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RESUMO

TSUJITA, M. Participacdo do nicho endosteal na regulacdo da hemopoese de
camundongos submetidos a desnutricdo proteica. 2016. 186f. Tese (Doutorado) —
Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas, Universidade de Sao Paulo, Sdo Paulo, 2016.

O nicho endosteal da medula éssea abriga as células-tronco hemopoéticas (CTH)
em quiescéncia/autorrenovacdo. As CTH podem ser classificadas em dois grupos: células
gue reconstituem a hemopoese em longo prazo (LT-CTH) e curto prazo (CT-CTH).
Investigamos, neste trabalho, os efeitos da desnutricdo proteica (DP) no tecido 6sseo e a
participacdo do nicho endosteal na sinalizacdo osteoblasto-CTH. Para tanto, utilizamos
camundongos submetidos a DP induzida pelo consumo de racao hipoproteica. Os animais
desnutridos apresentaram pancitopenia e diminuicdo nas concentracdes de proteinas
séricas e albumina. Quantificamos as CTH por citometria de fluxo e verificamos que os
desnutridos apresentaram menor porcentagem de LT-CTH, CT-CTH e de progenitores
multipotentes (PMP). Avaliamos a expressao das proteinas CD44, CXCR4, Tie-2 e Notch-1
nas LT-CTH. Observamos diminuicdo da expressao da proteina CD44 nos desnutridos.
Isolamos as células LT-CTH por cell sorting e avaliamos a expressao génica de CD44,
CXCR4 e NOTCH-1. Verificamos que os desnutridos apresentaram menor expressao de
CD44. Em relagédo ao ciclo celular, verificamos maior quantidade de LT-CTH nas fases
GO0/G1. Caracterizamos as alteragcbes do tecido 6sseo femoral, in vivo. Observamos
diminuicdo da densidade mineral 6ssea e da densidade medular nos desnutridos. A
desnutricdo acarretou diminuicdo da area média das secdes transversais, do perimetro do
periosteo e do enddsteo na cortical do fémur dos animais. E na regido trabecular, verificou-
se diminuicdo da razdo entre volume O6sseo e volume da amostra e do namero de
trabéculas, aumento da distancia entre as trabéculas e prevaléncia de trabéculas ésseas em
formato cilindrico. Avaliamos a expressdo de colageno, osteonectina (ON) e osteocalcina
(OC) por imuno-histoquimica, e de osteopontina (OPN) por imunofluorescéncia no fémur e
verificamos diminuigdo da marcacgdo para OPN, colageno tipo I, OC e ON nos desnutridos.
Evidenciamos, pela técnica do Picrosirius, desorganizacdo na distribuicdo das fibras
colagenas e presenca de fibras tipo Ill nos fémures dos desnutridos, além de maior nUmero
de osteoclastos evidenciados pela reacdo da fosfatase Acida tartarato resistente. Os
osteoblastos da regido femoral foram isolados por deplecdo imunomagnética,
imunofenotipados por citometria de fluxo e cultivados em meio de indugdo osteogénica.
Observamos menor positividade para fosfatase alcalina e vermelho de alizarina nas culturas
dos osteoblastos dos desnutridos. Avaliamos, por Western Blotting, a expressédo de
colageno tipo I, OPN, osterix, Runx2, RANKL e osteoprotegerina (OPG), e, por PCR em
tempo real, a expressdo de COL1A2, SP7, CXCL12, ANGPT1, SPP1, JAG2 e CDH2 nos
osteoblastos isolados. Verificamos que a desnutricdo acarretou diminuicdo da expressao
proteica de osterix e OPG e menor expressdo génica de ANGPT1. Avaliamos a proliferacédo
das células LSK (Lin'Scal’c-Kit") utilizando ensaio de CFSE (carboxifluoresceina
succinimidil ester). Foi realizada cocultura de células LSK e osteoblastos (MC3T3-E1) na
presencga e auséncia de anti-CD44. Ap6s uma semana, verificamos menor proliferagdo das
LSK dos desnutridos. O bloqueio de CD44 das LSK do grupo controle diminuiu a
proliferacdo destas em trés geragdes. Entretanto, nos desnutridos, esse blogueio ndo afetou
a proliferagdo. Concluimos que a DP promoveu altera¢des no tecido 6sseo e nas CTH.
Entretanto, ndo podemos afirmar que as alteracdes observadas no sistema hemopoético
foram decorrentes de alteracbes exclusivas do nicho endosteal.

Palavras-chave: desnutricdo, hemopoese, nicho endosteal, célula-tronco.



ABSTRACT

TSUJITA, M. Endosteal niche participation in the hematopoiesis of mice submitted to
protein malnourishment. 2016. 186p. Tese (Doutorado) — Faculdade de Ciéncias
Farmacéuticas, Universidade de Sao Paulo, Sdo Paulo, 2016.

The bone marrow endosteal niche hosts hematopoietic stem cells (HSC) in quiescence/self-
renewal. HSC can be classified into two groups: cells capable of renewing indefinitely (LT-
HSC) or repopulating in the short term (ST-HSC). In this work, we investigated the effects of
protein malnutrition (PM) on bone tissue and the involvement of the endosteal niche in
osteoblast-CTH signaling. Therefore, we used mice subjected to PM induced by the
consumption of hypoproteic feed. Malnourished animals presented pancytopenia and
decreased concentration of serum protein and albumin. We quantified the HSC by flow
cytometry and found that the malnourished ones had lower percentage of LT-HSC, ST-HSC
and multipotent progenitors (MPP). We assessed the expression of the CD44, CXCR4, Tie-2
and Notch-1 proteins in LT-HSC. We observed decreased expression of CD44 protein with
the malnourished ones. We isolated the LT-HSC cells by means of cell sorting and assessed
the gene expression of CD44, CXCR4 and NOTCH-1. We found that malnutrition had lower
expression of CD44. Regarding the cell cycle, we see greater amount of LT-HSC in the GO
and G1 phases. We characterized the changes of the femoral bone tissue in vivo. We
observed a decrease in the bone mineral density and medullar density in malnourished
animals. As for malnourished animals, the femoral cortical region showed a significant
decrease in tissue area, periosteal and endosteal perimeter. The femoral trabecular region of
malnourished animals showed decreased bone volume/tissue volume ratio, decreased
trabecular number, increased trabecular separation and prevalence of rod-like trabeculae.
We investigated the expression of collagen, osteonectin (ON) and osteocalcin (OC) by
means of immunohistochemistry and the expression of osteopontin (OPN) by
immunofluorescence and we found that malnourished animals showed decreased labeling
for OPN, type | collagen, OC and ON in the cortical region of the femur. Picrosirius staining
was used to analyze disorganization of collagen fibers and presence of type Il fibers in the
femurs of the malnourished. Cortical and trabecular regions of malnourished animals
presented a higher number of osteoclasts as shown by tartrate-resistant acid phosphatase
reaction. Moreover, osteoblasts were isolated from the femoral region by immunomagnetic
depletion and immunophenotyped by flow cytometry and cultured in osteogenic induction
medium. Results proved less positive for alkaline phosphatase and alizarin red in the
cultures of osteoblasts of malnourished animals. We assessed, by means of Western
blotting, type | collagen expression, OPN, osterix, Runx2, RANKL and osteoprotegerin
(OPG) and, by real time PCR, the expression of COL1A2, SP7, CXCL12, ANGPT1, SPP1,
JAG2 and CDH2 with the isolated osteoblasts. We found that malnutrition led to osterix and
OPG decreased protein expression and lower ANGPT1 gene expression. We evaluated LSK
cell (Lin'Scal’c-Kit") proliferation by CFSE (carboxyfluorescein succinimidyl ester). LSK cells
and osteoblasts (MC3T3-E1) cocultures were performed in the presence and absence of
anti-CD44. After a week, we found lower proliferation of LSK in the malnourished. The LSK
CD44 blocking in the control group decreased the proliferation of these three generations.
However, as for the malnourished, such blockage did not affect proliferation. We concluded
that the PM has promoted changes in bone tissue and the CTH. However, we can’t claim
that the alterations observed in hematopoietic system were due to endosteal niche-only
changes.

Key-words: malnourishment, hematopoiesis, endosteal niche, stem-cell.
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microftalmia)

UCT: microtomografia computadorizada

MO: medula 6ssea

OC: osteocalcina

OMS: Organizacdo Mundial da Saude

ON: osteonectina

OPG: osteoprotegerina

OPN: osteopontina

NF-kB: nuclear factor kappa B (factor nuclear kappa B)

PBS: phosphate buffered saline (solugcdo tampéao fosfato)

PE: phycoerytrin (ficoeritrina)

PME: progenitor hemopoético multipotente

PGM: progenitor granulo-monocitico

PI3K: phosphatidylinositol-3 kinase (fosfatidilinositol-3-quinase)

PKC: protein kinase C (proteina quinase C)



PL: progenitor linfoide

PLC: phospholipase C (fosfolipase C)

PTH: paratormonio

PM: progenitor mieloide

PME: progenitor megacariocitico-eritroide

PTH: paratormonio

PU.1: fator de transcricdo da familia ETS

RANK: receptor activator of nuclear factor kappa-B (receptor ativador do fator
nuclear kappa-B)

RANKL.: receptor ativator of nuclear factor kappa-B ligand (ligante do receptor
ativador do fator nuclear kappa-B)

RGD: arginia-glicina-acido aspartico

SPARC: Secreted Protein Acidic and Rich in Cystein (proteina acida secretada e rica
em cisteina)

SCF: stem cell fator (fator estimulador de célula-tronco)

SDF-1: stromal cell-derived fator 1 (fator derivado do estroma da medula éssea)
SFB: soro fetal bovino

SMADS: mothers against decapentaplegic-related homologue

SMI: structural model index (indice de modelo estrutural)

T.Ar: tissue area (area tecidual)

TGF-B: transforming growth factor beta (fator de transformacé&o do crescimento beta)
TRAF6: TNF receptor-associated fator 6

TRAP: tartarate-resistant acid phosphatase (fosfatase acida-tartarato resistente)
T.Pm: tissue perimeter (perimetro do periésteo)

Tb.N: trabecular number (nGmero de trabéculas)

Th.Sp: trabecular separation (separacéo trabecular)

Tb.Th: trabecular thickness (espessura trabecular)

Tie2: tyrosine kinase receptor 2

TNF: tumor necrosis fator (fator de necrose tumoral)

TV: total volume (volume total)

VCM: volume corpuscular médio

VLA4: very late antigen-4

VLADS: very late antigen-5

Wnt: wingless-type MMTYV integration site family



LISTA DE SIMBOLOS

pL microlitro

uM micromol

h hora

kDa kilodalton

min minuto

mL mililitro

mM milimol

Kg kilograma

°C grau Celsius

rpm rotacdes por minuto

S segundo
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1 INTRODUCAO

1.1 Desnutricéo

O termo desnutricdo é definido como uma condicdo patoldgica causada pelo
consumo insuficiente, desbalanceado ou excessivo de macronutrientes e/ou
micronutrientes (FAO 2015).

Dados da FAO de 2015 indicam que ha 795 milh6es de pessoas
desnutridas ao redor do globo, sendo que a maior parte dos casos de desnutricdo
encontra-se em paises em desenvolvimento. Ha 220 milhdes de desnutridos na
Africa subsaariana, 281 milhdes em paises do sul da Asia e 34 milhdes na América
Latina e Caribe (FAO, 2015). Observou-se, na ultima década a diminuicdo de 167
milhdes de individuos desnutridos, sobretudo em regides em desenvolvimento. No
Brasil, a porcentagem de criancas desnutridas menores de cinco anos caiu entre
1986 e 1996 de 33,9% para 22,2% e entre 1996 e 2006 de 22,2% para 5,9%.
Melhorias na escolaridade materna, no acesso a servicos de agua e esgoto e
implementancdo de politicas publicas foram particularmente importantes para o
declinio da desnutricdo no pais (MONTEIRO, 2009). A participacdo do Brasil no
programa de metas dos Objetivos de Desenvolvimento do Milénio também contribuiu
para o decréscimo do numero de desnutridos. Os objetivos foram criados em 2000
pela Organizagcdo das Nagdes Unidas (ONU) e visaram, entre outras metas, a
reducdo da extrema pobreza e fome no mundo. De um total de 129 paises, 72
atingiram a meta de diminuir pela metade o niumero de pessoas que passam fome
(ONU, 2015). Nas regidbes em desenvolvimento, de maneira geral, houve diminuigéo
da desnutricdo e da propor¢cao de criangas menores de cinco anos abaixo do peso
(ONU, 2015). O Brasil atingiu parte das metas estabelecidas — como no combate a
fome e na reducdo da mortalidade infantil (ONU, 2015), com a ressalva de que o
resultado obtido € substancialmente heterogéneo. Entretanto, a desnutricao
prevalece em criancas das regides Norte e Nordeste (LIMA et al.,, 2010). A

desnutricdo também é observada nas periferias das grandes cidades associada a
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falta de saneamento e de habitos alimentares, habitos alimentares pouco saudaveis,
ao baixo peso ao nascer e nanismo (SAWAYA et al., 2009).

Quanto a causa, a desnutricAo pode ser classificada em primaria ou
secundaria. Enquanto na desnutricdo primaria o consumo inadequado de nutrientes
é o fator determinante desta morbidade, a secundéria é causada por doencas néo
nutricionais, tais como doencas crénicas, trauma, sepse e condi¢des inflamatodrias
agudas que resultam no catabolismo das reservas enddgenas de proteinas,
carboidratos e lipideos.

A desnutricdo proteico-energética (DPE), em seus diferentes estagios, desde
as formas mais leves, capazes de causar deficiéncias discretas no crescimento ou
pequenas perdas de peso, até as manifestacdes mais graves, como o Kwashiokor e
o0 Marasmus, constitui umas das mais difundidas doencas carenciais e um dos
principais problemas de saude coletiva em paises em desenvolvimento (JEN e YAN,
2010). O Marasmus e o Kwarshiorkor se manifestam clinicamente de formas
distintas. No Marasmus, deficiéncia principalmente em energia, ocorre baixa
ingestao de alimentos. A crianca que tem Marasmus ingere muito pouco alimento,
frequentemente porque a méde ndo pode amamentar, € extremamente magra devido
a perda de musculo e gordura corporal; quase invariavelmente desenvolve alguma
infeccdo. A crianga apresenta estatura inferior ao esperado para a idade, membros
delgados devido a atrofia muscular e subcutanea, costelas proeminentes, sua pele
se mostra solta e enrugada, apresenta infec¢des constantes, comumente € irritadica
e seu apetite € variavel. No Marasmus ocorre deplecdo de tecido muscular
esquelético e de gordura subcutanea para manutencdo dos 06rgdos vitais, como
cérebro, coracdo e as visceras. O predominio da acdo catabdlica ocorre, também,
por causa da baixa concentracdo de insulina plasméatica (AHMED et al., 2009).

Kwashiorkor € uma palavra africana que significa "primeira crianca-segunda
crianga” e denomina a deficiéncia que se origina do fato de que a primeira crianga
desenvolve um quadro de desnutricdo quando a segunda crianca nasce, pois deixa
de receber aleitamento materno (WILLIAMS, 1933). A primeira crian¢a, desmamada,
passa a ser alimentada com alimentos liquidos deficientes em proteina comparados
ao leite materno. A deficiéncia de proteina no Kwashiorkor é normalmente mais
significativa que a deficiéncia calorica, resultando em edema, erupg¢des cutaneas e
descoloracao do cabelo. Nestas criangcas ndo ocorre mobilizagdo dos estoques de

proteinas da musculatura de forma suficiente para manter a funcdo dos 6rgaos
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essenciais. O tipo intermediario de desnutricdo proteico-calérica € denominado
Kwashiorkor — marasmatico. Criancas com esse tipo apresentam edema e tém mais
gordura corporal do que as que tém Marasmus. O Kwashiorkor € menos comum do
que o Marasmus e normalmente acontece como Kwashiorkor — marasmético
(AHMED et al., 2009). O desenvolvimento comportamental pode ser extremamente
atrasado na criangca severamente subnutrida e pode acontecer oligofrenia.
Frequentemente, a crianca que tem Marasmus é mais severamente afetada do que
uma crianga mais velha que tenha Kwashiorkor.

A desnutricdo acomete principalmente criancas (JOOSTEN e HULST, 2008),
idosos (SAKA et al.,, 2010) e individuos hospitalizados (BARKER et al., 2011).
Clinicamente, as consequéncias da desnutricdo dependem da intensidade, da
duracdo e da causa da deficiéncia e, na dependéncia desses aspectos, pode-se
observar o comprometimento do desenvolvimento psicomotor e, no caso de criancas
e adultos gravemente desnutridos, podem ocorrer alteracdes histolégicas e
funcionais em diversos 6rgdos como coracédo, pulmdes, rins e trato gastrointestinal e
o aumento da susceptibilidade as infeccbes (RODRIGUEZ et al., 2011). A
determinacdo do estado nutricional considera também a avaliagdo antropométrica
que se destaca como um dos indicadores de salde da crianga. E um importante
instrumento epidemiolégico que fornece uma estimativa da prevaléncia e gravidade
das alteracBes nutricionais. Pela afericdo do peso e da altura, podem ser calculados
trés indices antropométricos mais frequentemente empregados na avaliacéo
nutricional: peso/idade, estatura/idade e pesol/estatura. Segundo a Organizacao
Mundial da Saude, individuos que apresentam indices de peso/estatura ou
peso/idade menores que dois desvios-padrdo da média comparado ao respectivo
valor da referéncia sédo considerados desnutridos (WHO, 2015).

A DPE provoca alteragdes hormonais como diminuicdo na concentragao
plasmatica de insulina tanto no Marasmus quanto no Kwashiorkor. Como a insulina
estimula a sintese proteica no figado e no musculo e inibe a protedlise, baixas
concentracbes deste horménio permitem maior liberagdo de aminoacidos a partir
dos musculos, a fim de privilegiar a sintese proteica de outros tecidos. Dados do
nosso grupo mostram que camundongos submetidos a dieta hipoproteica
apresentam altas concentracfes plasméticas de corticosterona, reducéo da glicemia
e reducdo da concentracdo de insulina, que corroboram com a fungao

essencialmente catabdlica dos glicocorticoides (NAKAJIMA et al., 2014). Em relacéo
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ao quadro hematoldgico, ha alteragbes hematologicas quantitativas como anemia
(BORELLI et al., 2007), leucopenia (BORELLI et al., 1995, 1998, 2007) linfocitopenia
(BORELLI et al., 1995; FOCK et al., 2007) e neutropenia (BORELLI et al., 1995,
1998, 2007) como reflexo do comprometimento dos 6rgaos linfo-hemopoéticos em
condicdes de desnutricdo. Além disso, essas alteracdes hematoldgicas estédo
associadas a modificacdo da resposta imune especifica e inata que se traduz por
maior susceptibilidade a infeccdo (FOCK et al., 2010).

1.2 Células-tronco hemopoéticas (CTH)

A hemopoese € um processo dinamico no qual CTH se autorrenovam e/ou
diferenciam-se em células do sistema sanguineo. Este processo é mediado por
citocinas, fatores de crescimento, hormdnios, matriz extracelular e células estromais,
constituindo um microambiente indutor, de forma a manter a quantidade e tipos
celulares de acordo com as necessidades do organismo, sejam fisiol6gicas ou
patologicas (MAYANI et al., 1992; EAVES et al., 1991; BRACH e HERMANN, 1991).
Nesse processo a célula-tronco pluripotente origina células comprometidas para a
linhagem mieloide ou linfoide e também é capaz de se autorrenovar para manter
constante a quantidade de células-tronco na medula éssea (MO). Em condicdes
homeostéaticas o nimero constante de células-tronco € mantido por mecanismos de
divisdo celular simétrica ou assimétrica (WILSON e TRUMPP, 2006). Na teoria da
divisdo assimétrica, as duas células-filhas recebem diferentes contetdos proteico e
de RNAm. Durante a mitose, uma célula-flha retém a propriedade de
autorrenovacdo e a outra ira originar células comprometidas com as linhagens
mieloide e linfoide. Embora este mecanismo néo tenha sido demonstrado in vivo em
nenhuma célula-tronco de vertebrados, varios estudos in vitro indicam que as CTH
podem apresentar este tipo de divisdo (ROEGIERS e JAN, 2004). No modelo de
divisdo simétrica, as duas células filhas apresentam o mesmo conteldo proteico e
de RNAmM, mas sdo expostas a diferentes sinais extrinsecos dependendo do
microambiente. Enquanto uma célula-filha permanece no microambiente mantendo a

capacidade de autorrenovacao, a outra ndo se mantém no nicho de células-tronco e
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recebe estimulos que iniciam seu comissionamento (OHLSTEIN et al., 2004). Alguns
trabalhos cientificos evidenciam a existéncia de ambos o0s modelos
(QUESENBERRY et al., 2002; WILSON et al., 2009).

Em camundongos, assim como em humanos, as CTH originam progenitores
multipotentes (PMM) que nao apresentam capacidade de autorrenovagao
(CHRISTENSEN e WEISSMAN, 2001; SPANGRUDE et al., 1988) e se diferenciam
para duas linhagens celulares restritas: a de progenitores linfoides (PL) (KONDO et
al., 1997), da qual resultam os linfocitos T, linfécitos B e células natural killers (NK);
ou para progenitores mieloides (PM) que originam 0s progenitores granulo-
monociticos (PGM) e megacariocitico-eritroides (PME) (AKASHI et al, 1999).

Em relacdo as CTH, estudos in vivo e in vitro demonstram uma extensa
heterogeneidade de fendtipo e de comportamento, sendo que estas podem diferir
quanto a sua capacidade de autorrenovacdo, ao numero de progenitores
diferenciados por CTH, a capacidade de diferenciacdo e ao padrdo de migracdo
(SPANGRUDE et al., 1988). Contudo, as principais caracteristicas que definem as
CTH consistem na sua habilidade em manter um equilibrio entre a autorrenovacao e
a diferenciacéo; serem multipotentes, podendo originar de 8 a 10 linhagens distintas
de células sanguineas; apresentarem uma extensa capacidade proliferativa apesar
de a maioria da populacdo encontrar-se na fase GO do ciclo celular; serem muito
raras, variando em torno de 1 a cada 10.000 a 100.000 células da MO; e serem
capazes de repovoar o tecido lesado (BONNET, 2002). As CTH também podem ser
classificadas em dois grupos, de acordo com a sua habilidade em reconstituir as
diferentes linhagens celulares em animais irradiados: as CTH com capacidade de
reconstituicdo por tempo indefinido (long-term reconstituting cells — LTRC) ou LT-
CTH, que podem manter o sistema hemopoético durante a vida inteira do animal
transplantado e as com capacidade de reconstituicdo por um periodo de 6 a 8
semanas (short-term reconstituting cells — STRC) ou CT-CTH (REYA et al., 2001)
(MULLER-SIEBURG et al., 2002), que podem repovoar as populacdes de células
linfoides e mieloides por algumas semanas (ZHONG et al., 2005) (Figura 1). As LT-
CTH, as mais primitivas e consideradas as verdadeiras células-tronco, proliferam
mais lentamente que as CT-CTH, acarretando enxertia tardia, mas sustentavel da
medula 6ssea. Por outro lado, as CT-CTH apresentam enxertia precoce, porém, nao

sustentavel. Dessa forma, para que um animal irradiado sobreviva a aplasia medular
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€ necessario o transplante concomitante de células com capacidade de enxertia
precoce juntamente com as LT-CTH (ZHAO et al., 2000).

A metodologia mais utilizada para isolar e caracterizar as diferentes
populacdes de CTH é a partir de um conjunto de marcadores de superficie, ou seja,
de seu imunofendtipo. As células-tronco sdo comumente caracterizadas por nao
expressarem marcadores de células diferenciadas, mas expressarem os marcadores
Sca-1 (stem cell antigen-1), c-Kit (receptor de stem cell factor), também denominado
CD117 e, expressar, pelo menos em baixas quantidades, Thyl.1 (CD90), logo sendo
denominadas Lin" Sca-1" c-Kit" Thy1.1"™%° (SPANGRUDE et al., 1988; PEARCE et
al.,, 2004; BRYDER et al., 2006; WEISSMAN e SHIRUZU, 2008). Essa rara
populacao de células engloba, praticamente, todas as LT-CTH e a maioria das CT-
CTH.

Em camundongos, a atividade multipotente hemopoética esta presente na
populacdo de células que ndo expressam marcadores de linhagem hemopoética
denominada linhagem negativa (Lin"), mas que apresentam alta expressdo de
marcadores associados a CT, tais como c-Kit e Sca-1. Desta forma as popula¢cdes
LT-CTH, ST-CTH e PMM expressam o fenétipo (Lin"/c-Kit"/Sca-1" ou “LSK”). A
células LSK podem ainda ser classificada em subpopulacbes de acordo com a
intensidade de expressao dos antigenos Thyl.1 (SPANGRUDE et al., 1988), CD34
(OSAWA et al., 1996) e FIk2/FIt3 (ADOLFSSON et al., 2001) (CHRISTENSEN e
WEISSMAN, 2001). Na populacéo LSK, a perda de expresséo de Thyl.1 e o ganho
de FIk2 estdo correlacionados a diminuicdo da capacidade de autorrenovacao
celular (ADOLFSSON et al., 2001) (CHRISTENSEN e WEISSMAN, 2001) e ao
aumento da proliferacdo (PASSEGUE et al., 2005). A fracdo de células LSK que
expressa Flk2 ndo é completamente multipotente, pois ndo originam nuamero
significativo de progenitores megacariociticos e eritrociticos nos ensaios realizados
(YANG et al., 2005; ADOLFSSON et al., 2005) (Figura 1).

Outros estudos de isolamento das LT-CTH realizados por CHEN e
colaboradores demonstraram que estas células sdo exclusivamente encontradas na
populacdo que apresenta a coexpressdo de endoglina (CD105) e capacidade de
excluir o corante rodamina, além de expressarem Sca-1"c-Kit" (CHEN et al., 2002).
Em ensaios de reconstituicdo da hemopoese, 100 células com as caracteristicas
descritas foram capazes de reconstituir a medula 6ssea de camundongos irradiados
(CHEN et al., 2003).
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Figura 1 - Modelo hierdrquico da hemopoese e caracterizagdo fenotipica das CTH. As
células-tronco hemopoéticas tém a capacidade de renovar-se por longos periodos (CTH de
longa duracé@o) ou por periodos curtos (CTH de curta duracdo) e de diferenciar-se em
progenitores hemopoéticos multipotentes (PHM), os quais se comprometem com a linhagem
mieléide (PM) ou com a linhagem linféide (PL). O PM origina progenitor eritroide-
megacariocitico (PEM) e progenitor granulo-monocitico (PGM). A diferenciacdo dos
precursores proeritroblasto, megaridcito, mieloblasto e monoblastos originam,
respectivamente, eritrocitos, plaquetas, granuldcitos e monécitos. Os precursores pré-DC,
pro-NK, pro-T e pr6-B originam, respectivamente, células dendriticas, linfocitos NK (“natural
killer”), linfécitos T e linfécitos B. Marcadores fenotipicos: linhagem hemopoética negativa
(Lin"), c-Kit, Sca-1, FIk2 e Thyl.1. A expressao antigénica pode ser positiva (+), negativa (-)
ou de intensidade fraca. Adaptado de LARSSON e KALSSON, 2005.
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1.3 Nicho endosteal

De acordo com o comprometimento e a cinética de proliferacdo, cada
linhagem hemopoética esta localizada em uma regido distinta da medula éssea,
denominada nicho. O termo nicho de célula-tronco pode ser definido como um
espaco anatomicamente delimitado que controla a autorrenovacao na auséncia de
diferenciacéo celular (Figura 2). Este nicho foi primeiramente descrito por Schofield
que propds a localizacdo das CTH préximas as regides endosteais e a necessidade
de contato celular para a proliferacdo celular e inibicAo da capacidade de
diferenciacdo das CTH (SCHOFIELD, 1978). Varios estudos demostraram a
localizacdo das CTH associadas as regides 0sseas (NILSSON et al. 2001; XIE et al.
2009). Além disso, também ha um segundo nicho, o vascular. Este nicho é dinamico
e muda de localizacdo conforme a resposta a injdria celular ou conforme observado
apos tratamento mieloablativo, entre outros. Varios fatores sollveis e ligantes
celulares que induzem a mobilizacdo das CTH fazem com que estas se soltem do
nicho endosteal e migrem para o centro da medula 6ssea, até o nicho vascular,
restabelecendo a hemopoese (TRUMPP et al., 2010). Logo, pressupde-se que 0
nicho endosteal abriga as CTH em quiescéncia/autorrenovacdo e que no nicho
vascular encontram-se as células em proliferagéo/diferenciacao.

Estudos do ciclo celular das CTH indicam que estas se encontram em
quiescéncia (SUDA et al., 2011) e que, nesses locais onde se encontram, ha baixa
quantidade de oxigénio. A quiescéncia € um mecanismo que minimiza o acumulo de
danos celulares em decorréncia de estresse oxidativo ou fisiol6gico, bem como
potencializa a capacidade proliferativa das CTH (FOLMES et al., 2012). Estudos tém
demonstrado que a atividade mitocondrial das CTH é menor quando comparada a
dos progenitores em fases mais diferenciadas (NORDDAHL et al., 2011). E ainda, as
LT-CTH apresentam menor potencial de membrana mitocondrial, menor consumo de
oxigénio, baixos niveis de ATP e maior taxa metabdlica de glicélise quando
comparadas as demais (NORDDAHL et al., 2011).

A autorrenovacéo e diferenciacéo estdo relacionadas ao estado metabdlico no
qual as CTH se encontram. A manutencdo da populacdo de CTH depende da
divisdo assimétrica que origina duas populacdes distintas de células filhas com

guantidades distintas de mitocéndrias (WU et al., 2007). Ha evidéncias de que a
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divisdo assimétrica permita que células filhas percam mitocondrias o que
consequentemente diminui a producao de espécies reativas de oxigénio produzidas
durante a respiracdo mitocondrial (MANTEL et al., 2010); enquanto que, o grupo de
CTH que acumula mitocdndrias torna-se comprometido com a diferenciacéo celular.

As LT-CTH estao preferencialmente localizadas no nicho endosteal, enquanto
que as regifes centrais e perisinusoidais abrigam progenitores em proliferacédo
celular e células mais diferenciadas (LAM; ADAMS, 2010). Os osteoblastos estao
aderidos a superficie 6ssea de um lado e interagem com células estromais e
hemopoéticas de outro. H4 um consenso, limitado, de que os osteoblastos s&o
caracterizados fenotipicamente pela auséncia de marcadores hemopoéticos, ou
seja, ndo expressam marcadores de linhagem hemopoética, Lin’, ndo expressam
Sca-1 e expressam osteopontina (OPN) (MAYACK; WAGERS, 2008). Recentes
estudos demonstraram que o estagio de maturacdo do osteoblasto influencia na
funcdo das CTH. Osteoblastos imaturos que expressam Runx2, CD44, CD90,
CD166 (ALCAM) e baixos niveis de OC foram capazes de aumentar o potencial das
CTH em repovoar a medula 6éssea de camundongos irradiados, quando comparados
as células de camundongos que ndo expressam CD166 (ALCAM) e expressam
osteocalcina (OC) (CHITTETI et al., 2013).

