformas (EDA, EDB e
[ICS) no estroma medular 6sseo in vitro nos 28° e 35° dia de cultivo. Expressdo de RNAm
(A) FN total, (C) isoforma EDB, (D) isoforma IlICS. Os valores estdo apresentados por média
geométrica e intervalo de confianca de 95%. Foi utilizado o teste Kruskal-Wallis com pos
teste em Dunn. (B) Expressdo de RNAm isoforma EDA. Os valores estdo apresentados por
média e intervalo de confianca de 95%. Foi utilizado o teste Anova (One-Way) com poés teste
em Bonferroni. Grupo controle (N=10) e grupo desnutrido (N=10). Colunas com letras
diferentes s@o de valores significativamente diferentes entre os grupos. A letra N indica o
namero de camundongos avaliados.
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5.10.3 Expressdo do RNAm de MMP-2 e MMP-9 em células do estroma medular
0SSeo0 in vitro

A expressdo de RNAm da MMP-2 no estroma medular ésseo in vitro, ndo
foi diferente entre os grupos e dias analisados (Grafico 18 A). Mas o estroma
medular 6sseo ex vivo do grupo desnutrido do 28° dia de cultivo apresentou maior
expressdo de RNAm da MMP-9, quando comparado ao grupo desnutrido do 35° dia
de cultivo. No entanto, ndo foi observada diferenca entre o grupo desnutrido do 28°

dia e 35° dia de cultivo, quando comparado aos seus respectivos controles (Grafico
18 B).
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Gréafico 18 — Andlise da expressdo de RNAm das MMPs no estroma medular 6sseo in vitro
nos 28° e 35° dia de cultivo. Expressdo de RNAmM (A) MMP-2, (B) MMP-9. Os valores estédo
apresentados por média geométrica e intervalo de confianga de 95%. Foi utilizado o teste
Kruskal-Wallis com pés teste em Dunn. Grupo controle (N=10) e grupo desnutrido (N=10).
Colunas com letras diferentes sao de valores significativamente diferente entre os grupos.
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5.10.4 Expressdo do RNAm de TIMP-1 e TIMP-2 em células do estroma medular
0SSeo0 in vitro

Em relacdo a expressdo de RNAm da TIMP-1, foi observado que o estroma
do grupo desnutrido do 28° dia de cultivo apresentou maior quantidade expresséao de
RNAmM quando comparado ao grupo desnutrido do 35° dia de cultivo. Nao houve
diferenca significativa entre o estroma grupo desnutrido do 28° dia e 35° dia de
cultivo quando comparado aos seus respectivos controles (Grafico 19 A). Nao
houve diferenca significativa na expressdo de RNAm da TIMP-2 no estroma medular
0sseo in vivo entre 0s grupos e dias analisados (Gréafico 19 B).
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Gréfico 19 - Andlise da expressdo de RNAm das TIMPs no estroma medular 4sseo in vitro
nos 28° e 35° dia de cultivo. Expressdo de RNAm (A) TIMP-1, (B) TIMP-2. Os valores estédo
apresentados por média geométrica e (intervalo de confiangca de 95%). Foi utilizado o teste
Kruskal-Wallis com pos teste em Dunn. Grupo controle (N=10) e grupo desnutrido (N=10).
Colunas com letras diferentes séo de valores significativamente diferente entre os grupos. A
letra N indica 0 nUmero de camundongos avaliados.
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5.10.5 Expressdo do RNAmM de AKT1, AKT2 em células do estroma medular 6sseo
in vitro

Os resultados da expressdo dos RNAmM de AKT mostraram que o0 estroma medular
0sseo in vivo do grupo desnutrido do 35° dia de cultivo apresentou menor expressao
de AKT1 quando comparado aos grupos controle do 28° e 35° dia de cultivo e ao
grupo desnutrido do 28° dia de cultivo (Grafico 20 A). A expressdo de AKT2 néo

apresentou diferenca significativa entre os grupos e dias analisados (Grafico 20 B).
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Grafico 20 - Andlise da expressdo de RNAm do AKT no estroma medular 6sseo in vitro nos
28° e 35° dia de cultivo. Expressdo de RNAm (A) AKT1 e (B) AKT2, Os valores estao
apresentados por média e intervalo de confianca de 95%. Foi utilizado o teste Anova (One-
Way) com pé6s teste em Bonferroni. Grupo controle (N=10) e grupo desnutrido (N=10).
Colunas com letras diferentes séo de valores significativamente diferentes entre os grupos.
Aletra N indica o nimero de camundongos avaliados.
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5.10.6 Expressdo do RNAm de mTOR em células do estroma medular ésseo in vitro

O estroma medular 6sseo oriundo de células do grupo desnutrido do 28° dia
de cultivo apresentou maior expressao de RNAmM de mTOR quando comparado aos

grupos controle do 28° e 35° dia de cultivo e ao grupo desnutrido do 25° dia de
cultivo (Grafico 21 A).
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Grafico 21 - Analise da expressdao de RNAmM do mTOR no estroma medular 6sseo in vitro
nos 28° e 35° dia de cultivo. Expressdo de RNAmM mTOR, Os valores estdo apresentados
por média e intervalo de confianca de 95%. Foi utilizado o teste Anova (One-Way) com pés
teste em Bonferroni. Grupo controle (N=10) e grupo desnutrido (N=10). Colunas com letras

diferentes s@o de valores significativamente diferentes entre os grupos. A letra N indica o
namero de camundongos avaliados.
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5.10.7 Expressdo do RNAmM de LC3a e LC3B em células do estroma medular 6sseo
in vitro

Foi detectado RNAmM para as duas isoformas do LC3, LC3a e LC3B. Houve
maior expressdao de RNAm tanto do LC3a quanto do LC3B no estroma medular
0sseo in vitro do grupo desnutrido do 35° dia de cultivo, quando comparado aos
grupos controle do 28° e 35° dia de cultivo e ao grupo desnutrido do 28° dia de
cultivo (Grafico 22 A e B).
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Grafico 22 - Analise da expressdo de RNAm do LC3a e LC3B nas células do estroma
medular 6sseo in vitro nos 28° e 35° dia de cultivo. Expressdo de RNAm. (A) LC3a (B)
LC3B. Os valores estdo apresentados por média e intervalo de confianca de 95%. Foi
utilizado o teste Anova (One-Way) com pdés teste em Bonferroni. Grupo controle (N=10) e
grupo desnutrido (N=10). Colunas com letras diferentes sdo de valores significativamente
diferente entre os grupos. A letra N indica o0 nUmero de camundongos avaliados.
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Em sintese, observamos que o modelo murino de desnutricdo proteica
desenvolvido nesta pesquisa resultou nas seguintes alteragbes nutricionais,
hemopoéticas e do estroma medular 6sseo:

e reducao do peso corporal, proteinas totais e albumina plasmatica;

e pancitopenia no sangue periférico, hipoplasia medular com reduc¢éo de
precursores mieloides da medula 6ssea e sem alteragfes evidentes no

histopatoldgico da medula 6ssea;

e aumento da deposicdo de fibronectina nas regides subendosteais,
perivascular e nas regifes proximas ao 0sso trabecular, observado em

cortes histolégicos da medula femoral,

e nao houve alteracdes significativas da expressdo de RNAm de FN e
suas isoformas em células do estroma medular 6sseo in vitro e em

células totais da medula 6ssea ex Vvivo;

e nao houve modificacbes na imunolocalizacdo de MMP-2 e MMP-9,

observada em cortes histolégicos da medula femoral;

e aumento da expressdo do RNAm de MMP-9 em células do estroma
medular 6sseo de 28 dias de cultivo. N&o houve alteracbes

significativas em MMP-2;

e ndo houve alteracbes quantitativas nas formas pré-enzima e
intermediaria de MMP-2, pré-enzima e ativa de MMP-9 e na atividade
de MMP-2 e MMP-9 em sobrenadante da cultura de células do estroma

medular 6sseo;

e nao houve modificacdes significativas na expressdo do RNAmM e
guantificacdo da proteina de TIMP-1 e TIMP-2 em células do estroma

medular 6sseo in vitro;

e houve reducéo significativa de TNFa, TGF3 no sobrenadante da cultura

de células do estroma medular 6sseo em 28 dias de cultivo;

e houve reducéo significativa na expressdo do RNAmM de AKT1 em

células do estroma medular 6sseo de 35 dias de cultivo;
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houve aumento significativa na expressdo do RNAmMm de mTOR em

células do estroma medular 6sseo de 28 dias de cultivo;

houve reducédo significativa das formas fosforiladas de PI3K, AKT,
PTEN, mTOR e mTOR total em células do estroma medular 6sseo de

28 dias de cultivo;

houve aumento da expressédo de RNAmM de LC3a e LC3[ em células do
estroma medular 6sseo de 35 dias de cultivo;

detecgdo da expressdo proteica de LC3[ e suas formas | e Il em
células do estroma medular ésseo in vitro, com aumento significativo
da expressao de LC3B-Il em 28 dias de cultivo e menor expressdo em

35 dias de cultivo.
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6. DISCUSSAO

6.1 Aspectos nutricionais e hematolégicos

O modelo experimental desenvolvido neste trabalho, caracteriza-se por induzir
a desnutricdo proteica, devido a reducao de proteinas contidas na ragédo oferecida
aos camundongos. Nao houve modificagbes nos demais componentes da racao,
com excecdo do amido. Nesse modelo experimental ndo houve diferenca
significativa no consumo de racdo entre os grupos de camundongos analisados,
porém, os camudongos desnutridos apresentaram reducdo da massa corporal em
funcd@o da menor ingestao de proteinas, o que pode estar relacionado a deplecéo do
tecido muscular esquelético para fornecimento de aminoacidos para 0S processos
anabdlicos. Esses resultados vém ao encontro a dados ja obtidos pelo nosso grupo
(XAVIER et al., 2007; BORELLI, 2009; NAKAJIMA, 2014) e também de trabalhos
desenvolvidos com modelo de desnutricdo proteica por outros (TOMERA,
MARTYN,1989; CROZIER et al.,, 2009; SUGIYAMA et al.,, 2011; RODRIGUES-
BARBOSA et al., 2012). A reducdo da massa corporal pode variar de acordo com as
diferentes concentracdes de proteina na racdo, com a duracdo do experimento e a
espécie utilizada.

Os camundongos desnutridos apresentaram diminuicdo nas concentracdes de
proteinas totais e albumina plasmatica decorrente da deficiéncia de aminoacidos
disponiveis para a sintese dessas proteinas. As proteinas plasmaticas sdo usadas
como recurso para avaliacdo da desnutricdo, sendo a albumina um dos parametros
bioguimico mais utilizado para a avaliagdo do estado nutricional (CABRAL et al.,
2001; FONTOURA et al., 2006). Porém, dados da literatura sdo conflitantes em
relacdo a utilizacdo da albumina como indicador bioguimico da desnutricdo, pois a
diminuicdo da albumina pode também ser decorrente de processos infecciosos. A
pré-albumina € considerada melhor indicador bioquimico da desnutricdo, uma vez
gue € mais sensivel as mudancas do status de proteina e energia no organismo
(INGENBLEEK; YOUNG, 2002; FONTOURA et al., 2006; SHENKIN, 2006). Dados ja
obtidos pelo nosso grupo demonstraram que camundongos desnutridos apresentam

menor concentracao de pré-albumina plasmatica (FOCK et al., 2012; CUNHA et al.,
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2013).

