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Resumo

Beltran, J.S.0. A participacdo da autofagia na regulacdo da célula-tronco

hemopoética em camundongos knockouts para Atg7 e transglutaminase 2.
2018. 134 f. Tese (Doutorado) - Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas, Universidade de S&o
Paulo, S&o Paulo, 2018.

A desnutricdo € um dos principais problemas de saude publica do mundo, que
contribui significativamente para o aumento da morbidade e mortalidade. Estima-se um total
de 815 milhdes de pessoas subnutridas no mundo, e apesar da melhoria dos recursos
alimentares o numero de pessoas desnutridas ainda € alarmante. Estudos de nosso
laboratério tem demonstrado, em modelo murino de desnutricdo proteica, hipoplasia
medular com evidéncias histolégicas de alteracbes na matriz extracelular (MEC) e
permanéncia da célula-tronco hemopoética (CTH) na fase GO/G1l do ciclo celular em
camundongos desnutridos. Dados deste trabalho evidenciaram alteragdes nas proteinas Akt
/mTOR, que podem contribuir para 0 aumento da expresséo autofagica nas CTHs e CTPHs
(célula-tronco progenitora). A literatura demonstra que desequilibrios nutricionais e
metabdlicos podem induzir ativacdo autofagica. Autofagia é um processo catabdlico que
participa da manutenc&o da homeostase celular, da MEC e na regulagéo das CTHs, dados
deste trabalho demonstram diminuicdo da quantidade de CTH e CTPH em camundongos
desnutridos sem a presenca do gene Atg7, proteina participativa no processo autofagico. Ja
camundongos com delecdo da transglutaminase 2 (TG2) e submetidos a privacdo de
nutrientes por 24 horas , apresentou diminuicdo da quantidade de CTH e aumento da
diferenciacdo da CTPH. A TG2 tem participacdo na impulsdo e formacédo do fagéforo
(processo inicial autofagico). Considerando que a desnutricdo proteica leva a
comprometimento da hemopoese, alteragdes no ciclo celular das CTHs e hipoplasia medular
com pancitopenia periférica e que privacdo e ou jejum prolongado de nutrientes pode
aumentar a atividade autofagica, concluimos nesse projeto que autofagia € importante para
regulacéo da CTH e diferenciacdo da CTPH, entretanto a desnutricdo proteica e privacéo de

nutrientes estimula de maneira diversa o mecanismo de diferenciagdo da CTH.

Palavras chaves: Desnutricdo, autofagia, célula-tronco hemopoética, ATG7 e

transglutaminase 2



ABSTRACT

Beltran, J.S5.0. The participation of autophagy in hemopoietic stem cell regulation in
mice Knockouts for Atg7 and transglutaminase 2. 2018. 134 f. Thesis (PhD) - Faculty of

Pharmaceutical Sciences, University of S&o Paulo, Sdo Paulo, 2018.

Malnutrition is one of the world's major public health problems, which contributes
significantly to increased morbidity and mortality. An estimated 815 million people are
undernourished in the world, and despite the improvement in food resources the number of
undernourished people is still alarming. Studies of our laboratory have demonstrated in
murine model of protein malnutrition, medullary hypoplasia with histological evidence of
extracellular matrix (ECM) changes and hemopoietic stem cell (HSC) stay in the GO/ G1
phase of the cell cycle in malnourished mice. Data from this work showed alterations in Akt /
MTOR proteins, which may contribute to the increase of autophagic expression in HSC and
HPC (progenitor stem cell). The literature demonstrates that nutritional and metabolic
imbalances can induce autophagic activation. Autophagy is a catabolic process that
participates in the maintenance of cellular homeostasis, ECM and in the regulation of HSC,
data from this work demonstrate a decrease in the amount of HSC and HPC in malnourished
mice without the presence of the Atg7 gene, a participatory protein in the autophagic
process. Mice with transglutaminase 2 deletion (TG2) and submitted to nutrient deprivation
for 24 hours showed a decrease in the amount of HSC and an increase in the differentiation
of HPC. TG2 plays a role in the uptake and formation of phagophore (autophagic initial
process). Considering that protein malnutrition leads to hemopoiesis, alterations in the cell
cycle of HSC and spinal cord hypoplasia with peripheral pancytopenia, and that prolonged
nutrient starvation or fasting may increase the autophagic activity, we conclude in this project
that autophagy is important for regulation of HSC and differentiation of HPC, however,
protein malnutrition and nutrient deprivation stimulate in a different way the mechanism of
differentiation of HSC.

Keywords: Malnutrition, autophagy, hemopoietic stem cell, ATG7 and transglutaminase 2
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1. INTRODUCAO

1.0 Autofagia

1.1 Conceito

A autofagia (auto- proprio + fagia- comer/alimentar-se) € um processo catabolico
utilizado pelo organismo para manter o equilibrio entre a sintese, a degradacdao e reciclagem
de componentes celulares, desempenhando assim um papel importante no crescimento,
desenvolvimento e homeostase celular (MORGAN-BATHKE, 2013).

A caracterizagdo da via autofagica foi inicialmente realizada em leveduras, sendo
identificados em torno de 30 genes ATGs (THUMM et al.,1994). Experimentos realizados

em hepatocitos de mamiferos demonstrou a presenca de mais 8 genes que regulam as
ATGs, desde a etapa da formacdo até a maturacdo dos autofagossomos (LIPPAI et
al.,2014). Estes estudos demonstraram a importancia dos niveis de nutrientes, status de
energia e regulacdo hormonal como principais reguladores da autofagia. Além disso,
estresse, por exemplo a hipéxia e acumulacdo de espécies reativas de oxigénio (EROS)
também pode induzir autofagia

Até 0 momento, existem trés tipos descritos ou conhecidos de autofagia: a autofagia
mediada por chaperonas, a microautofagia e a macroautofagia. Na autofagia mediada por
chaperonas, proteinas citoplasmaticas que possuem chaperonas ligadas sdo entregues aos
lisossomos para degradacdo (LOOS, 2013). Chaperonas sdo as proteinas do reticulo
endoplasmatico rugoso responsavel pelo dobramento correto das proteinas celulares
(MASSEY, 2004). Na microautofagia, ocorre o englobamento de componentes celulares
diretamente pelos lisossomos das células, por invaginacdo, protusao e/ou septacédo da
membrana do lisossomo, e em seguida, ocorre a degradacéo destes componentes celulares
(DAY, 2010). Portanto, a microautofagia € considerada como autofagia ndo seletiva ou
seletiva direta de material citoplasmatico pela membrana lisossomal, ou seja, ndo ha

necessidade da formagéao do fagoforo.

A macroautofagia € mais bem caracterizada e altamente a mais conservada entre 0s
trés tipos e é responsavel por mais de 90% da autofagia celular A via de sinalizacdo é
também a melhor caracterizada neste processo, principalmente no metabolismo e morte
celular (LOOS, 2013). O processo autofagico é induzivel por: privacdo de nutrientes, hipoxia
e toxinas, para auto-digerir proteinas e organelas, a célula passa por um processo de
nucleacdo, através da formacé&o de uma estrutura inicial, de membrana dupla e lipidica
chamada de fagoforo, a qual depende de um complexo multi-proteico, envolvendo as

proteinas Beclin-1 e PI3K e regulada pela proteina mTOR , ou seja, autofagia canénica. A



24

partir disto, inicia-se o processo de envolvimento de componentes celulares citoplasmasticos
como: proteinas e organelas (MIZUSHIMA, 2007). As proteinas PI3K Il (fosfatidilinositol 3-
guinase classe lll), conhecida também como Vps34, UVRAG (gene resistente associado a
irradiac&o ultravioleta), BCL2 (B cell CLL/lymphoma 2), BIF-1( Bax-interacting fator 1),
Beclin-1, Ambra 1 (autofagia / Beclin 1 regulador 1), VMP1 e ICP34 (figura 1) participam da
nucleacaol/iniciacdo do processo autofagico, ou seja, da formacdo do fagéforo (ZHOU et
al.,2016 e WARD et al.,2016).