A comunicagéao celular entre osteoblasto e CTH ocorre por meio da interacéo
entre ligantes celulares ou por fatores sollveis produzidos pelos osteoblastos que se
ligam a receptores nas CTH. Ha varios mediadores descritos que regulam o destino
das CTH, entre estes, OPN/CD44, angiopoetina/Tie-2, SDF-1(CXCL12)/CXCRA4,
SCF/c-kit, Jagged/Notch, Wnt, N-caderina/N-caderina e outros possiveis
mecanismos.

Osteoblastos produzem e secretam OPN a qual interage com o receptor
CD44 presente nas CTH. Estudos com camundongos OPN™ sugerem que tal
proteina seja um regulador negativo do pool de CTH, uma vez que animais OPN™”"
apresentaram maior porcentagem de CTH (4,11%) quando comparados ao grupo
OPN'* (0,93%), caracterizados imunofenotipicamente como Scal*/c-Kit" (STIER et
al., 2005).

CD44 é uma glicoproteina transmembranica de 80 a 95kD expressa em
diferentes tipos celulares. A expressao do antigeno CD44 é relatada em células T,
células B, mondcitos, granuldcitos, eritrocitos e mais fracamente em plaguetas.

Outros tipos de células positivas ao antigeno CD44 incluem as ceélulas epiteliais,
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células gliais, fibroblastos e midcitos. O antigeno € um receptor de superficie de
célula para acido hialurénico, coldgeno e osteopontina que participa da proliferacao,
adesdo, migracéo, sobrevivéncia e apoptose (THORNE et al.,, 2004). O splicing
alternativo do gene CD44 resulta na geracdo de varias isoformas, que sé&o
classificadas em CD44 padrdo ou isoformas variantes CD44v de acordo com a
presenca ou auséncia de sequéncias codificadas pelos exdes variantes (LYNCH,
2004). A expressdo aumentada do antigeno CD44 é encontrada em alguns tumores
e relata-se que a transicdo das linhas celulares de tumor de ndo metastaticas para
metastaticas pode ser associada com mudancas na expressao das variantes do
antigeno CD44 (JORDAN et al., 2015).

Outra via de sinalizacdo que mantém a quiescéncia das CTH é mediada pela
interacdo entre angiopoietina 1 (Angl), produzida por osteoblastos, e o receptor
Tie2, presente nas CTH. A ativacdo dos receptores do tipo tirosina quinase Tie2
mantém as CTH no nicho hemopoético e impede divisdes celulares (ARAI et al.,
2005).

Em paralelo aos fatores produzidos pelas CTH, a interacdo celular também
contribui para a regulacdo CTH-nicho endosteal, destacando-se as caderinas,
importantes para a localizacdo e o0 homing. Caderinas sao moléculas
transmembréanicas, dependentes de célcio e mediadoras da adesdo celular que
desempenham papel central na manutencédo da arquitetura tecidual. Ainda ndo ha
consenso se a expressdo dessa proteina € essencial para adesdo e sinalizacdo
entre a CTH e o osteoblasto. Alguns estudos reportam que o receptor de N-caderina
ndo € expresso em LT-CTH (KIEL et al., 2007). Entretanto, mais recentemente, outro
estudo utilizando camundongos knockout para N-caderina demonstrou que as CTH
gue nado apresentam este receptor tinham reducdo da ancoragem a regido
endosteal, com comprometimento da enxertia (HOSOKAWA et al., 2010). As caudas
citoplasmaticas, altamente conservadas, interagem por meio de um grupo de
proteinas de ancoramento intracelular denominadas cateninas. As mais conhecidas
sdo a-catenina, B-catenina e pl20-catenina. A interacdo caderina-catenina €
essencial para a eficiente adesdo celular. A B-catenina também participa da
transducdo de sinal via Wnt que controla varios processos biologicos, incluindo
migracdo e adesdo celular. Alteragbes em genes que controlam a sintese de

membros desta via estdo associadas a transformacdo em varias neoplasias,

incluindo as leucemias. As proteinas Wnt sao ligantes dos receptores frizzled
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presentes nas ceélulas-tronco progenitoras hemopoéticas (CTH). Na auséncia de
sinais Wnt, a catenina citoplasmatica € direcionada para degradacdo pelo
proteossomo. Quando ligantes Wnt sinalizam, a degradacao de catenina é inibida e
seu acumulo no citoplasma induz sua translocacdo para o nucleo, onde forma um
complexo com o fator de transcricdo de célula T (TCF). Como consequéncia, inicia-
se a transcricdo de genes importantes no controle da proliferacéo e autorrenovacéo,
como ciclina D1 e myc. Vias alternativas ativadas por Wnt séo reguladas de forma
independente de B-catenina. A via Wnt esta envolvida na geracdo e expansao das
CTH. Em camundongos com ativagao prolongada da sinalizagao Wnt/3-catenina foi
verificado um aumento de LT-CTH, mas com falhas na diferenciacdo e na
capacidade de regeneracdo do sistema hemopoético. Entretanto, a via de
sinalizacdo Wnt também pode ser ativada de forma B-catenina independente e é
conhecida como via ndo-candnica (JEANNET et al., 2008).

Outra via de interacdo osteoblasto-CTH é a partir da sinalizacdo via Notch,
uma proteina da superfamilia das imunoglobulinas. A sinalizacdo pelo receptor
Notch ocorre na dependéncia de contato célula-célula. O receptor Notch é ativado
por ligantes, tais como delta e Jagged que ao interagirem com Notch, ativam
sinalizacdes importantes na linfopoese. Jagged-1 esta presente nos osteoblastos.
Uma vez ocorrendo interacdo entre 0s receptores, uma série de clivagens do
receptor Notch resulta na liberacdo de seu dominio intracelular (Notch ICD), que é
imediatamente translocado para o nucleo. No nudcleo, Notch ICD liga-se a CSL
(CBF1 em humanos e RBPJ em camundongos), um fator de transcricéo,
convertendo-o de repressor a ativador transcripcional (WEBER; CALVI, 2010). De
fato, diversos estudos associam a sinalizacdo de Notch a auto-renovacéo/expansao
das CTH. Em um dos estudos, a estimulacdo com o horménio paratireoidiano (PTH)
resultou na superexpressdo de Jagged-1 nos osteoblastos e no concomitante
aumento de CTH devido a estimulacéo da via de Notch (CALVI et al., 2003).

Varios fatores solluveis e moléculas de adesao regulam a interagdo das CTH
com o nicho endosteal, o que determina sua migracdo, mobilizacdo ou quiescéncia.
Um dos fatores envolvidos é o CXCL12 (fator derivado de célula de estroma-1,
SDF1), expresso constitutivamente em varias células da medula éssea, incluindo
osteoblastos e células endoteliais. Devido a injlrias ou agentes quimioterapicos,
CXCL12 induz motilidade, quimiotaxia, adesdo celular, secrecdo de

metaloproteinases e fatores angiogénicos nas ceélulas que expressam o seu ligante,
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CXCR4, tais como as CTH. Camundongos knockout para CXCR4 apresentaram
namero reduzido de CTH e prejuizo na diferenciacdo de células mieloides
(SUGIYAMA et al., 2006).

Ha, ainda, fatores que atuam especificamente nos osteoblastos, resultando
em efeitos no pool de CTH. E o caso da superexpresséo de receptores de PTH, que
resulta em aumento do nimero de trabéculas 6sseas e no numero de CTH (CALVI
et al., 2003); ou, ainda, a perda de expressao de receptores da proteina morfogénica
O0ssea (BMP) que causa aumento do numero de osteoblastos e concomitante
aumento do numero de CTH (ZHANG et al., 2003).
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Figura 2 - Diagrama esquematico das interacdes entre CTH e osteoblasto. Estas interacdes
podem ser do tipo ligante-receptor e moléculas de adesado. Células-tronco hemopoéticas
(CTH), angiopoietina-1 (ANG1); (BMI1), repressor polycomb; BMP, proteina morfogenética
Ossea; receptor de proteina BMP (BMPR1A), fatores de transcricdo (CSL, p21, MYC, MYB,
pl8, p27, BMI1, HOXB4), antigeno de funcéo linfocitaria (LAG1); CXCL12 (ligante de CXCL
12), receptor de CXCR4 (CXCR4), quinase de adesao focal (FAK), proteina quinase ativada
por mitdgeno (MAPK), integrina de adesé&o celular (ICAM-1); antigeno associado a fungao
de linfécitos (LFA-1), proteina de baixa densidade da lipoproteina - relacionadas ao receptor
LRP, osteopontina (OPN), fosfatidilinositol-3-quinase (PI3K), fosfolipase C (PLC), proteina
quinase C (PKC), hormoénio da paratireoide (PTH), receptor de PTH, ligante de SCF (c-KIT),
fator estimulante de célula-tronco (SCF) e receptor de tirosina quinase 2 (TIE2), receptores
de fibronectina (VLA4 e VLAS5). “?”" denota moléculas e/ou interagbes que apresentam
apenas uma evidéncia indireta ou contraditéria. Adaptado de WILSON e TRUMP, 2006.
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1.4 Desnutricdo e hemopoese

Deficiéncias de macro e micronutrientes afetam a producdo de células
sanguineas uma vez que o tecido hemopoético tem alta taxa de renovacao celular. A
DPE promove alteracdes nos orgdos linfo hemopoéticos, tais como involucao do
timo, baco e linfonodo (XAVIER et al., 2007).
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A DPE est4d associada ao aumento de suscetibilidade a infeccdo. A
desnutricio em criangas compromete o desenvolvimento timico e,
consequentemente, a resposta imune com presenca de linfopenia no sangue
periférico (BHUTTA e SALAM, 2002). Em relagdo a funcédo dos linfocitos T, a DPE
compromete a producdo de citocinas e a capacidade dos linfécitos de responder
adequadamente a citocinas (RODRIGUEZ et al.,, 2005). Gonzélez-Torres e
colaboradores demonstraram que linfocitos de criancas desnutridas expressam
menor quantidade de IL-2, IL-18 e IL-21 e diminuicdo das concentracdes de INF-y, o
que contribui para a incapacidade de “resolver” infecgdes (GONZALEZ-TORRES et
al., 2013). Macréfagos de camundongos desnutridos sdo menos suceptiveis a
ativacao por lipopolissacarideo (LPS), em parte devido a diminuicdo da translocacao
de NF-kB. A capacidade de fagocitose, producéo de citocinas e espécies retivas de
oxigénio esta prejudicada (SHEN et al, 2009).

A caréncia proteica também afeta diretamente a producdo de cortisol, que
regula a mobilizacdo e migracdo de células sanguineas da medula 6ssea para o
sangue periférico e para o foco inflamatoério. Altos niveis séricos de glicocorticoides
inibbem a expressdo de moléculas de adesdo em leucdcitos, diminuem a
permeabilidade vascular e comprometem a transmigracdo de leucdcitos para o foco
inflamatério (BARJA-FIDALGO et al., 2003).

Estudos do nosso grupo evidenciaram, em modelo murino de DP, alteracdes
nas contagens periféricas do sangue, entre estas: diminuicdo do numero de
heméacias, diminuicdo das concentracdes de hemoglobina, diminuicdo do numero de
reticuldcitos e leucopenia com linfopenia (BORELLI et al., 1995, 2007).

Quanto as alteracbes nas células da MO, verificou-se que animais
desnutridos apresentavam hipoplasia medular com reducdo na porcentagem de
células que expressam os marcadores CD45, CD19, CD22, CD3 e CD5. Entretanto,
estes animais expressavam maior porcentagem de células CD5 na fase do GO
guando comparados aos animais do grupo controle (FOCK et al., 2007). Os animais
em DPE também apresentaram redug¢do no numero de células de unidades granulo-
monociticas (GM-CFU), reducdo no numero de unidades de formacdo expansiva
eritroide (BFU-E) e unidade de formacdo de colbonia eritroide (CFU-E), além das
células da MO e do baco expressarem menor quantidade dos marcadores CDA45,
CD117, CD119 e CD7, evidenciando diminuicdo dos progenitores eritroides
(BORELLI et al., 2007).
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Verificou-se que, além das alteracbes quantitativas do sangue
periférico e da medula 0ssea, 0s animais desnutridos também apresentavam
alteracdes histologicas da matriz extracelular (MEC) (XAVIER et al., 2007). A MEC
da MO é formada por um conjunto de moléculas que interagem entre si e com
moléculas da superficie celular, o que permite a regulacdo do desenvolvimento e
funcionamento celular., A MEC é composta de colagenos, glicoproteinas néao
colagénicas, proteoglicanos, glicosaminoglicanos, elastina e acido hialurénico. Os
componentes da MEC séo produzidos pelas células estromais, principalmente os
fibroblastos. Além de terem a fungc&o de suporte fisico para os elementos celulares,
os componentes da MEC podem controlar diferentes processos bioldgicos, tais
como adesao, migracao e proliferacao celular. Estudos in vitro demonstraram que o
depdsito de fibronectina, colageno tipo IV e laminina é abundante ao redor dos
sinusoides capilares. A fibronectina induziu a proliferacdo de células-tronco de
camundongos com consequente aumento da producdo de megacariocitos quando
comparada a MO tratada com trombopoetina. Entretanto, o tratamento com
fibronectina resultou em menor ploidia dos megacariécitos (MALARA et al., 2014).

Em relacdo a DPE, Vituri e colaboradores encontraram alteracdes na
proporcdo de proteinas, especialmente de fibronectina, trombospondina e laminina,
na MEC da MO de camundongos desnutridos, situagcéo que poderia contribuir para a
hipoplasia observada (VITURI et al., 2000). A partir da caracterizacao
imunohistoquimica e ultraestrutural da medula éssea esternal (XAVIER et al., 2007),
evidenciou-se aumento na deposicdo de fibronectina especialmente em sitios
endostais e paratrabeculares (regides de fixacdo de células-tronco hemopoéticas),
aumento na deposicdo de laminina, particularmente em regifes perisinusoidais
(regido do nicho vascular de células-tronco hemopoéticas), além da perda da
relacao topografica entre as células.

Desta forma, as alteragcdes na composicdo da MEC podem comprometer a
migracdo celular e consequentemente interferir na proliferacdo, diferenciacéo,
formacao de nichos celulares e liberacdo das células para a corrente circulatoria.

Recentemente, Nakajima e colaboradores demonstraram que a DP também
promove altera¢des no ciclo celular, com diminui¢do da progressao do ciclo celular e
com maior porcentagem de células-tronco (LSK) na fase GO-G1 do ciclo (BORELLI
et al., 2009; NAKAJIMA et al., 2014).
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1.5 Tecido 6sseo

1.5.1 Tipos celulares

Classicamente, as principais funcdes dos 0ssos sdo: movimento (como local
de ancoragem e transferéncia de forcas para os musculos), protecdo de érgaos e
reserva de ions. Entretanto, outras funcBes tém sido atribuidas a este tecido,
evidenciado sua funcdo endodcrina. Entre estas novas funcdes estdo a da
participacdo dos osteoblastos na regulacdo do numero de células-tronco
hemopoéticas (CTH) (CALVI, 2003; ZHANG, 2003) e a secrecdo de osteocalcina
pelos osteoblastos que regula a producéao de insulina pelo pancreas (CLEMENS e
KARSENTY, 2011).

O tecido 6sseo € um tecido mineralizado de natureza conjuntiva, composto
por células (osteoprogenitoras, osteoblastos, ostedcitos e osteoclastos) e matriz
O0ssea de natureza organica e inorganica. A matriz organica (35%) contém fibras
colagenas, principalmente, tipo | (90%), proteoglicanos ricos em condroitinsulfato,
gueratansulfato e acido hialurdénico; e proteinas nao colagénicas; osteopontina
(OPN), osteocalcina (OC), osteonectina (ON), albumina e proteinas 6sseas nao
morfogenéticas (BMPs). A matriz inorganica € constituida de ions fosfato, célcio e,
em menor quantidade, por bicarbonato, magnésio, potassio, sédio e citrato. A
ligacdo do fosfato e do calcio forma cristais com estrutura de hidroxiapatita
Caip(PO4)s(OH), que, associada as fibras de colageno, fornecem a resisténcia e a
dureza caracteristicas do tecido 6sseo (BOSKEY; COLEMAN, 2013).

A microestrutura do tecido 6sseo pode ser porosa, denominada 0SSO
trabecular, ou compacta, denominada osso cortical. O o0sso trabecular € composto
de trabéculas cujo formato varia entre bastonetes e placas e possui uma grande
area superficial. Este tipo de microestrutura € encontrado formando a maior parte da
estrutura dos 0ssos curtos, chatos e irregulares, como os do cranio, da mandibula,
das costelas, do esterno e nas extremidades dos 0ssos longos e protegida por uma
camada de o0sso cortical. Entre as trabéculas, existem espacos preenchidos por
vasos sanguineos e pela medula 6ssea. As superficies internas e externas dos

0Ss0S sdo recobertas por células osteogénicas e tecido conjuntivo, que constituem
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0 enddsteo e o peridsteo, respectivamente. No 0sso cortical, praticamente ndo ha
espacos medulares, existindo, no entanto, um conjunto de canais que Sao
percorridos por nervos e vasos sanguineos denominados canais de
Volkmann e canais de Havers. Os canais de Volkmann partem da superficie do 0sso
(interna ou externa), possuindo uma trajetéria perpendicular em relagcdo ao eixo
maior do 0sso. Esses canais se comunicam com o0s canais de Havers, que
percorrem 0 0sso longitudinalmente e que podem comunicar-se por projecdes

laterais (Figura 3).

Osteon
Canal de Havers

Medula 6ssea

Endoésteo ——A\Al | I

\ ) trabecular cortical
Periésteo —#|

Ostedcito

Figura 3 - Principais regifes do fémur e microestrutura 6ssea: periosteo, enddsteo e medula
O0ssea. A microestrutura do tecido 6sseo pode ser porosa (0sso trabecular) ou compacta
(osso cortical). Cada 6steon é estruturado na forma de camadas concéntricas de lamelas
O6sseas densas que cercam o canal de Havers. No centro de cada canal, hA um feixe
vasculo-nervoso e nas lamelas densas estdo situados os ostedécitos. Adaptado de MENG
BAO et al., 2013.

A osteogénese resulta de uma complexa cascata de sinalizacdo que envolve
a proliferacdo de células-tronco mesenquimais (CTM), a diferenciacdo em células
progenitoras osteogénicas, a maturacdo dos osteoblastos, a formacédo de matriz
0ssea e, finalmente, a mineralizagdo (JUSTESEN et al., 2002). Trés tipos celulares
sdo importantes para a formagdo dos 0ssos: 0s osteoblastos, os ostedcitos e o0s
osteoclastos. Os osteoblastos sao derivados de células osteoprogenitoras (células-
tronco mesenquimais diferenciadas), que apresentam formato fusiforme e podem ser

encontradas nas superficies do enddésteo e periésteo. Ao receberem estimulos
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especificos, originam pré-osteoblastos que amadurecem a osteoblastos maduros e,
ao final do processo, em ostedcitos (Figura 4).

Figura 4 - Diferentes tipos celulares do tecido 6sseo: (1) pré-osteoblasto, (2) pré-osteoblasto
em transicdo para osteoblasto, (3) osteoblasto, (4) osteoblasto em transicdo para ostedcito
(pré-ostedcito tipo 1), (5) pré-ostedcito tipo I, (6) pré-ostedcito tipo Ill, (7) ostedcito jovem, (8)
ostedcito maduro. A seta indica os prolongamentos citoplasmaticos nos ostedcitos que
permitem a comunicagdo com o0s osteoblastos. Adaptado de FRANZ-ODENDALL et al.,
2006.

Os osteoblastos exercem papel central na formacéo 0ssea e estdo aderidos a
superficie da matriz 6ssea. Estas células também podem permanecer como células
de reserva na matriz da superficie éssea, em estado de menor sintese proteica, e
sdo denominadas bone lining cells. Os pré-osteoblastos e osteoblastos em
diferentes estagios de maturacdo estdo presentes na regido endostal, em contato
direto com a matriz 6ssea e o0 estroma medular. Quando ativos, apresentam grande
atividade de sintese na matriz 6ssea, expressando morfologia cuboide, citoplasma
intensamente basofilico e nucleo excéntrico. Durante o processo de diferenciacao,
expressam as proteinas colageno |, osteopontina, osteocalcina e osteonectina, além
da expressdo da enzima fosfatase alcalina, cuja atividade contribui para o inicio da
mineralizagdo e o progressivo aumento dos cristais de hidroxiapatita. A expressao
dessas proteinas ocorre em periodos distintos e sera discutida posteriormente.

A medida que os osteoblastos sintetizam a matriz 6ssea, cerca de 10% a 20%

sao revestidos pela propria matriz que secreta e torna-se ostedcito. Dessa forma, os
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ostedcitos sdo encontrados por toda a matriz extracelular calcificada dentro de
lacunas denominadas osteoplastos que tém acesso a nutrientes e gases por
canaliculos formados por processos celulares dos préprios osteocitos.

Os osteoclastos sédo células gigantes e multinucleadas (4 a 20 nucleos),
formados a partir da diferenciagdo da célula progenitora hemopoética. A
osteoclastogénese pode ser separada em quatro etapas fundamentais:
comprometimento da CTH em linhagem osteoclastica, diferenciacdo dos pré-
monocitos em precursores osteoclasticos, fusdo intracelular dos precursores
osteoclasticos e reabsor¢cdo 6ssea. A ativacao dos fatores de transcricdo PU.1 (fator
de transcricdo da familia ETS especifico para mondcitos e linfocitos B) e do
complexo Mitf/Tfe3 (fator de transcricdo associado a microftalmia/ fator de
transcricdo E3) favorece a diferenciacdo da célula progenitora hemopoética em pré-
mondcitos e também induz a expressdo do receptor de M-CSF (M-CSFR) nestas
células (MELLIS et al., 2011). A ligacdo de M-CSF ao seu receptor ativa uma
cascata de sinalizacdo via ERK/Grb-2 (quinase regulada por sinal
extracelular/proteina 2 ligada ao receptor de fator de crescimento) e Akt/PI3K
(proteina quinase B /fosfatidilinositol-3-fosfato), que regulam proliferacéo,
diferenciacéo e sobrevivéncia das ceélulas progenitoras de osteoclastos (TANAKA et
al.,2006). O efeito mais precoce do M-CSF é promover a expressdo de RANK
(receptor ativador do fator nuclear kappa B) nas células precursoras de osteoclastos,
0 que permite a estas células responderem ao ligante de RANK (RANKL) (BOYCE et
al.,, 2012). A ativacdo dos receptores RANK por RANKL em células progenitoras
de osteoclastos leva ao recrutamento da molécula adaptadora — TRAF6 (fator 6
associado ao receptor TNF). Na sequéncia, TRAF6 ativa mdltiplas vias de
sinalizacao intracelulares, entre estas NF-kB, JNK, c-Myc e Src (BOYLE et al.,
2003). A via do NF-kB recruta RelA/p50 (proteina que favorece a ativacdo de NF-kB)
ao se ligar ao promotor de NFATc1 (fator nuclear cl ativador de células T), sendo
este um fator primordial para a diferenciacdo osteoclastica. NFATcl induz a
transcricdo de genes especificos a osteoclastogénese, que codificam TRAP
(fosfatase acida-tartarato resistente), integrina B3 e catepsina K (ASAGIRI et al.,
2005). Na sequéncia, ocorre a fusao intracelular dos precursores de osteoclastos
pela ativacdo de DC-STAMP (proteina transmembrana especifica de célula
dendritica), ATP6VOD2 (isoforma da subunidade d na V-ATPase) e CD9 (MELLIS et
al., 2011) (Figura 5).
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multipotente de osteoclasto de osteoclasto maduro

Figura 5 - Osteoclastogénese. O primeiro requisito para diferenciacdo de células progenitoras
mieloides em precursores de osteoclastos é a expressdo de PU.1 e MITF, que induzem a expressao
de M-CSFR, o receptor de M-CSF. M-CSF induz a expressdo de RANK nessas células, o que permite
a ligacdo a RANKL TNF também induz a expressao de RANK, o que induz a expressao de fatores de
transcricdo que favorecem a diferenciacéo de células que expressam RANK. Estes incluem o NF-kB,
c-Fos, e NFATcl. Eles induzem a expressdo de varias proteinas envolvidas na ativacdo dos
osteoclastos, incluindo TRAP, catepsina K, e o receptor de calcitonina. RANKL e TNF também
induzem a ativagdo de c-myc, o que promove ainda mais a proliferacdo destas células, bem como
MAP gquinase/quinase 6 (MKK®6), p38, e MITF, juntamente com Src e Erk, que tem mdltiplos efeitos na
ativacdo e sobrevivéncia dos osteoclastos. Adaptado de BOYCE, 2013.

Os osteoclastos sédo mantidos na MO pela acdo de citocinas, tais como o fator
derivado de estroma 1 (SDF-1). Este efeito pode ser modulado pelo fator de necrose
tumoral (TNF), que inibe a producdo de SDF-1 pelas células da MO, permitindo a
mobilizacdo de osteoclastos para o sangue periférico, em condicfes inflamatoérias
(ZHANG et al.,, 2008). O esfingolipidio bioativo, esfingosina-1 fosfato (S1P)
secretado por hemacias e plaquetas, também favorece a migracdo de osteoclastos
para o sangue periférico.

Finalmente, os osteoclastos, em contato com a superficie 6ssea mineralizada,
realizam o processo de reabsorcdo Ossea. Essas células apresentam borda em
escova e aderem ao tecido 6sseo, criando um compartimento extracelular fechado.
Neste compartimento ha ions de hidrogénio que sédo produzidos pela acdo de
bombas de prétons presentes na borda em escova, o que acarreta diminui¢cdo do pH
local. Esta diminuicdo de pH favorece a atividade de enzimas lisossomais

(proteinases e fosfatases) e nao-lisossomais (metaloproteinases) secretadas pelos
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osteoclastos, que degradam os cristais de hidroxiapatita e expdem a matriz organica
(MIYAMOTO, 2011).

1.5.2 Remodelacéo 6ssea

O tecido 6sseo é constantemente renovado pelo acoplamento dos processos
de formacdo e reabsorcdo 0ssea. O processo de remodelacdo é importante para o
crescimento, reparo € a manutencdo 0ssea, e ocorre pela acdo das unidades
multicelulares d6sseas (BMU). Estas unidades sdo independentes e individuais,
constituindo-se cada qual de osteoblastos e osteoclastos (Figura 6). Estes
processos sdo estreitamente acoplados e ocorrem nas superficies 6sseas do
periésteo e enddsteo. Em condi¢Bes fisioldgicas, a formacao e a reabsorcdo 6ssea
devem ocorrer de maneira equilibrada, de forma que a mesma quantidade de 0sso
reabsorvida seja renovada. Quando ha maior atividade osteoclastica, ocorrem
reabsorcBes patolégicas que podem levar a alteragbes da arquitetura e ao
comprometimento da funcéo 6ssea, acarretando prejuizo da qualidade 6ssea.

Vérios fatores que controlam a reabsorcdo 0ssea agem diretamente sobre 0s
osteoblastos, tais como paratorménio (PTH), 1,25 dihidroxivitamina D3, esteroides
sexuais, prostaglandinas, citocinas (interleucina-1, interleucina-6 e interleucina-11) e
fator transformador de crescimento beta (TGF-B) (MARTIN, 2013). Receptores de
PTH estdo presentes nos osteoblastos e seus precursores. O PTH produz efeitos
anabdlicos e catabolicos sobre os ossos que dependem do perfil temporal de seu
aumento (SILVA e BILEZIKIAN, 2015). Em situagbes patolégicas em que ha
aumento continuo das concentragcbes plasméaticas de PTH, como no
hiperparatireoidismo primario ou secundario a deficiéncia de célcio, o PTH aumenta
a taxa de remodelacdo Ossea. Entretanto, em situacbes em que ha aumento
intermitente de PTH, em baixas doses, sdo observados efeitos anabdlicos deste
horménio sobre os 0ssos, como observado na utilizacao do peptideo PTH (1-34) no
tratamento da osteoporose (SILVA e BILEZIKIAN, 2015).

O PTH estimula a reabsorcdo Ossea ao ligar-se aos seus receptores
presentes nos osteoblatos, o que promove a ativacdo de RANK-ligante (RANKL) e

inibicdo da sintese de osteoprotegerina (OPG), responsaveis pela diferenciacdo e
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subsequente ativacdo de precursores osteoclasticos. (HUANG et al., 2004). A via
RANKL/RANK/OPG é a principal via regulatoria da diferenciacdo osteocléstica.
RANKL é uma molécula de superficie da membrana pertencente a familia dos
receptores do TNF e essencial para a diferenciacdo de osteoclastos. A OPG é uma
citocina liberada pelos osteoblastos que inibe a maturacdo e ativagdo dos
osteoclastos, in vivo e in vitro. A OPG liga-se com grande afinidade ao RANKL nos
osteoblastos, impedindo que este, por sua vez, se ligue ao RANK na superficie dos
precursores osteoclasticos. A OPG inibe a reabsorcdo 6ssea produzida pelos
osteoclastos maduros estimulados pelo RANKL. Portanto, a proporgédo entre RANKL
e OPG é determinante para regular a atividade osteoclastica e reabsorcéo Ossea
(KOHLI e KOHLI, 2011).

Precursores Precursores
de osteoclastos de osteoblastos

o \ MEDULA OSSEA
Osteoblastos (@ /(= Osteoblastos
em quiescécnia OCs @ @ OBs em quiescécnia

---vl,b?“._" @ °°°°°° e & O« O«
\ T
Ativagao Osteoide <—NMineralizagao —
Osso Linha cimenante Linha cimenante

Figura 6 - Remodelacdo Ossea. Os osteoclastos (OCs) aderem a superficie éssea e
reabsorvem tecido 6sseo. Apds a reabsorcdo, os precursores de osteoblastos séo
recrutados, proliferam e diferenciam-se em osteoblastos (OBs) maduros. Estes produzem a
matriz mineralizada do 0sso, finalizando o processo de remodelacdo. A quantidade de tecido
6sseo formado é equivalente a reabsorvida. Adaptado de KEARNS e KALLMES, 2008.

1.5.3 Colageno e proteinas ndo-colagénicas: osteopontina, osteocalcina e
osteonectina

O colageno é a principal classe de proteina fibrosa insoltvel encontrada na

matriz extracelular e nos tecidos conectivos e cuja principal funcdo é estrutural. A
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molécula de coldgeno é uma glicoproteina composta por trés cadeias polipeptidicas
helicoidais, cada uma com cerca de 1000 aminoacidos, denominadas cadeias a. As
cadeias possuem aproximadamente um terco de glicina, além de prolina e lisina, que
sao hidroxiladas por processos enzimaticos dependentes da vitamina C.