Foi observada menor celularidade na medula éssea dos camundongos
desnutridos, na contagem de células totais nucleadas, apesar de ndo haver
diferenca na celularidade observada nos corte histologico da medula 0ssea. Essa
aparente discrepancia pode ser explicada pelo fato de que, em termos histologicos,
a celularidade da medula 6ssea é considerada normal quando ha a presenca de 25
a 75% de células hemopoéticas (FARHI et al., 2004). Em nosso modelo experimental
a menor celularidade da medula 6éssea aconteceu, em parte, devido a diminuicdo da
populacdo das CTPH (células tronco progenitoras hemopoéticas) presentes no nicho
medular. Foi observado em camundongos desnutridos aumento da populacéo das
CTPH nas fases GO/G1 (quiescéncia) e diminuicdo nas fases S/G2/M (proliferacdo),
fato esse relacionado a reducéo das proteinas indutoras do ciclo celular (Ciclina D1,
Cdk4, Cdk2, Cdc25a e Ciclina E) e ao aumento das proteinas inibitérias do ciclo
celular (P21 e P27) (NAKAJIMA et al., 2014), resultando no comprometimento do
ciclo celular das CTPH na medula 6ssea. As alteracGes observadas no ciclo celular
das CTPH resultaram na reducao de células primitivas hemopoéticas (XAVIER et al.,
2007, BORELLI et al.,, 2009, NAKAJIMA, 2014) e também de progenitores de
linhagem, reducdo no numero de células das unidades formadoras de colbnias
granulo-monocitica (CFU-GM), unidades de formacao expansiva eritroide (BFU-E) e
unidades formadoras de colbnias eritr6ide (BORELLI et al.,, 2007). Em
consequéncia da reducdo de células precursoras. os camundongos desnutridos
apresentaram pancitopenia no sangue periférico, dados estes ja observados em
trabalhos anteriores (BORELLI et al., 2007; XAVIER et al., 2007; NAKAJIMA et al.,
2014).

6.2 Fibronectina

A CTPH esta em intimo contanto com a MEC presente no microambiente
hemopoético e a interacdo dessa célula com a MEC acontece por meio das
integrinas, proteinas de adesao celular transmembrana. As integrinas VLA4 e VLAS5
sao as principais ligantes da FN e sao expressas pelas CTPH. A CTPH dos

camundongos desnutridos apresentaram maior quantidade de VLA5 (dados ainda
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ndo publicados NAKAJIMA, 2010) enquanto que a MEC da medula Ossea
apresentou maior quantidade de FN (XAVIER et al., 2007; VITURI et al., 2000).
Neste trabalho também observamos aumento de FN, principalmente nas regifes
subendosteais e perivascular, que sdo regides de nicho das CTPH. Em células
estromais da medula éssea de camundongos desnutridos, observamos aumento da
expressao proteica de FN em 28 dias de cultivo enquanto que em 35 dias de cultivo
observamos diminuicdo de FN (dados ainda n&o 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 interacdo €
importante para a progresséo do ciclo celular, podemos inferir que as intera¢des da
FN com as integrinas podem estar comprometidas.

A FN possui multiplos dominios para a ligagcdo com as integrinas, proteinas da
MEC e outras moléculas de FN (SCHWARZBAUER; SECHLER, 1999; LEISS et al.,
2008). No entanto, esses dominios podem estar ou ndo presentes na molécula de
FN, pois no momento da sua sintese pode ocorrer splicing alternativo originando
diferentes isoformas de FN (FRENCH_CONSTANT, 1995, WHITE e tal.,, 2008).
Desse modo, apesar da presenca das integrinas, a FN pode ndo apresentar a regiao
de ligacdo para as mesmas. Dados ainda n&o publicados do nosso grupo
demonstraram que células do estroma medular 6sseo de camundongos desnutridos
possuem menor quantidade da regido EDA na molécula de proteina da FN (SILVA,
2011), regido essa de interacdo com integrinas. Na auséncia da interacdo das
integrinas presentes na CTPH com a FN n&o ocorre a transducgéo de sinal para as
vias de sinalizacdo (WHITE et al., 2008), o que pode explicar a ndo progresséo do
ciclo celular e, consequentemente, menor celularidade da medula 6ssea e as
alteracdes hematoldgicas observadas nos camundongos desnutridos.

Para elucidar as alteragbes quantitativas da expresséo proteica de FN e da
regido EDA previamente observadas em camundongos desnutridos, avaliamos a
expressdo do RNAmM de FN e suas isoformas originadas por splicing alternativos no
RNA. A via de AKT esta associada aos splicing alternativos na FN. A ativacdo da via
altera os niveis de fosforilacdo das proteinas SR SF2/ASF, resultando no splicing
alternativo da regido 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 embrido de camundongos Pten 7/,

apresentaram maior fosforilacdo de AKT, aumentando a expresséo proteica de FN e
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da regido EDA. Mas, quando essas células foram tratadas com inibidor de mTOR,
rapamicina, ocorreu diminuicdo da expressao proteica de FN e da regido EDA,
concomitantemente com reducdo das formas fosforiladas das proteinas SF2/ASF.
Portanto, a via de sinalizacdo AKT/mTOR regula a expresséo e o splicing da FN.
N&o observamos alteragcdes quantitativas na expressdo do RNAm de FN, EDA e as
demais isoformas em células totais da medula 6ssea e em células do estroma
medular 6sseo in vitro, mas em resultados anteriores observamos alteracdes da
expressao proteica de FN e regido EDA (SILVA, 2011), ja mencionadas. Sendo
assim, podemos sugerir que as alteracdes quantitativas de FN e suas isoformas néo
estdo relacionadas as alteracdes na expressdo do RNAm.

6.3 Via de sinalizacdo AK/mTOR

Com o intuito de esclarecer as alteracfes da expressao proteica de FN e
regido EDA, investigamos se a via de sinalizagdo de AKT/mTOR poderia estar
associada a essas alteracoes.

No presente projeto, avaliamos nas células do estroma medular 6sseo in vitro
parte da via de AKT. Essa avaliacdo foi realizada em dois momentos distintos da
cultura celular: em 28 dias e em 35 dias de cultivo.

N&o foram observadas alteragcdes quantitativas da expressdo de RNAm e
proteica de AKT total em 28 dias de cultivo do estroma medular 6sseo de
camundongos desnutridos, resultado semelhante foi obtido em células totais da
medula Ossea de camundongos desnutridos (dados ainda ndo publicados,
BELTRAN, 2012). Contudo, ha menor fosforilacdo no sitio treonina do AKT nesses
mesmos camundongos. Essa menor fosforilagdo no sitio treonina do AKT parece
ndo estar associada a acdo do PDK, pois ndo foram observadas alteracbes
guantitativas de PDK total e fosforilado nas células do estroma medular 6sseo de 28
dias de cultivo. Essa menor fosforilacdo de AKT no sitio treonina pode estar
envolvida com alteracdes quantitativas de PIP3. Uma vez que para ocorrer a
fosforilacdo no sitio treonina, o AKT deve estar colocalizado com o PDK,
colocalizacdo esta dependente de PIP3, ou seja, o AKT possui um dominio

denominado PH que interage com o PIP3 e esse, por sua vez, recruta o AKT para a
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membrana plasmatica, alterando sua conformacdo para permitir a fosforilagdo 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 6sseo de 28 dias de cultivo
apresentaram menor fosforilagdo de PI3K na subunidade reguladora p55. A
subunidade reguladora p55 tem um dominio de ligacdo com a subunidade catalitica
e sua fosforilacdo esta envolvida na regulacédo da atividade de PI3K (FUNAKI et al.,
2000). Desta forma, a menor fosforilacdo de p55 conduz a alteracdes quantitativa de
PIP3 e, por conseguinte, menor fosforilagdo do sitio treonina do AKT. A atividade do
PI3K também pode ser regulada por PTEN, que desfosforila o PIP3 (MANNING;
CANTLEY, 2007; NICHOLSON; ANDERSON, 2008), mas nado encontramos
alteracdes guantitativas de PTEN nas células do estroma medular 6sseo de 28 dias

de cultivo (Figura 11).
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Figura 11: Via esquematica proposta das alteracdes da via de sinalizacdo de AKT e
expressdo de MMP e isoformas de FN em células do estroma medular 6sseo 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-a e TGF-j3,
também podem ativar o PI3K (MANNING; CANTLEY, 2007, LEE et al., 2007,
FAURSCHOU, GNIADECKI., 2008, ZHANG, 2009). Os camundongos desnutridos
apresentam menor concentracdo de insulina e IGF-1 (NAKAJIMA et al., 2014).
Também foi observado que as células do estroma medular ésseo de 28 dias de
cultivo de camundongos desnutridos tém menor quantidade de TNF-a e TGF-.
Sendo assim, podemos inferir que as alteracdes na fosforilagdo de AKT no sitio
treonina, podem ser devidas a néo ativacao de PI3K (Figura 11).

Adicionalmente, a menor fosforilagdo do sitio treonina do AKT, também pode
estar associada a alteracdes da interacao integrina-FN, uma vez que essa interacéo
conduz também a ativacdo de FAK (focal adhesion kinase), que por sua vez pode
estar associado a ativacao da via de AKT (BAILLAT et al., 2008; MENG et al., 2009).
Camundongos desnutridos apresentaram menor fosforilagdo de FAK (dados né&o
publicados NAKAJIMA, 2010).

Foi observada menor fosforilacdo do sitio serina do AKT em células do
estroma medular ésseo de 28 dias de cultivo de camundongos desnutridos. Essa
menor ativagdo de AKT pode estar envolvida com a menor expresséo proteica da
regido EDA, apesar de néo terem sido observadas alteragdes na expressao do seu
RNAmM. Em dados obtidos anteriormente (SILVA, 2011), foi observada a expressao
de RNAmM com presenca e auséncia do exon de EDA, mas néo foi possivel detectar
diferencas quantitativas entre eles. Em vista disso, a menor ativacdo de AKT pode
estar envolvida na expressdo de RNAmM sem o exon EDA e, consequentemente,
menor expresao proteica de EDA.