O fagoforo pode ser oriundo de diversas organelas, tais como: membrana
plasmaética, mitocéndria, complexo de Golgi, reticulo endoplasmaético (RE) e sitios de contato
entre o reticulo endoplasmatico e mitocondrias (HAYASHI-NISHINO et al.,2009; YLA-
ANTTILA et al.,2009; RAVIKUMAR et al.,2010; HAILEY et al.,2010 LAMB et al.,2013;
HAMASAKI et al.,2013; GE et al.,2013). O reticulo endoplasméatico atua como uma rede de
distribuicdo de substancias no interior da célula. Se o microambiente do RE é bloqueado, a
autofagia € ativada pelas das vias de EIF2AK3 (fator de iniciacdo da traducédo eucaridtica 2-
alfa cinase 3) e ATF'6 (fator de transcricdo 6). Uma vez ativada, ha um estimulo intenso,
para melhorar a acumulagéo e agregacado de proteinas deformadas. Portanto, 0 estresse no
RE é também um potente indutor de autofagia (SHI et al.,2015).

Apoés ativagcdo do processo autofagico, o fagoforo é alongado e impulsionado por
duas reacfes de ubiquitinacdo. Além disso, a maturagdo dos autofagossomos envolve a
encapsulacao do alongamento do fagéforo e posterior fusdo com diferentes compartimentos
endossomais. Ou seja, a “entrega” do autofagossomo para a degradagéo necessita de uma

fus&o entre autofagossomos e lisossomos (QI et al.,2014).

O processo de fusédo é dependente da familia de proteinas, denominadas SNAREsS
(soluble NSF attachment receptor), cuja funcdo € gerar especificidade no trafego vesicular e
na catalise do processo de fusdo. Muitas vesiculas transportadoras sé se formam se um tipo
especifico de proteina Rab e SNARE estiverem acopladas & sua membrana, permitindo
assim, a fusdo correta da vesicula (UNGAR et al.,2003) .Portanto, as SNAREs contribuem
na formacao do autofagolissomo, e apds este processo, ocorre a degradacao e reciclagem

de proteinas e organelas (HALE et al.,2013) (figura 1).


https://pt.wikipedia.org/wiki/Transporte_de_ves%C3%ADculas
https://pt.wikipedia.org/wiki/Cat%C3%A1lise
https://pt.wikipedia.org/wiki/Fus%C3%A3o_de_ves%C3%ADculas
https://pt.wikipedia.org/wiki/Ves%C3%ADculas
https://pt.wikipedia.org/wiki/Rab_%28prote%C3%ADna%29
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Figura 1: A via de sinalizacdo autofagica: Privacdo de fatores de crescimento, aminoacidos e ATP ativam
autofagia através das vias de sinalizagdes mTOR e AMPK, que regulam a biogénese dos autofagossomos. A
macroautofagia é ativada via mTOR independente. O sistema de conjugagéo (retAngulo) promove a formacgéo da
proteina LC3-Il na membrana autofagossomal (fag6foro) e apés o englobamento dos componentes celulares,
forma-se o autofagossomo. A fusdo entre autofagossomos e lisossomos formam os autofagolissomos. Os
componentes celulares sdo degradados nos autofagolisossomos por enzimas hidroliticas presentes nos
lisossomos, e ocorrendo portanto, a degradacéo desses componentes dentro do citoplasma.
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1.2 Como mTOR regula autofagia?

A atividade autofagica € controlada por numerosos sinais intra e extracelulares que
avaliam o estado metabdlico ou energético de uma forma direta ou indireta. Trés situacfes
principais podem regular o metabolismo celular

- Estado energético;

- Formacéo de metabdlitos (através do fluxo autofagico);

- Integracdo complexa de processos com atividade autofagica consumindo ATP.

Esses conjuntos de processos controlam o metabolismo celular, que por sua vez,

define se a célula entra em um processo de morte ou de sobrevivéncia.

As proteinas PKA (proteina cinase, dependente de cAMP), AMPK (proteina cinase
ativada por AMP) e mTOR (alvo da rapamicina em mamiferos) regulam o processo
molecular da autofagia (BLACKSTONE et al.,2011), sendo que a sintese e degradacéo de

proteinas sé&o controladas por mTOR.

Dados da literatura demonstram que mTOR ¢ ativado por fatores de crescimento e
nutrientes como carboidratos e aminoacidos e que atua como um “sensor” para equilibrar a
disponibilidade de nutrientes e crescimento celular (KIHARA, 2001), ou seja, se as células
estiverem desprovidas de nutrientes, mMTOR nao consegue inibir a autofagia e, caso estes
nutrientes ndo sejam fornecidos em até 48 horas de privacdo total,ativara a via de
sinalizacdo da apoptose.Além de inibir autofagia, mTOR participa da regulacdo do

crescimento e da proliferac&o celular.

Podemos verificar que TOR quinase forma dois complexos distintos (figura 1)
denominados TOR complexo 1 (TORC1) e TOR complexo I (TORC2). O complexo
MTORC1 é constituido por Raptor (regulatory-associated protein of mMTOR), mLST8 (GSL) ,
Ttil/Tel2, DEPTOR (DEP domain-containing mTOR-interacting protein) e PRAS40 (proline-
rich Akt substrate 40 kDa),e estimula o crescimento celular, aumenta a sintese e participa na
degradacdo de proteinas, inibe autofagia e pode ser ativado por fatores de crescimento e
aminoécidos(KAIZUKA et al.,2010).

Ja, o complexo MTORC2 é formado pelas proteinas: mTOR, Rictor, mSin1,PRR5 e
mLST8 (GBL), que participa da sobrevivéncia celular e organizagéo do citoesqueleto sendo
regulado principalmente, por fatores de crescimento (TSUKASA, 2011). Os complexos
MTORC1 e mTORC2 diferem em sua localizagao e na regulagdo, mas ambos s&o induzidos
pela privagdo de nutrientes, estresse e redugéo da concentragdo de fatores de crescimento
(TAN et al.,2016).
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No complexo mTORCH1, a proteina Raptor funciona como “scaffold protein” (KIM et
al.,2002 e HARA et. al.,2002 e TAN et.al.,2016) ou seja, uma proteina cuja funcéo principal
€ trazer outras proteinas em conjunto para que elas interajam. J4, a proteina PRAS40 atua
como uma proteina de ligacao que inibe a sinalizagcdo de mTORCL1 nas células (SANCAK et
al.,2007 e TAN et al.,2016). A estimulacdo da insulina, fosforila a via Akt ,logo PRAS40
suprime a fosforilacdo de mMmTORCI. Portanto, a insulina atva mTORC1 através da
regulacdo de RHEB, (“ativador” de mTORC1), e PRAS40, funciona como “inibidor de
mMTORC1".