As moléculas sdo secretadas pela célula, apresentando dominios globulares
terminais, e sdo denominadas de procolageno. Estas regides globulares sé&o
clivadas em graus variados antes da agregacdo extracelular e originam o
tropocolageno. Os varios arranjos entre as cadeias polipeptidicas permitem a
formacao de pelo menos 27 tipos de coldgenos. Os coladgenos dos tipos |, Il e 11l séo
0s mais abundantes do organismo. O tipo | esta presente na pele, tenddo e 0sso; 0
tipo I, em cartilagem e humor vitreo; e o tipo Ill, na pele e masculos. Cerca de 90%
da matriz extracelular éssea € constituida por colageno tipo I, e os 10% restantes
pelas demais proteinas ndo-colagénicas (ALLISTON, 2014).

Apesar do colageno constituir a maior parte das proteinas da matriz 6ssea, as
proteinas nao-colagénicas, que representam aproximadamente 10% da matriz
organica do osso, também exercem importantes funcdes na organizacdo da matriz
colagénica e na regulacdo da formacdo e do crescimento de cristais de
hidroxiapatita. A maior parte das proteinas n&o-colagénicas atua como centro
nucleador ou inibidor do crescimento dos cristais. As proteinas nao-colagénicas
regulam a mineralizacdo das fibras de coldgeno, modulam a divisdo, migracéo,
diferenciacdo e maturacdo das células Osseas. As principais proteinas néo-
colagénicas da matriz déssea sdo sintetizadas em diferentes estagios da
diferenciacdo osteoblastica e regulam os processos de mineralizacdo e de
reabsorcdo 6ssea (ALLISTON, 2014).

A OPN é uma glicoproteina fosforilada e constitui cerca de 2% das proteinas
ndo-colagénicas da matriz 6ssea, contém 5% de acido sialico e uma extenséo de
nove residuos consecutivos de acido aspartico que permitem a molécula ligar-se a
hidroxiapatita, tendo sido também descrita tanto na mineralizacdo quanto na
reabsorgcdo 0ssea (SODEK et al., 2000). A molécula de OPN também apresenta
uma sequéncia RGD (arginina — glicina — acido aspartico), a qual permite sua
ligagdo a uma variedade de células. A OPN tem afinidade por varios receptores
celulares, incluindo CD44 e as integrinas a3, a,fs e a,B1, € muitos desses sitios de
ligacdo de integrinas reconhecem a sequéncia RGD (CHABAS, 2005). Também

pode se ligar ao colageno e a fibronectina presentes na matriz extracelular (ALFORD
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e HANKENSON, 2006). Apesar de ter sido inicialmente identificada como proteina
da matriz 6ssea, posteriormente observou-se que a OPN também estd expressa em
macrofagos, linfécitos B, T e NK. Além disso, a OPN esta presente em tecidos e
fluidos organicos e participa de varios processos que incluem inflamacéao, processos
patologicos de proliferacdo celular de células neoplasicas e metastase (FISHER et
al., 2001).

A OPN ¢ sintetizada por pré-osteoblastos, osteoblastos e ostedcitos e, apos
ser secretada, € incorporada a matriz éssea. A presenca de OPN também foi
observada em superficies 6sseas onde estdo aderidos os osteoclastos, sugerindo
participacdo da OPN na ligacdo entre o osteoclasto e a matriz mineralizada. A
abundancia e distribuicdo de aspartato e residuos de serina fosforilada permitem
forte ligacdo com cristais de fosfato de célcio em tecidos mineralizados, inibindo o
crescimento dos cristais (HUNTER et al., 1996).

A grande quantidade de sitios fosforilados na molécula de OPN permite a
dissipacdo de grandes quantidades de energia quando o 0sso esta submetido a
tensdo e grandes quantidades de OPN foram observadas nas linhas cimentantes
(FANTNER et al, 2007). A OPN também tem papel importante na resisténcia 6ssea a

fraturas. Estudos demonstraram que camundongos Opn

"~ apresentaram diminuicao
de 30% na resisténcia as fraturas quando comparados ao grupo selvagem,
sugerindo papel importante da OPN na prevencéo de propagacao de fissuras. Esta
diminuicAo ndo estava associada a perda de massa 0ssea ou mudancas na
estrutura 6ssea (THURNER, et al. 2010).

Outra proteina ndo-colagénica que participa do processo de mineralizacdo € a
osteocalcina (OC). Ela é encontrada mais tardiamente no processo de diferenciacéo
dos osteoblastos, sendo importante na progressao da mineralizacdo e no controle da
formacao dos cristais de hidroxiapatita. A OPN interage com a OC na regulagéo da
resisténcia 6ssea a fraturas, o que foi demonstrado a partir da utilizacdo de animais
OC™, OPN” e OC-OPN 7; . OPN e OC interagem e a eliminacdo de uma ou de
ambas conduz a perda de resisténcia 6ssea (POUNDARIK et al., 2012).

A osteonectina (ON) também conhecida como SPARC (Secreted Protein
Acidic and Rich in Cystein) é a proteina nao-colagénica mais abundante da matriz
extracelular 6ssea, representando cerca de 25% das proteinas ndo-colagénicas.
Estudos em camundongos deficientes em ON mostraram diminuicdo das unidades

de remodelagdo com consequente desenvolvimento de osteopenia (DELANY et al.,
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2000). Estudos in vitro indicaram que a ON se liga ao colageno e a hidroxiapatita e
pode regular a proliferacao celular e a interacédo célula-matriz (YOUNG et al., 1992;
LANE e SAGE, 1994). Em varias formas de osteopenia, tais como na osteogénese
imperfeita e em distintos modelos animais de fragilidade 0ssea, a expressdo de ON
esta diminuida (MURIEL, 1991).
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2 OBJETIVOS

Considerando-se que a DP induz modificagcbes no estroma celular e

alteracbes na hemopoese, pretendemos, neste trabalho, avaliar os efeitos da DP no

tecido 0sseo e verificar a participacao do nicho endosteal na sinaliza¢do osteoblasto-

CTH em camundongos desnutridos. Nossa hipétese € de que, em DP ha alteracdes

no nicho endosteal da CTH que induzem a permanéncia das mesmas em

quiescéncia.

()

(ii)

(i)
(iv)
(v)

(vi)
(vii)

(viii)

(ix)

(x)

(xi)

Para atingir estes objetivos, nos propusemos:
Induzir processo de DP em camundongos isogénicos, C57BI/6J
caracterizando o estado nutricional dos animais utilizando como
parametros o consumo de racdo e de &agua, monitoramento do peso
corporeo, a quantificagédo de proteinas totais e albumina sérica;
Avaliar as repercussfes da DP no quadro hematologico dos camundongos
utilizando como parametros o hemograma, a contagem de reticuldcitos e o
mielograma;
Quantificar as células LT-CTH da MO;
Avaliar o ciclo celular das células LT-CTH,;
Avaliar a expresséo proteica, por citometria de fluxo, de CD44, Cxcr4 e
Notch-1 e Tie-2 nas células LT-CTH,;
Isolar as células LT-CTH por FACS sorting;
Avaliar a expressao génica, por PCR em tempo real, de CD44, CXCR4 e
NOTCH-1 nas células LT-CTH;
Avaliar as repercussdes estruturais, histolégicas e bioquimicas da DP no
tecido 0sseo utilizando como parametros as concentracbes séricas de
calcio, fosforo e paratormonio (PTH);
Avaliar, in vivo, a densidade 0ssea e densidade medular 6ssea do fémur
dos animais por imagens de raio X;
Avaliar, ex vivo, por microtomografia computadorizada (uCT), as
alteracdes das regides cortical e trabecular do fémur;
Avaliar, por técnica de imunofluorescéncia, a expressao da proteina nao-

colagénica: osteopontina (OPN) em cortes histologicos do fémur;
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Avaliar, por técnica de imuno-histoquimica, a expresséo de colageno tipo |
e das proteinas nao-colagénicas: osteonectina (ON) e osteocalcina (OC)
em cortes histolégicos do fémur;

Quantificar, por técnica de citoquimica TRAP (fosfatase acida- tartarato
resistente), os osteoclastos nas regifes cortical e trabecular em cortes
histolégicos do fémur;

Isolar  osteoblastos da cavidade femoral e  caracteriza-los
imunofenotipicamente, ex vivo, por citometria de fluxo e in vitro pela
propriedade de mineralizag&o 0ssea.

Avaliar a expressao proteica, por Western Blotting de colageno tipo |,
osteopontina (OPN), osterix, runx2, RANKL e osteoprotegerina (OPG) nos
osteoblastos isolados;

Avaliar a expressado génica, por PCR em tempo real de colageno tipo 1
(COL1A2), osterix (SP7), CXCL12, angiopoetina (ANGPT1), osteopontina
(SPP1), jagged (JAG2) e N-caderina (CDH2) nos osteoblastos isolados;
Estabelecer a cocultura de osteoblastos e células LSK e avaliar a
proliferacdo das CTH utilizando ensaio de CFSE (carboxifluoresceina

succinimidil ester).
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Animais

Foram obtidos camundongos da linhagem C57BL/6J, machos, recém-
desmamados de colbénias do Biotério de Produgédo e Experimentacdo da Faculdade
de Ciéncias Farmacéuticas da Universidade de S&o Paulo. Este projeto foi
submetido e aprovado pelo Comité de Etica em Experimentacdo Animal da
Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas da Universidade de S&o Paulo (protocolo
CEUA n° 346) (em anexo).

3.2 Racbes

Os animais recém-desmamados receberam racdo de crescimento (17% de
proteina) (Tabela 1) até completarem 60 dias de vida. Em seguida, foram separados
aleatoriamente em gaioleiros individuais e passaram por um periodo de adaptacéo
durante duas semanas no qual receberam racao controle ou normoproteica (12% de
proteina). ApO6s esse periodo, 0 grupo experimental passou a receber racao
hipoproteica (2% de proteina) e o grupo controle continuou a receber racéo controle
(Tabela 2) (BORELLI et al., 2009). As racdes foram preparadas em nosSso
laboratério na forma de “pellets” e conservadas a 4° C até o momento do uso. As
racdes controle e hipoproteica sdo isocaldricas e diferem apenas no conteudo
proteico. A fonte proteica foi caseina (LABYNTH®, Diadema, Brasil). Em relacéo ao
conteudo de vitaminas e sais minerais, observa-se que nao ha diferenca nas
quantidades fornecidas aos dois grupos e quanto a quantidade de fosfato nas
racoes, esta foi corrigida aumentando-se a quantidade de fosfato na mistura mineral
oferecida ao grupo desnutrido, justamente para evitar-se a caréncia do mesmo uma
vez que a quantidade de caseina utilizada foi de 2%. Desta forma, a adicdo de
menor quantidade de caseina na racdo hipoproteica diminuiu a quantidade
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disponivel de fosfato. Portanto, foram realizadas corre¢cdes na composicao da
mistura salinica para remocéo da diferenca na concentracdo de fosfato (Tabela 3). A
correcdo foi realizada adicionando-se maior quantidade de fosfato de potassio
monobasico na racao hipoproteica, 0 que, por sua vez, provoca aumento ha
quantidade de potassio. Uma nova correcdo foi necesséria e assim, o potassio da
racdo hipoproteica foi removido na forma de citrato de potassio. Caso a correcao foi
realizada com remocéao do potassio na forma de sulfato de potassio haveria prejuizo
da quantidade de sulfato na racdo hipoproteica, interferindo diretamente na sintese
proteica pelo organismoA concentracdo proteica da caseina e das ragbes foi
determinada pelo método micro-Kjeldahl (INSTITUTO ADOLFO LUTZ, 1985) e
realizada no laboratério de Bioquimica da Nutricdo (Faculdade de Ciéncias

Farmacéuticas, Universidade de S&o Paulo).

Tabela 1 - Composicao da racéo de crescimento (AIN93G modificada)

Constituintes Racdo de crescimento

Proteinas (%) 17
Mistura salinica (g)* 3,5
Mistura vitaminica (g)** 1
Fibra (g) 5
Oleo de milho (g) 7
Sacarose (Q) 10
L-cistina (g) 0,3
Bitartarato de colina (g) 0,24
Tert-butilhidroquinona (mg) 0,0014
Amido de milho (g) 100

* Vide tabela 3 ** Vide tabela 4

Tabela 2 - Composicao das reacdes controle e hipoproteica (AIN93 modificada)

Constituintes Racgéo controle

Racéao hipoproteica

Proteinas (%) 12 2
Mistura salinica (g)* 3,5 3,5
Mistura vitaminica (g)** 1 1
Fibra (g) 1 1
Oleo de milho () 8 8
Sacarose (Q) 10 10
L-metionina (Q) 0,15 0,15
Bitartarato de colina (g) 0,25 0,25
Tert-butilhidroquinona (mg) 8 8
Amido de milho (g) 100 100

Racdes isocaldricas de 1.716,3KJ/100g (BORELLI et al., 2009) * Vide tabela 3 ** Vide tabela 4



Tabela 3 - Composicao da mistura salinica

Constituintes Racao de Racao Racao
crescimento controle hipoproteica
(g/kg de (g/kg de (g/kg de
MS) MS) MS)
Carbonato de calcio anidro 357,00 357,00 357,00
Fosfato de potassio monobasico 96,58 258,00 262,45
Cloreto de sédio 74,00 74,00 74,00
Citrato de potassio 70,29 12,87 0
Sulfato de potassio 46,60 46,60 46,60
Oxido de magnésio 24,00 24,00 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
Paramolibdato de amonio 0,00795 0,00795 0,00795
tetrahidratado
Meta-silicato de sodio 1,45 1,45 1,45
monohidratado
Sulfato de potassio e cromio 0,275 0,275 0,275
dodecahidratado
Cloreto de litio 0,0174 0,0174 0,0174
Acido borico 0,0815 0,0815 0,0815
Fluoreto de sodio 0,0635 0,0635 0,0635
Carbonato de niquel 0,0318 0,0318 0,0318
Vanadato de amonio 0,0066 0,0066 0,0066
Sacarose 221,54 209,806 132,506

Composigdo das misturas salinicas (MS) utilizadas no preparo das racdes controle e hipoproteica.
Foram utilizados 175g da mistura salinica para cada 5kg de racéo preparada. (REEVES, 1993)
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Tabela 4 - Composicao da mistura vitaminica

Constituintes Quantidade (g/kg de mistura
vitaminica)
Acido nicotinico 3,00
Pantotenato de calcio 1,60
Piridoxina-HCI 0,70
Tiamina-HCI 0,60
Riboflavina 0,60
Acido folico 0,2
D-biotina 0,02
Vitamina B12 2,50
Vitamina E 15,00
Vitamina A 0,80
Vitamina D3 0,25
Vitamina K 0,075
Sacarose 974,655

Composicdo da mistura vitaminica utilizada no preparo das ra¢des de crescimento, controle e
hipoproteica (REEVES, 1993).

3.3 Inducao do processo de desnutricdo

Os animais recém-desmamados receberam racdo de crescimento até
completarem 60 dias de idade. Apds esse periodo, 0s animais, previamente
pesados, foram alocados individualmente em gaiolas (BORELLI et al, 1995, 1998,
2001, 2007), sendo mantidos sob temperatura ambiente (TA) de 22 a 25° C, ciclo de
luz claro-escuro de 12 horas, umidade de 55 + 10% e pesados a cada 48 horas.
Durante periodo de adaptacao, as condi¢cdes do gaioleiro (duas semanas), todos 0s
animais receberam racao controle contendo 12% de proteinas para, em seguida,
serem separados em dois grupos: controle, que permaneceu recebendo a racéo
controle; e desnutrido, que passou a receber racdo hipoproteica, contendo 2% de
proteinas (Du et al., 2000, BORELLI et al, 1998, 2001, 2007). Ambos os grupos de
animais tiveram livre acesso a agua deionizada e as ragfes. ApOs cinco semanas
sob esse regime alimentar, os animais de ambos os grupos foram submetidos a
radiografias para analise 0ssea e, apos a coleta de sangue, foram eutanasiados

para obtencdo das demais amostras bioldgicas e execucéo das analises (Figura 7).
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Figura 7 - Delineamento experimental durante as fases de crescimento e desnutricdo dos
animais.

3.4 Avaliagdo do estado nutricional dos animais

A avaliacdo do estado nutricional dos animais foi baseada na determinagao
do peso corporal, consumo de racdo e de agua a cada 48 horas e na andlise dos
seguintes parametros bioquimicos: concentracdo de proteinas totais e albumina

séricas.

3.5 Obtencédo das amostras sanguineas

As amostras de sangue foram obtidas por meio de puncao do plexo axilar, em
camundongos previamente anestesiados com 10mg/kg de peso de cloridrato de
xilazina (Rompum®, Bayer, HealthCare Animal Health, Leverkusen, Alemanha) e
100mg/kg de peso de cloridrato de cetamina (Ketamina®, Cristalia, Sdo Paulo, Brasil)
e colhidas com e sem anticoagulante. O sangue foi centrifugado 3000rpm durante 10
minutos a temperatura ambiente. As amostras de soro foram utlizadas para as
dosagens de proteinas totais, albumina sérica, calcio e fosfato, e as amostras
sanguineas coletadas com o anticoagulante EDTA 10% foram utilizadas para a

realizacdo do hemograma e contagem de reticulocitos.
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3.6 Avaliacéo das concentracdes séricas de albumina e proteinas

A determinacdo de proteinas totais e albumina foi realizada em duplicata
utilizando-se kits comerciais Labtest® (Labtest Diagnéstica, Lagoa Santa, Brasil)
seguindo as orientagdes do fabricante e as leituras realizadas em espectrofotdbmetro
modelo Varioskan Flash® (Thermo Scientific, Vantaa, Finlandia).

3.7 Hemograma e contagem de reticulécitos

A partir do sangue colhido com EDTA, foi realizado o hemograma no
equipamento ABC Vet® (ABX Diagnostics, Horiba, Kioto, Jap&o), utilizando-se
controles comerciais para a validacdo do processo. A contagem diferencial dos
leucocitos foi realizada em extensfes sanguineas coradas com May-Grunwald-
Giemsa, modificado por Rosenfeld, e a leitura realizada em microscopio Optico
utilizando ocular de 10x e objetiva de 100x em microscépio modelo Eclipse 80i,
(Nikon, Toquio, Japéo).

Para a contagem dos reticulécitos, o sangue foi imediatamente processado,
sendo corado com corante supravital azul de cresil brilhante, e os reticuldcitos
contados em 10 campos contendo cerca de 200 hemacias cada um, nas extensdes
preparadas no prazo maximo de 30 minutos apos a coleta (BRECHER, 1949). As
contagens foram realizadas com ocular de 10x e objetiva de 100x em microscopio
modelo Eclipse 80i® (Nikon, Téquio, Japao).

3.8 Caracterizacdo da hipoplasia medular e contagem diferencial das células da
medula éssea (MO)

As células da MO foram obtidas por meio de lavagem da cavidade medular
com meio Iscove’s® (Sigma-Aldrich, St. Louis, EUA). A suspensé&o celular foi mantida
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imersa em gelo até a realizacdo de laminas por citocentrifugacdo (Incibrds, Sao
Paulo, Brasil), sendo estas coradas pelo corante de May-Grinwald-Giemsa,
modificado por Rosenfeld. A contagem total de células foi realizada em
hemocitdbmetro de Neubauer apds diluicdo de amostras da suspensao celular com
liguido de Turk. Para a analise das diferentes populacdes celulares, foram contadas,
no minimo, 300 células/animal utilizando ocular de 10x e objetiva de 100x em

microscépio modelo Eclipse 80i® (Nikon, Téquio, Jap&o).

3.9 Quantificacdo das células LT-CTH da medula 6ssea

Os fémures dos animais, previamente anestesiados e eutanasiados, de
ambos os grupos, foram removidos cirurgicamente e a camada muscular removida
com auxilio de bisturi. O canal medular foi exposto e a cavidade lavada com 4mL de
meio Iscove’s contendo 10% de soro fetal bovino (SFB). A suspensao celular foi
homogeneizada, lavada com meio Iscove’s com 10% SFB e centrifugada a 300g
durante 10 minutos a 4° C. Em seguida, 10’ células/mL foram fixadas em PBS
contendo 2% paraformaldeido durante 30 minutos a TA, lavadas com 1mL de
tampao PBS contendo 0,5% BSA e marcadas com o “cocktail” de anticorpos que
reagem com as células da linhagem hemopoética contendo CD5, CD45R, CD11b,
anti-Gr-1, Ly-6G/C e Ter-119 conjugados a biotina, durante 20 minutos a TA e ao
abrigo da luz. As células foram lavadas com 1 mL de tampado PBS, centrifugadas a
1500 rpm durante 5 minutos. Em seguida, 10° células foram incubadas com
anticopos antibiotina conjugado ao fluorocromo APC (Miltenyi Biotec Inc., Auburn,
Califérnia, EUA), anti-Sca-1 (D7) (PE-Cy-7) (eBioscience, San Diego, California,
EUA), anti-c-Kit (2B8) (Percp-Cy5.5) (eBioscience, San Diego, Califérnia, EUA), anti-
CD90.1 (OX-7) (APC-Cy7) (eBioscience, San Diego, California, EUA) e anti-FIk-2
(A2F10.1) (PE-594) (eBioscience, San Diego, Califérnia, EUA) durante 20 minutos a
TA e ao abrigo da luz. As células foram lavadas com 1mL de tampdo PBS,
centrifugadas a 1500 rpm durante 5min e ressuspensas em 400uL de PBS. As

células foram adquiridas em citémetro de fluxo FACSAria 111® (Becton Dickinson, San
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Jose, CA, USA) e as andlises, realizadas em aplicativo FlowJo® (Tree Star Inc,
Ashland, EUA).

3.10 Avaliacédo, ex vivo, do ciclo celular das células-tronco hemopoéticas (CTH) da
medula 6ssea (MO)

Um total de 10" células da MO foi fixado em PBS contendo 2%
paraformaldeido durante 30 minutos & TA. Em seguida, as células foram
permeabilizadas com saponina a 0,01%, tratadas com 1 mg/ml de RNase durante 45
minutos a 37° C e incubadas com 0,25uM de Sytox Green® (Life Technologies).
Finalmente, os anticorpos descritos no item 3.9 foram adicionados para identificacao
das subpopulacdes celulares. Apés a incubacéo; 10° células foram adquiridas e em
citometro de FACS Aria II® (Becton Dickinson, San Jose, Califérnia, EUA) e as

anélises, realizadas em aplicativo FlowJo® (Tree Star Inc, Ashland, EUA).

3.11 Avaliacdo da expressao proteica de CD44, CXCR4, Tie-2 e Notch-1 por
citometria de fluxo

Procedeu-se como descrito no item 3.9; entretanto, juntamente com o0s
anticorpos para a identificacdo das subpopulacdes de CTH, foram adicionados
individualmente os anticorpos CD44 (A95-1) (FITC) (BD Pharmingen, San Diego,
EUA), Notch-1 (mN1A) (PE) (eBioscience, San Diego, EUA), CXCR4 (2B11) (PE)
(eBioscience, San Diego, EUA) e Tie-2 (TEK) (PE) (Biolegend, San Diego, EUA).
Apbs a incubacdo, as células foram adquiridas em citémetro de FACS Aria I1I®
(Becton Dickinson, San Jose, Califérnia, EUA) e as andlises, realizadas em

aplicativo FlowJo® (Tree Star Inc, Ashland, EUA).
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3.12 Ensaio de separacgédo celular em citdmetro de fluxo (fluorescense activated cell
sorting)

A separacdo celular foi realizada em FACS Aria 111® (BD Biosciences, San
Jose, Califérnia, EUA) do laboratério multiusuério do Instituto de Farmacologia e
Biologia Molecular da Escola Paulista de Medicina, com o auxilio técnico do
professor Dr. Edgar Paredes-Gamero e do aluno de doutorado Marcus Vinicius Buri.
Antes de cada experimento, microesferas CST Cytometer Setup and Tracking foram
utilizadas para a estabilidade dos tubos fotomultiplicadores. A compensacéo foi
realizada antes de cada experimento de separacdo com microesferas recobertas
com o respectivo anticorpo a ser pesquisado. Em seguida, o fluxo continuo do
tampdo de separacdo foi ligado e a frequéncia e amplitude da gota foram
estabelecidas. O nozzle utilizado foi o de 85um. As células foram recuperadas em
meio Iscove’s contendo 10% SFB. O ensaio de separacao celular foi utilizado para a
obtencado das células LSK com a finalidade de utiliza-las em ensaio de cocultura em
células MC3T3 e também para a obtencéo das células LT-CTH, a partir das quais foi
obtido RNAm.

3.12.1 Separacgéo das células LSK

Foram utilizados os procedimentos técnicos descritos no item 3.26,
entretanto, as células foram marcadas com o cocktail de anticorpos que reagem com
as células da linhagem hemopoética contendo CD5, CD45R, CD11b, anti-Gr-1, Ly-
6G/C e Ter-119 conjugados a biotina, durante 20 minutos a TA e ao abrigo da luz.
As células foram lavadas com 1mL de tampdo PBS, centrifugadas a 1500rpm
durante 5 minutos. Em seguida, as células foram incubadas com anticorpos
antibiotina conjugados ao fluorocromo APC (Miltenyi Biotec Inc., Auburn, Califérnia,
EUA), anti-Sca-1 (D7) (PE-Cy-7) (eBioscience, San Diego, Califérnia, EUA) e anti- c-
Kit (2B8) (Percp-Cy5.5) (eBioscience, San Diego, Califérnia, EUA) durante 20

minutos a TA e ao abrigo da luz. As células foram lavadas com 1mL de tampéo PBS,
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centrifugadas a 1500rpm durante 5 minutos e ressuspensas em 600uL de PBS e
aquiridas. As células LSK separadas foram coletadas em tubo do tipo Eppendorff
contendo 500uL de meio Iscove’s 10% SFB.

3.12.2 Separacao das células-tronco de longa duracédo (LT-CTH)

Foram utilizados os procedimentos técnicos descritos no item 3.26. As células
foram lavadas com 1mL de tampédo PBS, centrifugadas a 1500rpm durante 5
minutos, ressuspensas em 600uL de PBS e adquiridas. As células separadas foram

coletadas em tubo do tipo Eppendorff contendo 500uL de meio Iscove’s 10% SFB.

3.13 Avaliacdo da expressao génica de CD44, Cxcr4 (CXCR4) e Notch-1 (NOTCH-1)
nas células-tronco de longa duracéo (LT-CTH), ex vivo, por PCR em tempo real

As células LT-CTH recolhidas foram centrifugadas a 8.000rpm a 4° C, o meio
foi retirado e adicionou-se 500uL de Trizol® (Life Tecnology, Carlsbad, California,
EUA). As células foram lisadas em vortex a TA durante 5 minutos. Em seguida, foi
adicionado cloroférmio para precipitacdo de proteinas. A amostra foi homogeneizada
em vortex durante 15 segundos. O tubo foi incubado em gelo durante 10 minutos e
centrifugado a 16.000rpm durante 15 minutos a 4° C. A extracdo do RNA foi
realizada com a adicdo de isopropanol e banho de gelo durante 10 minutos. ApGs
esta incubacéo, o tubo foi centrifugado a 12.000rpm durante 15 minutos a 4° C. O
sobrenadante foi removido e adicionou-se etanol a 75%. O sobrenadante foi
novamente removido e aguardou-se 3 minutos para a completa secagem da
amostra. O RNA foi eluido em adgua DPEC e quantificado em equipamento NanoVue

Plus® (GE Healthcare, Buckinghamshire, Reino Unido).

Para a amplificacdo dos fragmentos-alvo, foram utilizados os seguintes

componentes: 5uL de master mix, 0,5uL do respectivo primer, 3,5uL de agua
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ultrapura livre de DNase e RNase e 1puL da amostra de cDNA. Foram utilizadas
sondas marcadas com FAM adquiridas no formato TagMan Gene Expression
Assays® (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA) identificadas pelos cédigos
descritos na Tabela 5. O gene gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase (GAPDH) foi
selecionado como controle enddgeno de reacgdo, a partir da analise de 32 genes
candidatos analisados em placa TagMan Array 86 well fast plate® (Applied
Biosystems, Foster City, CA, USA). As reac0es de TagMan PCR foram realizadas no
equipamento Step One Plus® (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA) com as
seguintes condi¢des de amplificacéo: ciclo de desnaturacdo de 3 minutos a 95° C,
40 ciclos de 15 segundos a 95° C e 1 minuto a 60° C. As rea¢0es de PCR em tempo
real foram realizadas em triplicata e o produto da amplificacdo de cada alvo foi
analisado diretamente no equipamento. A aquisicdo de dados ocorreu na etapa de
anelamento de cada ciclo e o ciclo limiar (Ct), para cada amostra, foi calculado pela
determinacdo do momento em que a fluorescéncia excedeu o limite. A quantificacao
da expressdo génica foi realizada pelo método de quantificacdo relativa (LIVAK e
SCHITTGEN, 2001) de acordo com a férmula:
Taxa de expressao relativa = 2 (ACtamostra—ACt calibrador) _ >-AACt

O ACt foi obtido pela subtracdo da média dos Cts do gene de interesse pela média
do controle end6geno, para normalizacdo dos dados. Como calibrador, foi utilizada a
média aritmética do ACt dos osteoblastos do grupo controle empregada como base
para resultados comparativos. Como controle de qualidade, todas as reacdes foram
realizadas em triplicata e, para cada placa de reacdo, foram utilizados controles
negativos. Os resultados foram analisados pelo programa StepOne® versdo 2.1
(Applied Biosystems, Foster City, CA, USA).
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Tabela 5 - Caracteristicas dos ensaios utilizados para a avaliagdo da expressao
génica nas LT-CTH em PCR em tempo real

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

amplificado (pb)

CD44 CD44 MmO01277161_m1 84

Cxcr4 CXCR4 MmO01996749 sl 144
Notch-1 NOTCH-1 MmO00627185_m1 83
Gapdh GAPDH Mm99999915 gl 107

pb (pares de base)

3.14 Avaliagdo das concentragdes seéricas célcio e fosforo

A dosagem de calcio foi realizada pelo método de cresolftaleina e a de fésforo
pelo método do molibdato de acordo com as orientacdes do fabricante dos kits
comerciais da Labtest (Labtest Diagnodstica, Lagoa Santa, Brasil) e as leituras
realizadas em espectrofotdmetro modelo Varioskan Flash® (Thermo Scientific,

Vantaa, Finlandia).

3.15 Dosagem de paratormdnio (PTH)

A dosagem de PTH foi realizada por teste de ELISA com o kit Mouse RTH 1-
84 ELISA (Immutopics, Califérnia, EUA) com plasma coletado em EDTA de
acordo com as especificacdes do fabricante. A leitura da absorbancia foi realizada
em comprimento de onda 620nm. Imediatamente apods a leitura, foram pipetados
100pl da solugédo de STOP. Homogeneizou-se a placa durante um minuto. A
segunda leitura foi realizada em 450nm. Para o tubo branco, foram usados 100ul
do substrato e 100ul da solucdo de STOP. Todas as leituras foram realizadas no
espectrofotdmetro Varioskan Flash® (Thermo Scientific, Vantaa, Finlandia).
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3.16 Analise da densidade mineral 6ssea e densidade medular femoral

A aquisicdo e andlise das imagens foram realizadas no equipamento MS FX®
(Carestream Health, Toronto, Canada) da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas da
USP. Inicialmente, apenas com a placa de raios X dentro do equipamento, foi
realizada a calibragéo dos raios X. Em seguida, foram determinados os parametros
de referéncia para aquisicao das imagens: tempo de exposicdo de 30,125 segundos,
ganho de imagem de 4x4, 35KVP de energia e filtro de 0,4mm. Para a camera,
foram utilizados os seguintes parametros: abertura optica (f-stop) de 2,8; campo de
visdo (field of view, FOV) igual a 60. Na sequéncia, 0s animais, previamente
anestesiados como descrito no item 3.5, foram posicionados individualmente em
decubito ventral sobre um suporte acrilico, submetidos aos raios X e as imagens
foram adquiridas.