Vérias proteinas quinases podem estar envolvidas na fosforilagdo do sitio
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 6sseo de 28 dias de cultivo dos camundongos
desnutridos apresentaram maior expressao do RNAmM de mTOR porém com menor
expressao proteica de mTOR total. Adicionalmente, foi observada menor fosforilagao
nos dois sitios serinas de mMTOR; esse resultado também foi obtido em células totais
da medula 6ssea de camundongos desnutridos (dados ainda nao publicados,
BELTRAN, 2012). A menor fosforilagdo de mTOR pode ter ocorido devido & menor
quantidade de insulina e IGF-1, que ocasiona a menor fosforilagdo de AKT e

ativacdo de TSC1/TSC2 que inibe Rheb, sendo esse dultimo responsavel pela
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ativagcdo de mTORC1 (Figura 11). O mTORC1 também pode ser ativado por
aminoécidos, especialmente por leucina e arginina e uma familia de GTPases;
RagA, RagB, RagC e RagD. Os animoacidos ativam Rag GTPases, que formam
heterodimeros e se associam com Raptor, 0 que permite a fosforilacdo de mTORCL1
(WULLSCHLEGER et al., 2006, ZONCU et al., 2011, LAPLANTE, SABATINE, 2012).
Os camudongos desnutridos apresentaram menor concentragdo seérica de
isoleucina, lisina, metionina, valina e taurina (dados ainda nao publicados,
BELTRAN, 2012), o que pode conduzir a ndo ativacdo das Rag GTPases, resultando
na desfosforilagdo de mTORC1 (WULLSCHLEGER et al.,, 2006, ZONCU et al.,
2011). Honda et al (2011), observaram que pacientes com hepatite C crbnica, que
apresentavam diminuicdo das concentracdes plasmatica de leucina, isoleucina e
valina; devido a desnutricdo associada ao processo patolégico, apresentaram menor
fosforilacao de mTOR. Esse resultado assemelha-se ao obtido in vitro, onde células
hepéticas cultivadas em baixas concentracbes de leucina, isoleucina e valina
também expressaram menor fosforilacdo de mTOR.

Coop et al (2009), demonstraram que células tumorais com delecdo de Raptor
tiveram fosforilacdo do sito serina S2481 e auséncia de fosforilacdo do sitio S2448
de mTOR, j& na delecdo de Rictor apresentaram fosforilagdo de S2448 e auséncia
de fosforilacdo de S2481. Esses resultados indicam que o a fosforilacdo do sitio
S2448 esta associada a ativacdo de mTORCL1 e a fosforilacdo do sitio S2481 esta
associada a ativacdo de mTORC2. Sendo assim, podemos inferir que a células do
estroma medular 6sseo de 28 dias de cultivo, apresentaram menor atividade de
MTORC1 e mTORC2, e este ultimo levou a menor fosforilacdo do sito serina do AKT
(Figura 11).

Coop et al (2009), ainda observaram que células tumorais com delecdo de
Rictor e Raptor, cultivadas com insulina, apresentaram aumento da fosforilacdo dos
sitios S2448 e S2481, indicando que tanto mTORC1 quanto mTORC2 podem ser
ativados por insulina.

Apesar da menor fosforilacdo de mTOR em células do estroma medular 6sseo
de 28 dias, ndo foram observadas altera¢cdes quantitativas de Raptor, PRAS40 total
e fosforilado, proteinas essas que formam o complexo mTORC1, Rictor e GpL,
formam o complexo mTORC2. Isso confirma que que a inatividade de mTORC1 e
MTORC2 em 28 dias de cultivo, deve-se a menor fosforilacdo e ndo as alteragbes na

formacéao dos complexos.
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Em 35 dias de cultivo as células do estroma medular 6sseo dos camundongos
desnutridos n&o apresentaram alteracdes quantitativas de PI3K total e fosforilado,
Pten, PDK total e fosforilado, esse ultimo responsavel pela fosforilagdo do sitio
treonina do AKT (DONG; LIU, 2005; SONG et al., 2005; VADLAKONDA et al., 2013).
Também n&o foram observadas alteragbes quantitativas em relacdo ao AKT total e a
fosforilagdo do sitio treonina e serina. Em relacdo ao mTORC1 e mTORC2, ndo
foram observadas alteracGes quantitativas.

Desde modo, podemos inferir que a via de AKT/mTOR em células do estroma
medular 6ésseo de 35 dias de cultivo de camundongos desnutridos ndo apresentou
modificacdes em sua ativagcdo. O AKT parece nao estar envolvido na regulagcéo do
splicing alternativo da regido EDA, visto que em 35 dias de cultivo foi detectada

diminuicdo da expresséao proteica de EDA sem alteracdes da ativacao do AKT.
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Figura 12 - Via esquematica proposta das alteracdes da via de sinalizacdo de AKT/mTOR e
expressdo de MMP e isoformas de FN em células do estroma medular 6sseo em 35 dias de
cultivo. Fonte: Adaptado de White et al., 2010.

Blaustein et al (2004, 2007) demonstraram que cultura de células do epitélio
mamario de camundongos tratadas com inibidor de PI3k apresentaram menor
expressao da regidao EDA e IlICS e quando tratadas com inibidor de MEK1, inibindo

a fosforilagdo de ERK, também apresentaram menor expressédo de EDA, sugerindo
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assim, que tanto a via de sinalizacdo PI3K-AKT quanto a via de sinalizagdo MEK-
ERK1/2 regulam a inclusdo do exon EDA dentro do RNA mensageiro da FN (Figura
12). Trabalhos anteriores do nosso grupo ja demostraram que as CTPH dos
camundongos desnutrido apresentaram menor fosforilacdo de ERK (dados né&o
publicados NAKAJIMA, 2010). Isso poderia explicar a reducédo da expressao proteica
de EDA em células do estroma medular 6sseo de 35 dias dos camundongos
desnutridos. Menor fosforilagcdo de ERK também pode conduzir a diminuicdo da
expressao proteica de FN (PAN et al., 2015), o que pode elucidar a menor expressao
proteica de FN nesse periodo. Mas serd necessario pesquisar a expressao e
ativacdo da via de sinalizacdo de ERK em células do estroma medular 6sseo, para

esclarecermos a possivel regulacédo de FN pela via de ERK.

6.4 Metaloproteinases de matriz

Para elucidar as alteragcdes quantitativas da expressédo proteica de FN
observadas em camundongos desnutridos, também avaliamos a MMP-2 e a MMP-9,
gue sao estao envolvidas na degradacao de FN.

Foram detectadas a expressdo proteica e a imunolocalizacdo de MMP-2 e
MMP-9 na medula 6ssea dos camundognos desnutridos. Nado houve alteracdes
quantitativas e na localizacdo de MMP-2 e MMP-9 na medula déssea desses
camundongos. Esses resultados ndo mostraram a atividade dessas proteinas no
tecido mieloide dos camudongos desnutridos, sendo necessario um ensaio de
atividade para que possamos avaliar a acdo das MMPs na medula 6ssea ex vivo.

As MMPs sao reguladas na transcricdo, secrecao, ativacdo e pela acao dos
inibidores (BJORKLUND, KOIVUNEN, 2005). O cultivo de células musculares lisas
da traqueia de humanos tratadas com TNF-a, induz ao aumento da expressdo do
RNAmM, proteica e atividade de MMP-9, sem modificar os paramétros da MMP-2.
Mas quando tratadas com inibidor da via AKT e inibidor para o NF-k3, que é um fator
de transcricdo, associadas com o tratamento de TNF-a, apresentam redugédo da
expressdo do RNAm de MMP-9. Desse modo, o TNF-a modula a MMP-9 por meio
da via do AKT e pela ativacdo do NF-kf3 (LEE et al., 2006). Em 28 dias de cultivo as

células do estroma medular 6sseo os camundongos desnutridos apresentaram
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menor concentragdo de TNF-a, mas aumento da expressdo do RNAm de MMP-9,
ndo havendo modificagcbes na atividade dessa proteina. Sendo assim, O TNF-a
parece ndo regular a MMP-9 em células do estroma medular 6ésseo de 28 dias de
cultivo dos camundongos desnutridos. Mas estédo envolvidas na regulacdo da MMP-
9 em 35 dias de cultivo, que ndo apresentam alteracbes de TNF-q, via de AKT e
MMP-9.

Qin et al (2012) demonstraram que células endoteliais da veia umbilical
tratadas com IL-1B3, tém aumento na expressdao de RNAm, proteica e atividade de
MMP-9, sem alterar a MMP-2, mas apresentaram menor expressdo de RNAm e
proteica de TIMP-1 e sem modificar TIMP-2. Quando essas células sao tratadas com
IL-18 e melatonina, hormonio produzido pela glandula pineal que pode inibir MMP,
mostram diminuicdo da expressdo do RNAmM e atividade de MMP-9, além de
aumento na expressdo do RNAm e proteica de TIMP-1. Também foi observado que
o tratamento com IL-1B3 induz a translocacédo do NF-k3 para o nucleo e o tratamento
combinado com melatonina conduz a supressao do NF-k3. A IL-18 regula a MMP-9
por meio da ativacdo do NF-kB. Células mesenquimais da medula éssea de
humanos tratadas com IL1-3, que conduz o aumento da expressdao do RNAm de
MMP-9, ndo modificando a expressdo do RNAm de MMP-2 e TIMPs (Ries et
al.,2007). As células do estroma medular 6sseo de 28 e 35 dias de cultivo dos
camundongos desnutridos ndo apresentaram alteracdo na concentracdo de IL-1p.
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 da, pois ndo observamos alteracdes na
expressdo do RNAm e proteica de TIMP-1 em células do estroma medular ésseo de
28 e 35 dias de cultivo dos camundongos desnutridos.

Cultura de astrocitos de cérebro de ratos tratados com TGF-f apresentam
maior expressao do RNAm e atividade MMP-9, sem modificagbes na MMP-2 e
aumento da fosforilagdo de ERK1/2. Quando essas ceélulas foram tratadas com
inibidor de MEK, juntamente com TGF-f3, expressaram menor quantidade de RNAm
e atividade de MMP-9 e diminui¢do na fosforilagdo de ERK. Desse modo o TGF-3
regula a MMP-9 via ERK (HSIEH et al., 2010). As células do estroma medular 6sseo
de 28 dias de cultivo dos camudongos desnutridos apresentaram diminuicdo na
concentracdo de TGF-B. Sendo assim, a regulagdo de MMP-9 em 28 dias de cultivo
nao é realizada pelo o TGF-B. Em 35 dias de cultivos das células do estroma

medular 6ésseo de camundongos desnutridos, ndo foram observadas alteracbes
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guantitativas na concentracdo de TFG-B e na MMP-9, o que indica a participacéo
dessa citocina na regulacdo da MMP-9.

Portanto, os efeitos do TNF-a, IL-13 e TGF-8 sobre a regulacdo de MMP-9 e
MMP-2, bem como de inibidores, parecem agir de maneiras distintas em células do
estroma medular 6sseo de 28 e 35 dias de cultivo dos camundongos desnutridos.

A atividade das MMP-2 e MMP-9 é regulada pela acdo de TIMP-2 e TIMP-1,
respectivamente. As células do estroma medular 6sseo dos camudongos
desnutridos de 28 e 35 dias de cultivo ndo apresentaram alteracfes quantitativas na
expressdo e na concentracdo de TIMP-1 e TIMP-2, o que pode justificar a nao
modificacdo da atividade das MMP-2 e MMP-9 nos mesmos periodos de cultivo.

Portanto, as alteracbes quantitativas de FN encontradas nao estao

associadas a acdo das MMP-2, MMP-2 bem como de seus inibidores.