Sob condi¢gbes ricas em nutrientes, mTORC1 participa do crescimento celular e
suprime a autofagia. J4, em uma condicdo pobre em nutrientes, MTORCL1 ¢ inibido e a
autofagia € induzida para fornecer fonte de energia para as células (KIM et al.,2002).

MTORC1 é um componente “chave” na autofagia. Quando as células estéo privadas
de aminoécidos (aa). HARA et al.,2016 demonstrou que ao retirar aa da cultura, a
sinalizacdo de mTORCL1 é inativada em células de linhagem celular. Os aminoéacidos (aa):
leucina, arginina e glutamina, demonstram maior poténcia na ativagdo de mTORC1 (HAN et
al.,2012; DURAN et al.,2012 e LORIN et al.,2013 e JEWELL et al.,2015) e que a regulagcao
dos aa no mTORC1 é independente da via PI3K / Akt e TSC (HARA et al.,1998 e WANG et
al.,1998), sugerindo que haja outro mecanismo de sensor alternativo em mMTORCI.
Conforme figura 1, os aa ativam mTORCL1 através da regulacdo de Rag A/B e Rag C/D,
portanto, sdo considerados como “ativadores” de mTORC1.

Conforme podemos observar na figura 1, mTORCL1 participa na autofagia, inibindo a
fosforilagdo do complexo ULK (Atgl), Atgl3, AtglOl e FIP200 (GANLEY et al.,2009;
HOSOKAWA et al.,2009; JUNG et.al.,2009; KIM et al.,2011, NAZIO et al.,2013 e WARD et
al.2016). Além disso, a estabilidade e a atividade da proteina ULK1, também é inibida pela
fosforilagdo e inibicdo de AMBRAL, através de mTORC1 (NAZIO et al.,2013). ULK1 regula a
proteina Vps34 ou PIK3 que forma complexos moleculares com varias proteinas presentes
na autofagia, incluindo Beclinl e Atgl4L, que desempenham papel importante na nucleacdo
da autofagia (FUNDERBURK et al.,2010).

Dados da literatura demonstraram que a fosforilacéo de Beclinl e ULK1 ativa Vps34,
portanto, a inibicdo atraves de mTORC1, inibe a fosforilagdo de ULK1, corroborando para
inibicdo da atividade de Vps34 na autofagia (JABER et al.,2012 e RUSSEL et al., 2013).
Além disso, mTORCL1 ao fosforilar Atgl4L inibe a atividade de Vps34 (YUAN et al.,2013). A
inibicdo induzida por mTORC1 no complexo Vps34, age como um “freio” na ativagcdo da

autofagia e além de atuar nos principais componentes deste processo e ainda participa da
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inibicdo de TFEB (fator de transcricdo EB), regulando, portanto, a familia Atgs para ativacao
da autofagia (SETTEMBRE et al.,2011 e 2012).

1.3 As vias de ativacédo e inibicdo de mTORC1

As células do nosso organismo recebem continuamente estimulos externos ou
internos (insulina, fatores de crescimento e aminoacidos). Dentre os fatores de crescimento
devemos destacar o IGF (Fator de crescimento semelhante a insulina 1) e a insulina que se
ligam aos seus respectivos receptores celulares e permitem a ativagao da via de sinalizagao
PI3K/Akt. (LIPPAI et al.,2014).

Akt (serine-threonine Kinase), conhecida também como PKB (proteina quinase B), é
uma proteina que possue 3 tipos de isoformas conhecidas como: Akt 1, Akt 2 e Akt 3. Todas
isoformas sdo homologas e possuem fungdes parecidas, porém, sdo ativadas de formas
distintas (Chao et al.,2001),sendo Akt 1 e Akt 2 sdo as mais conhecidas e estudadas. Akt 1
esta altamente expressa na maioria dos tecidos (JEFFREY et al.2015), inclusive testiculo e
timo (Chao et al.,2001), ja, Akt 2 est4 presente no tecido adiposo e muscular (JEFFREY et
al.2015). JUNTILLA et al.,2010 demonstraram que as proteinas Aktl e Akt2 sdo expressas

em células-tronco hemopoéticas (JUNTILLA et al.,2010).

No processo autofagico, a proteina Akt fosforilada, inibe o complexo TSC1 /2
(tuberous sclerosis protein), levando ao aumento de Rheb e, ativando, portanto, mMTORC1
(figura 1) (INOKI et al.,2002; TEE et al.,2003 e WANG et al.,2008 e TAN et. al,2016).Assim,
Akt contribui para ativagcdo do complexo mMTORC1 para inibir autofagia em condigOes
adequadas (ricas) em nutrientes, participando da ativacdo do complexo Ulk1 e bloqueando a
interagcdo de Ukl e AMPK (SHANG et al.,2011). Distintamente, mTORC2 influencia no
metabolismo e sobrevivéncia celular por fosforilar Akt, na serina S473, permitindo que haja
ativacdo de Akt por PDK1 (SENGUPTA et al.,2013 e TAN et. al,2016)

Akt também fosforila PRAS40 e dissocia PRAS40 de Raptor, levando a ativacao de
MTORC1 (VOLKERS et al.,2013). Akt também fosforila e inibe a sintese de GSK 3a /
(glicogénio-quinase), um inibidor da ativacdo de mTORC1 (INOKI et al.,2006). Dados da
literatura demonstraram que Wnt inibe GSK3 da fosforilagédo por TSC2, independente da
regulagcdo de (B-catenina e, portanto, estimula a via de mTORC1 (INOKI et al.,2006). Além
disso, Akt inibe diretamente o complexo Vps34 PELA fosforilacdo de Beclinl (WANG et

al.,2012). Deste modo, Akt contribui na ativagcdo de mTORC1 inibindo a autofagia.
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Além da via PISK/Akt/mTOR, a proteina ERK (extracelular signal-regulated Kinases),
participa da inibicdo de TSC1/2 ATIVANDO Raptor (figura 2) e portanto também ativa
MTORC1 (MA et al.,2005 ;CARRIERE et al.,2011). A proteina RSK1 (Downstream de ERK,
p90 ribossébmico S6 quinase 1) também inibe TSC 1/2 e ativa Raptor para ativar mTORC1
(LEE et al.,2007 e DHRINGA et al.,2013).

Além disso, a proteina IKK, (inhibitor of nuclear factor kappa-B kinase subunit beta)
fosforila e inibe TSC1, ativando assim mTORCL1 (figura 2) (TAN et al.,2016). IKKa também
participa da ativacdo de mTORC1(DAN et al.,2014), portanto, ha uma interacdo entre as
vias de sinalizacdo de mTORCL1 e NF-kB (DHRINGA et al.,2013).

A inibicdo de mTORC1 é controlado pela proteina AMPK (AMP-actived protein
quinase), (Figura 2) que funciona como um “sensor” para controlar os niveis de energia
celular, modulando as vias metabdlicas da autofagia e afetando dois importantes complexos
de sinalizacdo: a inibicdo de mTOR e a fosforilag&o direta por Ulk1(KIM, 2011), que por sua
vez fosforila Atgl3 e RB1CC1 / FIP200 (HARA et al.,2008) ativando portanto, a etapa de

nucleacéo da autofagia.