A andlise dos fémures foi padronizada do lado esquerdo de todos os animais.
O fémur foi dividido em quatro regides de interesse para analise. Uma vez definidas
as regibes, utilizou-se o recurso template para criar cOpia das mesmas e padronizar

a andlise de todos os outros fémures dos grupos controle e desnutridos.

3.17 Analise morfométrica por microtomografia (UCT)

A aquisicdo das projecOes e a reconstrucdo 2D e 3D das amostras foram
realizadas em microtomégrafo de raios-X de alta resolugcdo, modelo 1172 (Skyscan,
Aartselaar, Bélgica), no laboratério de Metabolismo Osseo do Instituto de
Biociéncias da USP, contando com o auxilio técnico das pos-graduandas Marilia
Grecco Teixeira e Manuela Miranda e sob supervisdo da profa. Dra. Cecilia Helena
de Azevedo Gouveia. Os fémures do lado esquerdo dos animais foram fixados em
suporte circular com massa de modelar para se obter um alinhamento vertical e
evitar deslocamentos durante a movimentagdo angular. Para as analises
morfométricas 2D e 3D, utilizou-se o aplicativo CT-Analyser® (Skyscan, Aartselaar,
Bélgica). A tabela 6 descreve as especificagcbes do microtomoégrafo no procedimento
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de aquisicdo das projecbes das amostras Oésseas para a quantificacdo

microestrutural.

Tabela 6 - Especificacfes dos parametros utilizados na aquisicdo das imagens no
equipamento microtomdgrafo de raios-X de alta resolugdo, modelo 1172 (Skyscan,

Aartselaar, Bélgica)

Parametros Valor Unidade

Voltagem da fonte de raios X 50 kV
Corrente da fonte de raios X 800 MA
Distancia da fonte ao objeto 266,60 mm
Distancia da fonte a camera 266,50 mm
Tamanho do pixel das sec¢des transversais 6,74 pixel
Tempo de exposicéo 4,500 ms

Filtro de aluminio 0 mm

Passo de rotacéo 0,7 graus

Os parametros do o0sso cortical e trabecular foram obtidos em analise 2D e 3D
respectivamente. Para se comparar amostras com diferentes dimensoes, utilizou-se
a razao entre o volume 6sseo da amostra e o volume total da amostra (BV/TV). Os
seguintes parametros foram medidos em analise 2D: area média de tecido 6sseo
nas seccdes transversais da amostra (B.Ar), area média das seccfes transversais
da amostra (T.Ar), perimetro do periésteo (T.Pm) e perimetro do endésteo (B.Pm).

Em seguida, foram definidos os demais pardmetros morfométricos medidos
na analise 3D:

a) Espessura trabecular (Tb.Th): é a espessura média das trabéculas. A unidade
de medida é “mm”, determinada utilizando-se esferas cujo didametro deve
preencher a estrutura da trabécula.

b) Numero de trabéculas (Tb.N): é o inverso da distancia entre os eixos médios
das trabéculas 6sseas. A unidade de medida é “mm™ .

c) Separacao trabecular (Th.Sp): é a espessura média das cavidades que
contém medula 0ssea. A unidade de medida é “mm”.

O indice de modelo experimental (SMI) indica a predominancia de trabéculas

em formato de placas ou hastes no osso trabecular. O valor de SMI varia de 0,
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quando h& predominio de trabéculas em formato de placas, até 3, quando ha
predominio de trabéculas em formato de hastes. O grau de anisotropia (DA) refere-

se a direcdo das trabéculas, sendo estas verticais e horizontais.

3.18 Processamento dos cortes histologicos para inclusdo em resina

O fémur esquerdo do animal foi removido por procedimento cirdrgico e o
tecido muscular que envolve o periosteo, retirado com auxilio de bisturi. O fémur foi
dividido em duas metades para permitir a melhor penetracdo das solugdes utilizadas
durante o processamento histologico. Em relacdo aos esternos, o tecido muscular e
conjuntivo associado foram removidos com auxilio de bisturi e duas pequenas
incisdes foram feitas nas extremidades com o mesmo propésito citado. Todas as
etapas, desde a fixacdo até a infiltracdo, foram realizadas com os fémures e
esternos alocados individualmente em cassetes histoldgicos e frascos coletores.
Utilizou-se 40 mL de todas as solucfes descritas desde a fixacdo até a infiltracéo,
sendo todas as etapas realizadas a 4° C.

Os fragmentos foram fixados em solucdo 1,4% de paraformaldeido a 4° C,
preparado imediatamente antes do uso, durante 24 horas. ApOs esse periodo, as
pecas foram desidratadas em solucdes alcodlicas seriadas a 70% até absoluto,
permanecendo 1 hora em cada concentracdo. Dessa forma, as pecgas foram
incluidas em resina de metilmetacrilato Technovit 9100 New® (Heraeus Kulzer,
Wehrhrin, Alemanha).

3.18.1 Solugdes fixadoras

Os fémures foram fixados em solucéo de paraformaldeido 1,4% (preparadas
no momento do uso) em tampéo fosfato 0,04mmol/L contendo 10% de sacarose e a

solucdo trocada apos 12 horas. Em seguida, as pecas foram lavadas em tampéo
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fosfato 0,04mmol/L contendo 10% sacarose e mantidas nesta mesma solucéo
durante 6 horas.

3.18.2 Desidratacéo

A desidratacdo das pecas foi realizada utilizando-se solugbes seriadas de
alcool etanol 70% até absoluto (Tabela 7), nas quais as pecas permaneceram até o

inicio do processamento de embebicéo e inclusdo em resina (Tabela 8).

Tabela 7 - Etapas de desidratacao

Solucgéao Tempo (h) Temperatura (° C)

Etanol 70% 1
Etanol 80%

Etanol 96%

Etanol absoluto
Etanol absoluto
Etanol absoluto
Etanol absoluto

RPRRP R
AP DMDMD

3.18.3 Embebicéao, inclusdo e polimerizacao

Anteriormente a embebicdo na resina, as pecas foram incubadas duas vezes
em Xilol durante 3 horas cada incubacao e, posteriormente, em solu¢do de resina
diluida em 50% xilol durante 12 horas. Na sequéncia, procedeu-se a pré-infiltracao,
que consistiu na adicdo do reagente de polimerizacao diluido em resina durante 6
horas. A infiltracdo foi realizada utilizando-se reagente de polimerizacdo e
polimetilmetacrilato (PMMA) diluidos em resina durante 24 horas. Na etapa de
polimerizagdo, as pecas foram transferidas dos cassetes histologicos e alocadas em
formas proprias para a polimerizacdo (Heraeus Kulzer, Wehrhrin, Alemanha) e
obtencéo dos cortes histologicos. Apos adicao da solucdo de polimerizacao sobre as
pecas, as formas foram hermeticamente fechadas e permaneceram a -20° C durante
48 horas (Tabela 8).
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Solucgéao Tempo (h) Temperatura (° C)
Xilol 3 4

Xilol 3 4
Xilol/Technovit 50% 12 4

Resina + polimerizador 6 4

Resina + polimerizador + 24 4

PMMA

Solucédo de polimerizacao 72 -20

3.18.4 Cortes histoldgicos

Os blocos obtidos foram cortados em micrétomo modelo RM2245® (Leica,

Wetzlar, Alemanha). Os cortes de 5um de espessura foram montados em laminas

de vidro cobertas com polilisina.

3.18.5 Remocao da resina e hidratacdo dos cortes histologicos

A resina foi removida dos cortes histolégicos através de incubacbes em

solventes (xilol, 2-metiletoxieacetato e acetona), realizadas a temperatura ambiente,

conforme descrito na Tabela 9. Em seguida, os cortes foram hidratados em &alcool

95%, alcool 70% e éagua destilada também a temperatura ambiente conforme

descrito na Tabela 10.
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Tabela 9 - Etapas de remocéao da resina

Solucéao Tempo (min) Temperatura (° C)
Xilol 10 TA
Xilol 10 TA
2-metoxietilacetato 5 TA
Acetona 5 TA
Acetona 5 TA

Tabela 10 - Etapas de hidratac&o

Solucéao Tempo (min) Temperatura (° C)
Alcool 95% 2 TA
Alcool 70% 2 TA
Agua destilada 2 TA

3.19 Coloracgéao dos cortes histologicos de esternos e fémures com hematoxilina-
eosina (HE)

Para a coloragdo por H.E., os cortes foram primeiramente corados com
hematoxilina de Harris (Merck, Darmstadt, Alemanha) durante 2 minutos, lavados em
agua corrente por 5 minutos e corados com eosina a 1% (Merck, Darmstadt,
Alemanha) por 2 minutos. ApGs a coloracdo, os cortes, obtidos e processados
conforme descrito no item 3.11, foram desidratados em soluc¢des alcdolicas a 70%,
95% e 100%, conforme especificado na tabela 9. A montagem foi feita com Entellan®

(Merck, Darmstadt, Alemanha) e laminula.
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Tabela 11 - Etapas de desidratacao

Solucéao Tempo (min) Temperatura (° C)
Alcool 70% 1 TA
Alcool 95% 1 TA
Alcool 95% 1 TA
Alcool absoluto | 1 TA
Alcool absoluto Il 1 TA
Xilol | 1 TA
Xilol I 1 TA

3.20 Deteccéao, por imunofluorescéncia, de osteopontina em cortes histolégicos de
medula 6ssea

Os cortes histoldgicos obtidos e processados conforme descrito no item 3.11,
foram lavados seis vezes durante 5 minutos em cada incubacdo em TA. Em
seguida, foram fixados em tampdo PBS contendo 4% paraformaldeido pH7,4,
durante 10 minutos a TA. As células foram permeabilizadas com solucdo 0,1%
Triton-X (Sigma-Aldrich, St.Louis, EUA) preparada em tampao PBS contendo 1% de
BSA, pH 7,4, durante 1 hora a TA. Os cortes foram lavados seis vezes. O anticorpo
primario antiosteopontina (ABCAM, Cambrigde, Reino Unido) diluido 1:100 em PBS
contendo 1% albumina sérica bovina (BSA) foi adicionado sobre cada corte e
incubado durante 12 horas em camara Umida a 4° C e posteriormente lavados seis
vezes durante 5 minutos em cada incubacdo em TA e novamente lavados seis
vezes com PBS 1% BSA. O anticorpo secundario anticoelho conjugado ao fluoréforo
Dy-light®550 (ABCAM, Cambrigde, Reino Unido) foi diluido 1:200 em PBS 1% BSA e
adicionado sobre cada corte. Ap6s 1 hora de incubacdo a TA, os cortes foram
lavados seis vezes em solugao salina fosfato (PBS) contendo 1% de BSA pH7,4.
Para coloracdo dos nucleos, adicionou-se 1uM 4',6-diamidino-2-fenilindol (DAPI)
durante 5 minutos e, a seguir, as laminas foram lavadas uma vez com PBS. Como
controle negativo, um dos cortes foi incubado apenas com o anticorpo secundario.
Os cortes foram analisados imediatamente em microscépio de fluorescéncia modelo

Eclipse 80i® (Nikon, Téquio, Jap&o). A leitura da fluorescéncia do DAPI foi realizada
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com o filtro UV-2EC, cujo espectro de emissdo € de 325 a 375nm e o de emisséo,
de 435 a 485nm. Em seguida, foi realizada a aquisicéo da fluorescéncia DyLight 550
em filtro Y-2E/C, cujo espectro de excitacdo é de 540 a 580nm e o de emissao €é de

600 a 660nm. Os tempos de exposicao foram 0s mesmos para ambos 0S grupos.

3.21 Deteccéo, por imuno-histoquimica, de colageno tipo I, osteonectina e
osteocalcina em cortes histolégicos de medula éssea

Todas as lavagens dos cortes foram realizadas trés vezes, durante 5 minutos
a TA, em solucdo tampédo TBS contendo tween 0,1%, pH7,6. Os cortes histologicos
obtidos e processados, conforme descrito no item 3.11, foram lavados e incubados a
TA com TBS contendo 3% H,O, durante 30 minutos (com troca de nova solucao a
cada 10 minutos) para bloqueio da peroxidase enddgena. Em seguida, foram
lavados novamente e incubados a TA, com TBS 2% gelatina de pele de peixe
(Sigma-Aldrich, St.Louis, EUA) durante 1 hora para bloqueio dos sitios inespecificos.
Os cortes foram novamente lavados e 200uL do anticorpo primario diluidos em TBS
1% gelatina de peixe e adicionados sobre cada corte. As especificacdes e diluicdes
dos anticorpos estao descritas na Tabela 12. Como controle negativo, foi adicionado
0 anticorpo isotipico de cadeia para cada anticorpo, na mesma concentracdo do
anticorpo correspondente. A incubacgdo do anticorpo primario foi feita overnight a 4°
C. No outro dia, os cortes foram lavados e 200uL do anticorpo secundario ligados a
peroxidase, diluidos em TBS 1% gelatina de peixe, foram adicionados aos cortes
durante 1 hora a TA. Os cortes foram lavados e revelados com 200uL do sistema
revelador contendo diaminobenzidina (DAB) (Sigma-Aldrich, St.Louis, EUA). Os
cortes foram lavados durante 1 minuto com TBS e 1 minuo com agua destilada. Em
seguida, foram desidratados conforme tabela 9 e montados em Entellan® (Merck,
Darmstadt, Alemanha). A leitura foi realizada com microscépio em campo aberto
utilizando-se os mesmos tempos de exposi¢cdo para os cortes dos grupos controle e

experimental em microscépio modelo Eclipse 80i® (Nikon, Téquio, Jap&o).
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Tabela 12 - Descricdo dos anticorpos utilizados nas reagdes de imunofluorescéncia

e imuno-histoquimica

Anticorpos Descrigéo Espécie Diluicdo  Concentragéo Fabricante Referéncia
hospedeira original
anti-OPN 19G coelho 1:100 75mg/mL ABCAM ab8448
policlonal
anti IgG coelho 1:500 1mg/mL USBiological C7510-17J
colageno policlonal
tipo | HRP
anti-ON IgG2b rato 1:500 0,5mg/mL USBiological 08063-09
monoclonal
anti-OC IgG coelho 1:100 0,2mg/mL Millipore AB10911
policlonal
anticoelho IgG cabra 1:3000 1mg/mL ABCAM ab97051
policlonal
HRP
antirrato IgG coelho 1:5000 2mg/mL USBiological 11904-48S
policlonal
HRP
anticoelho IgG burro 1:200 0,5mg/mL ABCAM ab98489
policlonal
DyLight®550
anti-lgG IgG coelho 1:200 0,2mg/mL ABCAM ab125938
monoclonal
anti-IlgG 19G coelho 1:100 0,2mg/mL ABCAM ab27478
policlonal

3.22 Coloracao de Picrossirius para identificacdo de colageno em cortes histolégicos
de medula 6ssea femoral

Esta coloracdo baseia-se no fato do corante sirius red ser fortemente acido,
contendo grupos sulfénicos que se ligam a aminoacidos basicos do colageno, sendo
gue as moléculas do corante se alinham paralelamente ao eixo longo de cada
molécula de colageno. Quando se utiliza a luz polarizada, observa-se aumento da
birrefringéncia das fibras de colageno que assumem cores e intensidades variadas
em consequéncia de diferentes graus de agregacéo fisica dos diferentes tipos de

colageno. E possivel distinguir diferentes tipos de colagenos através dos padrées de
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cores, diferengcas de diametro e arranjo estrutural das fibras (HIRSHBERG et al.,
1999). O coladgeno do tipo | € composto por fibras espessas amarelas brilhantes,
laranjas ou vermelhas; o tipo Il se apresenta como fibras finas com cores variadas
distintas das observadas no colageno I; o tipo Il estd representado por fibras
extremamente delgadas esverdeadas e amarelo-esverdeadas. Os cortes
histoldgicos obtidos e processados conforme descrito no item 3.18, foram incubados
durante 1 hora a TA com solugédo 0,1% de sirius red saturada com acido picrico,
pH2,0. Em seguida, os cortes foram lavados em agua corrente, desidratados em
sequéncia de etanol 70%, 90%, 100%, 100% durante 5 minutos em cada “banho” e
a diafanizagéo e xilol (2 “banhos” de 5 minutos cada). As laminas foram montadas
com laminula e Entellan® (Merck, Darmstadt, Alemanha). A aquisicdo das imagens
foi realizada em microscépio Eclipse E600® (Nikon, Téquio, Jap&o) no laboratério de

Biologia Celular e Anatomia Funcional do Instituto de Biociéncias da USP.

3.23 Quantificacdo de osteoclastos em cortes histologicos de medula 6ssea

Inicialmente foi preparada a solucdo completa de Burstone (BURSTONE,
1958) obtida a partir da dissolucdo de 1,361g de acetato de s6dio em 50 mL de
tampéo acetato pH5,0. Em seguida foram adicionados 8 mg de naftol AS bifosfato e
0,5 mL de N,N-dimetil formamida, 70 mg de sal “fast red violet” e 50 uL de cloreto de
magnésio 10%. Os cortes histoldgicos, obtidos e processados conforme descrito no
item 3.11, foram incubados em jarra Coplin contendo a solu¢cdo de Burstone durante
5 minutos a 37° C. Em seguida, adicionou-se 0,4704 g de D(-) acido tartarico e as
laminas permaneceram em incubac¢do durante 3 horas a 37° C. ApGs a incubacéo,
os cortes foram lavados e deixados para secar em estufa a 60° C durante 24 horas.
As laminas foram contracoradas com hematoxilina de Harris a 10% durante 7
minutos e lavadas em agua corrente por 10 minutos. Apos a coloracdo, as laminas
foram desidratadas em sequéncia de etanol 70%, 90%, 100%, 100% durante 5
minutos cada “banho” e a diafanizagdo em xilol (dois “banhos” de 5 minutos). As
laminas foram montadas com laminula e Entellan® (Merck, Darmstadt, Alemanha). A

quantificacdo de osteoclastos em regides trabeculares dos cortes histologico dos
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fémures dos animais de ambos os grupos foi realizada em microscopio modelo
Eclipse 80i® (Nikon, Téquio, Jap&o) e programa do préprio microscépio que permitiu

a quantificacdo/area 0ssea.

3.24 Isolamento dos osteoblastos da medula 6ssea femoral

Os fémures dos animais previamente anestesiados e eutanasiados de ambos
0os grupos foram removidos cirurgicamente e a camada muscular removida com
auxilio de bisturi. Os ossos foram colocados em placas de seis pocos (Corning, Nova
lorque, EUA) e tratados, por 15 minutos, com PBS contendo tripsina 0,125% e
colagenase do tipo Il (Gibco, Thermo Fisher®, Carlsbad, Califérnia, EUA) 0,1%, na
proporcaol:1 e repetido trés vezes, para a remocdo das células aderentes do
periésteo. A placa foi mantida em agitacdo de 200rpm a 37° C. Em seguida, as
epifises foram removidas e as células da medula 0ssea retiradas a partir da lavagem
da cavidade medular com 4mL de PBS. Os ossos foram cortados em pequenos
segmentos, transferidos para tubos Falcon® (Becton Dickinson, San Jose, Califérnia,
EUA) de 50mL e tratados duas vezes com colagenase do tipo Il (Gibco, Thermo
Fisher, Carlsbad, Califérnia, EUA) 0,2% preparada em meio a-MEM sem soro fetal
bovino (SFB) durante 30 minutos na primeira remoc¢do e 60 minutos no segundo
tratamento, ambos a 37° C em agitacdo de 200rpm. As células foram recolhidas
separadamente, lavadas com meio a-MEM 10% SFB e centrifugadas a 300g durante
10 minutos a 4° C. As células removidas foram separadas por coluna magnética
para remocao das células da linhagem hematoldgica utilizando-se kit de separacéo
magnética por microesferas (Miltenyi Biotec Inc., Auburn, Califérnia, EUA). O kit de
separacao continha os seguintes anticorpos monoclonais conjugados a biotina: CD5,
CD45R (B220), CD11b, anti-Gr-1 (Ly-6G/C), anti 7-4 e Ter-119. As células assim
obtidas por deplecdo negativa foram incubadas com anticorpo anti-Scal FITC
(Miltenyi Biotec Inc., Auburn, Califérnia, EUA), processo seguido por incubacdo com
microesferas magnéticas anti-FITC. As células foram colocadas em coluna
magnética e recolhidas para fenotipagem. A fenotipagem foi realizada por citometria

de fluxo utilizando-se os anticorpos antibiotina APC (Miltenyi Biotec Inc., Auburn,
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Califérnia, EUA), Sca-1 PE (clone D7) (eBioscience, San Diego, Califérnia, EUA) e
OPN PE (R&D Systems, Minneapolis, EUA). Um total de 20.000 eventos foram
adquiridos em citémetro de fluxo FACSCalibur® (Becton Dickinson, San Jose,
Califérnia, EUA) com fon argénio e as andlises realizadas em aplicativo FlowJo®
(Tree Star Inc, Ashland, EUA).

A fim de se verificar a morfologia e a correlacdo da imunofenotipagem com a
remocado dos osteoblastos, foram realizados citocentrifugados das suspensdes
celulares e corados pelo método May-Grunwald-Giemsa modificado por Rosenfeld.
A eficiéncia do processo de remocao dos osteoblastos também foi avaliada por corte
histologico de fémur, apds os tratamentos com tripsina e colagenase corados com
H.E.

3.25 Inducao osteogénica dos osteoblastos isolados por imunodeplecdo magnética

Ap6bs o isolamento e a separacdo magnética descritos no item 3.24, 5x10°
células foram plaqueadas em 1mL meio a-MEM 10% SFB em placa de 24 pocos
(Corning, Nova lorque, EUA) e mantidas em estufa com 5% de CO,, 37°C e 55+10%
de umidade. A cada 48 horas, metade do meio de cultura foi trocado. Apés uma
semana de cultivo em meio a-MEM 10% de SFB, as células foram tratadas com
meio de inducdo osteogénica contendo 50ug de acido ascérbico (Sigma-Aldrich®,
St.Louis, EUA), 10nM de dexametasona (Sigma-Aldrich, St.Louis, EUA) e 10mM de
B-glicerofosfato (Sigma-Aldrich, St.Louis, EUA). Esse sistema foi mantido em estufa
com 5% de CO,, 37°C por mais uma semana, sendo que a cada 72 horas trocou-se

50% do meio de cultura.
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3.26 Avaliacdo qualitativa da fosfatase alcalina por citoquimica

Apo6s duas semanas de cultura, conforme descrito no item 3.25, o meio de
cultura foi removido e as células rinsadas com solucéo PBS. Para a determinacao da
fosfatase alcalina, as células foram incubadas em tampao Tris 0,05M, pH10,5,
contendo 0,025% de naftil fosfato de sédio e 0,025% de sal fast violet B durante 1
hora em “banho” a 37° C. As células foram rinsadas em tampao Tris 0,05M pH10,5.
As imagens das placas foram realizadas em microscépio modelo Eclipse 80i (Nikon,

Toquio, Japao).

3.27 Ensaio de mineralizacdo dos osteoblastos em cultura celular

A capacidade de mineralizacdo in vitro das células isoladas e cultivadas
durante duas semanas com meio de inducdo osteogénico foi realizada com
coloracdo vermelho de alizarina (Sigma-Aldrich, St.Louis, EUA). O meio de cultura
foi removido e as células rinsadas com solu¢cdo PBS por duas vezes. As células
foram fixadas com &lcool 70% durante 1 hora a 4° C e lavadas com PBS e agua
destilada. Em seguida, as células foram coradas com vermelho de alizarina 2% pH
4,2 durante 15 minutos a TA. A andlise quantitativa da coloracéo foi realizada pelo
método colorimétrico segundo Petri e colaboradores (2010). Os pocos foram lavados
trés vezes com PBS durante 5 minutos a TA. Apés 24 horas, 280uL de acido acético
10% foram adicionados a cada poco e a placa permaneceu em agitacdo durante 30
minutos. As células foram removidas e o conteudo transferido para um tubo do tipo
Eppendorff. Os tubos foram agitados durante 30 segundos em voértex e aquecidos a
85° C durante 10 minutos. Em seguida, foram incubados a 4° C em gelo durante 5
minutos. Os tubos foram centrifugados durante 20 minutos a 13.000 rpm e 100uL do
sobrenadante transferido para placa de 96 pocos. A leitura da densidade Optica foi
realizada em 405nm. As imagens das placas foram realizadas em microscoépio

modelo Eclipse 80i® (Nikon, Téquio, Jap&o).
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3.28 Expresséo proteica por Western Blotting, de colageno tipo |, osteopontina,
osterix, Runx2, OPG e RANKL nos osteoblastos isolados

As células removidas da regido endosteal e isoladas por microesferas
magnéticas, conforme descrito em relatério anterior, foram lavadas uma vez com
2mL de PBS para remoc¢&o do meio de cultura e centrifugadas durante 5 minutos a
1500rpm. Ap6s a retirada do sobrenadante, adicionou-se 100pL de tamp&o RIPA®
(Thermo Fisher, Carlsbad, Califérnia, EUA) contendo inibidores de proteases e de
fosfatases (50mM de NaF e 1mM de PMSF). Os tubos do tipo Eppendorff contendo
as células foram mantidos em gelo, durante 1 hora, para a obtencdo do lisado
celular. O lisado foi centrifugado a 14.000rpm durante 15 minutos a 4° C. Apés a
centrifugacdo, o sobrenadante foi retirado e congelado em freezer a -40° C até a
realizacdo das andlises. As proteinas obtidas foram determinadas pelo kit comercial
BCA® (Thermo Fisher, Carlsbad, Califérnia, EUA). Todas as amostras foram
processadas em duplicata e as leituras realizadas a 540nm em espectrofotometro
Varioskan Flash® (Thermo Scientific, Vantaa, Finlandia).

As proteinas foram diluidas em tampé&o Laemmli 5x concentrado (Tris HCI 1M
pH 6,8, contendo 0,01% de azul de bromofenol,10% de SDS, 50% de glicerol e 10%
de mercaptoetanol) na propor¢do de uma parte de tampao para quatro partes de
amostra, deixando-se em ebulicdo durante 5 minutos para a desnaturacdo. As
amostras foram armazenadas a -40° C até o momento da analise.

A corrida de eletroforese foi realizada em gel de poliacrilamida docecil sulfato
de sodio (SDS-PAGE), utilizando-se gel de empilhamento a 4% e gel de separacao
a 8% para as proteinas osteopontina, colageno do tipo I, Runx2 e osterix. Utilizou-se
10ug de proteinas em cada poco do gel e 10uL do padrdo de peso molecular
(Spectra, Thermo Fisher, Carlsbad, California, EUA). A eletroforese foi realizada em
tampéao de corrida pH8,3 (25mM de Trizma base, 192mM de glicina, 0,1% de SDS e
agua deionizada. Inicialmente, aplicou-se corrente de 60V para a migracdo das
amostras até o gel de separacéo e, na sequéncia, aplicou-se 100V para a migracéo
das amostras em todo o gel de separacado. A transferéncia das amostras foi feita em
membrana de nitrocelulose (Amersham Biosciences, Pittsburgh, EUA) em tampéao de
transferéncia pH8,3 (25mM de trizma base, 192mM de glicina, 20% de metanol e

0,02% de SDS) a 70V por 60 minutos. A verificacdo da transferéncia das proteinas
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foi realizada incubando-se a membrana em Ponceau S durante 5 minutos e, em
seguida, a membrana foi lavada durante 10 minutos com tampéo de lavagem TBS
contendo 0,01% de Tween 20 (TBS-T). O bloqueio da membrana foi realizado com
solucdo 5% TBS-T em leite em pé Molico® desnatado (Nestlé, Vevey, Suica) durante
1 hora, a temperatura ambiente, sob agitacdo. Apos este periodo, a membrana foi
lavada trés vezes, durante 10 minutos em cada lavagem, com tampé&o TBS-T, sob
agitacdo constante e posteriormente incubada com o anticorpo primario de
interesse, na diluicdo padronizada, diluido em TBS-T contendo 3% de leite. A
incubacéo foi realizada durante 12 horas por toda a noite, a 4° C, em agitacao
constante. A seguir, a membrana foi lavada trés vezes como descrito anteriormente.
O anticorpo secundario, diluido em TBS-T contendo 3% de leite, foi incubado
durante 1 hora a temperatura ambiente, em agitacdo constante. Novamente, a
membrana foi lavada como descrito e procedeu-se a deteccdo utilizando-se
reagente ECL® (ECL Select Western Blot Detection Reagent) (GE Healthcare,
Buckinghamshire, Reino Unido) no equipamento ImageQuant TL® (GE Healthcare,
Buckinghamshire, Reino Unido). A marcacdo com [-actina foi utilizada para a
normalizacéo. As especificacbes e diluicdes dos anticorpos utilizados estao descritas
na tabela 13.
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Tabela 13 - Descricdo dos anticorpos utilizados nas reacfes de Western Blotting

Anticorpo  Descrigéo Espécie Diluicdo Concentragcdo Fabricante  Referéncia
hospedeira original
anti-OPN 1gG coelho 1:2.500 75mg/mL ABCAM ah8448
policlonal
anti- 1gG coelho 1:2.000 1mg/mL USBiological C7510-17J
colageno policlonal
tipo | HRP
anti-Sp7 19G coelho 1:1000 0,9mg/mL ABCAM ab22552
osterix policlonal
HRP
anti-Runx2 19G coelho 1:1.000 0,5mg/mL ABCAM ab81357
policlonal
HRP
anti-OPG 19G coelho 1:2500 0,2mg/mL R&D AF459
policlonal Systems
HRP
anti- 19G coelho 1:1.000 0,2mg/mL R&D AF462
RANKL policlonal Systems
HRP
anticoelho 19G cabra 1:10.000 1mg/mL ABCAM ab97051
policlonal
HRP

3.29 Avaliacao da expressdo génica de colageno do tipo | (COL1A2), osterix (SP7),
cxcll2 (CXCL12), angiopoetina (ANGPTL1), osteopontina (SPP1), Jagged (JAG2) e
N-caderina (CDH2), nos osteoblastos, ex vivo, por PCR em tempo real.

A extracdo do RNA dos osteoblastos foi realizada com kit para extracao de
RNA — RNAspin Mini RNA Isolation® (GE Healthcare, Buckinghamshire, Reino
Unido) com tratamento com DNase, conforme protocolo determinado pelo fabricante.