6.5LC3

As alteracbes encontradas na via de sinalizacdo AKT/mTOR né&o elucidam
totalmente o aumento da expresséo proteica de FN. A nossa hipotese é que outros
mecanismos estejam envolvidos na expressao proteica dessa proteina. A sintese da
FN pode ser controlada por processos transcricionais e pos-transcricionais. O LC3 é
uma proteina que pode controlar a FN a nivel pos-transcricional, intensificando a
expressao proteica de FN por meio do aumento da tradu¢cédo do RNAm (ZHOU et al.,
1997). Cann et al (2008) demonstraram que LC3[ esta envolvido na regulacédo da
tradugdao do RNA FN, e ndo o LC3a. Além disso, a delecdo do LC3B ndo modifica a
expressdo do RNAm de LC3a. No presente trabalho, observamos a expressao tanto
do RNAm de LC3B quanto do LC3a sendo que o padréo de expressédo do RNAm de
ambos sédo semelhantes.

Analisamos apenas a expressao proteica de LC3[3, onde foi detectado a forma
| e Il dessa proteina. Observamos aumento da expressao proteica da forma Il do
LC3pB nas células do estroma medular 6ésseo de 28 dias de cultivo dos camundongos
desnutridos. Este resultados também foi encontrado em células totais da medula
0ssea de camundongos desnutridos (dados ainda néo publicados, BELTRAN, 2012).

Em resultados obtidos anteriormente, observamos aumento da expressao proteica
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de FN em células do estroma medular 6sseo de 28 dias de cultivo (SILVA, 2011) e
em células totais de medula éssea dos camundongos desnutridos (XAVIER et al.,
2007; VITURI et al., 2000). Tendo vista esses achados, nossa hipotese é que o LC3p
regula a expressdo proteica de FN na desnutricdo proteica. Ndo observamos
alteracéo na expressdo do RNAm de FN tanto em células do estroma medular ésseo
de 28 dias de cultivo quanto em células totais da medula 6ssea de camundongos
desnutridos. AlteracBes quantitativas da expressao proteica de FN podem néo estar
relacionada com alteracfes quantitativas do RNAm. Células HT1080 transfectadas
com plasmideo de LC3 apresentaram aumento da expressao proteica de FN sem
alteracdo na expressdo do RNAm de FN, mas quando transfectadas com plasmideo
de LC3 mutante, ou seja, com reducao da atividade na regidao ARE (AU-rich element)
localizada na regido 3’ do RNAm, resultou menor expressao proteica de FN sem
alterar a expressdao do RNAm (YING et al., 2009).

Em células totais da medula 6ssea de camudongos desnutridos o aumento da
expressao proteica de LC3[ essa envolvido com aumento do processo autofagico,
devido as alteragcbes na via de sinalizacdo de AKt/mTOR (dados ainda néo
publicados, BELTRAN, 2012). Mas n&o podemos afirmar se o aumento do LC33 em
células do estroma medular 6sseo de 28 dias de cultivo dos camundongos
desnutridos também estd envolvido com o aumento do processo autofagico, para
isso é necesséaria andlise de proteinas como Beclin-1 e Bcl-2, que regulam a
autofagia (ZHOU et al., 2016).

Observamos que as células do estroma medular ésseo de 35 dias de cultivo de
camundongos desnutrido mostraram menor expressdo da forma Il do LC3B com
aumento da expressdo do RNAm. Cann et al (2008) mostraram que fibroblastos
oriundos de embrido de camundongos LC3[B "/ apresentam menor sintese de FN,
sem alteragbes quantitativas na expressdo do seu RNAm. Podemos inferir que a
menor expressdo proteica de FN em células do estroma medular 6sseo de 35 dias
de camundongos desnutrido também pode estar relacionada a menor expressao
proteica de LC33.
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7. CONCLUSAO

Podemos concluir que a desnutricdo proteica em camundongos conduz
alteragbes quantitativas de fibronectina em células estromais da medula 6ssea de
camudongos desnutridos. Essas alteracdes quantitativas ndo estao relacionadas a
acao de MMP-2 e MMP-9, e sim com modificacfes da ativacao da via de sinalizacéao
de AKT/mTOR, ocasionando a formag&o de isoformas de fibronectina e a acao de
LC3B, que regula o processo poés-transcricional da fibronectina. Todas essas
alteracbes favorecem o compromedimento da hemopoese de camundongos

submetidos a desnutricdo proteica.
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Resumo informado pelo autor

Atualmente é doutoranda pelo programa de analises clinicas da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas -USP. Possui mestrado em ciéncias pela Universidade de S&o Paulo

(2011) , graduagao
ciénicas Farmacéuti

em Biomedicina pela Universidade Metodista de Sdo Paulo (2007) e curso de Pratica Profissionalizante em Hematologia Experimental na Faculdade de
cas - USP. Tem experiéncia na area de Histologia e Andlises Clinicas, com énfase em hematologia, microambiente hematopoético e matriz extracelular.

(Texto informado pelo autor)

Dados pessoais

Nome

Nome em
citagdes
bibliograficas
Sexo

Cor ou Raga
Filiagao
Nascimento

Carteira de
Identidade

CPF

Enderego
residencial

Endereco
profissional

Endereco
eletronico

Graziela Batista Da Silva

SILVA, G. B;GRAZIELA BATISTA SILVA;DA SILVA, GRAZIELA B,;SILVA, GRAZIELA B.;SILVA, G. B.
D.;SILVA, GRAZIELA;DA SILVA, GRAZIELA BATISTA

Feminino

Branca

Valdir Batista Da Silva e Lucia Batista Lima Da Silva

18/10/1984 - Sao Bernardo do Campo/SP - Brasil

424721818 SSP - SP - 08/12/1999

338.602.598-65

Rua José Trindade, 130

Parque Esmeralda - Sao Bernardo do Campo
09842-140, SP - Brasil

Telefone: 11 43585692

Universidade de S&o Paulo, Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas
Av. Prof° Lineu Prestes, 580 Bloco 17

Butanta - Sao Paulo

05508-900, SP - Brasil

E-mail para contato : zizibati@yahoo.com.br
E-mail alternativo grazielafcf@usp.br

Formagao académica/titulacdo

2012

2009 - 2011

2003 -2007

2008 -2008

Doutorado em Programa de Andlises Clinicas (conceito 7 Capes).

Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas FCF/USP, FCF, Brasil i N
Titulo: REMODELAMENTO DA MATRIZ EXTRACELULAR DA MEDULA OSSEA EM DESNUTRICAO
PROTEICA: POSSIVEL RELACAO DA EXPRESSAO DE FIBRONECTINA E METALOPROTEINASES
PELA VIA DE AKT

Orientador: Primavera Borelli E

Bolsista do(a): Conselho Nacional de Desenvolvimento Cientifico e Tecnolégico
Palavras-chave: Desnutricdo, Fibronectina, Ciclo celular, matriz extracelular, Metaloproteinases,
Hemopoese

Areas do conhecimento : Andlises Clinicas

Mestrado em Ciéncias.

Faculdade de Ciénicas Farmacéuticas FCF/USP, FCF, Brasil

Titulo: Pesquisa de isoformas de fibronectina em culturas de longa duragéo de estroma medular de
camundongos submetidos & desnutrigdo protéica, Ano de obteng&o: 2011

Orientador: Primavera Borelli

Bolsista do(a): Fundagao de Amparo a Pesquisa do Estado de S&o Paulo
Palavras-chave: Desnutrigéo, Fibronectina, Hemopoese

Areas do conhecimento : Farméacia,Anélises Clinicas,Hematologia Clinica

Graduag&o em Biomedicina.

Universidade Metodista de Sao Paulo, UMESP, Sao Bernardo Do Campo, Brasil

Titulo: Influéncia do Hipotireoidismo Induzido Por Propiltiouracil, Tireoidectomia e Reposigdo Hormonal (T4)
Na Fetilidade Das Ratas Adultas

Orientador: Pedro Manuel Olmedo orellana, Nicolas Douglas Gémez

Aperfeicoamento em Aperfeigoamento em Hematologia Clinica.

Universidade de S&o Paulo, USP, Sao Paulo, Brasil

Titulo: Pratica Profissionalizante em Hematologia Experimental Avaliagdo do Estroma Medular
Orientador: Primavera Borelli

Formacdo complementar

2015-2015

2015-2015

2015-2015

Curso de curta duragdo em Imunohistoquimica- Uma Valiosa Ferramenta de Pesqu. (Carga horaria: 8h).
Instituto de Ciéncias Biomédicas-USP, ICB-USP, Brasil

Curso de curta duragdo em Genémica Nutricional. (Carga horaria: 3h).
Sociedade Brasileira de Alimentagao e Nutricdo, SBAN, Sao Paulo, Brasil

Curso de curta duragao em Célula-tronco: Do inicio ao fim e na esperanca. (Carga horéria: 4h).
Federacéo das Sociedades de Biologia Experimental, FeSBE, Sao Paulo, Brasil
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2015-2015

2013 -2013

2012-2012

2012 -2012

2012 -2012

2011 -2011

2011 -2011

2011 -2011

2011 -2011

2010 - 2010

2010-2010

2007 -2007

2007 -2007

2007 -2007

2007 -2007

2007 -2007

2007 -2007

2007 -2007

2007 -2007

2007 -2007

2006 -2006

2005 -2005

2004 -2004

Curso de curta duragdo em A biologia dos microRNA: fungéo e investigagéo. (Carga horaria: 2h).
Federacéo das Sociedades de Biologia Experimental, FeSBE, Sao Paulo, Brasil

Treinamento Biosseguranga -NB1. . (Carga horaria: 2h).
Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas FCF/USP, FCF, Brasil

Treinamento. .
Biotério de Produgéo e Experimentagdo FCF/IQ USP, FCF/IQ USP, Brasil

Curso de curta duragédo em 6° Curso de Citometria de Fluxo do IAL. (Carga horaria: 30h).
Instituto Adolfo Lutz, IAL, Sao Paulo, Brasil

Extens&o universitaria em Biologia Molecular. (Carga horaria: 20h).
Instituto de Ciéncias Biomédicas-USP, ICB-USP, Brasil

Extens&o universitaria em Inglés Instrumental- Nivel I. (Carga horaria: 60h).
Faculdade de Filosofia, Letras e Ciéncias Humanas- USP, FFLCH, Brasil

Aplicagdes e Fundamentos da PCR Quantitativa RT. . (Carga horaria: 24h).
Life Tecnologies , LIFE TEC, Sao Paulo, Brasil
Palavras-chave: Biologia Molecular

Flow Cytometry- Let's hear it. . (Carga horaria: 8h).
Life Technologies, LT, Brasil

Curso de curta duragao em Imunohistoquimica e Patologia Molecular. (Carga horaria: 9h).
Faculdade de Medicina Veterinaira e zootecnia -USP, FMVZ, Brasil

Curso de curta duragao em Proliferagao, diferenciagéo e morte celular. (Carga horaria: 180h).
Federagéo das Sociedades de Biologia Experimental, FeSBE, Sao Paulo, Brasil

Proteomics Methods and Approaches for Protein Iden. . (Carga horaria: 12h).
Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas FCF/USP, FCF, Brasil

Workshop Identificagdo Bacteriana (Teorico Pratic). .
Laboratorio de Andlises Clinicas da Universidade Metodista de Sdo Paulo, LABMESP, Brasil

Estagio Curricular - Andlises Clinicas. . (Carga horaria: 920h).
Laboratorio de Andlises Clinicas da Universidade Metodista de Sdo Paulo, LABMESP, Brasil