AMPK é ativada por deplecao de ATP decorrente do aumento de ADP e AMP, jejum
ou baixas concentragdes de glicose (MATSUI, 2008). O papel de AMPK na modulac&o da
autofagia acontece PELA fosforilacdo direta da AMPK na proteina Raptor (MELEY,2006).
Esta fosforilacdo é essencial para inibir a formacdo do complexo mTOR com Raptor e,
portanto, a autofagia € disparada na célula. Ao mesmo tempo, ocorre a parada do ciclo
celular ocasionado pelo estresse energético, sugerindo que a proteina Raptor participa da
relacdo do estado energético da célula e o prosseguimento no ciclo celular pela mesma
(MATSUI,2008).

1.4 Sinalizagdo molecular da autofagia

Apds estimulo como por exemplo, privagdo de nutrientes, ha inibicdo de mTORC1, e,
portanto, inibicdo da fosforilagdo do complexo (Ulk1, Atg101, Atgl3 e FIP200), contribuindo
para inibicdo do complexo (Beclinl, Atg14L, Vps34 e p150) (ZHOU et al.,2016).

Didaticamente podemos descrever 0 processo autofagico como tendo 4 etapas: a
formacdo do fagoforo (nucleacdo e elongacdo), a complementacdo, a maturacdo e a
degradacdo. Pela fosforilagdo das proteinas Atgl3 e FIP200, inicia-se a etapa de nucleacédo

e elongacédo do fagéforo (Figura 1).

A etapa de nucleacdo € regulada pelo complexo Ptdins3K que contribui na

fosforilagdo de PI (fosfatidilinositol) para PI3P (fosfatidilinositol 3-fosfato). PI3P recruta
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complexos proteicos e lipidicos para expandir a membrana do fagéforo. O Ptdins3K interage
com o complexo PI3K ou Vps34 e Beclin-1, que possuem fungdes distintas. Ja as proteinas
UVRAG / Bifl e ATG14 séo encontrados no complexo Beclin-1 de uma forma especifica
(ZHOU et al.,2016).

Beclinl tem um papel importante na iniciagdo da autofagia. Varios estudos apontam
evidéncias de que Beclinl é um substrato da caspase 3 que, quando ativada, h& a clivagem
de Beclinl em dois sitios potenciais: TDVD e DQLD. Com a clivagem, Beclinl perde sua
capacidade de promover autofagia. O mecanismo da participagdo do fragmento C-Beclinl
no dano mitocondrial ainda requer mais pesquisas (WIRAWAN et al.,2010). Beclin 1 além de
participar da iniciacdo do processo autofagico, também interage com a proteina Bcl-2. A
familia de proteinas Bcl-2 (proteina anti-apoptética) suprime autofagia, bloqueando a
interacdo de Beclin-1 com o complexo de PI3K, inibindo, portanto, a formac&o do
autofagossomos (ROMANOV et al.,2012).

Ainda na etapa de nucleacdo e elongacdo do fagéforo, os complexos ULK1/2 e
Vps34 recrutam dois sistemas de conjugacdo de proteinas, principalmente na expansao da
membrana do autofagossomo (Figura 1): sistema Atg5- Atgl2-Atgl6é e sistema LC3-
fosfatidiletanolamina (PE) (ROMANOV et al.,2012). Atg12 é inicialmente ativada em uma
reacdo a base de ATP com Atg7 (enzima E1-like) e, em seguida, conjugada com Atg5 por
Atg10. Atgl2 é uma proteina ubiquitina-like que pode conjugar-se covalentemente com Atg3
e Atg5, regulando dessa maneira apoptose e autofagia, respectivamente. Estudos recentes
revelaram que a forma livre de Atgl2 pode funcionar como um potente fator
apoptogénico,em resposta a estimulos de morte de células diferentes e que Atgl2 pode
interagir com o0 anti-apoptético Bcl-2, regulando assim a ativacdo de Bax e a
permeabilizacdo da membrana exterior (MOMP) (RUBINSTEIN et al.,2011).

Em seguida Atgl6, se torna covalentemente ligado ao conjugado Atgl2-Atg5,
formando um complexo trimérico Atgl2-Atg5-ATG16L1, que atua na formacdo da
membrana. Quando o alongamento for concluido, os componentes do complexo se
dissociam do autofagossomo e retorna para o citoplasma (LAMARK, 2009, ZHOU et
al.,2015).

MAP1LC3 (Mammalian Associated Protein Light Chain 3) € modificada na segunda
via de conjugacao. A proteina LC3 foi descrita como uma subunidade (a cadeia leve 3 e das
proteinas associadas a microtibulos 1 Ae 2 A (MAP1LC3) (CHEN, 2011)).

Existem 3 isoformas da proteina LC3 (LC3A, LC3B e LC3C) que sao modificadas por
processos pos-traducionais durante a ativacdo autofagica. A proteina Atg4B cliva 22
residuos no C-terminal 22 do precursor LC3, produzindo LC3-l (citosélica) e quando o
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processo autofagico €& ativado, LC3 I, é clivado e tem uma lipidagdo com
fosfatidiletanolamina por um sistema que envolve as proteinas Atg 7 e Atg 3, sendo entao
convertidas a LC3-l, e, portanto incorporada seletivamente na membrana do
autofagossomo, com a ajuda do adaptador p62 /SQSTM1 via LIR (C-terminal ubiquitin-
binding domain and LC3-interacting region) (CHEN et al.,2011 e ZHOU et al.,2016).

SQSTM1 (Sequestosome 1) € uma “scaffold protein”, constitutivamente expressa e
entregue para autofagia, para degradacéo seletiva (etapa de degradacéo). A fusdo com o
lisossomo contribui com a degradacdo das proteinas presentes na autofagia, juntamente
com o LC3-1l associado a membrana interna dos autofagossomos,. Ja a LC3-Il presente na
membrana externa do autofagossomo dissocia-se e é reaproveitada na reciclagem (PANKIV
et al.,2007 e ZHOU et al.,2016). E importante ressaltar que ndo ha presenca do LC3 Il no
autofagolissomo, pois 0 mesmo é degradado pelo ambiente &cido e pelas enzimas
lisossomais (TANIDA et al.,2008).

7

Este processo macroautofagico é ndo seletivo, entretanto, algumas organelas
especfificas s6 poderiam ser englobadas pelo autofagossomo através do reconhecimento
das proteinas SQSTM 1/p62 durante o processo seletivo da autofagia (LAMARK, 2009).

Estudos recentes sugerem que o LC3 pode servir como um meio para facilitar
ativacdo da apoptose através da caspase 8, uma vez que, o acumulo de p62 e LC3 leva a
agregragao e auto-ativacao de caspase-8, resultando em apoptose (YOUNG, TAKAHASHI,
KHAN, 2012).Dados da literatura demonstram que, o envolvimento do Atg7 no LC3 é
importante no processo autofagico, pois a proteina Atg7 € essencial para a formag&o do
autofagossomo (ZHANG, 2009), participando do processo de auto-renovacdo da célula-
tronco hemopoética e da diferenciacdo de progenitores, principalmente na linhagem
granulocitica (JUN-LIN, 2013).