O processo consistiu em colocar as células em pequenas colunas de extragédo

adaptaveis a um tubo do tipo Eppendorff de 1,5mL. O RNA ficou retido nas colunas

e foi posteriormente lavado e purificado. Na etapa final, o reagente promoveu a

liberacdo do RNA da coluna, o qual foi mantido em freezer -40° C até o momento do

uso.
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A quantificagcdo e verificagdo de contaminagdo das amostras de RNA total
obtidas foram analisadas no equipamento NanoVue Plus® (GE Healthcare,
Buckinghamshire, Reino Unido), permitindo a quantificacdo do “pool” total de RNA
contido em cada amostra individual, além de verificar a presenca de contaminacao
por proteinas, pela comparacdo das razdes de absorbancia a 260/280nm. As
amostras consideradas adequadas para utilizacdo apresentaram razbes de
absorbancia entre 1,9 e 2,1.

Para a sintese de cDNA, foi utilizado o kit High-Capacity cDNA Reverse
Transcription® (Life Technologies, Califérnia, EUA). Em um micro tubo, foram
adicionados 1ug de RNA e o volume ajustado para 10puL com agua tratada com
DEPC. Na sequéncia, o mix foi adicionado: 2uL de tampao de reacdo (10x) da
transcriptase reversa, 0,8uL da mistura de dNTPs (25x) (100mM), 2uL de random
primer (10x), 1uL da enzima Multiscribe RT (50U/uL), 1uL de inibidor de RNase
(20U/uL), 3,2uL de &gua livre de RNase e DNase e 10uL de agua ultrapura. A
reacdo foi incubada em termociclador modelo PTC-100 (MJ Research,
Massachusetts, EUA) nas temperaturas de 25° C por 10 minutos para ativacao inicial
da enzima, 37° C por 2 horas para a sintese de cDNA, seguido da inativacédo
enzimatica a 85° C por 5 segundos. O cDNA foi armazenado a -20° C até o
momento da amplificagdo do cDNA.

Para a sintese de cDNA e amplificacdo dos fragmentos-alvo, procedeu-se
como descrito no item 3.13. Foram utilizadas sondas marcadas com FAM, adquiridas
no formato TagMan Gene Expression Assays® (Applied Biosystems, Foster City, CA,
USA) e identificadas pelos cédigos descritos na Tabela 14.
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Tabela 14 - Caracteristicas dos ensaios utilizados para avaliagdo da expressao
génica nos osteoblastos em PCR em tempo real

Nome do gene  Simbolo do gene Identidade Tamanho do fragmento
do ensaio amplificado (pb)

Osterix SP7 Mm04209856_m1 88
Osteopontina SPP1 MmO00436767_m1 114
Colageno tipo 1 COL1A2 Mm00483888_m1 67
Cxcl12 CXCL12 MmO00445553_m1 85
Angiopoetina ANGPT1 MmO00456503_m1 84
Jagged JAG2 Mm01325629 m1 101
N-caderina CDH2 Mm01162497 ml 82
Gapdh GAPDH Mm99999915 g1 107

pb (pares de base).

3.30 Quantificacdo de M-CSF do lavado de medula éssea dos animais ex vivo

As amostras para a quantificacdo de M-CSF em lavado de medula éssea foram
obtidas apés lavagem da cavidade medular femoral com volume de 1mL de meio de
cultura Iscove’s. A determinagdo de M-CSF foi realizada por teste de ELISA com o
kit Mouse M-CSF DuoSet (R&D Systems, Minneapolis, EUA) de acordo com as
especificacdes do fabricante. A leitura foi realizada em comprimento de onda 450nm

no espectrofotdmetro Varioskan Flash® (Thermo Scientific, Vantaa, Finlandia).
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3.31 Imunofluorescéncia para osteopontina (OPN) nas células MC3T3

As células osteoblasticas MC3T3-E1 derivadas de camundongo e obtidas da
calvaria foram cultivadas em placa de 24 pocos, na densidade de 10° células/poco, e
foram cultivadas em meio de cultura a-MEM (Sigma-Aldrich, St.Louis, EUA), 10%
soro fetal bovino, penicilina-estrteptomicina (Sigma-Aldrich, St.Louis, EUA), 50ug/mL
de &cido ascérbico e 10mM de B-glicerofosfato (Sigma-Aldrich, St.Louis, EUA)
durante trés dias. Apds esse periodo, o0 meio de cultura foi removido, a camada de
células foi lavada com PBS e as células fixadas com tampéo PBS contendo 4% de
paraformaldeido durante 10 minutos. Em seguida, as células foram lavadas com
tampdo PBS contendo 2% SFB. O bloqueio dos sitios antigénicos inespecificos foi
realizado com PBS contendo 0,1% Triton-X e 1% BSA durante 1 hora a TA. As
células foram lavadas seis vezes em tampdo PBS 2% SFB. O anticorpo anti-
osteopontina conjugado ao fluorocromo PE diluido 1:100 em PBS 1% BSA foi
adicionado ao poco e incubado durante 1 hora a TA. As células foram lavadas seis
vezes PBS. Para a coloracdo dos nucleos, adicionou-se 1uM de 4’,6-diamino-2-
fenildiol (DAPI) durante 5 minutos e, em seguida, o poco foi lavado uma vez com
PBS. As células foram analisadas imediatamente em microscopio de fluorescéncia
modelo Eclipse 80i® (Nikon, Téquio, Jap&o). A leitura da fluorescéncia do DAPI foi
realizada com o filtro UV-2EC, cujo espectro de excitacao é de 325 a 375nm e o de
emissao entre 435 e 485nm. Em seguida, foi realizada a aquisicdo da fluorescéncia
PE em filtro Y-2E/C, cujo espectro de excitacdo € de 540 a 580nm e o de emisséo,
entre 600 e 660nm.

3.32 Ensaio de proliferacdo das células LSK

Para a realizacéo dos ensaios de proliferacéo, as células LSK, obtidas por cell
sorter, na concentracéo 1 x 10° células, foram ressuspensas em PBS 0,1% SFB pré-
aquecido contendo 1uM de CFSE conjugado ao fluorocromo far red (Molecular
Probes, Invitrogen, Carlsbad, Califérnia, EUA) durante 20 minutos a 37° C ao abrigo

da luz. Em seguida, a reacao foi interrompida pela adicdo de PBS gelado contendo
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3% SFB. As células foram lavadas desta forma por trés vezes a 1500 rpm durante 5
minutos. Uma aliquota de 20.000 células foi ressuspensa em 500uL de PBS e
adquirida em FACS Accuri C6® (Accuri Cytometers Inc., Ann Arbor, Michigan, EUA)
para verificacdo de que as células incorporaram o fluorocromo CFSE. O corante
citoplasmatico CFSE 5,6-carboxyfluorescein diacetate succinimidylester € um
permeabilizador de membrana que se difunde livremente dentro da célula. A
permeabilizacdo celular é realizada pelas cadeias laterais de acetato que séo
clivadas por esterases intracelulares. O produto formado emite fluorescéncia
detectada por citbmetro utilizando-se laser de 640nm e filtro 670LP long pass.
Durante a divisdo celular, as células marcadas com este fluorocromo, ao se
dividirem, distribuem esse marcador para as células filhas. Com isso, as células que
passaram por varios ciclos de divisdo celular perdem progressivamente a

fluorescéncia, o que € observado pelo decaimento da mesma.

3.33 Estabelecimento de cocultura de MC3T3 e LSK

Um total de 1x10° células MC3T3 foi distribuido em placas de 24 pocos e
cultivado em meio a-MEM contendo &cido ascérbico, B-glicerofosfato e
dexametasona. Apos trés dias de cultura, essas células apresentam confluéncia de
80%. Sobre esta camada celular, foram adicionadas 10.000 células LSK obtidas por
cell sorter e marcadas com o fluorocromo CFSE conforme descrito no item 3.32 A
manutencdo da cocultura foi realizada utilizando-se 50% de meio de indugao
osteogénico e 50% de meio StemSpan® (Stem Cell Technology) suplementados com
2mM de glutamina, 12,5% SFB, e coquetel de citocinas contendo 150ng/mL de fator
de células-tronco (SCF) (Sigma-Aldrich, St. Louis, EUA), 30ng/mL de interleucina-3
(IL-3) (Sigma-Aldrich®, St.Louis, EUA) e 30ng/mL de interleucina-6 (IL-6) (Sigma-
Aldrich, St.Louis, EUA). O meio de cultura foi trocado a cada trés dias. As células
foram incubadas ao abrigo da luz em estufa de CO, durante sete dias a 37° C. ApGOs
este periodo, os pocos foram lavados com solu¢do tampéo HBSS 0,1% EDTA para
remocao das células. As células foram centrifugaras a 1.400rpm durante 6 minutos e

ressuspensas em PBS para aquisicdo em citdmetro de fluxo FACS Accuri C6®
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(Accuri Cytometers Inc., Ann Arbor, Michigan, EUA). As andlises dos resultados

foram realizadas no FlowJo® (Tree Star Inc, Ashland, EUA).

3.34 Analise estatistica

Os dados foram analisados pelo teste Shapiro-Wilk para verificacdo de
normalidade na distribuicdo das amostras, sendo as comparacfes estatisticas
paramétricas realizadas por teste-T e as comparac¢des ndo-parameétricas realizadas
por teste de Mann-Whitney. A probabilidade aceita como indicativa da existéncia de
diferencas estatisticamente significativas foi de p < 0,050. As analises estatisticas
foram realizadas no programa GraphPad Prism 4° (GraphPad Software Inc, San
Diego, EUA).
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4 RESULTADOS

4.1 Determinacdo da concentracao proteica das ragdes

A concentragdo proteica das ragdes de crescimento, controle e hipoproteica
foram determinadas pelo método micro-Kjedahl. As concentragbes médias de
proteina dos lotes de racdo de crescimento, controle e hipoproteica foram 18,35% =+
0,74 (n=8), 12,88% + 0,59 (n=13) e 2,60% * 0,17 (n=13), respectivamente, sendo

que n indica o numero de lotes de racao analisados nos experimentos.

4.2 Andlise do estado nutricional

4.2.1 Consumo de racdo e agua

O consumo diario de racdo entre os grupos foi o mesmo (Figura 8A).
Entretanto, o consumo de proteina do grupo desnutrido foi significativamente menor
quando comparado ao grupo controle, pois a racédo hipoproteica possui apenas 2%
de proteina (Figura 8B). Em relagdo ao consumo de &gua, o grupo desnutrido
apresentou ingestdo média de 4,42mL (4,05 — 4,81) enquanto o consumo médio do
grupo controle foi de 2,35mL (2,11 — 2,61) (Figura 8C).
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Figura 8 — Analise do consumo de: (A) racéo, (B) proteina e (C) agua nos grupos controle (n=20) e
desnutridos (n=20). Os resultados estdo expressos em média £ DP. O n indica 0 nimero de animais
utilizados no experimento. Andlise estatistica por teste t.
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4.2.2. Peso corporal

Observou-se que o0s animais que receberam racao hipoproteica apresentaram
perda significativa de peso -24,02g + 7,32g (média + desvio padrdo), enquanto os
animais do grupo controle apresentaram ganho de peso de 12,98g + 2,60g (média *

desvio padréo) durante o mesmo periodo (Figuras 9A e 9B).
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Figura 9 - (A) Variacdo do peso corporal. (B) Porcentagem da variacdo do peso corporal realizada
durante o periodo de 5 semanas de indugdo a desnutricdo, peso avaliado a cada 48 horas. Os
resultados estédo expressos como média + desvio padrdo. Grupo controle (n=20) e grupo desnutrido
(n=20). O n indica o numero de animais utilizados no experimento. Analise estatistica por teste t.
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4.2.3 Determinacdo da concentracao de proteinas totais e albumina

Observou-se que o0s animais desnutridos apresentaram diminuicao
significativa da concentracdo de proteinas totais e albumina séricas quando

comparados ao grupo controle (Figuras 10A e 10B).
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Figura 10 - (A) Valores das concentracfes séricas das proteinas totais (g/dL) e (B) albumina (g/dL),
dos animais do grupo controle (n=12) e dos animais do grupo desnutrido (n=13). O n indica o niUmero
de animais utilizados no experimento. Valores expressos em média + desvio padrdo. Analise
estatistica por teste t.

4.3 Analise do hemograma

A andlise do perfil eritrocitario revelou que o0s animais desnutridos
apresentaram reducdo significativa do numero de hemacias, nos valores de
hematdécrito e na concentragdo de hemoglobina quando comparados aos animais do
grupo controle. A porcentagem de reticulocitos também foi significativamente menor
nos animais desnutridos indicando que a medula Ossea esta hipoproliferativa
(Tabela 15). Em relacdo a série leucocitaria, evidenciou-se leucopenia com reducao
dos valores absolutos de linfocitos. Nao foram encontrados basofilos. Em relacéo ao
namero de plaquetas o0s animais desnutridos apresentaram numero
significativamente menor das mesmas quando comparados aos animais controles
(Tabela 16).
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Tabela 15 - Valores da série eritrocitaria em animais controle e desnutridos

Parametros Controle Desnutrido p valor
(n=8) (n=14)

Hemacias (x10°/mm°®) 9,35 (9,00 — 10,36) 7,80 (5,80 — 8,78) < 0,001
Hemoglobina (g/dL) 13,9 (13,4 - 15,3) 11,4 (8,5-12,7) < 0,001
Hematécrito (%) 42,6 (41,5 — 45,8) 34,1 (26,2 — 38,5) < 0,001
VCM (fL) 46 (44 — 46) 44 (44 — 45) 0,055
HCM (pg) 15 (14 — 15) 14 (14 — 15) 0,066
CHCM (%) 32 (32 -33) 33(32-34) 0,637
Reticulécitos (%) 6,8 (6,2 — 7,4) 3,4(3,1-3,9) < 0,001

Os parametros analisados foram numero de hemaéacias, hemoglobina, hematdcrito, volume
corpuscular médio (VCM), hemoglobina corpuscular média (HCM), concentracdo de hemoglobina
corpuscular média (CHCM) e porcentagem de reticuldcitos. Valores expressos em mediana e
intervalos interquartilicos. O n indica o nimero de animais utilizados no experimento. Analise
estatistica por teste de Mann-Whitney.

Tabela 16 - Valores da série leucocitaria em animais controle e desnutridos

Parédmetros Controle Desnutrido p valor
(n=8) (n=14)

Leucdcitos (/mm?®) 2.000 (1.300 — 2.850) 650 (300 — 950) < 0,050
Neutréfilos segmentados (/mm?®) 205 (139 - 487) 192 (114 - 232) 0,393
Linfécitos (/mm?®) 1.820 (1154 — 2283) 693 (377 — 963) < 0,050
Monécitos (/mm?®) 15 (0 - 45) 8 (0-11) 0,1116
Eosinéfilos (/mm?®) 15 (0 - 44) 1,5(0-9) 0,217
Plaquetas (x10°/mm?®) 747 (676 — 830) 629 (500 — 685) < 0,050

Valores expressos em mediana e intervalos interquartilicos. Andlise estatistica por teste de Mann-
Whitney. O n indica 0 nUmero de animais utilizados no experimento.

4.4 Células totais da medula 6ssea e mielograma

Verificou-se reducgdo significativa da celularidade da medula 6ssea dos
animais do grupo desnutrido em relacdo aos animais grupo controle (Figura 11),

indicando um quadro de hipoplasia medular.



91

A analise morfologica diferencial das células da MO demonstrou reducgéo

significativa do numero de blastos e células das linhagens granulocitica, linfocitaria,

eritroide e plaguetaria nos camundongos desnutridos (Tabela 17).
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Figura 11 — Valores do nimero total de células da medula 6ssea dos animais do grupo controle (n=5)

e dos animais do grupo desnutrido (n=10).

O n indica o nimero de animais utilizados no

experimento. Valores expressos em mediana e intervalos interquartilicos. Analise estatistica por teste

de Mann- Whitney.

Tabela 17 - Valores absolutos das populacdes celulares presentes na medula éssea

Célula Controle Desnutrido p valor
(n=5) (n=5)
(10%/mL) (10%/mL)

Blastos 0,78 0,17 <0,050
(0,56 — 1,32) (0,09 - 0,44)

Neutréfilos imaturos 0,78 0,17 <0,050
(0,56 —1,32) (0,11 -0,44)

Neutréfilos em anel 2,06 0,83 <0,010
(1,59 — 2,54) (0,34 -1,14)

Neutrofilos 6,73 4,69 <0,050

segmentados (6,44 — 8,40) (2,36 — 6,42)

Eosindfilos 0,67 0,58 0,8413
(0,57 -0,88) (0,21 -1,33)

Linfocitos 2,69 1,38 <0,050
(1,39 — 4,47) (1,24 — 2,58)

Mondcitos/macréfagos 0,23 0,04 <0,050
(0,10-0,33) (0,02 -0,11)

Eritroblastos imaturos 0,78 0,47 <0,050
(0,72 - 1,41) (0,26 — 0,58)

Eritroblastos 6,65 4,97 0,1508
(5,06 — 8,05) (3,99 - 6,28)

Plasmocitos 0,01 0,01 1,000
(0,01 -0,02) (0,01 -0,06)

Linhagem megacariocitica 0,49 0,11 <0,010
(0,19 — 0,55) (0,09 -0,13)
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Valores do numero de blastos, neutréfilos imaturos (promielocito, mielécito e metamielécito),
neutrofilos em anel, neutréfilos segmentados, linfécitos, mondcitos, macréfagos, eritroblastos imaturos
(proeritroblasto e eritroblasto basofilo), eritroblastos (policromaticos e ortocromaticos), plasmécitos e
linhagem megacariocitica dos animais do grupo controle (n=5) e desnutrido (n=5). Resultados
expressos em mediana e intervalos interquartilicos. O n indica o nimero de animais utilizados no
experimento. Andlise estatistica por teste de Mann- Whitney.

4.5 Quantificacao das células células-tronco hemopoéticas (CTH)

A utilizacdo da estratégia de selecdo das populacbes de CTH em
células-tronco hemopoéticas de longa duracdo (LT-CTH), células-tronco de curta
duracédo (CT-CTH) e progenitores multipotentes (PMP) foi realizada por citometria de
fluxo a partir da selecéo da populacado de células que nao expressavam marcadores
hemopoéticos, todos conjugados ao fluorocromo APC. A partir das células Lin” foram
selecionadas as células gque expressavam o0s antigenos c-Kit e Sca-1. Esta
populacdo também denominada LSK contém as subpopulacbes LT-CTH (Lin/c-
Kit"/Sca-1*/FIk-27/CD90.1™), CT-CTH (Lin/c-Kit'/Sca-1*/FIk-2*/CD90.1"°) e PMP
(Lin/c-Kit"/Sca-1"/FIk-2*/CD90.1") (Figura 12).

Verificou-se menor porcentagem de células LSK, LT-CTH, CT-CTH e PMP no

grupo desnutrido em comparacao ao grupo controle (Figura 13).
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Figura 12 — Estratégia de selecdo das populacfes de LT-CTH, CT-CTH e PMP da medula éssea de
camundongos controle e desnutrido. A partir do gréafico (A) foi selecionada a populacdo que néo
expressa marcadores hemopoéticos denominada Lin-. Em (B) foi selecionada a populagéo celular
duplamente positiva para c-Kit e Sca-1 denominada LSK. Em (C) foram determinadas as populacfes
celulares de LT-CTH (Fk-2/CD90.1"%), CT-CTH (FIk-2'/CD90.1™%°) e PMP (Flk-2/CD90.1).
Aquisicdo realizada em FACSAria 11I® (Becton Dickinson, San Jose, Califérnia, EUA) e andlise da
populacdo total adquirida em programa FlowJo® (Tree Star Inc, Ashland, EUA). Resultados
representativos de um ensaio com 4 animais do grupo controle e 4 animais do grupo desnutrido.
Célula-tronco de longa duracao (LT-CTH), célula-tronco de curta duragdo (CT-CTH), progenitores
multipotentes (PMP) e células que ndo expressam marcadores da linhagem hemopoética e
expressam Sca-1 e c-Kit (LSK).
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Figura 13 - Gréficos da porcentagem de células LSK, PMP, CT-CTH e LT-CTH obtidas por
imunofenotipagem das células da medula éssea dos animais dos grupos controle (n=4) e desnutrido
(n=5). Analise estatistica por teste de Mann-Whitney; n indica o nimero de animais utilizados no
experimento. Célula-tronco de longa duracdo (LT-CTH), célula-tronco de curta duragédo (CT-CTH),
progenitores multipotentes (PMP) e células que ndo expressam marcadores da linhagem
hemopoética e expressam Sca-1 e c-Kit (LSK).

4.6 Avaliacdo do ciclo celular das células-tronco hemopoéticas (CTH) por citometria

de fluxo

A analise dos resultados obtidos pelos ensaios de citometria de fluxo indicou
que a DP interferiu na dinamica de progressao do ciclo celular. Houve aumento
significativo da porcentagem de células LSK e LT-CTH em GO0/G1 do ciclo celular
(sendo que em GO estdo as células quiescentes) nos animais desnutridos quando
comparados aos animais controle (Figuras 14A e 14C). De modo inverso,
observamos aumento da porcentagem de células nas fases mais tardias do ciclo
celular (S/G2/M). A anélise destas fases nas células ST-CTH (p=0,0743) e PMP
(p=0,1069) nao revelou diferenca estatistica significativa (Figuras 14 B e 14D).
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Figura 14: Graficos das porcentagens de células (A) LSK, (B) LT-CTH, (C) CT-CTH e (D) PMP nas
fases GO/G1 e S/G2M do ciclo celular nos grupos controle (n=5) e desnutrido (n=5). As fases do ciclo
celular foram quantificadas pelo uso do marcador de DNA Sytox Green® (Carlsbad, Califérnia, EUA),
Andlise estatistica por teste t. O n indica o0 nimero de animais utilizados no experimento. Célula-
tronco de longa duragdo (LT-CTH), célula-tronco de curta duracdo (CT-CTH), progenitores
multipotentes (PMP) e células que ndo expressam marcadores da linhagem hemopoética e
expressam Sca-1 e c-Kit (LSK).

4.7 Avaliacdo da expressao proteica de CD44, Cxcr4, Notch-1 e Tie-2 em células-

tronco hemopoéticas da medula 6ssea por citometria de fluxo

Em relacdo aos receptores presentes nas CTH CD44, Notch, Cxcr4 e Tie-2
foram analisadas as populacdes celulares LSK e LT-CTH. Observou-se que as
populacdes LSK e LT dos animais desnutridos apresentaram diminuicao significativa
da intensidade de fluorescéncia para o receptor CD44 que € o ligante de OPN

produzida pelos osteoblastos e de acido hialurdnico produzido pelas células
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estromais da MO. Nao foram observadas alteracbes na expressédo dos receptores
Notch-1, Cxcr4 e Tie-2 (Figura 15).
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Figura 15 - Gréficos das intensidades de fluorescéncia expressas pelos receptores CD44, Notch-1,
Cxcr4 e Tie-2 nas células LSK e LT-CTH da medula 6ssea dos grupos controle (n=4) e desnutrido
(n=5). Andlise estatistica por teste de Mann-Whittney. O n indica o nimero de animais utilizados nos
experimentos. Células que ndo expressam marcadores da linhagem hemopoética e expressam Sca-1
e c-Kit (LSK) e célula-tronco de longa duragéo (LT-CTH).

4.8 Isolamento das células-tronco hemopoéticas de longa duracdo (LT-CTH) da
medula éssea

Previamente ao sorting foi realizada a sele¢cdo da populacdo de interesse.
Primeiramente foi realizada a exclusao de células agrupadas (doublets) utilizando-se
os parametros FSC-A x FSC-H. Em seguida, foi selecionada a populacéo celular que
ndo expressa marcadores hemopoéticos (Lin’). A partir desta populacdo foram
selecionadas as células duplamente positivas para c-Kit e Sca-1, denominada

populacdo LSK. E finalmente, a partir da populagédo LSK foram criadas duas novas
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janelas eletrbnicas. Para caracterizar as células LT-CTH consideramos as células

fracamente positivas paraThyl.1 e negativas para Flk-2 (Figura 16). As células LT-

CTH isoladas foram recolhidas e utilizadas para avaliacdo da expressao génica

conforme descrito no item 4.11.
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Figura 16 - Gréficos dot plots representativos da estratégica de sele¢do da populagdo LT-CTH. (A)
FSC x SSC. (B) Eliminacao de doublets. (C) FSC x SSC apés eliminacao de doublets. (D) Selecéo
da populacéo Lin-. (E) Selecao da populacao LSK. (F) Selecao das populagfes LT+ e LT-. Gréficos
representativos de (n=5) animais controles e (n=5) animais desnutridos. Aquisi¢cdes realizadas em
FACS Aria IlI® (Becton Dickinson, San Jose, Califérnia, EUA) e anélise da populacdo total adquirida
em programa FlowJo® (Tree Star Inc, Ashland, EUA). Células que ndo expressam marcadores da
linhagem hemopoética e expressam Sca-1 e c-Kit (LSK) e célula-tronco de longa duragéo (LT-CTH).
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4.9 Avaliacdo da expressao génica de CD44, Cxcr4 (CXCR4) e Notch-1 (NOTCH-1)
nas células-tronco hemopoéticas de longa duragédo (LT-CTH) da medula 6ssea, ex
vivo, por PCR em tempo real.

Foram avaliadas as expressdes dos genes CD44, CXCR4 e NOTCH-1 nas
células LT-CTH.  Observamos menor expressdo de CD44 nas células LT-CTH dos
animais desnutridos o que corrobora o nosso dado da menor expressao proteica
observada pela citometria de fluxo (Figura 15). A expressdo génica de NOTCH-1
também se mostrou diminuida nos animais desnutridos, entretanto, ndo foi
estatisticamente significativa. Em relagdo a expressdo génica de CXCR4 néo

verificamos diferenga significativa entre os grupos (Figura 17).



99

CD44
p=0,0143

*

Expressao relativa de mRNA
N

Controle Desnutrido

NOTCH-1
p=0,1714

1.54

1.04

Expressao relativa de mRNA

0.0

Controle Desnutrido

CXCR4
p=0,1714

2.5

2.0+

1.5+ -

Expresséo relativa de mMRNA

0.0

Controle Desnutrido

Figura 17 — Resultados da expressao génica nas células LT-CTH, ex vivo, por PCR em tempo real.
(A) expressdo de CD44, (B) expressao de NOTCH-1 e (C) expressao de CXCR4 dos grupos controle
(n=4) e desnutrido (n=4). Analise estatistica por teste de Mann-Whitney; n indica o nimero de animais
utilizados no experimento. Célula-tronco de longa duragéo (LT-CTH).
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4.10 Dosagem de calcio e fésforo

N&o foram observadas diferencas significativas nas concentracfes séricas de
fosforo e calcio entre os grupos controle e desnutrido. A concentragdo de calcio nos
animais controle foi de 7,99g/dL = 0,25 e nos animais desnutridos foi de 7,42 g/dL *
0,53. A concentracédo de fosforo nos animais controle foi de 6,13g/dL + 0,43 e para

os animais desnutridos foi 5,92g/dL + 0,43 (Figura 18).
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Figura 18 - (A) Valores das concentracdes seéricas de calcio (mg/dL) e (B) fosforo (mg/dL) de
camundongos do grupo controle (n=20) e do grupo desnutrido (n=20). O n indica o nimero de
animais utilizados no experimento. Valores expressos em média + SEM. Andlise estatistica por teste
t.

4.11 Dosagem de paratormonio (PTH)

Ndo foram encontradas diferencas significativas nos resultados da
concentracdo plasmatica de PTH entre os grupos controle e desnutrido. A
concentracdo de PTH no grupo controle foi de 98,07pg/mL (79,79-124,70) e de
91,99 pg/mL (80,24-117,10) para os animais do grupo desnutrido (Figura 19).
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Figura 19 - Valores das concentracdes séricas de PTH (pg/dL) dos animais do grupo controle (n=7) e
do grupo desnutrido (n=12). O n indica o nimero de animais utilizados no experimento. Valores
expressos em mediana e intervalo interquatilico. Analise estatistica por teste de Mann-Whitney.

4.12 Avaliacao da densidade mineral 6ssea do fémur

As imagens de raios-X dos animais controle e desnutridos, obtidas como os
mesmos parametros de aquisicdo, estdo representadas na Figura 20. O
equipamento utiliza o principio de atenuacdo de feixes de raios-X que atravessam
estruturas de diferentes densidades e sdo captados por detectores sensiveis a
radiacdo. Assim, estruturas densas como 0 0SS0, com graus de atenuacao extremos
contrastam-se com estruturas como a medula 6ssea na cavidade dos 0Ss0s.

A andlise das imagens foi realizada utilizando-se programa de analise de DMO.
As andlises das regides 1, 2, 3 e 4 a partir da epifise distal em direcdo a epifise
proximal dos animais dos grupos controle (n=8) e desnutrido (n=11) revelou
diminuicdo da densidade Ossea das regides 1, 2, 3 e 4 dos animais desnutridos

guando comparadas aos animais do grupo controle, conforme mostra a Figura 21.
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Figura 20 - Imagens de raios-X dos animais. (A) controle e (B) desnutrido. Imagens representativas
de um grupo de 8 animais controle e 10 desnutridos. Em verde estdo delimitadas as quatro regides
de interesse. Imagens obtidas no equipamento MS FX® (Carestream Health, Toronto, Canadé)
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Figura 21 - Graficos dos valores de densidade 6ssea expressos em g/cms, das regibes femorais (A)
R1, (B) R2, (C) R3 e (D) R4 dos animais do grupo controle (n=8) e desnutrido (n=10). Valores
expressos em mediana e intervalos interquartilicos. O n indica o niumero de animais utilizados no
experimento. Andlise estatistica por teste Mann-Whitney.

4.13 Avaliagéo da densidade medular do fémur

Em relacdo a densidade da medula éssea observou-se diminuigdo da
densidade medular nas regides R3 e R4 dos animais desnutridos em comparacao

aos animais do grupo controle, conforme figura 22.
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Figura 22 - Gréaficos dos valores da densidade da medula 6ssea expressos em g/cm3, das regibes
femorais (A) R1, (B) R2, (C) R3 e (D) R4 dos animais do grupo controle (n=8) e desnutrido (n=10).
Valores expressos em mediana e intervalos interquartilicos. O n indica o nimero de animais utilizados
no experimento. Analise estatistica por teste Mann-Whitney.

4.14 Avaliagéo do diametro da cortical do fémur

O didametro da regido cortical do femur foi calculado a partir da diferenca entre
a medida do diametro externo e interno expressos pelo programa de analise da
densidade Ossea. Nao foram observadas diferencas no diametro da cortical das

quatro regides analisadas nos grupos controle e desnutrido (Tabela 18).
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Tabela 18 - Valores do didmetro da cortical do fémur em animais controle e
desnutridos

Diametro Controle Desnutrido p valor
da cortical (n=8) (n=10)
R1 (cm) 0,043 (0,033 — 0,050) 0,045 (0,033 — 0,049) 0,965
R2 (cm) 0,041(0,032 — 0,050) 0,044 (0,038 — 0,047) 0,965
R3 (cm) 0,038 (0,032 — 0,042) 0,043 (0,037 — 0,046) 0,277
R4 (cm) 0,041 (0,036 — 0,044) 0,041 (0,032 — 0,044) 0,562

Valores do diametro da cortical das regides R1, R2, R3 e R4 dos animais do grupo controle (n=8) e
desnutrido (n=10) expressos em mediana e intervalo interquartilico. O n indica o nimero de animais
utilizados no experimento. Andlise estatistica por teste Mann-Whitney.