Preparagao de Reagentes. .
Universidade Metodista de Sao Paulo, UMESP, Sao Bernardo Do Campo, Brasil

Programa de Treinamento - Equipamento de Proteg&o. . (Carga horaria: 2h).
Universidade Metodista de Sao Paulo, UMESP, Sao Bernardo Do Campo, Brasil

Treinamento - Brigada de Incéndio e Biosseguranga. . (Carga horaria: 4h).
Universidade Metodista de Sdo Paulo, UMESP, Sao Bernardo Do Campo, Brasil

Treinamento - Esterelizago. .
Universidade Metodista de Sao Paulo, UMESP, Sao Bernardo Do Campo, Brasil

Treinamento 58S. .
Universidade Metodista de Sao Paulo, UMESP, Sao Bernardo Do Campo, Brasil

Treinamento - Diluig&o. .
Universidade Metodista de Sao Paulo, UMESP, Sao Bernardo Do Campo, Brasil

Treinamento - RDC 302. .
Universidade Metodista de Sao Paulo, UMESP, Sao Bernardo Do Campo, Brasil

Campanha de Prevencéo Diabetes, Hipertensao, Coles. .
Universidade Metodista de Sao Paulo, UMESP, Sao Bernardo Do Campo, Brasil

Campanha de Prevencao de Diabetes Hipertensao Cole. .
Universidade Metodista de Sao Paulo, UMESP, Sao Bernardo Do Campo, Brasil

Campanha de Prevengéo Diabetes Hipertensao Coleste. .
Universidade Metodista de Sao Paulo, UMESP, Sao Bernardo Do Campo, Brasil

Atuagao profissional

1. Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas FCF/USP - FCF

Vinculo
institucional

2014 -2015

2012 - Atual
2012-2013

2009 -2011

Atividades

2010 - Atual

02/2009 - Atual

Vinculo: Representante discente , Enquadramento funcional: Estudante, Regime: Parcial

Outras informagdes: B

Membro suplente do representante discente da pés-graduagao, na CONGREGAGCAO da Faculdade de
Ciéncias Farmacéuticas-USP

Vinculo: Doutorado , Enquadramento funcional: Estudante, Regime: Dedicagdo exclusiva

Vinculo: Representante discente , Enquadramento funcional: Estudante, Regime: Parcial

Outras informagdes:

Membro suplente do representante discente da comissao de ética no uso de animais -CEUA da Faculdade
de Ciéncias Farmacéuticas-USP.

Vinculo: Mestrado , Enquadramento funcional: Estudante, Regime: Dedicagéo exclusiva

Outras informagdes:

Mestrado, no programa Farmacia (Analises Clinicas), area de concentragéo Andlises Clinicas, sob a
orientagéo do Prof(a). Dr(a). Primavera Borelli Garcia.

Pesquisa e Desenvolvimento, Universidade de Sao Paulo, Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas

Linhas de pesquisa:
Avaliagéo da participagdo dos processos apoptéticos , necréticos e autofagicos na hipoplasia medular de
camundongos submetidos a desnutrigdo protéica

Pesquisa e Desenvolvimento, Universidade de Sao Paulo, Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas
Linhas de pesquisa:

Avaliagéo da presencga de isoformas de fibronectina na medula 6ssea de camundongos submetidos a
desnutrigao protéica.

2. Universidade de Sao Paulo - USP

Vinculo
institucional

2008 -2008

Vinculo: Estagiaria , Enquadramento funcional: Estagiaria, Regime: Dedicacdo exclusiva




Atividades

06/2008 - Atual

06/2008 - Atual

Outras informagdes:

Pratica Profissionalizante em Hematologia Experimental: "Avaliagao do Estroma Medular". No laboratério de
hematologia clinica do departamento de andlises clinicas e toxicolégicas, sob a supervisdo da Profe. Dr2.
Primavera Borelli.

Pesquisa e Desenvolvimento, Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas

Linhas de pesquisa:
Avaliagao do ciclo celular de células tronco da medula 6ssea de camundongos submetidos a desnutrigao
protéica

Pesquisa e Desenvolvimento, Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas
Linhas de pesquisa:

Avaliagdo da hemopoese e da resposta imune inata mediada por macréfagos, em camundongos, durante
processo de recuperagdo nutricional apés a desnutrigdo protéica

3. Universidade Metodista de Sao Paulo - UMESP

Vinculo
institucional

2008 -2008

2005 -2005

Vinculo: Voluntaria , Enquadramento funcional: Voluntaria, Regime: Parcial
Outras informagdes:
Atividades Voluntérias na Disciplina de Histologia Basica

Vinculo: Estagiario , Enquadramento funcional: Estagiario , Carga horaria: 5, Regime: Parcial
Outras informagdes:
Estagio extracurricular (monitoria) na disciplina de Histologia

4. Nucleo de Pesquisas Bioldgicas - Universidade Medotista de Sao Paulo - NPB - UMESP

Vinculo
institucional
2006 - 2008 Vinculo: Estagiaria , Enquadramento funcional: Estagiaria , Carga horaria: 4, Regime: Parcial
Outras informagdes:
Estagio extracurricular - Laboratério de Histologia : Tecnicas de Histologia e fotometria
2005 -2006 Vinculo: Estagiaria , Enquadramento funcional: Estagiaria, Regime: Parcial
Outras informagdes:
Estagio extracurricular - Laboratério de Histologia, Laboratério Multidisciplinar.
Atividades

02/2007 -12/2007 Pesquisa e Desenvolvimento, Nticleo de Pesquisas Bioldgicas

Linhas de pesquisa:
Influéncia do Hipotireoidismo Induzido Por Propiltiouracil, Tireoidectomia e Reposigdo Hormonal (T4) Na
Fetilidade Das Ratas Adultas

Linhas de pesquisa

1.

Projetos

Influéncia do Hipotireoidismo Induzido Por Propiltiouracil, Tireoidectomia e Reposicdo Hormonal (T4) Na
Fetilidade Das Ratas Adultas

Objetivos:Sabendo que os horménios da tireoide participam no crescimento, desenvolvimento e fungédo de
diversos 6rgdos dentre eles o ovario, avaliamos o efeito do hipotireoidismo induzido por propiltiouracil e
tireoidectomia na fertilidade de ratas adultas e se a reposicdo hormonal T4 reverte as alteragdes
observadas na fertilidade.

Palavras-chave: Hipotireoidismo, Propiltiouracil, fertilidade

Areas do conhecimento : Fisiologia

Avaliagdo da hemopoese e da resposta imune inata mediada por macréfagos, em camundongos, durante
processo de recuperacgao nutricional apds a desnutricdo protéica

Objetivos:Sabendo-se que animais desnutridos apresentam hipoplasia severa de érgaos linfo-
hemopoéticos, comprometimento da fungéo imune e alteragdes hormonais, propde-se, neste projeto, a
avaliagao de aspectos histolégicos e funcionais da hemopoese e da resposta imune, e parametros
bioquimicos indicativos do estado nutricional de animais desnutridos submetidos a recuperagéo
nutricional..

Palavras-chave: Desnutricdo, Hemopoese, recuperagdo nutricional

Avaliagdo do ciclo celular de células tronco da medula éssea de camundongos submetidos a desnutrigédo
protéica

Objetivos:A anemia, leucopenia e atrofia medular encontrada nos camundongos submetidos a desnutricao
protéica sugerem queda na capacidade proliferativa dos progenitores hematopoiéticos, uma vez que a
redugdo do compartimento medular néo foi decorrente do aumento do influxo de células para o sangue
periférico e nem devido a processos apoptéticos. Assim, nosso objetivo no presente projeto € o de avaliar
o ciclo celular das células tronco hematopoiéticas da medula éssea de camundongos submetidos a
desnutricdo protéica..

Palavras-chave: Ciclo celular, Hemopoese, Desnutrigdo

Avaliagao da participagéo dos processos apoptoticos , necréticos e autofagicos na hipoplasia medular de
camundongos submetidos a desnutricdo protéica

Objetivos:Considerando os resultados anteriores de nosso grupo evidenciando que a desnutrigéo protéica
compromete a hemopoese induzindo hipoplasia medular com pancitopenia periférica, alteragdes na matriz
extracelular da medula éssea, permanéncia de células tronco/progenitoras na fase G0/G1 do ciclo celular,
aumento nas concentragdes plasmaticas de glicocorticoide e redugdo de insulina e IGF1, nos propomos,
neste projeto a avaliar a participagcdo dos processos apoptéticos, necréticos e autofagicos na hipoplasia
supra mencionada.

Avaliagdo da presenga de isoformas de fibronectina na medula 6ssea de camundongos submetidos a
desnutricdo protéica.

Objetivos:Sabendo que animais submetidos a desnutrigdo proteica apresentam evidéncias histologicas de
alter¢ao na propoorgao de proteina, especialmente a fibronectina, havendo um aumento da deposicdo da
mesma na matriz extracelular. Tal alteragéo ocasiona hipoplasia e modificagdo do ciclo celular nos animais
desnutridos. Assim no presente projeto sera avaliado a estrutura da molécula de fibronectina na medula
dssea de animais desnutridos.

Palavras-chave: Desnutrigdo, Fibronectina, Hemopoese




Projetos de
pesquisa

2010 -2012

2009 - Atual

2009 - Atual

2006 -2007

Reducao da capacidade proliferativa de células tronco/progenitoras homopoeticas em modelo de
desnutricdo protéica: papel do microambiente medular na indugéo do ciclo celular

Descrigao: Desenvolvemos um modelo de hipoplasia medular, em murinos, induzida por restrigao protéica.
Demonstramos neste modelo alteragdes histologicas evidentes na matriz extracelular da medula éssea,
encontramos alteragdes na propor¢ado de proteinas, especialmente de fibronectina, trombospondina e
laminina, situagéo que poderia estar contribuindo para a hipoplasia observada. A caracterizag&o imuno-
histoquimica e ultra-estrutural de tais alteragées evidenciou um aumento na deposicéo de fibronectina na
medula dssea esternal de animais desnutrido em sitios endosteais/paratrabeculares (regido de fixagao de
células troco hematopoéticas) e aumento e deposicéo de laminina em regides perisinusais. Estas
alteragdes podem modificar a co-localizagdo de uma série de fatores de crescimento e citocinas que
poderiam interferir na regulagéo dos processos de crescimento e diferenciagao de células hemopoéticas.
Na medula 6ssea, as células trocb/progenitoras estdo em contato estrito com a fibronectina, e isto ocorre
através de integrinas expressas por essas células, VLA-4 e VLA5 e esta interagao fibronectina/integrina
esta relacionada com o ciclo celular. Resultados preliminares do nosso laboratério j& demonstram que os
animais desnutridos apresentam, significativamente, menor expressao de receptores para a fibronectina
VLA-4 e VLA5, na populagdode células CD 34+. Também foi verificado um aumento da populagdo de
células tronco na fase GO e G1 quando comparados com os animais controles. Em virtude dos dados
apresentados propomos a avaliar a proliferagdo de células tronco/progenitoras por incorporagéo, "in vivo",
de BrdU; determinar a localizag&o das células tronco hemopoéticas no nicho medular através de
microscopia confocal; caracterizar histoldgica e ultra-estruturalmente a matriz extracelular da medula
dssea dos animais por andlise imunohistoquimica, microscopia de transmiss&o e microscopia confocal;.
quantificar fibronectina por western blotting e pesquisar suas isoformas por PCR e imunohis

Situagdo: Concluido Natureza: Projetos de pesquisa

Alunos envolvidos: Mestrado académico (1); Doutorado (2);

Integrantes: Graziela Batista Da Silva; Karina Nakajima; Amanda Rabello Crisma; Ricardo Ambrosio Fock;
Primavera Borelli (Responsavel); Orlando Garcia Ribeiro; José Guilherme Xavier; Victor Aranna Chaves
Financiador(es): Fundagédo de Amparo a Pesquisa do Estado de Sao Paulo-FAPESP

Avaliagdo da presenga de isoformas de fibronectina na medula 6ssea de camundongos submetidos a
desnutricdo protéica.