Outros dados relatam que o Atg 7 modula a proteina p53, controlando seu papel no
ciclo celular. Portanto, se a célula tiver o Atg 7 deletado, o ciclo celular ndo tera progressao
(LEE, 2012). A proteina p53 participa do reparo do DNA, na parada do ciclo celular,
senescéncia e modulacdo da autofagia, portanto p53 ativado, acarreta em ativacdo de

AMPK e inibicdo do mTOR, disparando o processo autofagico (LAM,2007).

Um processo autofagico progressivo sob determinado ambiente e/ou tecido, €
prejudicial e pode substituir a apoptose no processo de inducdo de morte celular. Portanto, é
importante diferenciar autofagia e as adaptacdes “citoprotetoras” celulares, e também se
esse processo autofagico “citoprotetor” se transforma em autofagia “citotoxica” (DENTON et
al.,2012 e SHEN et al.,2011).
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1.5 Autofagia na célula-tronco hemopoética

1.5.1 Conceito de célula-tronco hemopoética (CTH)

A homeostase do sistema sanguineo € sustentada pelas células-tronco
hemopoéticas (CTHs) e células-tronco progenitoras (CTPHs), que sdo encontradas
principalmente dentro de um microambiente ou nicho da medula 6ssea (MO). As CTHs
encontram-se no topo da "hierarquia hemopoética" devido a sua capacidade de

diferenciacdo multipotente e capacidade de autorrenovacao.

As CTHs de origem mesodérmica, possuem a capacidade de multi-poténcia e auto-
renovacdo. Multi-poténcia € a capacidade de se diferenciar em todas as células sanguineas
funcionais. Auto-renovacao é a capacidade que a CTH da origem a CTHs filhas idénticas
sem diferenciacdo. Como as células sanguineas maduras sao predominantemente de curta
duracdo, CTH fornece continuamente progenitores mais diferenciados, mantendo a
manutencao destas células ao longo da vida, equilibrando precisamente auto-renovacao e

diferenciacéo (SEITA, 2010).

A purificacdo e caracterizagdo das CTHs na medula 6ssea de camundongos, pode
ser feita, utilizando-se técnicas de citometria de fluxo com “sorting” ou por método
imunomagnético, sendo identificadas e isoladas, por citometria de fluxo e demonstram um
fendtipo de Thy-1 """ (CD90), Lin" (marcadores de linhagem’) e Scal® (stem cell antigen -1) e
c-kit * (receptor tyrosine kinase protein)E representaM aproximadamente 0,05% das células
de MO de camundongos adultos (SPANGRUDE et al., 1988 e WEISSMAN et al.,2010 e CAO
et al.,2014).

As células-tronco hemopoéticas podem ser classificadas em trés tipos: células-tronco
‘long-term “(LT-CTH), células-tronco hemopoéticas “short-term” (ST-CTH) e célula-tronco
progenitora hemopoética (CTPH).

AS CTH long term (LT) possuem um grau de auto-renovag&o superior e, podem
manter o0 sistema hemopoético A longo prazo em camundongo irradiado letalmente, as
CTHs short term (ST) possuem capacidade mais limitada de auto-renovacdo, ou seja, a
reconstituicdo no tecido hemopoético acontece por um curto periodo de tempo, e podem
repovoar as populacdes de células linféides e mieldides por algumas semanas. A célula-

tronco progenitora hemopoética (CTPH), uma populacdo de células que perdeu a


https://en.wikipedia.org/wiki/Receptor_tyrosine_kinase
https://en.wikipedia.org/wiki/Protein
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capacidade de auto-renovacdo da CTH (MORRISON et al.,1994; CHALLEN et
al.,2009;WEISSMAN et al.,2010) .

Conforme figura 2, as CTHs inicialmente ddo origem ao progenitor multipotente
(célula-tronco progenitora hemopoética-CTPH), que jA ndo possuem a capacidade de auto-
renovacdo (CHRISTENSEN, 2001). Acredita-se que a hemopoese é suportada pela as
CTPHS, que proliferam e diferenciam-se em células sanguineas maduras CTPH (figura 3)
se comprometem para progenitores oligopotentes sendo eles, o progenitor linféide (PL)
(SERWOLD, 2001) e o progenitor mieldide (PM) (AKASHI, 2000 e WEISSMAN et al.,2010).
Esses progenitores oligopotentes dédo origem a todas as células efetoras do sistema
hemopoético. Os progenitores mieldides se diferenciam para progenitores megacariociticos
e eritrécitos (PEM) e também progenitores granuldciticos e macréfagos (PGM) (PRONK

et.al.,2007) , ja o PL se diferenciam para células T, B e NK(natural killer).

1.5.2 Microambiente e sinais moleculares para célula-tronco hemopoética.

O nicho das células-tronco consiste de uma matriz celular, de uma matriz
extracelular e fatores ambientais sollveis em locais especificos. Os componentes que
contribuem para o nicho das células-tronco podem ser classificados em: (i) fatores solGveis
secretados pelas células-tronco ou células de nicho, presente nos meios de cultura ou em
torno do tecido, (ii) da MEC ou uma célula de substrato, (i) interacdo célula-célula para
inducéo de sinais celulares. (ZHANG et.al. 2011).
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Figura 2: CTH é definida como uma célula que possui a capacidade de auto-renovacéo e potencial de dar origem a todas as
células do sistema hemopoético (multi-poténcia). Durante a diferenciagéo, uma CTH perde sua capacidade de auto-renovagao,
perdendo, portanto o potencial da sua linhagem, uma vez que obriga a torna-se uma célula funcional madura de uma
determinada linhagem. No sistema de camundongos, temos as populacdes de CTH (LT) e (ST) e CTPH, que por sua vez se
compromete para progenitores PM e PL. CTH: célula-tronco hemopoética LT: CTH long term; ST: célula-tronco hemopoética
short-term; CTPH: célula —tronco progenitora hemopoética; PL progenitor linfoide; PM: progenitor miel6ide; PEM: progenitor
megacariocitico/eritrocitico; PGM: progenitor de granulécito/macréfago; Pro-DC: células dendriticas; Pro- NK: natural Killer; Pro-
T: linhagem de células T; Pro-B: linhagem de células B. Fonte modificada: (PASSEGUE et al.,2003).

O microambiente celular e molecular regula a fungcdo das CTHs na medula 6ssea
(WILSON, 2006). Isso inclui o controle do equilibrio entre a divisdo, auto-renovagao,
quiescéncia, bem como a decisdo das linhagens celulares. Os sinais derivados do nicho
regulam a funcdo da CTH em conjunto com mecanismos autbnomos das células, sendo
essa interagdo de CTH com nicho, uma unido estavel, dinamica e flexivel. (EHNINGER et
al.,2011). Nichos ndo sdo apenas essenciais para o controle da fun¢cdo da CTH durante a
homeostase, mas também s&o fundamentais em resposta ao estresse. (LANDER et
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al.,2012). Estresse na medula 6ssea pode ser induzido por hemorragia, perda de células
devido a substancias toxicas, inclusive agentes quimioterapicos, radioterapia, infeccdes e
neoplasias. Além disso, infec¢des bacterianas ou virais e as respostas inflamatérias tém um
efeito significativo na CTH e, portanto susceptiveis também aos seus nichos (TRUMPP
et.al.,2010).