4.15 Andlise morfométrica das regides cortical e trabecular do fémur

A analise microtomografica da regido cortical dos fémures dos animais
desnutridos demonstrou diminuicdo significativa dos parametros T.Ar (area média
das secdes transversais da amostra), T.Pm (perimetro do perdsteo) e B.Pm
(perimetro do endoésteo) em relacdo ao grupo controle. Entretanto, ndo houve
diferenca nos valores de B.Ar (area média do tecido 6sseo das sec¢des transversais
da amostra), conforme tabela 16. Os parametros citados estédo relacionados com a
resisténcia 6ssea e a ocorréncia de fraturas, sendo que a diminuicdo do perimetro
0sseo e a diminuicdo da area Ossea estdo associados ao maior risco de fraturas
(ALELE et al., 2011).

Em relacdo a andlise da regido trabecular (Figura 23), a razao BV/TV (volume
0sseo/ volume total) é utilizada para caracterizar a quantidade de massa 0ssea e
representa o teor mineral da amostra que neste caso foi significativamente menor
nos animais desnutridos 1,404 (0,924 — 2,133) quando comparada aos animais
controles 4,815 (3,847 — 6,028).

O numero de trabéculas (Tb.N) é dado pelo inverso da distancia entre o eixo
médio das trabéculas e encontra-se menor nos animais desnutridos 0,297 (1/mm)
(0,10 — 0,429) quando comparados aos dos animais controles 0,925 (1/mm) (0,755 —
1,134). A diminuicdo do numero de trabéculas esta presente em animais
osteoporéticos (CESAR et al., 2013).
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Também se verificou prevaléncia de trabéculas 6sseas em formato de hastes
nos fémures dos animais desnutridos, resultado obtido pela analise do parametro
SMI de 2,782 (2,694 — 2,873) em comparacdo aos fémures dos animais controles
2,443 (2,361 — 2,528). O SMI envolve a medicdo da convexidade da superficie
Ossea. Este parametro é importante para se avaliar a degradacdo do 0sso
trabecular, que se caracteriza pela transicao da arquitetura do tipo placa para o tipo
haste, com valores mais elevados para animais osteoporéticos. Em relacdo a
distancia entre as trabéculas, observou-se aumento da distancia entre as mesmas
nos fémures dos animais desnutridos e este parametro encontra-se elevado em
animais osteoporéticos (CESAR et al., 2013).

A espessura das trabéculas (Tb.Th) € calculada utilizando-se esferas cujo
diametro deve preencher a estrutura trabecular e encontra-se elevada em animais
osteoporoticos, embora o0s animais desnutridos tenham apresentado valores
diminuidos deste parametro, ndo houve diferenca significativa entre os grupos.

As trabéculas 06sseas encontram-se preferencialmente orientadas segundo a
direcdo das tensdes maximas aplicadas, o que origina uma distribuicdo anisotropica
da resisténcia e rigidez do 0sso, ou seja, estas propriedades variam com a direcao
considerada. O grau de anisotropia (DA) que quantifica a irregularidade da
geometria das trabéculas geralmente tende a ter valor préximo a 1 nos casos de
osteoporose, indicando completa anisotropia e quando DA € igual a 0 significa
completa isotropia (CESAR et al., 2013). N&ao foi encontrada diferenca significativa
entre 0s grupos controle e desnutrido, conforme observado na Tabela 19, sugerindo
que a variacdo de carga nos locais avaliados ndo comprometeu a orientacdo das

trabéculas.
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Figura 23 - Imagens representativas das regifes trabeculares do fémur dos animais obtidas no uCT
modelo 1172° (Skyscan, Aartselaar, Bélgica), indicando diminuicdo do nimero de trabéculas no
animal desnutrido. (A) animal controle e (B) animal desnutrido. Seta amarela indica trabécula em
formato de placa e seta vermelha indica trabécula em formato de haste.
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Tabela 19 - Avaliacdo dos parametros 6sseos das regides cortical e trabecular do fémur

Parametro Controle Desnutrido p valor
(n=8) (n=8)
Cortical
B.Pm (mm) 0,015 (0,012 - 0,015) 0,012 (0,011 - 0,013) <0,050
T.Pm (mm) 0,014 (0,012 - 0,015) 0,011 (0,011 -0,012) 0,066
B.Ar (mmz) 1,041 (0,801 — 1,080) 0,741 (0,647 — 0,841) <0,050
T.Ar (mm?) 1,050 (0,811 — 1,093) 0,746 (0,653 - 0,819) <0,050
Trabecular
BV/ITV 4,480 (4,048 — 6,098) 1,550 (0,852 — 1,960) <0,001
Th.Th (um) 50,546 (49,183 — 54,630) 47,385 (44,759 — 51,680) 0,130
Th.N (1/mm) 0,895 (0,802 — 1,080) 0,320 (0,190 — 0,435) <0,001
Th.S (um) 404,1 (324,5 — 440,7) 480,2 (425,8 — 620,8) <0,050
SMiI 2,410 (2,375 — 2,530) 2,750 (2,690 — 2,880) <0,001
DA 0,74 (0,70 - 0,78) 0,77 (0,72 - 0,85) 0,5271

Os parametros analisados na regido cortical foram: perimetro do endésteo (B.Pm), perimetro do
periésteo (T.Pm), &rea média do tecido 6sseo das sec¢des transversais (B.Ar), area média das se¢des
transversais da amostra (T.Ar). Os parédmetros analisados na regido trabecular foram: volume
Osseo/volume total da amostra (BV/TV), espessura trabecular (Th.Th), nimero de trabéculas (Tb.N),
espessura trabecular (Th.S), indice de modelo estrutural) e grau de anisotropia (DA). Valores
expressos em mediana e intervalos interquartilicos. O n indica o0 numero de animais utilizados no
experimento. Avaliacdo estatistica por teste de Mann-Whitney.

4.16 Avaliacéo histologica de fémures e esternos de animais controle e desnutrido
corados com hematoxilina eosina (HE)

A coloracdo com HE permitiu avaliar a celularidade da MO, a presenca de
sinusoides sanguineos e a distribuicdo das diferentes populacbes celulares que
compde e tecido mieloide. O corte histologico do esterno do animal desnutrido
corado em HE néao evidenciou hipoplasia medular, conforme observado nas Figuras
24 e 25, embora a avaliacdo quantitativa da celularidade medular tenha
demonstrado que a MO de animais desnutridos estava significativamente reduzida
(Figura 11).
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Figura 24 - Fotomicrografias de cortes histolégicos longitudinais de esternos corados com HE. (A)
corte do esterno de camundongo controle. (B) corte do esterno de camundongo desnutrido. Regibes
entre as incisuras Il e IV do corpo do esterno conforme descricdo do item 5.9. Aumento de 4x.
Fotomicrografia representativa de um experimento com n de 3 animais do grupo controle e 3 animais
do grupo desnutrido. Imagens obtidas em microscépio modelo Eclipse 80i® (Nikon, Téquio, Jap&o).
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Figura 25 - Fotomicrografias de cortes histolégicos longitudinais de medula éssea esternal corados
com HE. (A) corte do esterno de camundongo controle e (B) corte do esterno de camundongo
desnutrido. Aumento de 10x. Fotomicrografia representativa de um experimento com n de 3 animais
do Cgrupo controle e 3 animais do grupo desnutrido. Imagens obtidas em microscépio modelo Eclipse
80i~ (Nikon, Téquio, Japéo).
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4.17 Deteccdo, por imunofluorescéncia, da osteopontina (OPN) em cortes
histologicos de fémur

A marcacdo para OPN (seta amarela) foi positiva para a regido cortical e
trabecular do fémur do camundongo desnutrido. E nos animais do grupo controle,
houve minima marcagdo na cortical e auséncia de marcacdo nas regides

trabeculares, conforme observado na Figura 26.

A Controle B Desnutrido

C Controle D Desnutrido

Figura 26 - Fotomicrografias de cortes histologicos de fémures evidenciando as regides; (c) cortical,
(e) endésteo, (t) trabecular e (m) medular, marcadas por imunofluorescéncia para osteopontina
(verde) e DAPI (azul). (A e C) marcacdo de osteopontina (seta amarela) em camundongo controle. (C
e D) marcacdo de osteopontina (seta amarela) em camundongo desnutrido. Resultados
representativos de trés experimentos com n de 3 animais do grupo controle e 3 animais do grupo
desnutrido. (A e B) Aumento de 10x. (C e D) Aumento de 20x. Imagens obtidas com aplicacdo de
filtros UV-2EC para leitura do DAPI e Y-2EC para leitura do DyLight 550 em microscépio de
fluorescéncia modelo Eclipse 80i® (Nikon, Téquio, Jap&o).
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4.18 Deteccao, no fémur, por imuno-histoquimica do colageno tipo |, osteocalcina e
osteonectina

A positividade da marcacdo para colageno tipo | foi maior para a regido
cortical (Figura 27B) e trabéculas (Figura 28B) nos cortes histologicos do fémur do
camundongo controle do que nas respectivas regides dos cortes hitoldgicos dos
fémures dos animais desnutridos (Figuras 27D e 28D). Ndo se observou, conforme

0 previsto, a marcacao nos controles negativos (Figuras 27A, 27C, 28A e 28C).

A Controle negativo da reacéo B Grupo controle
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Figura 27 - Fotomicrografias de cortes histologicos de fémures evidenciando regifes (c) cortical e (t)
trabecular marcada por imuno-histoquimica para colageno tipo | que se cora na cor castanha. (A)
controle negativo da reacdo dos cortes histolégicos do fémur do animal controle (B) corte histolégico
do animal controle (C) controle negativo da reacdo do corte histolégico do fémur do animal desnutrido
(D) desnutrido. Resultados representativos de um experimento com n de 3 animais do grupo controle
e 3 animais do grupo desnutrido. Aumento de 20x. Imagens obtidas em microscopio modelo Eclipse
80i® (Nikon, Téquio, Japao).



113

A Controle negativo da reacgao B Grupo controle
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Figura 28 - Fotomicrografias de cortes histolégicos de fémures evidenciando regido (t) trabecular
marcada por imuno-histoquimica para colageno tipo | que se cora na cor castanha. (A) controle
negativo da reacéo do corte histolégico do fémur do animal controle. (B) corte histoldgico do fémur do
animal controle (C) controle negativo da reacéo do corte histolégico do fémur do animal desnutrido
(D) corte histoldgico do fémur do animal desnutrido. Resultados representativos de um experimento
com n de 3 animais do grupo controle e 3 animais do grupo desnutrido. Aumento de 20x. Imagens
obtidas em microscopio modelo Eclipse 80i® (Nikon, Téquio, Japao).

7

As marcacOes para ON (Figura 29) e OC (Figura 31) apresentaram maior
positividade na regido cortical dos fémures dos animais controle em relagdo a
positividade encontrada nos cortes histologicos da regido cortical dos fémures dos
animais desnutridos. As regifes trabeculares foram discretamente positivas para
ON, sem diferengas entre animais controle e desnutridos (Figura 30). N&o foram
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observadas diferencas de marcagfes para OC nas trabéculas dos fémures animais
controle e desnutridos (Figura 32).

gativo da reagao
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Figura 29 - Fotomicrografias de cortes histolégicos de fémures evidenciando regido cortical (c)
marcada por imuno-histoquimica para osteonectina corada em castanho. (A) corte histolégico do
fémur da reacd@o do controle negativo do animal controle. (B) corte histologico do fémur do animal
controle (C) corte histologico do fémur da reagéo do controle negativo do animal desnutrido (D) corte
histolégico do fémur do animal desnutrido. Resultados representativos de um experimento com n de 3
animais do grupo controle e 3 animais do grupo desnutrido. Aumento de 20x. Imagens obtidas em
microscépio modelo Eclipse 80i® (Nikon, Téquio, Japéo).

“
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A Controle negativo da reacao B Grupo controle

Figura 30 - Fotomicrografias de cortes histoldgicos de fémures evidenciando regido trabecular (t)
marcada por imuno-histoquimica para osteonectina corada na cor castanha. Discreta positividade nas
trabéculas. (A) corte histoldgico do fémur da reacdo do controle negativo do animal controle. (B) corte
histolégico do fémur do animal controle (C) corte histoloégico do fémur da reacdo do controle negativo
do animal desnutrido (D) corte histol6gico do fémur do animal desnutrido. Resultados representativos
de 3 ensaios realizados. Aumento de 20x. Imagens obtidas em microscépio modelo Eclipse 80i®
(Nikon, Téquio, Japao).
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Figura 31 - Fotomicrografias de cortes histologicos de fémur evidenciando regido cortical marcada
por imuno-histoquimica para osteocalcina corada na cor castanha. (A) corte histolégico do fémur do
controle negativo do animal controle. (B) corte histolégico do fémur do animal controle (C) corte
histolégico do fémur da reagdo do controle negativo do animal desnutrido (D) corte histolégico do
fémur do animal desnutrido. Resultados representativos de um experimento com n de 3 animais do
grupo controle e 3 animais do grupo desnutrido. Aumento de 20x. Imagens obtidas em microscépio
modelo Eclipse 80i® (Nikon, Téquio, Japao).
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A Controle negativo da reacgao B Grupo controle

C Controle negativo da reacdo D Grupo desnutrido
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Figura 32
marcada por imuno-histoquimica para osteocalcina corada em castanho. (A) corte histolégico do
fémur da reacdo do controle negativo do animal controle (B) corte histolégico do fémur do animal
controle (C) corte histolégico do fémur da reacdo do controle negativo do animal desnutrido (D) corte
histol6gico do fémur do animal desnutrido. Resultados representativos de um experimento com n de 3

animais do grupo controle e 3 animais do grupo desnutrido. Aumento de 20x. Imagens obtidas em
microscépio modelo Eclipse 80i® (Nikon, Téquio, Jap&o).
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4.19 Avaliacao do colageno da medula 6ssea por Picrossirius sob luz polarizada

Cortes de fémures corados pelo método de Picrossirius e observados em
microscopio de luz polarizada mostram modificacdo na constituicdo das regides
corticais e trabeculares. Em cortes histologicos dos fémures dos animais do grupo
controle observou-se, na polarizagao, intensa birrefringéncia vermelha evidenciando
fiboras de colageno tipo | (maduro) (Figura 33 A, setas brancas) e, areas de
remodelamento 6sseo nas regifes de contorno do enddsteo, coradas em vermelho
mais claro (Figura 33 A, seta verde). J& nos cortes histolégicos dos fémures dos
camundongos desnutridos identificou-se falha na distribuicdo das fibras colagenas e
presenca de fibras tipo Il (imaturo) (Figura 33 B, seta branca) que se apresentam
em feixes finos, com fraca birrefringéncia cor amarelo esverdeado (Figura 33 B,

setas amarelas).



119

A Controle

Figura 33 - Fotomicrografias de cortes histologicos de fémur (A) corte histolégico do fémur do animal
controle. Contorno endosteal preservado com linhas de modelamento 6sseo (seta verde) e
predominio de colageno tipo | (seta branca). (B) corte histolégico do féumur do animal desnutrido.
Presenca de fibras de colageno tipo Il (setas amarelas) e desorganizagéo das fibras de colageno tipo
| (setas brancas). Coloracao Picrossirius. Resultados representativos de um experimento com n de 3
animais do grupo controle e 3 animais do grupo desnutrido. Aumento de 10x. Imagens obtidas em
microscépio modelo Eclipse E600® (Nikon, Téquio, Jap&o).



120

4.20 Quantificacao de osteclastos em cortes histolégicos de fémur

Os osteoclastos séo células multinucleadas e apresentam coloragéo vermelha
guando positivas para a reacao citoquimica de TRAP (Figura 34).

A regido trabecular do fémur do animal desnutrido apresentou maior nimero
de osteoclastos 8 (5,75 — 10,75)/mm? em relac&o ao fémur do animal controle 2 (1 —
2,75)/mm?. Na regido cortical, observou-se, no corte histolégico do fémur do animal
desnutrido, maior nimero de osteoclastos 7,5 (5,25 — 8)/mm? em relacdo aos
valores encontrados nos cortes histolégicos do animal controle 3 (1,25 — 4,75)/mm?
(Figura 35).
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Figura 34 - Fotomicrografias de cortes histologicos de fémures evidenciando osteoclastos (setas
pretas) presentes nas regides; cortical (c) e trabecular (t); corados pela reacéo citoquimica de TRAP.
(A) corte histologico da regido trabecular do fémur do animal controle (B) corte histologico da regido
cortical do fémur do animal controle (C) corte histolégico da regido trabecular do fémur do animal
desnutrido (D) corte histoldgico da regido cortical do fémur do animal desnutrido. Aumento de 40x.
Resultados representativos de um ensaio realizados com 4 animais do grupo controle e 4 animais do
grupo desnutrido. Imagens obtidas em microscépio modelo Eclipse 80i® (Nikon, Téquio, Japao).
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Figura 35 — NUumero de osteoclastos presentes nos cortes histoldgicos de fémures de animais
controle (n=4) e desnutrido (n=4) nas regides (A) regido trabecular dos cortes histoldgicos do fémur
(B) regido cortical dos cortes histologicos do fémur. Valores expressos em mediana e intervalos

interquartilicos. O n indica 0 nimero de animais utilizad no experimento. Andlise estatistica por teste
de Mann-Whitney.

4 .21 Isolamento dos osteoblastos

Quanto ao isolamento dos osteoblastos da regido endosteal do fémur,
a morfologia das células removidas apresentou morfologia correspondente a de
osteoblastos: células de aspecto cuboide, nucleo polarizado e citoplasma
evidentemente basofilico, conforme observado nas preparacdes obtidas por
citocentrifugacdo e coradas por May-Grunwald-Giemsa modificado por Rosenfeld
(Figura 36). Observou-se, pela andlise dos citocentrifugados, que em ambas as
remocdes 0s osteoblastos estavam presentes.
A analise do corte histologico longitudinal do fémur corado com H.E. feito
apos os citados tratamentos com colagenase confirmou a remocgdo das células
endosteais, conforme mostra a Figura 37.
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A Primeira remocao B Segunda remocao
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Figura 36 — Fotomicrografias dos citocentrifugados das suspenses celulares removidas da regido
endosteal da medula 6ssea por tratamento com colagenase e posteriormente isoladas por
imunodeplecdo magnética. As preparacbes foram coradas com corante May-Grunwald-Giemsa
modificado por Rosenfeld. (A) primeira remogao apés tratamento com colagenase 0,2% durante 30
minutos. Pode-se observar células com caracteristicas osteoblasticas (setas pretas), mas também
varias células hemopoéticas (setas amarelas). (B) segunda remocgdo apo6s tratamento com
colagenase 0,2% durante 60 minutos. Nessa imagem podemos verificar o predominio de células com
caracteristicas de osteoblastos (setas pretas). Resultados representativos de 2 ensaios realizados
com animais do grupo controle. Aumento de 100x. Imagens obtidas em microscépio modelo Eclipse
80i® (Nikon, Téquio, Jap&o).
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A Corte histologico de fémur sem tratamento com colagenase para remocéao das
células

B Corte histolégico de fémur apds remocao das células da medula 6ssea

C Corte histoldgico de fémur apds o segundo tratamento com colagenase 0,2%
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Figura 37 - Fotomicrografias de cortes longitudinais de fémures corados com H.E. (A) antes do
tratamento com colagenase 0,2%. (B) apds remogdo da medula 6ssea, indicando presenca das
células endosteais (setas pretas) (C) ap6s remocéo da medula 6ssea e tratamento com colagenase
0,2% para remocdo das células endosteais (setas pretas). Aumento de 60x. Resultados
representativos de 1 ensaio realizado com animais do grupo controle. Imagens obtidas em
microscépio modelo Eclipse 80i® (Nikon, Téquio, Japao).
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4.22 Caracterizacao imunofenotipica dos osteoblastos

A imunofenotipagem das células isoladas conforme do item 3.24 demonstrou
a presenca de células positivas para OPN nos animais do grupo controle e do grupo
desnutrido, com maior numero de células positivas para OPN no grupo desnutrido.
Verificou-se que o método de remocdo das células hemopoéticas permitiu a
passagem de até 5% das células positivas para o coquetel de anticorpos: CD5,
CD45R (B220), CD11b, anti-Gr-1 (Ly-6G/C), anti 7-4 e Ter-119. Quanto a remocao
das células Sca-1 também se verificou que cerca de 2% das células isoladas

expressavam este marcador (Figuras 38 e 39).
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Figura 38 - Imunofenotipagem por citometria de fluxo da populagao celular obtida apés tratamento
com colagenase. Aquisicdo de 20.000 eventos realizada em FACSCalibur® (BD) e Anlise da
populacdo total adquirida em programa FlowJo® (Tree Star Inc, Ashland, EUA). Andlise realizada na
regido selecionada na dispersdo (A) disperséo do (FSC) tamanho x (SSC) complexidade celular. (B)
animal controle. (C) animal desnutrido. Linha preta: anticorpos OPN PE, anti-coquetel hemopoético
(CD5, CD45R, CD11b, anti-Gr-1, 7-4 e Ter-119) APC e Sca-1 FITC. Linha vermelha controles
isotipicos. Resultados representativos de um experimento com n de 4 animais do grupo controle e 4

animais do grupo desnutrido.
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Figura 39 — Porcentagem de células positivas para os marcadores (A) OPN, (B) linhagem
hematoldgica e (C) Sca-1 presentes na suspensdo celular obtida apés o tratamento do fémur com
colagenase 0,2%. Valores expressos em mediana e intervalos interquartilicos. O n indica o namero
de animais utilizados no experimento. Analise estatistica por teste de Mann-Whitney.

4.23 Cultura dos osteoblastos

Apdés uma semana de cultura em meio a-MEM contendo 10% de SFB,
verificou-se maior confluéncia na placa contendo as células isoladas do fémur dos
animais do grupo controle (Figura 40 A). Observou-se presenca de raras células da
linhagem hemopoética (arredondadas e mais refringentes) (seta amarela), no
sobrenadante das culturas de células obtidas dos animais controle e desnutridos. As
células aderidas apresentaram aspecto poligonal e projecdes citoplasmaticas (seta

verde).
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Figura 40 - Fotomicrografias dos osteoblastos células isoladas da regido endosteal apés uma
semana de cultura em meio a-MEM contendo 10% SFB. Aumento de 20x. Raras células
hemopoéticas (setas amarelas) e predominio de células aderidas com aspecto poligonal (seta preta).
Aumento de 100x. Imagens obtidas em microscépio invertido modelo Eclipse TS100° (Nikon, Téquio,
Japdo).

4.24 Avaliagéo da fosfatase alcalina em células de cultura

Apbés uma semana de cultura apenas em meio a-MEM suplementado com
10% SFB seguida de uma semana com meio de inducdo osteogénica foi ralizada a
coloragdo citoquimica para a fosfatase alcalina. A marcacdo para fosfatase alcalina
foi maior nas células do grupo controle em comparacgéo ao grupo desnutrido (Figura
41).
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A Células de animais controle B Células de animais desnutridos

Figura 41 - Fotomicrografia de células osteoblasticas, oriundas de animais do grupo controle,
cultivadas apds uma semana na presenc¢a de meio de inducéo e submetidas a reagdo citoquimica da
fosfatase alcalina. As células positivas para a rea¢cdo coram-se em preto (seta amarela). (A) células
de cultura de animal controle (B) células de cultura de animal desnutrido. Resultados representativos
de 3 ensaios realizados com animais do grupo controle. Aumento de 10x. Imagens obtidas em
microscopio modelo Eclipse 80i® (Nikon, Téquio, Jap&o).

4.25 Caracterizacdo do potencial de mineralizagdo dos osteoblastos de animais
controle e desnutrido

A cultura de osteoblastos provenientes de animais controle produziram uma
matriz mais densa e com distribuicAo mais homogénea em relacdo a cultura de
osteoblastos de animais desnutridos. Observou-se menor quantidade de pontos de
mineralizacdo evidenciados pelo vermelho de alizarina nas células dos animais
desnutridos cultivadas com meio de inducdo osteogénica, conforme mostra a figura
42. A quantificagdo mostrou que a formacdo de matriz mineralizada foi maior nas

células do grupo controle em comparacgéo ao grupo desnutrido (Figura 43).
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A Células de animais controle B Células de animais desnutridos

Figura 42 - Deposicao de célcio pelos osteoblastos evidenciado pela coloragdo com vermelho de
alizarina dos osteoblastos ap6s uma semana de cultura em meio de indugdo osteogénica. (A) animal
controle e (B) animal desnutrido. Resultados representativos de 3 ensaios realizados com animais do
grupo controle. Aumento de 10x. Imagens obtidas em microscopio Nikon modelo Eclipse 80i.
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Figura 43 - Analise quantitativa da coloragdo com vermelho de alizarina dos osteoblastos apos uma
semana de cultura em meio de inducdo osteogénica dos animais do grupo controle (n=6) e desnutrido
(n=6). Valores expressos em mediana e intervalos interquartilicos. O n indica o nimero de animais
utilizados no experimento. Andlise estatistica por teste de Mann-Whitney.
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4.26 Quantificacdo das proteinas colageno tipo I, osteopontina (OPN), osterix,
Runx2, osteoprotegerina (OPG) e RANK-L nos osteoblastos, ex vivo, por Western
blotting

Osterix € uma proteina predominantemente expressa em pré-osteoblastos e
osteoblastos imaturos e Runx2, coldgeno tipo 1 e osteopontina s&o
predominantemente expressos em osteoblastos maduros. A desnutricdo afetou de
forma significativa a expressao de osterix.

Em relacdo as analises de OPG e RANKL observou-se que 0s animais que
receberam racdo hipoproteica apresentaram menor expressao de OPG, porém o mesmo
nao ocorreu com o RANKL. Observamos também gue esses animais apresentaram
diminuicdo da relacdo OPG/RANKL (Figura 44).
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Figura 44 - Gréficos da expressédo de (A) colageno tipo 1, (B) osteopontina (OPN), (C) osterix, (D)
Runx-2, (E) osteoprotegerina (OPG), (F) RANKL e (G) relagdo OPG/RANKL nos osteoblastos, ex
vivo, obtidos apés tratamento femoral com colagenase e deplecédo celular imuno-magnética de
animais dos grupos controle (n=4) e desnutrido (n=4) Valores expressos em média + SEM de
unidades arbitrarias. Andlise estatistica por teste de Mann-Whitney.
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4.27 Avaliacdo da expressao génica por PCR em tempo real de colageno tipo 1
(COLA1A2), osterix (SP7), Cxcl12 (CXCL12), angiopoetina (ANGPT1), osteopontina
(SPP1), jagged (JAG?2) e N-caderina (CDH2).

Observou-se diferenca significativa apenas na expressdo génica de

angiopoetina (ANGPT1) nos osteoblastos dos animais desnutridos (Figura 45).
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Figura 45 - Resultados da expressdo génica nos osteoblastos. (A) expressdo de COL1A2 dos grupos
controle (n=12) e desnutrido (n=12) (B) expressdo de SP7 dos grupos controle (n=14) e desnutrido
(n=14) (C) expressdo de SPP1 dos grupos controle (n=11) e desnutrido (n=13) (D) expressdo de
CXCL12 dos grupos controle (n=14) e desnutrido (n=13) (E) expressao de ANG dos grupos controle
(n=17) e desnutrido (n=17), (F) expressédo de CDH2 dos grupos controle (n=14) e desnutrido (n=14) e
(G) expresséo de JAG2 dos grupos controle (n=14) e desnutrido (n=14).

4.28 Avaliacdo das concentracdes de M-CSF em lavado de medula 6ssea e em
sobrenadante de cultura de osteoblastos

N&o foram observadas diferencas nos valores das concentragbes de M-CSF do
lavado de medula éssea dos animais do grupo controle e desnutrido. A
concentracdo de M-CSF para o grupo controle foi de 15,35 pg/mL (10,30-18,00) e
22,20 pg/mL (16,40-33,55) para o grupo desnutrido (Figura 46).
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Figura 46 - Concentracdo de M-CSF (pg/mL) em lavado de medula 6ssea de animais do grupo
controle (n=4) e desnutrido (n=4). Valores expressos em mediana e intervalo interquatilico. Analise
estatistica por teste de Mann-Whitney.



135

4.29 Deteccgéo, por imunofluorescéncia, da osteopontina (OPN) em cultura de
células MC3T3-E1

A fim de melhor elucidarmos a participacdo da ligacdo OPN-CD44 na
proliferacdo das células LSK optamos por realizar a cocultura destas células
sobre células MC3T3-E1 (linhagem clonal de células pré-osteoblasticas
derivadas da calvaria de ratos recém-nascidos). As células MC3T3-E1 foram
cultivadas na presenca de meio de inducdo osteogénica contendo 50ug/mL de
acido ascoérbico e 10mM de B-glicerosfostato (conforme descrito no item 3.31)
durante 3 dias. Durante este periodo observamos que ja havia expressédo de

OPN conforme verificado pela reacdo de imunofluorescéncia (Figura 47).

Figura 47 - Fotomicrografia de cultura de células MC3T3-E1 marcadas por imunofluorescéncia para
osteopontina (vermelho) e DAPI (azul). Resultados representativos de 2 experimentos independentes.
Aumento de 10x. Imagem obtida com aplicacdo de filtros UV-2EC para leitura do DAPI e UV-2E/C
para leitura do PE em microscépio de fluorescéncia modelo Eclipse 80i® (Nikon, Téquio, Japao).
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4.30 Ensaio de cocultura de células LSK e MC3T3-E1

As células LSK isoladas por FACS sorting conforme descrito no item 3.12.1
oriundas da medula éssea de camundongos do grupo controle e desnutrido foram
cultivadas sobre monocamada de células MC3T3-E1 durante sete dias (conforme
descrito no item 3.33). As células LSK apresentaram-se distribuidas em
conglomerados (areas de cobblestone) de aspecto homogéneo e maior tamanho no

grupo controle quando comparado ao grupo desnutrido (Figura 48).

A LSK controle

B LSK desnutrido

Figura 48 — Fotomicrografias de cocultura de células MC3T3-E1 e células (LSK) apds sete dias de
cultivo ex vivo em meio (StemSpan® + 2mM glutamina + 12,5%SFB + 150ng/mL de SCF + 30ng/mL
IL-3 + 30ng/mL IL-6. A seta amarela evidencia as areas de cobblestone (que s&do areas de
hemopoese) (A) células LSK de animal controle (B) células LSK de animal desnutrido. Aumento de
20x. Imagens obtidas em microscépio modelo Eclipse 80i® (Nikon, Téquio, Jap&o).
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4.31 Ensaio de proliferacdo das células LSK em sistema de cocultura

Para a analise da proliferacdo celular, as células LSK isoladas por FACS
sorting foram previamente marcadas com CFSE, uma molécula que tem a
propriedade de se associar a proteinas citoplasmaticas e se distribuir as células
filhas de forma similar, o que possibilita a deteccdo da presenca de proliferacdo, em
funcdo da queda de fluorescéncia, ou seja, as células que passam por varios ciclo
de divisao celular perdem sua fluorescéncia e sdo detectadas pela emissdo de um
pico de fluorescéncia mais a esquerda do grafico. Verificamos que as células LSK ds
animais controle e desnutridos incorporaram o fluorocromo CFSE conforme
demonstrado nos histogramas da Figura 49.