Descrigao: Sabendo que animais submetidos a desnutricdo proteica apresentam evidéncias histolégicas
de alter¢do na propoorcéo de proteina, especialmente a fibronectina, havendo um aumento da deposi¢do
da mesma na matriz extracelular. Tal alteragéo ocasiona hipoplasia e modificagdo do ciclo celular nos
animais desnutridos. Assim no presente projeto sera avaliado a estrutura da molécula de fibronectina na
medula 6ssea de animais desnutridos.

Situagdo: Em andamento Natureza: Projetos de pesquisa

Integrantes: Graziela Batista Da Silva (Responsavel); ;

COMPROMETIMENTO DO CICLO CELULAR DE CELULASIRONCO/PROGENITORAS NA
DESNUTRICAO PROTEICA: O DESAFIO DA RECUPERAGAO NUTRICIONAL

Descrigéo: Atualmente, a desnutrigéo é considerada um dos maiores problemas de satde publica mundial.
Em sua grande maioria, os individuos desnutridos encontram-se nos paises em desenvolvimento; na Asia
e Pacifico, estima-se que 642 mihdes de pessoas apresentem-se cronicamente desnutridos; na Africa
Sub-Saariana, 265 milhées; na Africa do norte 42 milhées e na América Latina e Caribe, 53 milhdes. Ja nos
paises desenvolvidos, a desnutricdo afeta, aproximadamente, 15 mihdes de pessoas. Mundialmente, um
sexto da populagéo é considera desnutrida, ou seja, cerca de 1 bilhdo de pessoas. A desnutricdo acomete
principalmente criangas, idosos e individuos hospitalizados sob alimentagéo parenteral ou que apresentam
disturbios alimentares. No Brasil, estima-se que mais de 13 milhdes de pessoas apresentam algum tipo de
desnutricéo, das quais aproximadamente 60% encontram-se em areas urbanas. Segundo a Organizagao
Mundial da saude, a fome é a maior ameaga a saude publica mundial, sendo que em 2006, foram
registrados 58% de mortalidade devido & desnutricéo ao redor o mundo. A desnutrigdo protéica e protéico-
energética (DPE) sao as formas mais freqiientes de desnutricdo. A DPE apresenta amplo espectro de
sinais e sintomas que decorrem, ndo s6 da(s) causa(s) que induzem a desnutricdo, mas também dos
diferentes graus de caréncia de proteinas e, ou de calorias. A DPE acomete 50 a 90% dos pacientes
hospitalizados de paises desenvolvidos e subdesenvolvidos, respectivamente, alterando a resposta
terapéutica, dificultando tratamentos clinicos e aumentando a morbidade e a mortalidade. Cerca de 60%
das infecgdes que evoluem para sepse sdo adquiridas no ambiente hospitalar, envolvendo geralmente
bactérias Gram negativas e incidindo especialmente em individuos com nutricéo inadequada..

Situagdo: Em andamento Natureza: Projetos de pesquisa

Alunos envolvidos: Mestrado académico (1); Doutorado (2);

Integrantes: Graziela Batista Da Silva; Karina Nakajima; Amanda Rabello Crisma; Ricardo Ambrosio Fock;
Primavera Borelli (Responsavel); Marcelo Macedo Rogero; José Guilherme Xavier

Financiador(es): Fundagdo de Amparo a Pesquisa do Estado de Sao Paulo-FAPESP

Influéncia do Hipotireoidismo Induzido Por Propiltiouracil, Tireoidectomia e Reposigdo Hormonal (T4) Na
Fetilidade Das Ratas Adultas

Descrigéo: Sabendo que os horménios da tireoide participam no crescimento, desenvolvimento e fungéo
de diversos érgaos dentre eles o ovario, avaliamos o efeito do hipotireoidismo induzido por propiltiouracil e
tireoidectomia na fertilidade de ratas adultas e se a reposigdo hormonal T4 reverte as alteragdes
observadas na fertilidade.

Situagao: Concluido Natureza: Projetos de pesquisa

Integrantes: Graziela Batista Da Silva (Responsavel); ;

Areas de atuacdo

1. Andlises Clinicas
2. Hematologia Clinica
3. Histologia
Idiomas
Inglés Compreende Bem , Fala Bem , Escreve Bem , Lé Bem

Prémios e titulos

2014
2014
2014
2014
2011

2010

Producao

Mengéo honrosa-Doutorado-Ciéncias Biolégicas, XXIII Semana Cientifica Benjamin Eurico Malucelli, FMVZ-
USP

Prémio de melhor apresentagéo em forma de poster categoria de Doutorado., XIX SEMANA
FARMACEUTICA DE CIENCIA E TECNOLOGIA-FCF-USP

Prémio de melhor apresentagé&o oral na categoria de Doutorado., XIX SEMANA FARMACEUTICA DE
CIENCIA E TECNOLOGIA-FCF-USP

1° lugar no prémio Jovem Cientista Prof.Dr. Mariano-Doutorado-Ciéncias Biologicas, XXIII Semana
Cientifica Benjamin Eurico Malucelli, FMVZ-USP

XV Prémio Jovem Cientista Prof. Dr. Mario Mariano 2° Lugar na Categoria Mestrado- Ciéncias Biomédicas,
XX Semana Cientifica Benjamin Eurico Malucelli - Dep. de Patologia da FMVZ- USP

Mens&o Honrosa, XXV Reunido da Federagéo de Sociedades de Biologia Experimental -FeSBE




Produgao bibliografica

Artigos completos publicados em periédicos

1. NAKAJIMA, KARINA, CRISMA, AMANDA R., SILVA, GRAZIELA B., ROGERO, MARCELO M.,
FOCK, RICARDO A., BORELLI, PRIMAVERA
Malnutrition suppresses cell cycle progression of hematopmeuc progenitor cells in mice via cyclin D1 down-
regulation. Nutrition (Burbank, Los Angeles County, Calif.). Bk, v.30, p.82 - 89, 2014.
Referéncias adicionais : Inglés. Meio de divulgagéo: Meio dlglta/ Home page:
[doi:10.1016/j.nut.2013.05.029]

2. KATZ, I. S. S., ALBUQUERQUE, L. L., SUPPA, A. P., DE SIQUEIRA, D. M., ROSSATO, C., SILVA,
G.B.D., JENSEN, J. R, STAROBINAS, N., CABRERA, W. H. K., DE FRANCO, M., BORELLI, P., IBANEZ,
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Brazil; Cidade: Blzios-RJ; Evento: XllIl Simposio Brasileiro de Matriz Extracelular & VIII International
Symposium on Extracellular Matrix; Inst.promotora/financiadora: Sociedade Brasileira de Biologia Celular

BELTRAN, JACKELINE, SILVA, G. B., OLIVEIRA, D. C., OLIVEIRA, T. C., SANTOS, E. W., Chaves, V. A,
FOCK, RICARDO A., BORELLI, P.

DESNUTRIGAO PROTEICA ATIVA A SINALIZAGAO AUTOFAGICA REGULADA POR Akt/mTOR
NAS CELULAS DE MEDULA OSSEA, 2014. (Simpdsio,Apresentagéo de Trabalho)

Referéncias adicionais : Brasil/Portugués. Meio de divulgagdo: Meio digital

1° lugar no prémio Jovem Cientista Prof.Dr. Mariano-Doutorado-Ciéncias Biologicas; Local: Universidade
de S&o Paulo; Cidade: Sdo Paulo; Evento: XXIIl Semana Cientifica Benjamin Eurico Malucelli, realizada na
Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia da Universidade de S&o Paulo; Inst.promotora/financiadora:
Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia da Universidade de Sdo Paulo

TSUJITA, M., TEIXEIRA, M., RODRIGUES, M., HASTREITER, A., SILVA, G. B., GOUVEIA, C., Fock, R.
A, BORELLI, PRIMAVERA

Femoral Microarchitecture and Endosteal Niche Alterations in Protein Malnutrition: Possible
Effects on Hematopoiesis?, 2014. (Seminario,Apresentagdo de Trabalho)

Referéncias adicionais : Brasil/Portugués.

Prémio de melhor apresentagdo em forma de péster categoria de Doutorado. Prémio de melhor
apresentagdo oral categoria de Doutorado.; Local: FCF-USP; Cidade: Sdo Paulo; Evento: XIX SEMANA
FARMACEUTICA DE CIENCIAS E TECNOLOGIA Inst.promotora/financiadora: FACULDADE DE
CIENCIAS FARMACEUTICAS-USP

TSUJITA, MARISTELA, RODRIGUES, M., TEIXEIRA, M., HASTREITER, A., SILVA, G. B., GOUVEIA, C.,
Fock, R. A, BORELLI, PRIMAVERA

Femoral Microarchitecture and Endosteal Niche Alterations in Protein Malnutrition: Possible
Effects on Hematopoiesis?, 2014. (Seminario,Apresentagdo de Trabalho)

Referéncias adicionais : Brasil/Portugués; Local: Montréal, Canada; Cidade: Montréal, Canada; Evento: 43°
Annual Scientific Meeting of the ISEH Society for Experimental Hematology, Inst.promotora/financiadora:
Society for Experimental Hematology

SILVA, G. B., TSUJITA, MARISTELA, HASTREITER, A., BORELLI, PRIMAVERA

REMODELAMENTO DA MATRIZ EXTRACELULAR DA MEDULA OSSEA EM MODELO MURINO DE
DESNUTRICAO PROTEICA, 2014. (Simposio,Apresentacédo de Trabalho)

Referéncias adicionais : Brasil/Portugués.