Durante a homeostase uma pequena populagcdo de CTH é mantida em estado de
quiescéncia (dorméncia), por exemplo, em resposta ao estresse, 0s sinais do nicho ativam
estas células de modo que elas possam estar envolvidas no processo de reparacdo apos
uma leséo ou dano (WILSON et al.,2008 e KING et al., 2011). CTHs em quiescéncia e/ou
ativadas sé&o preferencialmente encontradas na regido trabecular dos ossos longos. No
entanto, existe um grande debate sobre a localizacdo mais detalhada das CTHs dentro da
medula, que contém tanto na regido endosteal perto dos osteoblastos (nicho endosteal ,CTH
em quiescéncia e/ou em auto-renovagdo) ou em um nicho vascular (CTH em
proliferacao/diferenciacéo), localizada em torno de pequenos vasos sanguineos sinusoidais
associados com varios elementos do estroma (PARK et.al.,2012).

Durante os udltimos anos tém sido proposto, um numero cada vez maior de tipos
celulares que regulam a fungdo da CTH. Estas incluem osteoblastos, osteoclastos,
macrofagos, células-tronco mesenquimais (CTMs), e, finalmente, as células endoteliais
associadas com receptor de leptina expressos em células estromais. As células
osteoblasticas foram as primeiras células identificadas como um componente do nicho da
CTH (EHNINGER et.al.,2011).

Portanto, varios tipos de células cooperam para sinalizagcao, controle, destino, funcéo
e manutencdo da CTH, contribuindo, assim, para a formag¢&o do complexo CTH-nicho. Estes
pares de sinais x receptores, sendo eles: SCF/KIT; CXCL12/CXCR4, TGF-R/TGFR RIl, Ang-
1/Tie2 e trombopoietina/MPL contribuem para “fine tuning”, (um fino ajuste) sobre as CTHs
(WILSON et.al.,2006; YAMASAKI et al.,2011).

15.3. Como a autofagia participa no processo de auto renovacédo e
diferenciacdo da CTH?

O processo de auto-renovacdo e diferenciagdo da CTH ocorre sob rigoroso
controle,para que se mantenha o remodelamento celular, envolvendo grande quantidade de
proteinas, degradagéo lisossomal de organelas danificadas e “turnover” de macromoléculas,

gue sdo essenciais para preservar, a pluripoténcia das células-tronco de longa duracdo
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(long term) durante os longos periodos de quiescéncia. (PHADWAL, 2013). Esse processo é
controlado pela integridade das proteinas e organelas intracelulares e, caso as mesmas
estejam danificadas, ocorre a remodelacdo destes componentes estruturais.

A autofagia participa na manutengdo e auto-renovacao das células- tronco e participa
no equilibrio da quiescéncia, auto-renovacéo e diferenciacdo em condi¢cdes fisiolégicas ou
sob condicdes de estresse (VESSONI, 2012). A remocdao rapida e eficiente dos fatores de
transcricdo, enzimas e moléculas de adesdo pode ser eficientemente realizada por
autofagia, sendo esta uma grande vantagem tanto para renovagdo e como para a
diferenciacédo (LUM, 2005). Por exemplo, mitofagia (autofagia das mitocéndrias) é essencial
para preservar a 'stemness' ou pluripoténcia das células- tronco embrionarias in vitro em
culturas de longo prazo, resistindo a danos genéticos e / ou mitocondriais (TODD, 2010).

As CTHs sao as mais estudada das células-tronco no organismo, devido ao acesso
relativamente facil para sua obtenc&o, quer da medula 6ssea, quer do sangue, associado ao
fato de que o sistema hemopoético é razoavelmente bem conhecido, ocorrendo de forma
hierdrquica em que um pequeno numero de células- tronco “long term”, originam as
diferentes linhagens hemopoéticas (COLLER, 2006; FRANKEL, 2011).Existem muitos
estudos que investigaram autofagia em CTHs, mas pelo menos um deles tem indicado que
a autofagia é altamente ativa em CTHs de humanos.(ref) Em CTH de camundongos, a
autofagia € induzida ap0ds a retirada de citocinas ex vivo e in vivo em uma restri¢cao caldrica,
através da transcrigcdo de FOXO 3 (SALEMI et al., 2012; WARR et al.,2013).

A familia de fatores de transcricdo FOXO (do inglés forkhead box O), é responsavel
por regular o ciclo celular, promover reparo do DNA, regular a diferenciagéo celular, ativar
apoptose e proteger as células quiescentes do estresse oxidativo (OCHOCKI e SIMON,
2013 e TOWER, 2012). O grupo FOXO ¢é formado por quatro membros que sdo FOXO1,
FOXO3A, FOX0O4 e FOXO6 que sao ativados em resposta ao estresse oxidativo (LI et al.,
2011). As proteinas FOXO sé&o inativadas pela fosforilagdo através das vias PI3K-Akt. A
ativacdo da via PI3K-Akt resulta na exclusdo da proteina FOXO do nucleo da célula,
afetando, portanto, a diminuicdo da quiescéncia e da auto renovacdo das CTHSs

e,consequentemente, aumento da diferenciacéo e elevagdo dos niveis de EROS (WEISS e

ITO, 2014).
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Figura 3: A autofagia em “stemness”, ou seja, uma propriedade de um determinado gene ou genes cuja expressédo pode
ocorrer tanto no potencial de auto-renovagdo ou o potencial para diferenciacéo de multilinhagens da CTH. Em seta verde , CTH
“long term” , em seta zul, CTH “short term”, e célula-tronco progenitora multipotentes.Logo apds esse processo comeca
adiferenciacdo em diferentes células sanguineas; entre eles: eritrécitos, plaquetas, granulécitos e linfécitos T ,B e NK.A
autofagia desempenha um papel importante na auto-renovagdo e quiescéncia de CTHs e também na diferenciagéo,
pluripoténcia e remodelacdo das células sanguineas.. Fonte modificada :JUN-LIN, 2013

As células-tronco permanecem por longos periodos de tempo na fase G, do ciclo
celular (quiescentes) a espera de sinaliza¢cfes para reentrar no ciclo celular e auto-renovar-
se ou diferenciar-se em células progenitoras (COLLER, 2006). A autofagia,
presumivelmente, desempenha um papel significativo na eliminacdo de macromoléculas
danificadas, 0 que pode causar a perda de quiescéncia (FRANKEL, 2011), sendo que essa

regulacdo da quiescéncia ocorre através da via Ptdins3K-mTOR.

No processo de diferenciacdo e auto-renovacdo da CTH é necesséario um grande
controle do “turnover proteico” e da digestdo lisossomal de organelas (ZENG, 2008) e a
autofagia, como um processo catabdlico, controla “turnover’ das proteinas via regulagcéo

MTOR e possibilita a deteccdo de alteragcbes no meio ambiente (hormonios, citocinas e
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concentracdo de aminoacidos) possibilitando a "remodelacédo” das células-tronco,ou seja, a
proteina mMTOR participa da manutencdo da CTH e sua ativacdo depende de fatores de

crescimento e nutrientes, tais como: carboidratos e aminoéacidos.

No sistema hemopoético, mTORC1 (figura 3), desempenha dupla funcdo na
manutencdo da CTH. CHEN et al., 2008, demonstraram que a delecdo de TSC1 em CTHs
leva a perda da quiescéncia através do aumento da biogénese mitocondrial e producao de
EROS (espécies reativas de oxigénio). Além disso, a hiper-ativagdo de mTOR em CTHs por
citocinas inflamatérias ocasiona alteracbes na hematopoese (CHEN et al.,2010). Ja, em
modelo murino knockout para mTOR e Raptor, demonstrou-se alteragcdes na hematopoese e
diminuicdo da capacidade das CTHs em repovoar o tecido medular (KALAITZIDIS et
al.,2012), ou seja, mTOR precisa atuar nas CTHs em niveis especfficos, portanto precisa ter

um equilibrio entre a ativagdo e inibicao.