Avaliamos a proliferagdo das células LSK em sistema de cocultura com
MC3T3-E1. Também pré-incubamos as células LSK com anti-CD44 para inibirmos a
ligacdo do CD44 com a osteopontina expressa pelas células MC3T3-E1.

Apbés sete dias em sistema de cocultura com células MC3T3-E1, o
decaimento da fluorescéncia do CFSE incorporado as células LSK foi calculado
automaticamente por deconvolucdo dos picos dos histogramas (Figura 50).

Oservamos que a proliferagcdo das células LSK dos animais desnutridos
originou uma geracao celular a menos em comparacdo a proliferacdo das células
dos animais do grupo controle (Figura 50A e B).

O bloqueio de CD44 das células LSK dos animais do grupo controle diminuiu
a proliferacdo destas células em trés geracdes quando comparadas as células LSK
do grupo controle que nao tiveram o CD44 bloqueado (Figura 50A e C). Entretanto,
o bloqueio de CD44 das células LSK dos animais desnutridos ndo afetou o nimero
de geracOes celulares produzidas em comparacao as células sem bloqueio (Figura
50B e D).
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Figura 49 — Andlise da incorporacdo do substrato fluorescente (CFSE) pelas células LSK. Aquisi¢do
de 10.000 eventos realizada em FACSAccuri C6® (Accuri Cytometers Inc., Ann Arbor, Michigan, EUA)
e analise em programa FlowJo® (Tree Star Inc, Ashland, EUA). (A) selecéo das células LSK de animal
controle, (B) histograma correspondente a emisséo de fluorescéncia de CFSE pelas células LSK de
animal controle, (C) selecao das células LSK de animal desnutrido e (D) histograma correspondente a
emissao de fluorescéncia de CFSE pelas células LSK de animal controle. Resultados representativos
de um ensaio com 2 animais do grupo controle e 2 animais do grupo desnutrido.



139

A Controle B Desnutrido
GO
61 ﬂ
G0 G1
= z
G
G6
G4
G5
0
.
101 107 ‘IO3 104 105 106 107 101 102 103 10‘ ‘IO5 106 107
FL4-H:: FL4-H FL4-H: FL4-H
C Controle + anti CD44 D Desnutrido + anti CD44
GO
GO Gm
GJ\ G2
E -—
3 G2 § G
G4
G3 G
G4 \ G6 } \ l
0 Mbd AR . | ;"]-—' ke \ox LR by ERPB0 Lo [ e R3S - M | 1v ™ :)".—| 3 Y 3 Ml | Y é M | 4
101 100 10 104 10 106 10" 100 10 107 10 107 10 10
FL4-H: FL4-H FLA-H: FL4-H

Figura 50 - Histogramas das sucessivas geragfes de células LSK em cocultura com células MC3T3-
El. A quantidade do substrato fluorescente (CFSE) intracelular decai progressivamente a cada
divisdo celular, permitindo avaliar o numero de divisBes e a fracdo de células respondedoras apds
sete dias de cocultura das células LSK sobre monocamada de células MC3T3-E1. Aquisicdo de
10.000 eventos realizada em FACSAccuri C6° (Accuri Cytometers Inc., Ann Arbor, Michigan, EUA) e
andlise automatica em programa FlowJo® (Tree Star Inc, Ashland, EUA). (A) células LSK de animal
controle, (B) células LSK de animal desnutrido, (C) células LSK de animal controle pré-incubadas
com anti-CD44 e (D) células LSK de animal controle pré-incubadas com anti-CD44. Resultados
representativos de um ensaio com 4 animais do grupo controle e 4 animais do grupo desnutrido.
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Em sintese, os resultados do presente trabalho indicaram que a desnutricao
proteica:

e promoveu pancitopenia periféria;

e reduziu o numero de células totais da medula 6ssea e das linhagens
granulocitica, linfoide, eritroide e megacariocitica;

e diminuiu o numero de células-tronco na medula 6ssea: LT-CTH e CT-CTH e
do numero de células progenitoras multipotentes;

e promoveu a parada do ciclo celular das células-tronco de longa duracéo
(LT-CTH) com aumento da porcentagem de células em fase GO/G1;

e diminuiu a expressao proteica e génica de CD44 nas células-tronco de
longa duracéo (LT-CTH);

e diminuiu a densidade mineral 6ssea (DMO) do fémur dos camundongos;

e comprometeu a microarquitetura O0ssea induzindo alteracdes na regiao
cortical (diminuicdo do perimetro do enddsteo e diminuicdo da é&rea) e trabecular
(diminuicdo da relacdo BV/TV, diminuicdo do namero de trabéculas, aumento da
distancia entre as trabéculas e predominio de trabéculas no formato de hastes) do
fémur;

e diminuiu o depdsito de colageno tipo |, osteonectina e ostecalcina na
cortical do fémur;

e alterou a organizacdo do colageno tipo | na cortical do fémur com
consequente predominio de colageno tipo lll;

e aumentou a expressao de osteopontina (OPN) nos osteoblastos isolados ex
Vivo;

e diminuiu a expressao proteica de osterix e osteoprotegerina (OPG) nos
osteoblastos isolados ex vivo;

e diminuiu a expressao génica de angiopoetina (ANGPT1) nos osteoblastos
isolados ex Vvivo;

e diminuiu a proliferagao das células-tronco que ndo expressam marcadores
da linhagem hemopoética e expressam Sca-1 e c-Kit (LSK) quando incubadas em

sistema de cocultura de osteoblastos (MC3T3-E1).
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5 DISCUSSAO

5.1 Aspectos nutricionais

A desnutricdo ainda € considerada um problema de saude publica em varios
paises em desenvolvimento. No Brasil, atualmente esse ndo € considerado um
problema de saude publica em virtude da reducdo continua dos casos de
desnutricdo no pais, mas que permanece em bolsdes de pobreza em varias regides
brasileiras, especialmente nas regifes Norte e Nordeste e na periferia das cidades.
Inversamente, nas Ultimas trés décadas verifica-se no Brasil uma transicdo entre
desnutricdo e sobrepeso/obesidade (CONDE e MONTEIRO, 2014). Entretanto, ha
795 milhdes de desnutridos ao redor do globo e a queda do nimero de desnutridos
no nosso pais ndo ocorre de maneira demograficamente uniforme (FAO, 2015)
(SAWAYA et al., 2009). A desnutricdo afeta o funcionamento de varios sistemas,
incluindo o sanguineo. O tecido sanguineo apresenta alta taxa de renovacado e
requer grande aporte de proteinas e micronutrientes e, consequentemente, a
caréncia proteica compromete quanti e qualitativamente a producdo das células
sanguineas (BORELLI et al., 1995; BORELLI et al, 1998; BORELLI et al., 2007).

O estudo da interacdo da CTH com o nicho endosteal na desnutricdo
possibilita compreendermos a contribuicdo das alteracdes Osseas para a
hemopoese. E, em uma visdo mais ampla, o entendimento da influéncia da
desnutricdo no processo de hemopoese € importante para compreensdo dos
mecanismos que provocam as citopenias periféricas observadas (BORELLI et al.,
2007; BORELLI et al., 2009).

Em nosso modelo experimental foram utilizados camundongos machos
evitando-se assim flutuacdes enddcrinas do ciclo estral das fémeas as quais alteram
a mobilizacdo celular e qualidade 6ssea (SAMPLE et al., 2012). As varias espécies
murinas demonstram notavel diferenca de massa 0ssea sendo questionavel a
comparacao do padrdo de perda 6ssea em relagdo a humanos. Optamos pela
espécie C57BL/6J por ser esta utilizada em varios estudos sobre a densidade e
arquitetura 6ssea, pois demonstram similaridade ao padrédo observado em humanos

em relacdo a idade (HALLORAN et al., 2002) e, também, por ser a espécie mais
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utilizada em estudos envolvendo a célula-tronco hemopoética (VAN OS et al., 2007).
Em relacéo a idade dos animais optamos por recém-desmamados com idade de 21
dias que receberam racdo de crescimento formulada de acordo com as
recomendacdes da AIN93 até atingirem 60 dias de vida para inicio da adaptacéo as
condicbes experimentais. Desta forma, utilizamos racdo preparada em nosSso
laboratério o que nos permitiu controle maior das condi¢des nutricionais dos animais
que foram utilizados nos experimentos, fornecendo racdo contendo 17% de
proteinas, vitaminas e sais minerais, além disso, possibilitou a fabricacdo de pellets
no mesmo formato das ragdes controle e hipoproteica. O inicio da adaptacao
ocorreu aos 60 dias de vida. Nesta idade, os camundongos sao considerados
adultos jovens e apresentam maturidade dos Orgaos linfo-hemopoéticos
(HOLSAPPLE et al., 2003). Em relacdo a maturidade Ossea, nesta idade
apresentam alta relacéo de volume 6sseo/volume total (BV/TV) do 0sso esponjoso,
maior numero de trabéculas désseas e menor distancia entre trabéculas quando
comparados a animais com 12 meses de idade (HALLORAN et al., 2002).

Os resultados da avaliacdo do perfil nutricional demonstraram que apds 5
semanas de desnutricdo, os animais desnutridos perderam 0 peso corpéreo
esperado e o grupo controle ganhou peso. Halloran e colaboradores demonstraram
0 ganho de 100% de peso no periodo do nascimento até 12 meses de idade com
estabilizacdo do peso até os 24 meses em camundongos C57BL/6J alimentados
com racao comercial (HALLORAN et al.,, 2002). No modelo de desnutricdo
empregado, apesar dos animais desnutridos terem consumido quantidade menor de
racdo, ndo houve diferenca significativa de consumo entre oS grupos, 0 que
caracteriza um quadro de desnutricdo proteica e ndo proteica energética uma vez
que, em funcdo da reducdo da disponibilidade de proteinas na racdo hipoproteica
(2,77% de proteina enquanto que a racdo controle teve, em média, 13,27% de
proteina). Portanto, 0s animais desnutridos consumiram  quantidade
significativamente menor de proteina o que resultou em perda de peso que, nas
duas primeiras semanas foi mais abrupta, mostrando tendéncia em se manter
diminuida por duas semanas e voltou a diminuir na ultima semana.

A musculatura esquelética € o principal compartimento corporal de proteinas
e na diminuicdo aguda de consumo das mesmas, 0 organismo, preferencialmente,
realiza catabolismo das proteinas musculares para a manutengdo das

concentragdes séricas normais de aminoacidos necessarios as fungdes vitais. Com
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a persisténcia da privacao proteica ocorrem adaptacdes metabolicas, de diferentes
intensidades, desencadeadas e mantidas pela acdo de varios hormdnios, como
insulina e cortisol. Em resposta as baixas concentracdes de aminoacidos, as
concentracbes de insulina diminuem (NAKAJIMA et al., 2014, ORGERON et al.,
2014). Em contrapartida, a diminuicdo na ingestéo de proteinas induz ao estresse e
causa aumento das concentragfes na acdo catabdlica do cortisol. O aumento da
relacdo cortisol:insulina provoca diminuicdo da sintese do fator de crescimento
insulina simile tipo 1 (IGF-1) conforme demonstrado pelo nosso grupo (NAKAJIMA et
al., 2014). Como consequéncia, o individuo manifesta fraqueza, caquexia, retardo do
crescimento, ndo conseguindo adaptar-se a deficiéncia proteica que é acompanhada
por perda da massa muscular, diminuicdo da resposta imune e debilidade geral. As
alteracdes anatdmicas podem ser generalizadas, como hipoplasia e atrofia dos
tecidos e, consequente diminuicdo do tamanho corporal. A baixa ingestdo de
proteinas nao induz de maneira indiscriminada a diminuicdo da sintese proteica e a
resposta fisiolégica a DP € regulada pelo sistema enddcrino que direciona a
utilizacao de substratos e energia.

No presente trabalho encontramos reducdo da concentracdo de proteinas
totais e albumina séricas nos animais desnutridos. Clinicamente, a albumina € um
marcador de desnutricdo. E a proteina mais abundante em circulacdo e perfaz cerca
de 70% da pressdo osmatico-coloidal do plasma. Em condi¢cdes normais a albumina
migra através das paredes dos vasos para o compartimento extracelular, entretanto,
a maior parte retorna ao compartimento intravascular pelo sistema linfatico. A
sintese hepatica desta proteina encontra-se prejudicada quando ha diminuicdo da
ingestdo de proteinas, sendo que a reducéo da sintese depende do tempo em que
foi mantida a oferta insuficiente.

A avaliagdo bioquimica do estado nutricional pode detectar precocemente o
comprometimento nutricional antes mesmo de modificacbes antropométricas
(JEEJEEBHOY, 2000). A determinacdo da concentracdo sérica de albumina é um
parametro que permite monitorar o estado proteico visceral. Entretanto, algumas
consideracfes devem ser mencionadas quanto as caracteristicas de alguns
marcadores bioquimicos. A albumina € um indicador pouco sensivel de desnutricao,
pois a reserva corporal é grande e essa proteina possui uma meia-vida longa (20
dias). Também é importante ressaltar que outros fatores ndo nutricionais, como

estresse, traumatismos e cirurgias podem afetar as concentracbes séricas de
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albumina (FANALI et al., 2012). Uma alternativa ao uso da albumina é a
determinacdo da pré-albumina, uma proteina que tem meia vida de dois dias
(SHENKIN, 2006).

Varios parametros bioquimicos tém sido utilizados em estudos da avaliacao
do estado nutricional. Estudo que avaliou o risco de morte em criangcas de Uganda,
severamente desnutridas, antes e apo0s suplementacdo nutricional, demonstrou
aumento sérico de cetonas, indicando lipdlise ativa e oxidacdo de acidos graxos;
diminuicdo das concentracfes de albumina, insulina, IGF-1, adiponectina e leptina.
Paralelamente encontraram concentracbes elevadas de grelina, cortisol,
interleucina-6 e do peptideo YY. A diminuicdo da leptina foi o biomarcador de maior

risco para mortalidade associada a desnutricdo grave (FREEMARK, 2015).

5.2 Aspectos hematoldgicos

Em relacdo aos parametros hematolégicos do sangue periférico, os animais
do grupo desnutrido apresentaram diminuicdo do numero de heméacias, da
concentracdo de hemoglobina, do hematécrito e do numero de reticulécitos. A
reducdo do numero de reticulécitos associado a reducdo de hemacias e
hemoglobina evidencia um quadro de hipoproliferacdo medular da série eritroide.
Também observamos reducdo do numero de leucécitos totais, de linfocitos e
plaquetas. A hipoproliferacdo medular foi confirmada pela contagem das células da
medula 6ssea. Encontramos diminui¢do significativa do nimero de blastos, células
da série granulocitica, linfocitaria, eritrocitos imaturos e linhagem megacariocitica.
Estes resultados estdo de acordo com dados anteriores do grupo para o quadro de
desnutricdo, uma vez que o tecido hemopoético apresenta alta taxa de proliferacéo e
renovacao celular e requer elevado aporte de proteinas, vitaminas e sais minerais
(BORELLI et al., 1995; VITURI et al., 2000; BORELLI et al., 2007; XAVIER et al.
2007; FOCK et al., 2010).

A dieta hipoproteica resultou em diminuicdo do numero de células nucleadas
na medula 0ssea, entretanto, ndo detectamos, nesses grupos analisados, evidente

hipoplasia medular nos esternos e fémures dos animais desnutridos na avaliagdo



145

dos cortes histologicos. Avaliagcfes histologicas de esternos em camundongos Swiss
realizadas em estudos anteriores do nosso grupo evidenciaram a presenca de
hipoplasia e presenca aumentada de adipécitos, em animais que apresentaram
perda de peso acima de 35% do peso inicial do experimento, indicando que
possivelmente haja diferenca de resposta medular entre as espécies estudadas
(XAVIER et al., 2007), ou ainda, que para hipoplasias discretas, o exame histologico
nao tenha sensibilidade uma vez que a faixa considerada normocelular para medula
Ossea € de 25 a 75% de células hemopoéticas (FARHI et al., 2004). Corroborando
os resultados quantitativos do numero reduzido de células na medula 6ssea dos
animais desnutridos. A avaliagdo realizada neste trabalho utilizando raios-X,
evidenciou, nos mesmos, diminuicdo da densidade medular na regido proximal do
fémur, indicativo da menor quantidade de células nesta regiao.

Em relacdo a quantificagcdo das células-tronco hemopoéticas (CTH), por
citometria de fluxo, confirmamos nossa hipétese de que havia menor nimero de
CTH nos animais desnutridos. A estratégia de mdultipla marcacédo celular com
combina¢cdes de marcadores de superficie permitiu a quantificacdo das células-
tronco de longa duracdo (LT-CTH), células-tronco de curta duracdo (CT-CTH) e
progenitores multipotentes (PMP), uma vez que nenhuma delas possui um marcador
exclusivo. As caracteristicas que definem as células-tronco hemopoéticas sdo a
capacidade de autorrenovacao e pluripoténcia (SEITA e WEISSMAN, 2010). Como a
maioria das células maduras tem um tempo de vida limitado, a capacidade das
células-tronco hemopoéticas (CTH) tanto para substituir as células senescentes
como para se perpetuar por meio da autorrenovacdo é fundamental para a
manutencdo da homeostase do tecido. O tamanho das populacbes de células
progenitoras depende do equilibrio entre a autorrenovacéo e diferenciacdo celular.
Quando a taxa de autorrenovacdo é mais elevada do que o da diferenciacédo, a
populacdo de CTH se expande, ao passo que, quando a taxa de autorenovacédo €
menor do que a taxa de diferenciacéo, a populacédo diminui devido ao esgotamento
do pool de CTH (ITO e SUDA, 2014). Em nosso trabalho observamos que a
desnutricdo diminui a autorrenovacéo das células-tronco de longa duragéao (LT-CTH)
evidenciada pelo aumento do nimero de células em GO/G1 e diminuicdo nas fases
S/G2/M. Entretanto, as células CT-CTH e progenitores multipotentes (PMP) nédo
apresentaram diferencas significativas entre estas fases, 0 que aparentemente

evidencia um comprometimento seletivo das células LT-CTH pela desnutricdo. Este
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resultado também reforca nossa hipotese de que ha alterac6es no nicho endosteal
uma vez que estas células se localizam preferencialmente nesta regiao.

A modificacdo do potencial proliferativo das LT-CTH pode ter ocorrido
em consequéncia das alteracdes do nicho endosteal e/ou resultado direto da
caréncia de aminoacidos promovido pela desnutricdo. A maior parte das células-
tronco da medula éssea esta no estado quiescente. Em camundongos, as CTH se
dividem em média uma vez a cada 32 dias, mas ha subpopula¢cdes que se dividem
apenas 5 vezes ao longo davida do animal, entretanto, estas células podem deixar o
estado quiescente em caso de perda de células do sistema hemopoético (VAN DER
WATH et al., 2009; WILSON et al., 2009). Uma questdo ainda ndo elucidada é o
tempo de duracdo de GO entre os subtipos LT-CTH e CT-CTH. Também néo esta
elucidado se os mecanismos que regularm o ciclo celular de ambas as populacdes
celulares sdo distintos (EMA et al.,, 2014). De fato, as LT-CTH situadas no nicho
endosteal apresentam algumas caracteristicas distintas das CT-CTH sendo uma
destas, o perfil metabdlico. O endosteo tem baixa tensdo de oxigénio e as células
LT-CTH murinas situadas neste local tém menor quantidade de mitocdndrias,
utilizam a via glicolitica como fonte principal de producdo de energia ao invés de
fosforilacdo mitocondrial oxidativa e ainda expressam maior quantidade do fator HIF-
1a (fator induzido por hipdxia 1) (ELIASSON e JONSSON, 2010). Estudo com
células-tronco e progenitoras humanas de fenoétipo Lin-/CD34+/CD38+/CD90+
obtidas do sangue periférico apds estimulacdo com G-CSF apresentaram 0 mesmo
perfil metabdlico que as células-tronco murinas (KOCABAS et al., 2015). Também foi
interessante o fato destas células terem sido coletadas do sangue periférico e ainda
assim, apresentarem o mesmo fenotipo metabdlico do endosteo. Essa observacgao
reponde a uma questdo até entdo ndo demonstrada em camundongos, a de que,
pelo menos este fen6tipo metabdlico, € intrinseco a célula e ndo dependente das
caracteristicas do nicho endosteal (KOCABAS et al., 2015).

Estudos do nosso grupo de pesquisa evidenciaram aumento de autofagia das
células totais da medula 6ssea (BELTRAN, 2014). E possivel que a diminuicdo das
populacdes LT-CTH e CT-CTH ocorra por ativacdo da autofagia seguida de
apoptose e essa hipotese é atualmente invetigada em nosso grupo de pesquisa. A
autofagia € um processo de degradacgédo lisossomal que ajusta a resposta celular a
disponibilidade de nutrientes por degradar e reciclar contetdos intracelulares nao

essenciais (CHEN et al., 2014). Este processo pode ser ativado pela privacdo de
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nutrientes (SINGH e CUERVO, 2011), danos ao reticulo endoplasmatico
(YORIMITSU e KLIONSKY, 2007), danos ao DNA (KATAYAMA et al., 2007) e por
espécies reativas de oxigénio (CHEN et al., 2009). Estudos demonstraram que 0
aumento da quantidade de espécies reativas de oxigénio influencia na capacidade
de autorrenovagdo em longo prazo das células-tronco (NAKA e HIRAO, 2011).
Outros autores demonstraram que células-tronco Atm-/- (uma serina/treonina
quinase envolvida em resposta a danos ao DNA) tinham elevada concetracao
instracelular de espécies reativas de oxigénio e ainda apresentavam reduzida
propriedade de autorrenovagdo (ITO et al.,, 2004). Ito e colaboradores também
demonstraram que as células-tronco de longa duracdo da medula 6ssea murina
foram fortemente positivas para pimonidazole, um marcador de hipdxia, sugerindo
gue baixa concentracdo de espécies reativas de oxigénio contribui para a
manutencdo do potencial de autorrenovacdo das células-tronco da medula éssea.
(ITO et al., 2006). Na autofagia também pode ocorrer degradacdo de mitocéndrias
lesadas, 0 que previne a geracao excessiva que espeécies reativas de oxigénio que
poderiam induzir danos ao DNA. A delecao condicional de Atg7 (gene essencial para
a montagem do autofagossomo) das células-tronco hemopoéticas e progenitoras em
camundongos resultou em anemia e linfopenia nos animais (MORTENSEN et al.,
2010). Observou-se ainda que as células-tronco e progenitoras acumularam
mitocondrias danificadas, elevada concentracdo de superoxido, danos ao DNA e
apoptose via ativacdo de caspase 3 (MORTENSEN et al., 2010).

De maneira sucinta, as proteinas que controlam o ciclo celular podem ser
classificadas em 3 grupos principais: ciclinas, quinases dependentes de ciclinas
(CDKs) e inibidores de CDKs. Entre os inibidores de CDKs estdo p27kip e
p2lwafl/cipl. A formacédo do complexo ciclina-CDK permite a progressao nas fases
do ciclo celular. Dados do nosso grupo mostraram que ocorre parada do ciclo celular
das células-tronco e progenitoras (correspondente ao fendtipo linhagem
hemopoética negativa) em animais desnutridos com aumento de expressdo dos
inibidores de progressao do ciclo celular p27kip e p21lwafl/cipl (NAKAJIMA et al.,
2014). A proliferagdo celular é dependente de varios fatores tais como
disponibilidade de glicose e aminoacidos, bem como a presenca de fatores de
crescimento. Os aminoacidos sao substratos da sintese proteica e também modulam
a atividade das vias de sinalizacdo que regulam este processo. A via do fator de

crescimento semelhante a insulina (IGF-1)/AKT e mTOR (o alvo da rapamicina em
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mamiferos) sdo duas vias que transmitem sinais de proliferacdo e sobrevivéncia das
células. Estas vias sdo dependentes da disponibilidade de nutrientes e de fatores de
crescimento que sinalizam a divisdo celular. Na presenca de um estimulo
proliferativo Akt pode fosforilar p21lwafl/cipl localizado no citoplasma e inibe a
atividade deste. Como resutlado, as CDKs ficam livres para promover a progressao
do ciclo celular. Sabemos que a DP afeta a via mTOR/AKT com reducgdo da forma
fosforilada de mTOR e AKT com consequente ativacdo da autofagia (BELTRAN,
2014) das células totais da medula 6ssea. Além disso, entre as principais
modulacdes exercidas por AKT estdo a regulacdo negativa dos fatores que inibem a
progressao do ciclo celular p27kip e p21wafl/cipl (ZHOU et al., 2001).

E possivel que as células-tronco de longa duracdo (LT-CTH)
expressem reguladores negativos de Akt ou mMTOR gue ndo estejam expressos na
CT-CTH ou nos progenitores multipotentes. Assim, as consequéncias da desnutricao
afetariam mais intensamente as células LT-CTH com parada do ciclo celular nestas
células. A presenca ou ativacao seletiva destes inibidores pode ser uma estratégia
celular para limitar a diferenciacdo na caréncia de nutrientes. Essa hipGtese tem
como fundamento estudos com células-tronco e progenitoras da retina de larvas de
Xenopus laevis na restricdo nutricional. Na restricdo nutricional as células-tronco da
retina pararam de proliferar e os progenitores comprometidos se diferenciaram mais
rapidamente. Os autores observaram que a restricAo de nutrientes inibiu a
proliferacéo e diferenciacdo de maneira dependente de mTOR apenas das células
progenitoras e nao nas células-tronco da retina (LOVE et al. 2014). Embora o ciclo
celular das células em proliferacdo opera em conjunto com o controle da
diferenciacdo, ndo esta completamente elucidado como a diferenciacdo é afetada

pela disponibilidade de nutrientes.

5.3 Aspectos 0sseos

Em relacdo as dosagens bioquimicas de calcio, fésforo e paratorménio (PTH)
séricos, ndo observamos diferencas entre os grupos controle e desnutrido. Nossa

hipotese inicial era de que a ingestdo diminuida de proteinas provocasse diminuigdo
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da absorcdo de célcio e consequente diminuicdo sérica de célcio. Em resposta a
diminuicdo da calcemia, os camundongos aumentariam a producdo de PTH.
Grudtner e colaboradores demonstraram que condi¢des de hipoproteinemia levam a
problemas de absorcdo em decorréncia do edema de mucosa e deficiéncia em
proteinas de transporte (GRUDTNER et al., 1997).

A manutencdo dos estoques corporais de calcio ocorre por meio da ingestao
alimentar e da absorcdo. A absorcdo de calcio ocorre por transporte ativo
(transcelular) dependente de 1,25 (OH),D3 e do receptor de vitamina D (VDR),
principalmente no duodeno (no qual h& expressdo significativa de VDR) e em
situacdes de baixa ingestdo de calcio. Quando ha ingestéo elevada de calcio ocorre
a difusdo passiva (paracelular) ao longo de todo o intestino delgado, por meio das
juncdes comunicantes localizadas entre as células epiteliais. Os mecanismos
moleculares-chave da passagem de célcio do lumen para dentro das células
dependem de canais apicais de calcio (localizados na membrana da borda em
escova), conhecidos como transient receptor potential cétion channel, vanilloid
family, members 6 and 5 (TRPV6 e TRPV5). Esses canais s&o regulados, direta ou
indiretamente, pela vitamina D e pelo célcio proveniente da alimentacdo, e séo
controlados por mecanismo de retroalimentacéo pelo célcio intracelular. Intestinos e
rins sdo os principais 6rgdos envolvidos no transporte de calcio, contribuindo para a
absorcdo do mesmo proveniente da alimentacdo e pela reabsorcdo tubular
(BRONNER, 2009). Também seria possivel que, mesmo sem haver alteracdes na
calcemia, 0 menor consumo de proteinas, per si, pudesse diminuir a sintese de PTH,
0 que nao verificamos. Em estudo com humanos, Campbell e colaboradores
demonstraram que o consumo diminuido de proteinas durante duas semanas, sem
alteracdes da ingestdo de célcio, ndo induziu aumento da concentracdo de PTH
(CAMPBELL et al., 2004).

E possivel que a menor ingestdo de proteinas ndo tenha afetado a absorgéo
intestinal de calcio, o que por sua vez, manteve a homeostase da calcemia e nao
induziu ao aumento da sintese de PTH. Desta forma, a diminuicdo da densidade
mineral 0ssea e as alteracfes da microarquitetura por nés encontradas nos animais
do grupo desnutrido sdo decorrentes de outros mecanismos. Outra hipétese € a de
gue seria necessario um intervalo de tempo maior do que cinco semanas para

promover diminuicdo na calcemia e aumento das concentragfes séricas de PTH.
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Também ndo observamos alteragcdes nas concentracdes séricas de fésforo.
Seria de se esperar que estivesse diminuida em virtude da menor ingestdo de
proteinas. E, entretanto, vale ressaltar que a mistura mineral que 0s animais
desnutridos receberam apresentava quantidade corrigida de fosfato e iguais em
todos os outros minerais.

Em relagdo a analise da densidade mineral dssea, padronizamos o0s
parametros de aquisi¢do in vivo e os de analise, em diferentes regides de interesse.
A densidade mineral 6ssea foi determinada pela quantidade de contetdo mineral por
volume de osso. Os animais utilizados no estudo apresentavam diferenga de, no
maximo, 2 dias de idade, em funcdo do nimero de animais fornecidos pelo biotério.

Observamos reducdo da densidade 0ssea em todas as regifes das corticais
dos fémures analisados. Entretanto, o programa de andlise ndo permitiu avaliar a
arquitetura trabecular. Assim, caracterizamos mais detalhadamente as regides
trabeculares para a determinacdo de parametros tais como numero, espessura,
distancia e orientacdo das trabéculas utilizando microtomografia computadorizada. A
diminuicdo da densidade 6ssea pode estar associada a baixa ingestédo de proteinas.
A proteina dietética desempenha papel importante na manutencdo da densidade
O0ssea e na massa muscular. A presenca de proteinas € uma importante fonte de
aminoacidos necessarios para o desenvolvimento e manutencao da estrutura 0ssea.
Entretanto, o efeito depende da quantidade e da fonte proteica (ROSSEN et
POLLAK, 1999).