Meng&o honrosa-Doutorado-Ciéncias Bioldgicas; Local: Universidade de S&o Paulo; Cidade: Sao Paulo;
Evento: XXlll Semana Cientifica Benjamin Eurico Malucelli, realizada na Faculdade de Medicina Veterinaria
e Zootecnia da Universidade de Sdo Paulo; Inst.promotora/financiadora: Faculdade de Medicina Veterinaria
e Zootecnia da Universidade de Sdo Paulo

SILVA, G. B., TSUJITA, MARISTELA, SANTOS, E. W., BELTRAN, JACKELINE, BORELLI, PRIMAVERA
'Role of AKT/mTOR Pathway in Fibronectin Expression meidated by Protein Malnutrition®, 2014.
(Simposio,Apresentacéo de Trabalho)

Referéncias adicionais : Brasil/Portugués. Meio de divulgagéo: Vérios; Local: FCF- USP; Cidade: Sab
Paulo; Evento: XIX Semana Farmacéutica De Ciénicas e Tecnologia; Inst.promotora/financiadora:
Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas-USP

SANTOS, E. W., OLIVEIRA, D. C., BELTRAN, JACKELINE, SILVA, G. B., TSUJITA, M., CARMO, L. S.,
Crisma, A. R, Fock, R. A, BORELLI, PRIMAVERA

'Valores de referéncia de paramentros h tologi bi de dongos Swiss
Webster, C57BL/6, BALBI/c e ratos Wistar, 2014. (Semlnano Apresentagao de Trabalho)

Referéncias adicionais : Brasil/Portugués; Local: FMVZ-USP; Cidade: Sdo Paulo; Evento: XXlIl Semana
Cientifica Benjamin Eurico Malucelli; Inst.promotora/financiadora: Faculdade de Medicina Veterinaria e
Zootecnia da Universidade de S&o Paulo

Beltran, J. O. S, SILVA, G. B., OLIVEIRA, D. C., SANTOS, E. W., BORELLI, P.

Effect of protein malnutrition in the mechanisms of apoptosis, necrosis and autophagy in marrow
hypoplasia, 2012. (Simpdsio,Apresentagéo de Trabalho)

Referéncias adicionais : Brasil/Portugués. Meio de divulgagdo: Meio digital; Local: FCF-USP; Cidade: S&do
Paulo; Evento: XVIl Semana Farmacéutica de Ciéncias e Tecnologia; Inst.promotora/financiadora:
FACULDADE DE CIENCIAS FARMACEUITCAS-USP

Beltran, J. O. S, SILVA, G. B., OLIVEIRA, D. C., SANTOS, E. W., BORELLI, P.

Effect of Protein Malnutrition in the Mecanisms of Apoptosis, Necrosis and Autophagy in Marrow

Hypoplasia, 2012. (Congresso,Apresentagéo de Trabalho)

Palavras-chave: Desnutricdo, Hemopoese, Medula 6ssea, Apoptose, Necrose, Autofagia

Referéncias adicionais : Brasil/Inglés. Meio de divulgagdo: Meio digital. Home page:
http://2010.interevent.com.br/sistema/_img/_fck/LIVRO %20DE%20RESUMO S% 20final% 20para% 20site%2023jul12.pdf;
Local: Riocentro Exhibition and Convection Center; Cidade: Rio de Janeiro; Evento: 10th Internacional

Congress on Cell Biology and the XVI Meetineting Of the Brazilian Society for Cell Biology;

Inst.promotora/financiadora: Brazilian Society for Cell Biology and Internacional Federation for Cell Biology

Thaisa M. Sandini, Mariana S. B. Udo, SILVA, G. B., Daniel Sanches, Helenice de S. Spinosa
“HAEMATOLOGICAL AND BIOCHEMICAL EFFECTS IN ADULTHOOD RAT OFFSPRING EXPOSED
TO Senecio brasiliensis IN THE PRENATAL PERIOD”, 2012. (Simpdsio,Apresentagéo de Trabalho)
Referéncias adicionais : Brasil/Portugués. Meio de divulgagéo: Outro; Local: Faculdade de Medicina
Veterinéria -USP; Cidade: Sdo Paulo; Evento: 4th Symposium of the Latin American Society of Toxicologic
Pathology - A PANORAMIC VIEW OF TOXICOLOGIC PATHOLOGY; Inst.promotora/financiadora:
Faculdade de Medicina veterinaria -USP e Instituto Butantan

Katz, I. S. S, ALBUQUERQUE, L. L., Suppa A, Moreira PC, SILVA, G. B., Carvalho LV, Jensen JR,
Starobinas N, Cabrera WHK, De Franco M, Sant Anna AO, BORELLI, P., Ibafiez OM, Ribeiro, O. G
Myelotoxixity contribute to the phenotypes of susceptibility to cancer in AIRmin selected mice,
2012. (Simposio,Apresentagéo de Trabalho)

Referéncias adicionais : Brasil/Portugués. Meio de divulgagéo: Outro; Local: Instituto Butantan,; Cidade:
Séo Paulo, SP; Evento: X1V Reunido Cientifica Anual do Instituto Butantan; Inst.promotora/financiadora:
Instituto Butatan

Ay
T4 SILVA, G. B., ALBUQUERQUE, L. L., Katz, |. S. S, Beltran, J. 0. S, Schimieguel, D. M, BORELLI, P.
Andlise protedmica do estroma medular de camundongos submetidos a desnutri¢cdo protéica,
2011. (Simposio,Apresentagéo de Trabalho)
Referéncias adicionais : Brasil/Portugués. Meio de divulgagéo: Meio digital. Home page: XX Semana
Cientifica; Local: Universidade de Sado Paulo - SP; Cidade: Sdo Paulo; Evento: XX Semana Cientifica
Benjamin Eurico Malucelli; Inst.promotora/financiadora: Faculdade de Medicina veterinaria e zootecnica -
UspP

SILVA, G. B., Beltran, J. O. S, Katz, |. S. S, Nakajima, K., Crisma, A. R, Ribeiro, O. G, BORELLI, P.
Pesquisa de isoformas da fibronectina em culturas de longa duragdo de estroma medular de
camundongossubmetidos a desnutrigdo proteica, 2011. (Congresso,Apresentacao de Trabalho)
Referéncias adicionais : Brasil/Portugués. Meio de divulgagéo: Varios. Home page:
http://www.rbhh.org/detalhe_artigo.asp?id=475&idioma=; Local: Centro de Convengbes Sheraton WTC;
Cidade: Sao Paulo; Evento: Congresso Brasileiro de Hematologia e Hemoterapia- Hemo;
Inst.promotora/financiadora: Associagéo Brasileira de Hemoterapia e Hematologia

SILVA, G. B., Beltran, J. O. S, Katz, |. S. S, Nakajima, K., Crisma, A. R, Ribeiro, O. G, BORELLI, P.
Pesquisa de isoformas da fibronectina em culturas de longa duragdo de estroma medular de
camundongossubmetidos a desnutrigdo proteica, 2011. (Congresso,Apresentagao de Trabalho)
Referéncias adicionais : Brasil/Portugués. Meio de divulgagéo: Varios. Home page:
http://www.rbhh.org/detalhe_artigo.asp?id=475&idioma=; Local: Centro de Convengbes Sheraton WTC;
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19.

20.

21,

22,

23.

24,

Cidade: Sao Paulo; Evento: Congresso Brasileiro de Hematologia e Hemoterapia;
Inst.promotora/financiadora: Associagcdo Brasileira de Hematologia e hemoterapia

.,
i‘.i' 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 Duragao de Estroma Medular de
Camundongos Submetidos A Desnutrigio Protéica, 2011. (Simpdsio,Apresentagao de Trabalho)
Palavras-chave: Fibronectina, matriz extracelular, Desnutrigdo, Hemopoese
Areas do conhecimento : Hematologia Clinica
Referéncias adicionais : Brasil/Portugués. Meio de divulgagédo: Meio digital
XV Prémio Jovem Cientista Prof. Dr. Mario Mariano 2° Lugar na Categoria Mestrado- Ciéncias Biomédicas;
Local: Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia da Universidade de S&o Paulo; Cidade: S&o Paulo;
Evento: XX Semana Cientifica Benjamin Eurico Malucelli; Inst.promotora/financiadora: Departamento de
Patologia

SILVA, G. B., Beltran, J. O. S, Katz, |. 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. (Simpdsio,Apresentacéo de Trabalho)

Referéncias adicionais : Brasil/Inglés. Meio de divulgag&o: Meio digital; Local: Faculdade de Ciéncias
Faramcéuticas - USP; Cidade: S&o Paulo; Evento: Simpdsio anual de Pesquisa em Ciéncias
Farmacéuticas e XLVI Semana Universitaria Paulista de Farméacia e Bioquimica;
Inst.promotora/financiadora: Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas -USP

SILVA, G. B., SILVA, M. K., Nakajima, K., Crisma, A. R, Beltran, J. O. S, Fock, R. A, BORELLI, P.

Avaliagao da fibronectina no estroma lular de camundongos submetidos a desnutricao
protéica, 2010. (Congresso,Apresentagao de Trabalho)

Referéncias adicionais : Brasil/Portugués. Meio de divulgagéo: Outro

Mensé&o Honrosa-Prémio; Cidade: Aguas de Linddia; Evento: XXV Reunido Anual da Federagao de
Sociedades de Biologia Experimental - FeSBE

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,Apresentagao de Trabalho)

Referéncias adicionais : Brasil/Inglés. Meio de divulgagéo: Varios; Cidade: Sao Paulo; Evento: XV SEMANA
FARMACEUTICA DE CIENCIA E TECNOLOGIA; Inst.promotora/financiadora: Faculdade de Ciéncias
Farmacéuticas - USP

LY
-7 Nakajima, K., Crisma, A. R, ROGERO, M. M., SILVA, G. B., SILVA, M. K., BORELLI, P.
Desnutricdo protéica altera o ciclo celular de células tronco/progenitoras hematopoéticas da
medula 6ssea comprometendo a hemopoese, 2009. (Congresso,Apresentacao de Trabalho)
Referéncias adicionais : Brasil/Portugués. Meio de divulgagéo: Outro; Local: Brasil; Cidade: Florianépolis -
SC; Evento: Congresso Brasileiro de Hematologia e Hemoterapia

Nakajima, K., Crisma, A. R, ROGERO, M. M., SILVA, G. B., SILVA, M. K., BORELLI, P.

Desnutrigao protéica altera o ciclo celular de células tronco/progenitoras hematopoéticas da
medula 6ssea comrpometendo a hemopoese, 2009. (Congresso,Apresentagdo de Trabalho)
Referéncias adicionais : Brasil/Portugués. Meio de divulgagéo: Impresso; Cidade: Florianépolis-SC; Evento:
Congresso Brasileiro de Hematologia e Hemoterapia - HEMO

Produgéo técnica

Demais produgdes técnicas

SILVA, G. B.

Anemias, 2014. (Outro, Curso de curta duragao ministrado)

Referéncias adicionais : Brasil/Portugués. 1 hora.

Evento: Ciclo de palestras do Projeto de extens&o universitaria: Jornada Cientifica dos Académicos de
Farmacia e Bioquimica;

SILVA, G.B.

Anemias, 2013. (Outro, Curso de curta duragao ministrado)

Referéncias adicionais : Brasil/Portugués. 1 hora.

Evento: Ciclo de palestras do Projeto de extensdo universitaria: Jornada Cientifica dos Académicos de
Farmacia e Bioquimica;

SILVA, G. B.

Hematologia em Laboratério Clinico e Imunohematologia, 2010. (Especializagéo, Curso de curta
duragao ministrado)

Referéncias adicionais : Brasil/Portugués. 10 horas.

Pés-graduagao Lato Sensu. Especializagdo em Anélises Clinias

Educacgao e Popularizagao de C&T

Artigos em revistas (Magazine)

Eventos

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 WHOLE-BODY COMPOSITION AND TISSUE
MAGNESIUM DISTRIBUTION IN RATS. Journal of the Brazilian Society of Food and Nutrition. Sao Paulo,
p.52 - 52, 2013.