As proteinas Akt e mTORCL1 interferem nas respostas metabdlicas das CTHs quando
em situacdes de privacdo de nutrientes, fatores de crescimento e baixos niveis de oxigénio.
A ativacao do Akt favorece o metabolismo celular através da absor¢éo de glicose e também
no metabolismo oxidativo mitocondrial. Assim, a sinalizacao de Akt é regulada positivamente
(up regulation) na biogénese mitocondrial e a sinalizagdo de mTORC1 é regulada
negativamente (down regulation) por hipoxia (CALAUTTI, 2013).

Além dos sensores de nutrientes, é importante ressaltar sobre os sensores de
energia, que também participam na manutencao das CTHs, como: AMPK e LKB1 (Figura 2).
AMPK atua como um “sensor” controlando os niveis de energia celular, modulando as vias
metabdlicas da autofagia e afetando dois importantes complexos de sinalizagcéo: a inibicao
de mTOR e a fosforilacdo direta por Ulkl, contribuindo para inibicdo da autofagia (KIM,
2011).

AMPK também € ativada por deplecédo de ATP, decorrente do aumento da ADP e
AMP, privacdo de nutrientes ou baixas concentragcdes de glicose (MATSUI, 2008). Existem
duas unidades cataliticas da AMPK: PrKaal e Prkaa2 que s&o altamente expressas em
CTHs, porém NAKADA et al,2010, demonstrou, em modelo murino knockout para essas
duas unidades, que as CTHs foram capazes de repovoar o tecido medular em
camundongos irradiados, ou seja, a proteina AMPK néo possui uma funcéo especifica nas
CTHs.

Ja a proteina LKB1, possui a fungdo de manter os niveis de energia celular (razao
ATP/AMP) e ativar a fosforilagdo da AMPK, quando ha diminuicdo na proporcao de
ATP/AMP celular (SHAW, 2004). Quando LKB1 é deletado em CTHs murinas, ha aumento

da morte celular e também da proteina LC3-ll em células da medula éssea, do timo e do
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baco (GURUMURTHY,2010). Embora os niveis de LC3-Il ndo tivessem sido avaliados na
presenca de inibidores lisossomais, o tratamento com cloroquina, um inibidor autofagico,
acelerou a morte celular de CTHs nos camundongos knockouts para LKB1, sugerindo que a

autofagia ajuda a resgatar CTHs na auséncia de LKB1.

Dados da literatura demonstram, que além da autofagia, os miIRNAs também
regulam a proliferacdo, sobrevivencia e diferenciacdo da CTH (O’CONNELL et
al.,2008). Tem sido demonstrado que o0 miR-17, 20, 93 e 106 s&0 expressos
abundantemente em camundongos e células progenitoras hemopoéticas humanas e sua

expresséao diminui durante a diferenciacdo mieldide (MEENHUIS,2011).

1.5.4 A importancia da proteina Atg 7na CTH

A proteina Atg7 participa no processo de auto-renovacdo da CTH (Figura 3) e

diferenciacéo dos progenitores mieléide e linféide (JUN-LIN, 2013).

Estudos demonstraram que a diferenciagédo das CTHs e manutengao das linhagens
hemopoéticas sdo afetadas pela perda de autofagia. Estudos em camundongos com Atg5 ~'
' no figado fetal, resultaram em reducé&o da populacéo de linfécitos T, devido a apoptose de
células T CD8 * e uma incapacidade de proliferacdo quando induzida por TCR (receptor de
células T), sugerindo, um papel importante da autofagia na sobrevivéncia e funcdo celular
de linfocitos T. Estes camundongos também demostraram reducdo do niumero de timécitos
e linfécitos B, sugerindo a importancia do Atg5 na proliferacdo homeostéatica de linfécitos
(PUA,2007). Do mesmo modo, PHADWAL et al., 2012, demonstraram que a auséncia de
Atg7 no sistema hemopoético, levou a um defeito na remocdo de mitocdndrias em

eritroblastos, e os animais apresentaram anemia grave e progressiva (MORTENSEN,2011).

Além disso, foi demonstrado que Atg7 tem um papel ndo redundante na funcdo de
diferenciacdo das células-tronco hemopoéticas e na proliferacdo mieldide (MORTENSEN,
2011). Em ensaios clonais, células-tronco de camundongos Atg7 "'~ foram capazes de
formar colonias de progenitores, mas ndo de CTH, sugerindo um defeito na auto-renovagao.
Camundongos irradiados depletados de células: Lin,” Sca ™ c-kit '+, (LSK), receberam,

populacdo de progenitores celulares, obtidos de camundongos Vav-Atg7 = '

" porém
morreram em poucas semanas, logo apds o transplante, ndo havendo repovoamento
adequado que sugere que a autofagia € indispensavel para a fungcao normal de CTH (LIU,
2010).0s camundongos Atg5 "', tiveram reduc&o significativa de progenitores linféides na
medula éssea (MO) e linfopenia. Embora os camundongos Vav-Atg7 * demonstrassem

uma expansao inicial total do compartimento LSK , a populac&o de verdadeiras CTHs (LSK,
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CD150," CD48) foi significativamente reduzida. Esses camundongos desenvolveram
mieloproliferagdo e faleceram de insuficiéncia medular ao final de 12 semanas, concluindo-
se que a autofagia é essencial para a auto-renovacgao, proliferacdo e bom funcionamento
das CTHs (LIU,2010).

1.5.5 Autofagia e transglutaminase 2

A Transglutaminase 2 (TG2) é uma proteina de multiplas funcBes que é regulada
positivamente pelo o célcio (Ca **) e negativamente pela GTP (guanosina 5  trifosfato)
(ECKERT et al.,2014).

A atividade da TG2 é regulada pelo Ca ** que permite a exposicdo do sitio catalitico
e induz TG2 a catalisar e promover a reticulagcédo da MEC (matriz extracelular) e estabilidade
da mesma, também pode interagir com a fibronectina e colageno, permitindo a adesdo da
célula a MEC, via integrinas. Essa ades&o permite a posicdo e regulacdo da migracao
celular, portanto, a TG2 é uma proteina “chave” para preservar a polaridade celular,
angiogenese, remodelagéo 0ssea e regulagcao da proliferacdo celular (BAEK et al.,2001).

A TG2 possui 2 isoformas (TG2-L) que participa na sobrevivéncia celular e (TG2-S)
gue tem como funcédo pré-apoptética , ambas isoformas funcionam como splicing alternativo
e exercem diferentes efeitos sobre a sobrevivéncia e diferenciacdo celular dependendo do
estimulo(ECKERT et al.,2014).