A ingestéo de proteinas afeta a massa dssea por varios mecanismos: sintese
de proteinas estruturais colagénicas e ndo colagénicas e aumento das
concentracfes de IGF-1. O hormdnio de crescimento (GH) é o principal regulador
fisiol6égico da producdo hepética de IGF1. A concentracdo de IGF1 circulante esta
associada ao ganho de massa 0ssea e homeostase 6ssea. Individuos deficientes de
GH possuem baixas concentracfes séricas de IGF1 e menor massa 6ssea que 0S
normais (HOLMES et al., 1994), e o declinio de IGF1 sérico parece estar associado
a reducdo de massa 6ssea no envelhecimento (ROSEN e POLLAK, 1999). O
horménio IGF1 também é produzido no microambiente 6sseo pelos osteoblastos
corticais e trabeculares e, de fato, o maior reservatério de IGFs no organismo néo é
o figado e sim os o0ssos. Dados do nosso grupo demonstram reducdo na

concentracéo de IGF1 nesse modelo de desnutricdo (NAKAJIMA et al., 2014).
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A densidade mineral dssea se refere a quantidade de matéria mineral por
centimetro cubico de osso e permite a quantificacdo da massa éssea. Entretanto, é
uma medida pontual, estética, que ndo avalia as alteracdes dinamicas que ocorrem
no tecido 6sseo. A microarquitetura 0ssea € uma estrutura dinamica, em constante
mudanca em resposta a varios fatores tais como demandas metabdlicas, mecéanicas,
hormonais e inflamatdrias. A arquitetura e a composi¢cdo do 0sso sdo importantes,
pois, 0ssos longos sdo mais resistentes as forcas de tensdo do que 0S 0SSOS
pequenos, mesmo que estes apresentem densidade mineral equivalente. A
quantidade de trabéculas e o 0sso cortical de um determinado local também afeta a
resisténcia 0ssea e que é afetada por diversos fatores, como idade, género e
condicbes metabdlicas. O osso trabecular € um material ndo homogéneo,
consistindo em uma estrutura reticular porosa com uma area de superficie duas
vezes superior ao 0sso compacto. Estas caracteristicas conferem flexibilidade ao
0Sso trabecular e resisténcia a impactos mecanicos. Por outro lado, o osso cortical
confere rigidez. Locais que contém maior quantidade de osso trabecular sdo mais
frequentemente associados a fraturas (BURGHARDT et al.,, 2011). Além disso,
observamos, nos fémures de animais desnutridos maior quantidade de trabéculas no
formato de hastes em comparag¢do aos animais controles, o que também evidencia
maior susceptibilidade a fraturas (SHI et al., 2010) e caracteriza o quadro de
osteoporose. A osteoporose € uma doenca sistémica do esqueleto caracterizada por
diminuicdo da massa 6ssea e deterioracdo microarquitetural do tecido 6sseo, com
consequente aumento da fragilidade 6ssea e susceptibilidade a fratura. A diminuicédo
do peso do animal também provoca diminuicdo das cargas sobre o esqueleto,
desencadeando a reabsorcéo 6ssea (FROST, 1987). Observamos, ainda, aumento
do numero de osteoclastos nas regides trabecular e cortical dos fémures dos
animais desnutridos. O aumento da reabsorcdo Ossea na osteoporose esta
associado ao aumento do numero e da atividade de osteoclastos (WOOD et al.,
1992).

O envelhecimento provoca mudancas na microarquitetura trabecular com
grande influéncia nas propriedades biomecanicas do 0sso. Estudos em voluntarios
humanos indicaram diminuicdo média de 27% do volume trabecular na regido distal
do radio de mulheres e homens com idades de 20 a 90 anos. No entanto, as
mulheres, em sua maioria, exibiram diminuicAo do numero de trabéculas e

consequente aumento na distancia entre as mesmas. JA os homens mostraram
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diminuicdo da espessura trabecular (KHOSLA et al., 2006). Além disso, a
microarquitetura do osso trabecular influencia significativamente a resisténcia 6ssea,
independentemente da densidade mineral 6ssea. Biopsias 6sseas de pacientes com
osteopenia com ou sem historico prévio de fraturas, mostraram que apesar de néo
haver diferencas no volume trabecular ou na espessura trabecular, pacientes com
fraturas anteriores tinham maior separacao trabecular em comparagdo as pacientes
sem fraturas (LEGRAND et al., 2000).

A matriz 0ssea depende de componentes organicos e inorganicos que
contribuem para as caracteristicas de dureza, resisténcia a fraturas. Defeitos na
composigcdo ou organizagdo da matriz mineralizada podem levar ao aumento da
fragilidade &ssea. Verificamos em cortes histologicos de animais desnutridos,
diminuicdo de colageno tipo |, osteonectina e osteocalcina na regido cortical dos
fémures e observamos também aumento do depdsito de OPN na regido cortical dos
animais desnutridos. Adicionalmente, os resultados da coloracdo com Picrossirius
evidenciaram presenca de colageno tipo Il e desorganizacéo das fibras colagénicas
nos cortes histoldégicos da medula 6ssea dos animais desnutridos.

O colageno apresenta dois tipos de ligacbes cruzadas: ligacdes
intramoleculares que ocorrem entre as cadeias a na molécula de tropocolageno e
ligacBes intermoleculares que ligam uma tripla hélice a outra e sdo essenciais para o
mecanismo de estabilidade da fibra de colageno. Anormalidades nas ligacGes
cruzadas do colageno também estdo associadas ao aumento do risco de fratura
(OXLUND et al., 1995). A orientacéo das fibras de colageno também foi identificada
como importante preditor de resisténcia a tracdo do osso (MARTIN e ISHIDA, 1989).
Ossos de camundongos SAMPG6, que apresentam desorganizacdo das fibras de
colageno, sdo mais frageis, com reducdo de 23% na forca 6ssea. Outros estudos
mostraram que 0S 0Ss0s de pacientes com osteoporose apresentaram expressao
alterada de colageno tipo Il e IV quando comparados com individuos saudaveis
(BAILEY et al., 1993). A conformacédo tripla hélice do colageno fornece grande
resisténcia as forcas de tensdo, apresentando assim grande resisténcia a tracao.
Portanto, a desorganizacdo estrutural do colageno resulta em aumento da
fragilidade Ossea. Durante o reparo cicatricial ocorre inicialmente a sintese e
depdsito de colageno tipo Il o qual é gradativamente substituido por colageno tipo |
a medida que ocorre a maturacdo do tecido cicatricial. Varias desordens do

metabolismo do colageno afetam a qualidade Ossea, tais como, escorbuto,
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Osteogénese imperfeita, sindrome de Marfan e sindrome de Ehlers-Danlos
(UNNANUNTANA et al., 2011).

Em relacdo as proteinas ndo colagénicas, apesar de estarem presentes em
pequena porcentagem no volume Osseo, controlam o crescimento, formato e
tamanho dos cristais de hidroxiapatita. A diminuicdo de expresséo de osteonectina e
osteocalcina na regido cortical do fémur dos animais desnutridos, evidenciamos que
a desnutricAo comprometeu a sintese destas proteinas pelos osteoblastos
prejudicando, assim, a mineralizacdo da cortical. Desequilibrios na remodelagéo
0ssea em pacientes com osteoporose também estdo associados a alteracdes na
arquitetura do osso cortical com aumento da porosidade. O canal de Havers, no
0Sso cortical, proporciona uma superficie para a acdo dos osteoclastos, o que pode
aumentar o diametro dos canais, aumentando assim a porosidade do o0sso e levando
a trabecularizacdo do osso cortical, que, consequentemente, compromete a forca
0ssea (COOPER et al., 2007).

Ainda em relacdo a avaliacao histologica verificamos aumento do numero de
osteoclastos nas regides corticais e trabeculares nos cortes histolégicos dos fémures
dos animais desnutridos. Este resultado evidencia um desequilibrio na homeostase
0ssea com aumento da diferenciacdo das células da linhagem monocitica para
osteoclastos (FACCIO et al., 2002). Além disso, pode, em parte, justificar as
alteracdes estruturais evidenciadas pelo estudo da microarquitetura 6ssea.

Outra questdo a ser discutida é a participacdo dos osteoclastos na
hemopoese. As células-tronco e progenitoras residem, preferencialmente, nos 0ssos
trabeculares e metafise dos ossos longos (NILSON et al., 2001). Na regido
trabecular o continuo remodelamento pelos osteoclastos libera calcio e este se liga
aos receptores dependentes de calcio presentes nas células-tronco da medula
O0ssea. Adams e colaboradores mostraram reducédo da celularidade e do nimero de
células-tronco hemopoéticas em camundongos cujas células-tronco eram deficientes
para o receptor de célcio (ADAMS et al., 2006). A administracdo farmacolégica de
um composto calcimimético as células-tronco de fendtipo LSK, aprovado para
tratamento de hiperparatireoidismo secundario, aumentou a sensibilidade dos
receptores ao calcio extracelular. As células-tronco foram transplantadas para
camundongos e verificou-se que estas se distribuiram preferencialmente na regiao
endosteal e houve aumento da expressdao de CXCR4 (LAM et al., 2011). Este

receptor favorece a permanéncia das células-tronco no endosteo.
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Os osteoclastos, quando ativos, produzem catepsina-K para o
compartimento lisossomal que realiza a degradagdo da matriz de hidroxiapatita.
Além desta funcéo Kollet e colaboradores verificaram que a catepsina-K participa da
clivagem da citocina CXCL12 produzida pelo osteoblasto e que promove ancoragem
das células-tronco no nicho endosteal (KOLLET et al., 2006). Como resultado, maior
namero de células-tronco foi observado no sangue periférico. Entretanto, h&
necessidade de mais estudos devido a falta de um animal catepsina-K knockout.
Kollet e colaboradores também verificaram que a metaloproteinase 9 (MMP-9)
contribui para o recrutamento de células-tronco para a circulacdo ao estimularem a
ativacdo de RANKL nos osteoclastos com clivagem de CXCR4 nas células-tronco
(KOLLET et al., 2006). A participacdo de MMP-9 também foi observada em estudo
gue usou G-CSF na mobilizacdo de CTH da medula 6ssea murina. Na mobilizacédo
das CTH, a medula 6ssea cria um ambiente altamente proteolitico pela producéo de
MMP-9, esterases de neutrofilos e catepsina-K acumuladas na medula éssea
durante o tratamento do animal com G-CSF (LEVESQUE et al., 2002). MMP-9
também é produzida por neutréfilos, mondcitos e macréfagos. Nos neutrdfilos a
MMP-9 é estocada em granulos especificos e pode ser rapidamente liberada no
microambiente medular (KJELDSEN et al., 1994). Além disso, outro estudo verificou
falha na mobilizacdo das CTH em animal knockout para MMP-9 e demonstrou que
esta metaloproteinase participa da liberacdo do ligante de c-kit e permite a liberacdo
das CTH do nicho endosteal (HEISSIG et al., 2002). Estas observacdes podem levar
o estudo futuro da participacdo dos osteoclastos em nosso modelo experimental e,
atualmente, a sinalizacdo do calcio nas células-tronco é alvo de estudo em nosso
grupo.

Apos confirmacdo de que nosso modelo experimental promoveu alteracées
da microarquitetura Ossea com comprometimento principalmente da regido
trabecular, realizamos o isolamento das células da regiao endosteal. Os tratamentos
com colagenase mostraram-se eficientes na remocéao das células. Verificamos que a
morfologia das células removidas correspondia aos osteoblastos, ou seja, células de
aspecto cuboide, nucleo polarizado e citoplasma basofilico. A analise dos cortes
histologicos apds remogéao celular evidenciou que os tratamentos foram eficientes.

A imunofenotipagem demonstrou que as células hemopoéticas e Sca-1
positivas foram removidas e que as células isoladas expressaram OPN, confirmando

a presenca de osteoblastos na populacdo celular isolada. H& um consenso de que
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as células da linhagem osteoblastica sdo CD45CD31Terl19Scal” e OPN®
(MAYACK et WAGERS, 2008). Verificamos, por citometria de fluxo, que os
osteoblastos isolados dos animais do grupo desnutrido expressaram maior
porcentagem de OPN (Figura 38) em relacdo ao grupo controle, o que corrobora o
resultado observado na imunofluorecéncia para OPN no qual, observamos maior
expressdo de OPN justamente no grupo desnutrido (Figura 26).

Uma das funcdes da OPN no nicho endosteal é controlar o tamanho do pool
de CTH. Estudos com camundongos OPN” sugerem que tal proteina seja um
regulador negativo do pool de CTH, uma vez que animais OPN” apresentaram
maior porcentagem de CTH (4,11%) quando comparado ao grupo OPN*" (0,93%)
caracterizadas imunofenotipicamente como Scal'/c-kit" (STIER, 2005). E possivel
gue a desnutricdo induza o aumento da expressao de OPN pelos osteoblastos para
regular o tamanho do pool de CTH, uma vez que observamos menor quantidade de
células LSK nos animais desnutridos. A OPN também pode induzir autofagia. Os
mecanismos pelos quais a osteopontina induz a autofagia sdo pouco elucidados,
entretanto, sabe-se que esta ativacao, ocorre, em parte, pela ligacdo da OPN com o
CD44. OPN contém uma regido amino-terminal com sequéncia de aminoacidos RGD
(arginina, glicina e aspartato) que pode se ligar as integrinas. Em estudo com células
vasculares endoteliais, o blogqueio de CD44 com anti-CD44 inibiu a autofagia
induzida por OPN (ZHENG et al., 2011). Desta forma, parece que a desnutricdo
favorece a expressdo de OPN pelos osteoblastos para manter a quiescéncia e
induzir a autofagia das células-tronco.

A literatura também mostra que a expressdo de CD44 é importante para a
manutencdo da quiescéncia das células-tronco no nicho endosteal. Portanto,
decidimos avaliar os receptores presentes nas CTH que interagem com o0s
osteoblastos, CD44, CXCR4, Tie-2 e Notch-1 e verificamos diminuicdo da
intensidade média de fluorescéncia de CD44 na populacdo de células LSK e LT-
CTH no grupo desnutrido. Além disso, verificamos diminuicdo da producdo de CD44
pela menor expressao génica nas células-tronco de longa duragédo (LT-CTH). Esse
resultado nos pareceu contraditério, mas na literatura verificamos ha varios relatos
sobre a diminuigdo de CD44 e alteragbes na hemopoese. A participagcdo de CD44 na
regulacdo da hemopoese foi primeiramente descrita por Miyake em 1990. Nos
experimentos realizados pelo autor a administracdo de anti-CD44 a cultura de longa

duracdo de ceélulas da medula O6ssea bloqueou a proliferacdo das células das



156

linhagens mieloide e linfoide (MIYAKE et al., 1990). O mesmo efeito foi observado
por Khaldoyanidi e colaboradores ao utilizarem anti-CD44 (clone IM7). Neste mesmo
trabalho os autores ndo observaram a formacdo das areas de coblestonne nas
culturas celulares tratadas com anti-CD44 (KHALDOYANIDI et al.,, 1996). Esses
dados corroboram os nossos resultados, pois as células LSK e LT-CTH expressam
menos CD44 e esses animais também apresentam diminuicdo dos precursores de
células das linhagens linfoide, mieloide e megacariocitica.

O CD44 é um receptor de superficie de para acido hialurénico, osteopontina,
coldgeno e metaloproteinases o que confere mdultiplas funcbes na regulacdo da
proliferacdo, adeséo, sobrevivéncia e apoptose (THORNE et al., 2004). As funcdes
de CD44 estdo associadas as isoformas de CD44. O gene CD44 codifica varias
proteinas de superficie celular formadas por splicing alternativo de seus exons
(LYNCH, 2004). Este gene é constituido por 20 exons, dos quais 10 sé&o
denominados exons constantes e sdo expressos em todos os tipos celulares, essa é
a isoforma padrédo CD44s. Os demais exons podem ter splicing alternativo e serem
incorporados aos exons padrdes e gerar as variantes CD44v (LYNCH, 2004). As
isoformas variantes CD44v6 e CD44v10 apresentam sitio de ligacdo para OPN
(TODARO et al., 2014; MEGAPTCHE et al., 2014). A isoforma CD44v6 é expressa
em diferentes tipos de neoplasias malignas e pode atuar como molécula promotora
do crescimento e invaséo tumoral (GONG et al., 2005).

A fim de avaliarmos a importancia da interacdo OPN-CD44 realizamos 0s
ensaios de cocultura das células LSK e osteoblastos MC3T3-E1 na auséncia ou
presenca de anti-CD44. Inicialmente verificamos que esta linhagem de osteoblastos
expressa osteopontina quando cultivada na presenca de meio de inducgéo
osteogénico. Em relacdo ao cultivo das células LSK, optamos por utilizar a
combinacdo de SCF, IL-3 e IL-6 para manutencdo da cocultura. As citocinas
presentes no nicho hemopoético modulam o potencial de expansao, diferenciacao e
maturacdo das CTH murinas. Na literatura ha descricdo de diferentes combinacdes
de citocinas utilizadas na expansdo de CTH. Esta combinacéo foi a que induziu
maior proliferacdo de células LSK apos 7 dias de cultura (LUl et al.,, 2014).
Observamos menor proliferacdo das células LSK dos animais desnutridos quando
em cocultura com os osteoblastos em relagdo as células LSK do grupo controle.
Esse dado corrobora o observado in vivo evidenciando a menor capacidade

proliferativa das células LSK do animal desnutrido.
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Além da caracterizagcdo imunofenotipica das células isoladas, realizamos
cultura destas células em meio contendo indutores de diferenciagdo osteogénica.
Verificamos que as células dos animais desnutridos expressaram menor quantidade
de fosfatase alcalina e produziram menor quantidade de pontos de mineralizacao
nos pogos da placa de cultura. A menor capacidade de mineralizagdo dos
osteoblastos dos animais desnutridos foi evidenciada também pela quantificacdo do
vermelho de alizarina. Esses resultados evidenciam comprometimento da funcéo
dos osteoblastos dos animais desnutridos.

Na etapa seguinte evidenciamos diminuicdo da expressdo de osterix, por
Western blotting, nos osteoblastos dos animais desnutridos. Esta diminuicédo
evidencia um possivel blogueio maturativo nas células da linhagem osteogénica.
Nosso grupo ja constatou o bloqueio maturativo das células da linhagem
hemopoética em animais desnutridos (VINOLO et al., 2008). A administracdo do
quimioterapico 5-fluoroacil nos animais também demonstrou que as células dos
animais desnutridos ndo reestabeleceram a hemopoese normal (BORELLI et al.,
2009). Importante ressaltar que, o bloqueio maturativo das células da linhagem
osteogéncia em animais desnutridos ndo esta descrito na literatura até o presente
momento. Runx2 e osterix sdo essenciais para a diferenciacdo dos osteoblastos.
Durante a diferenciacdo osteogénica, Runx2 e osterix sao fatores de transcricdo que
desempenham papel importante no processo de diferenciacdo celular. Runx2 esta
presente nos osteoblastos em todas as etapas de diferenciacdo celular, desde os
osteoprogenitores até o0s osteoblastos maduros. Runx2 direciona células
mesenquimais multipotentes para a linhagem osteoblastica inibindo a diferenciacédo
em adipdcitos e condrocitos. Uma vez diferenciados em pré-osteoblastos osterix e
Runx2 estimulam a diferenciacdo dos mesmos em osteoblastos imaturos, que
produzem proteinas da matriz 6ssea. Runx2 inibe a maturacdo dos osteoblastos e a
transicdo em ostedcitos, mantendo osteoblastos em um estagio imaturo (KOMORI,
2003). O blogueio maturativo de osteoblastos também esta relacionado a patologias
hematolédgicas. Estudo demonstrou que a delecdo da enzima Dicerl que processa
mMiRNA de osterix afetou de maneira seletiva a diferenciacdo osteogénica e
acarretou o desenvolvimento de sindrome mielodisplasica em camundongos
(RAAIJMAKERS et al.,, 2010). A perda de mineralizacdo 6ssea e defeitos na
diferenciacdo osteogéncia também foram observadas em modelo murino de
leucemia mieloide aguda (FRISCH et al., 2012).
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Ainda em relacdo a expressdo proteica nos osteoblastos, verificamos a
diminuicdo da expressédo de osteoprotegerina (OPG) nos mesmos. A OPG é uma
proteina expressa pelos osteoblastos que inibe a formacdo e a atividade dos
osteoclastos, ligando-se ao RANKL e impedindo sua ligacdo ao RANK (BLAIR e
ATHANASOU, 2004). A diminuicdo da expressdo de OPG diminui a razao
OPG/RANKL e permite que as moléculas de RANKL fiquem livres para se ligarem
aos receptores RANK presentes nos osteoclastos, permitindo, portanto, a formacao
e atividade dos mesmos. A ligacdo RANKL/RANK inibe a apoptose dos osteoclastos
e desencadeia a atividade osteoclastica dos mesmos (KAZAMA et al. 2001). Os
efeitos catabdlicos de RANKL sé&o inibidos pela OPG, um membro da familia de
receptores de TNF que se liga a RANKL e, assim, impede o acesso de RANKL a seu
receptor RANK. O equilibrio entre a quantidade de RANKL e OPG é determinante da
osteoclastogénese. Este resultado corrobora a ideia de que nos animais desnutridos,
o0 estimulo para a reabsorcdo 6ssea é maior e por isso foram observadas as
alteracbes Osseas estruturais e histoldégicas. Um dos fatores que controlam a
producdo de OPG pelos osteoblastos € o paratorménio (PTH). O PTH ao se ligar ao
seu receptor nos osteoblastos induz a secrecdo de OPG (TALMAGE e NOBLEY,
2008). Entretanto, em nosso modelo de estudo, ndo podemos atribuir a diminuicao
da expressdo de OPG a acdo direta do PTH, pois ndo evidenciamos alteracdes
significativas nas concentracdes deste hormonio.

A ativacdo osteoclastica pode, ainda, ser favorecida pela acdo do fator M-CSF
sobre os pré-osteoclastos. O M-CSF é uma molécula crucial no controle da
maturacdo e comprometimento dos precursores de osteoclastos, atuando também
na regulacéo positiva do RANK (mediador na formacao de osteoclastos) (EDWARDS
e MUNDY, 2011). Sua acado na osteoclastogénese tem inicio no momento em que 0s
fatores de transcricdo PU.1 e MITF, presentes nos progenitores mieloides, ativam a
expressdo de seu receptor. A ligacdo do M-CSF ao seu receptor promove a
expressdo de RANK nos precursores de osteoclastos, possibilitando uma interacdo
osteoblasto/osteoclasto através da ligagdo RANKL/RANK. Uma vez que ocorra a
ligagdo RANKL/RANK, quinases intrinsecas ativam e fosforilam moléculas de
sinalizacdo e recrutam fatores receptores ativadores de TNF (TRAFs),
especialmente TRAF 1, 2, 3, 5 e 6, sendo que a TRAF6 promove a ativacdo de
NFkB, JNK, c-Fos, c-Myc e NFATcl, levando a ativacdo dos progenitores,
maturacdo e ativacdo dos osteoclastos (BOYCE, 2013; EDWARDS e MUNDY,
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2011). Em nosso modelo experimental, n&o observamos alteragbes nas
concentracbes de M-CSF no lavado medular dos animais. Assim, outros fatores
podem estar associados a ativacdo dos osteoclastos.

A fim de continuarmos nossa investigacao acerca dos fatores que poderiam
contribuir para a permanéncia das células-tronco no nicho endosteal, optamos por
avaliar a expresséo génica de CXCL12, angiopoetina (ANGPT1), jagged (JAG2) e N-
caderina (CDH2). Verificamos diminuigdo significativa da expressdo génica de
angiopoietina 1 (ANGPT1) nos animais desnutridos. A via de sinalizacdo Angl/Tie2
promove a manutencao das CTH em quiescéncia e é mediada pela interacdo entre
angiopoietina 1 (ANGPT1) produzida por osteoblastos e o receptor Tie2 presente
nas CTH. A ativacao dos receptores do tipo tirosina quinase Tie2 mantém as CTH
no nicho hemopoético e induzem saida em GO (ARAI et al., 2005). Verificamos
diminuicdo da expressdo génica de ANGPT1 nos animais desnutridos. Este
resultado € desfavoravel a permanéncia das células-tronco em quiescéncia no nicho
endosteal. Outra funcdo a ser avaliada é a funcdo da angiopoetina na formacéao
O0ssea. Embora os osteoblastos expressem angiopoietina 1, o papel desta proteina
na formacdo Ossea permanece pouco elucidado. Suzuki e colaboradores
demonstraram que a superexpressdo de angiopoietina em osteoblastos de animais
transgénicos (Angl-Tg) resultou em aumento da massa Ossea e melhores
parametros ésseos in vivo quando comparados ao tipo selvagem. Os animais
também apresentavam maior nimero de células endoteliais vasculares nos animais
Angl-Tg evidenciando relacdo entre osteoblastos e células endoteliais (SUZUKI et
al., 2007). Em outro estudo, a superexpressdo de angiopoietina em ostoblastos
melhorou a propriedade das células-tronco de fenétipo LSK em reconstituir a medula
O0ssea a longo prazo. Os autores observaram que a superexpressao de
angiopoietina aumentou a capacidade de diferenciacao das células LSK (IKUSHIMA
et al., 2013). Essas observacgOes justificariam nosso resultado de diminuicdo de
angiopoietina nos desnutridos sugerindo que, embora classicamente, a funcdo da
angiopoetina seja induzir a quiescéncia celular, o fato da DP ter prejudicado a
diferenciacéo dos osteoblastos comprometeu a sintese de angiopoietina.

Em resumo, encontramos nosso modelo experimental de desnutricdo
proteica, comprometimento da microarquitetura 0ssea, prejuizo da diferenciacdo
osteogénica, aumento da expressdo de osteopontina e osteoprotegerina e

diminuicdo da sintese de angiopoietina nos osteoblastos. Também encontramos
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aumento do numero de osteoclastos no fémur dos animais. Em relacdo ao sistema
hemopoético houve diminuicdo do numero de células-tronco com capacidade de
reconstituir a hemopoese em longo (LT-CTH) e curto prazo (CT-CTH), diminuicdo do
namero de progenitores multipotentes. O ciclo celular das células LT-CTH também
estava comprometido com aumento do numero de células em quiescéncia. As
células LSK dos animais desnutrido também apresentaram menor expressao de
CD44 e menor capacidade proliferativa quando em cocultura de osteoblastos
MC3T3-EL1.
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6 CONCLUSOES

Concluimos que a DP promoveu alteracdes tanto no tecido 6sseo quanto nas
células-tronco hemopoéticas. Entretanto, ndo podemos afirmar que as alteracbes
observadas no sistema hemopoético foram decorrentes exclusivamente de
alteracdes do nicho endosteal. E possivel que caracteristicas intrinsecas as células-
tronco também tenham acarretado as alteracbes da hemopoese nos animais

desnutridos.
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8 ANEXOS

8.1 Informacgdes para os membros da banca julgadora

UNIVERSIDADE DE SAO PAULO

Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas
Secretana de Pos-Graduacdo

Informacdes para os Membros de Bancas Julgadoras de
Mestrado/ Doutorado

1. O candidato fara uma apresentac@o oral do seu trabalho, com duracdo
maxima de trinta minutos.

2. Os membros da banca fardo a arglicdo oral. Cada examinador
dispora, no maximao, de trinta minutos para argiir o candidato, exclusivamente sobre
o tema do trabalho apresentado, e o candidato dispora de trinta minutos para sua

respasta.

2.1 Com a devida anuéncia das partes (examinador e candidato), &
facultada a arglic3o na forma de didglogo em até sessenta minutos por examinador.

3. A sessdo de defesa sera aberta ao publico.

4, Terminada a arglicdo por todos os membros da banca, a mesma se
reunira reservadamente e expressara na ata (relatoro de defesa) a aprovacio ou
reprovacao do candidato, bassando-se no trabalho escrito e na arguicdo.

4.1 Caso algum membro da banca reprove o candidato, a Comiss3o
Julgadora devera emitir um parecer a ser escrito em campo exclusivamente indicado
na ata.

4.7 Sera considerado aprovado o aluno que obtiver aprovacdo por
unanimidade ou pela maioria da banca.

5. Ddwvidas poderdo ser esclarecidas junto a Secretana de Pos-
Graduacdo: pgfarma@usp.br, (11) 3091 3621.

530 Paulo, 23 de maio de 2014.

Prof. Dr. Adalberto Pessoa Junior
Presidente da CPG/FCF/USP

A, Prol Lineu Presies, 580, Bloc 13 A - Cidade Unkarsilios - CEP 05508900 - 55> Paiils - &P
Foma: (11) 3084 3521 - Fax (11) 3081 3141 — e-mail: pglarmaBusp. v
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FACULDADE DE CIENCIAS FARMACEUTICAS
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A. Comisséo de ética no Uso de Animais da Faculdade de Ciéncias
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“Avaliacao do nicho endosteal na hematopoese de camundongos
submetidos a desnutri¢ao proteica.” (Protodolo CEUA/FCF/346), de
responsabilidade da Profa. Dra. Primavera Borelli, esta de acordo
com as normas do Conselho Nacional de Controle de Experimentagao
Animal - CONCEA e foi APROVADO em reunido de 06 de fevereiro

de 2012.

Sao Paulo, 07 de fevereiro de 2012.

arco Antonio Stephano

Coordenador daComissado de Etica no Uso de Animais
; CEUA/FCF/USP

Av. Prof. Lineu Prestes, 580 - Bloco 13 A - Cidade Universitaria - CEP 05508-800 - S3o Paulo - SP
Fone: (11) 3091-3622 / Fax: (11) 3091-3677 - e-mail: ceuafcf@usp.br
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8.4 Curriculo Lattes

Maristela Tsujita

@ Enderego para acessar este CV:hitp: / flattes.cnpa.br/ 1539315703574845

(@ Ultima atualizagio do curriculo em 07/12/ 2015

Resumo informado pelo autor

Possui graduagio em FARMACIA E BIOQUIMICA pela USP (1999) e mestrado em Farmacia (Analises Clinicas) pela USP (2004). Professora da Universidade Paulista e
doutoranda em Hematologia na Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas da USP. Tem experiéncia na drea de Hematologia Clinica, com énfase em Criopreservacio, diagndstico

de leucemias por imunofenctipagem e estude ne nicho hematopoetico.
(Texto informado pelo autor)

Formacao académica/titulagdo

2012 Doutoradc em Farmacia (Analises Clinicas)
Universidade de S&o Paulo, USP, Sao Paulo, Brasil
Titulo: Participag &0 do nicho na

ec & desnutrig&o proteica
Orientador: Primavera oren &0
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Universidade de Sao Paulo, USP, Sao Paulo, Brasil
Titulo: Estudo da S-nitrosilag 0 de RAS e participag o das MAP quinases (ERK, JNK E p38) na apoptose de células THP-1 induzidas por éxido nitrico., Ano de obteng &0
2004

Orientador: HUGO PEQUEND monTERC 8D

1995 - 190990 Graduagic em FARMACIA E BIOQUIMICA
Universidade de S#o Paule, USP, Sac Paulo, Brasil

Atuacdo profissional

1. Universidade Paulista - UNIP

Vinculo
instituct
2002 - Atual Vincule: Prefessera , Enguadramento funcional: Professora, Regime: Parcial
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Prémios e titulos
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2014 Melhor paster na categoria doutorado., XIX Semana Farmac éutic a de Cigncia e Tecnologia
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2013 Melnor pdster, Congresso Brasileiro de Hematologia, Hemoterapia e Terapia Celular
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