Referéncias adicionais : Brasil/Inglés. Meio de divulgagdo: Meio digital. Home page:
http://www.revistanutrire.org.br/files/v38nSuplemento/v38nSuplemento. pdf

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.

Desnutricdo proteica ativa a sinalizagéo da via autofagica regulada por mTOR na medula 6ssea. Journal of
the Brazilian Society of Food and Nutrition. Sdo Paulo, p.60 - 60, 2013.

Referéncias adicionais : Brasil/Portugués. Meio de divulgag&o: Meio digital. Home page:
http://www.revistanutrire.org.br/files/v38nSuplemento/v38nSuplemento. pdf

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 desnutri¢éo proteica na densidade éssea e aspectos ¢sseos microanatémicos. Journal of the
Brazilian Society of Food and Nutrition. Sdo Paulo, p.343 - 343, 2013.

Referéncias adicionais : Brasil/Portugués. Meio de divulgagdo: Meio digital. Home page:
http://www.revistanutrire.org.br/files/v38nSuplemento/v38nSuplemento. pdf

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 hiperlipidica nos parametros hematolégicos e imunolégicos em modelo
murino. Journal of the Brazilian Society of Food and Nutrition. Sdo Paulo, p.342 - 342, 2013.

Referéncias adicionais : Brasil/Portugués. Meio de divulgag&do: Meio digital. Home page:
http://www.revistanutrire.org.br/files/v38nSuplemento/v38nSuplemento. pdf

Eventos

Participacdo em eventos
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21.

22,

23.

24.

25.

26.

27.

28.

29.

30.

31.

32.

33.

Apresentagdo de Poster / Painel no(a) XXIV Semana Cientifica Benjamin Eurico Mallucelli, 2015.
(Outra)

Ex vivo Study of Hematopoiesis in Protein Malnutrition: characterization of bone marrow stromal cells in
mice.

Apresentagdo de Poster / Painel no(a) Reunido anual da Federagdo de Sociedades de Biologia
Experimental, 2015. (Congresso)

PROTEIN MALNUTRITION MODIFIES FIBRONECTIN REMODELING CAPABILITY IN LONG-TERM
BONE MARROW CULTURE.

Apresentagdo de Poster / Painel no(a) 13° Congresso Nacional da Sociedade Brasileira de
Alimentagao e Nutrigdo-SBAN, 2015. (Congresso)

PROTEIN MALNUTRITION MODIFIES FIBRONECTIN REMODELING CAPABILITY IN LONG-TERM
BONE MARROW CULTURE.

Apresentagdo de Poster / Painel no(a) Hemo-Congresso Brasileiro de Hematologia, Hemoterapia e
terapia celular, 2015. (Congresso)
"Protein Malnutrtion Modifies Fibronectin Remodeling Capability in Long-Term Bone Marrow Culture”.

Apresentagao de Poster / Painel no(a) XIll Simpésio Brasileiro de Matriz Extracelular & VIl
International Symposium on Extracellular Matrix, 2015. (Simpdsio)

"Regulatory mechanisms of fibronectin turnover in long term bone marrowculture: impacts of low protein
diet".

"Transi¢do Nutricional no Brasil", 2015. (Outra)

XIll Simpésio Brasileiro de Matriz Extracelular & VIl International Symposium on Extracellular
Matrix, 2015. (Simpdsio)

I Congresso de Graduagao da USP, 2015. (Congresso)

Apresentagdo de Poster / Painel no(a) XXIll Semana Cientifica Benjamin Eurico Malucelli, realizada
na Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia da Universidade de Sao Paulo, 2014. (Congresso)
REMODELAMENTO DA MATRIZ EXTRACELULAR DA MEDULA OSSEA EM MODELO MURINO DE
DESNUTRICAO PROTEICA.

Apresentagao de Poster / Painel no(a) XIX SEMANA FARMACEUTICA DE CIENCIA E TECNOLOGIA,
2014. (Simposio)
"Role of AKT/mTOR Pathway in Fibronectin Expression mediated by Protein Malnutrition".

Apresentagdo 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.

“Programas de Monitoria para a Graduagao", 2014. (Seminario)
12° Congresso Naci | da Sociedad ileira de Alimentacao e Nutricdo-SBAN, 2013.

(Congresso)

V Simpésio de Pés-Graduagdo em Analises Clinicas, 2013. (Simpésio)

Apresentagdo de Poster / Painel no(a) 6 ° 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.

Apresentagdo de Poster / Painel no(a) XVIl Semana Farmacéutica de Ciéncias e Tecnologia, 2012.
(Simposio)

Effect of protein malnutrition in the mechanisms of apoptosis, necrosis and autophagy in marrow
hypoplasia.

Apresentagdo 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.

Apresentagdo de Poster / Painel no(a) 4th Symposium of the Latin American Society of Toxicologic
Pathology - A PANORAMIC VIEW OF TOXICOLOGIC PATHOLOGY, 2012. (Simp6sio)
“HAEMATOLOGICAL AND BIOCHEMICAL EFFECTS IN ADULTHOOD RAT OFFSPRING EXPOSED TO
Senecio brasiliensis IN THE PRENATAL PERIOD".

Apresentagdo de Poster / Painel no(a) XIV Reuniao Cientifica Anual do Instituto Butantan, 2012.
(Simposio)

Myelotoxicity contribute to the phenotypes of susceptibility to cancer in AIRmin selected mice.
Apresentagdo de Poster / Painel no(a) 6 ° Congress of the International Society of Nutrigenetics/

nutNutrigenomics, 2012. (Congresso)
Proteomics Analysis of the Bone Marrow Extracellular Matrix of Mice Submitted to Protein Malnutrition.

IV Simpésio de pés-graduacao em Analises Clinicas, 2012. (Simpdsio)
Apresentagdo Oral no(a) Ill Simpésio de Pés-Graduagdo em Analises Clinicas, 2011. (Simposio)
Remodelamento da matriz da medula éssea decorrente da desnutricao: Andlise proteémica.

1l Simpésio de Pés-Graduagado em Analises Clinicas, 2011. (Simpdsio)

Apresentagdo de Poster / Painel no(a) Congresso Brasileiro de H giae H pia, 2010.
(Congresso)
Avaliagao da Fibronectina no Estroma Medular de Camundongos Submetidos a Desnutricdo Protéica.

Apresentagdo de Poster / Painel no(a) XXV Reunido Anual da Federagdo de Sociedades de Biologia
Experimental - FeSBE, 2010. (Congresso)

Avaliagao da Fibronectina no estroma Medular de Camundongos submetidos A Desnutri¢cao Protéica.
Apresentagao de Poster / Painel no(a) XV SEMANA FARMACEUTICA DE CIENCIA E TECNOLOGIA,
2010. (Congresso)

Evaluation of fibronectin in bone marrow stroma of mice subjected to protein malnutrition.

Congresso Brasileiro de Hematologia e Hemoterapia, 2010. (Congresso)
Workshop - " O uso de animias na pesquisa e no ensino" - FMVZ - USP, 2010. (Outra)
Il Simpésio de Pés-Graduagdo em Analises Clinicas, 2010. (Simpésio)

Apresentagdo de Poster / Painel no(a) Congresso Brasileiro de Hematologia e Hemoterapia, 2009.
(Congresso)

Desnutricdo protéica altera o ciclo celular de células tronco/progenitoras hematopoéticas da medula 6ssea
comprometendo a hemopoese.

ISimpésio do programa de Pés-Graduagio em Farmacia -Area de Analises Clinicas, 2009.
(Simposio)

Highlights of ASH in Latin America, 2009. (Congresso)

Apresentacdo Oral no(a) X Congresso de Iniciagao e Producao Cientifica, IX Seminario de Extensao




da Metodista e IV Seminario PIBIC/UMESP de Pesquisa da Universidade Metodista de Sédo Paulo,
2007. (Congresso)
Consequiéncias do Hipotireoidismo e da reposicdo de T4 na fertilidade de ratas adultas e da sua proles.

34. VI BIOMIX, 2007. (Congresso)

35. Coléquios Ambientais - "Qualidade do Ar: Novas estratégias de Cor icagdo", 2007. (Outra)

36. Coloquios Ambientais - "Exposicdo materna aos agentes poluentes e riscos para fetos e recém
nascidos", 2007. (Outra)

37. VIBIOMIX, 2006. (Congresso)
38. 112 Jornada de Medicina Laboratorial, 2006. (Congresso)

39. 8°Congresso de Iniciagdo e Producédo Cientifica e 7° Seminario de Extensdo da Universidade
Metodista de Sao Paulo, 2005. (Congresso)

40. VBIOMIX, 2005. (Congresso)
41. IV BIOMIX, 2004. (Congresso)

42. 7°Congresso de Produgao Cientifica e 6° Seminario de Extensdo da Universidade Metodista de
Sao Paulo, 2004. (Congresso)

43. Il BIOMIX - lll Jornada de Biomedicina, 2003. (Congresso)

Organizacao de evento

1. SILVA, GRAZIELA B.
VI Simpésio de Pés-Graduagao em Analises Clinicas- SIMPAC and | International Symposium on
Pathophysiology and Toxicology, 2015. (Outro, Organizagdo de evento)
Referéncias adicionais : Brasil/Inglés. Meio de divulgagéo: Varios

2. SILVA,G.B.
V Simpésio da Pés-Graduagdo em Analises Clinicas, 2013. (Outro, Organizag&o de evento)
Referéncias adicionais : Brasil/Portugués. Meio de divulgagdo: Varios

3. SILVA,G.B.

8° Congresso de Iniciagdo Cientifica e VI BIOMIX, 2006. (Outro, Organizagéo de evento)
Referéncias adicionais : Brasil/Portugués. Meio de divulgagéo: Varios

Bancas

Bancas

Participacdo em banca de comissdes julgadoras

Outra

1. 13°Feira Brasileira de Ciéncias e Engenharia-FEBRACE, 2015
Universidade de Séo Paulo
Referéncias adicionais : Brasil/Portugués.
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Trabalhos publicados em anais de eventos 17
Apresentagdes de trabalhos (Congresso) 10
Apresentagdes de trabalhos (Seminario) 3
Apresentagdes de trabalhos (Simpdsio) 10
Apresentagdes de trabalhos (Outra) 1
Produgéo técnica

Curso de curta duragédo ministrado (especializagao) 1
Curso de curta duragéo ministrado (outro) 2
Eventos

Participagdes em eventos (congresso) 25
Participagdes em eventos (seminario) 1
Participagdes em eventos (simpdsio) 12
Participagdes em eventos (outra) 5
Organizagéo de evento (outro) 3
Participag@o em banca de comissdes julgadoras (outra) 1
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Disciplina: Hematologia Clinica Responsavel pela disciplina: Primavera Borelli

2. Programa de Aperfeicoamento de Ensino- PAE 2011 Universidade de S&o Paulo - USP
Disciplina: Fisiologia do Sistema Hematopoético Responsavel pela disciplina: Primavera Borelli

3.Programa de Aperfeicoamento de Ensino- PAE 2014 Universidade de Sao Paulo - USP
Disciplina: Fisiologia do Sistema Hematopoético Responsavel pela disciplina: Ricardo Ambrosio Fock
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