A proteina TG2 pode ser localizada em diversas organelas, tais como: nucleo,
mitocondria e reticulo endoplasmaético rugoso, sob condi¢gdes fisioloégicas,mas ndo € uma
localizacdo estavel,uma vez que diferentes localizacdes ou diferentes quantidades de TG2
podem ser observadas dependendo do estimulo de estresse ou atividade celular,
particularmente, a TG2 pode ser encontrada em grandes quantidades em células
endoteliais, fibroblastos,macréfagos e mondécitos. Ndo ha dados na literatura demonstrando
a importadncia e ou participacdo da TG2 na célula-tronco hemopoética (BUDILLON et
al.,2013)

TG2 pode ter como funcdo efetora nas modificacbes que controlam a expressao
génica, processos de condensacao cromossémica e doencas, também pode influenciar a
proliferacdo de células cancerigenas pela ativagédo de vias de sobrevivéncia ou pela inibicdo
da apoptose e autofagia (HUANG et al.,2014)

Dados da literatura demonstram envolvimento da TG2 em doengas degenerativas
como Doenca de Huntington, Doenca de Parkison e insuficiéncia cardiacas. Autofagia
possui funcdo importante na patogénese de todas essas doencas descritas acima,

sugerindo, portanto a participacdo da TG2 na “self-digestion”.
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Estudos em camundongos TG2-/- s&o afetados e desenvolvem isquemia devido a
reducdo da atividade mitocondrial (12) .Outros estudos demonstram que a TG2 é necessaria
nos Ultimos estagios do processo autofagico, ou seja, na maturacdo do autofagossomo
(D’ELETTO et al.,2009).

1.6 Autofagia e Desnutricao
1.6.1 Conceito de Desnutricao

A desnutricdo afeta, mundialmente, 815 milhdes de individuos sendo considerada,
ainda hoje, como um problema de saude publica (WHO, 2017), sendo que 489 milhdes de
pessoas vivem em paises afetados por conflitos. A desnutricdo esta associada ao aumento
da morbidade e mortalidade dos individuos e é considerada a segunda causa de morte em
criancas que possuem menos de cinco anos (122 milhdes) em paises que se encontram em
desenvolvimento e ou paises em conflitos (FAO, 2017).

A desnutricdo é definida como um desequilibrio entre a oferta de nutrientes e de
energia e a demanda necesséria para a manutengdo da homeostase do organismo (WHO,
2013). Embora o termo defina tanto a falta (subnutricdo) quanto o excesso de nutrientes,
geralmente é utilizado para indicar caréncia proteica ou proteica energética, mas também
pode estar associada a caréncia de micronutrientes (vitaminas e/ou minerais). A quantidade
e o tipo de macro e/ou micronutrientes necessarias para o adequado equilibrio metabdlico
sdo determinados pela idade, massa corpérea, nivel de atividade fisica e condigcéo
fisiolégica do individuo (FAO, 2015).

A desnutricdo poder ser encontrada em criancas hospitalizadas (CARVALHO-SALEMI
et al.,2018),idosos hospitalizados (SHARMA et al.,2017), pacientes com paralisia cerebral
que apresentam desnutricdo grave (MELUNOVIC et al.,2017), pacientes com presenca de
cirrose hepatica, sendo que estes individuos apresentaram uma maior progressdo da
doenca, quando os mesmos estavam desnutridos (LI et al.,2017) ,criancas com desnutricao
grave com comprometimento na funcdo cardiaca (OBONYO et al.,2017), pacientes
hospitalizados com doenca de Parkinson (SHIFDAR et al.,2016) e pacientes desnutridos
com doencas inflamatodrias intestinais (MOLNAR et al.,2016). A desnutricdo contribui
significativamente para o resultado adverso dessas condigdes, assim como as intervengdes
farmacolégicas que afetam a estimulagéo do apetite nesses pacientes hospitalizados, com a
presenca de efeitos colaterais consideraveis. Portanto, a terapia nutricional é importante

para combater a nutricdo inadequada, encontrada nesses pacientes (SCHUTZ et al.,2014).
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As manifestacdes clinicas da desnutricdo dependem do grau, da causa, duracéo, bem
como da idade do individuo e da associagcdo ou ndo com outras doengas. Desta forma, a
desnutricdo compreende uma gama de sindromes clinicas. As formas clinicas
caracteristicas com manifestacdes mais severas sdo o Kwashiorkor, decorrente de uma
caréncia protéica com ingestdo normal de carboidratos, e o Marasmus que decorre da
deficiéncia prolongada de proteinas e carboidratos. Os quadros intermediarios surgem pela
combinacao de varios graus de privacao protéica com diversos graus de deficiéncia calérica
total (De ANGELIS, 1986).

Estas sindromes podem cursar com retardo no crescimento, alteragdes psico-motoras
e alteracdes morfoldgicas e funcionais acentuadas em diversos 6rgaos e sistemas do corpo
como coracdo, pulmdfes, trato gastrointestinal, figado, rins e sistemas endocrinos e
imunoldgicos (De ANGELIS, 1986; AUGUSTO, 1995; ROBBINS et al., 2010).

A restricdo proteica e proteico-energética modificam as respostas fisiolégicas do
organismo, predispondo o individuo a processos inflamatorio/infecciosos em decorréncia do
comprometimento de processos celulares como proliferacéo, diferenciacdo e morte celular.
A desnutricdo pode afetar, diferentemente, distintos tecidos. A elevada e constante
necessidade de proteinas por parte do tecido hemopoético faz com que seja comum o
encontro de alteragcdes hematolégicas como anemia e leucopenia, linfopenia e neutropenia,
refletindo o comprometimento dos 6rgéos linfo-hemopoéticos em condigdes de desnutricdo
(BORELLI et al.,2009; OZKALE & SIPAHI, 2014).

A restricdo protéica modifica as respostas fisiol6gicas podendo induzir lesdo celular.
Contudo, existem diferencas na extensdo e no tipo da leséo: tecidos que exibem elevados
“turnover “de proteinas e nutrientes, como o sistema hemopoético, sdo primeiramente
afetados em relagcdo aos que apresentam baixo “turnover” (BORELLI, 2004). Portanto,
mecanismos envolvidos com a proliferacdo, diferenciacdo e morte celular podem alterar-se
na desnutricdo, afetando diferentemente os distintos tecidos do organismo (DEO et al.,
1975; WATERLOW, 1996).

1.6.2 Desnutricdo e Hemopoese

O tecido hemopoético como todos os outros tecidos que apresentam alta taxa de
renovacgéo e proliferagdo celular, requer uma variedade de nutrientes e pode ser alterado
por deficiéncia nutricional (BORELLI, 2004; BORELLI et al., 2009; XAVIER et al., 2007). A
producdo de células sanguineas depende de um microambiente hemopoético adequado,
estrutura organizada que regula a fisiologia da célula tronco hemopoética (BORELLI et al.,
2004; COWLING & DEXTER, 1995; McKENNA & COTTER, 1997).
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A hemopoese ocorre em regides histo-anatbmicas especificas denominadas de
microambientes, que regulam a fisiologia da CTH e de células progenitoras que permitem a
formacdao das diferentes linhagens sanguineas. (BORELLI, et al.,2004; EVANS et al., 1991).

Este microambiente é constituido por células sanguineas em diferentes estagios de
maturagao, células estromais (células reticulares, macrofagos, fibroblastos, adipdcitos), por
uma matriz extracelular (MEC), formada principalmente por fibronectina (FN), laminina (LN),
colageno, proteoglicanos (PG), acido hialurbnico e por substancias soluveis (BRACH e
HERMANN, 1991; MAYANI et al., 1992; ABBOUD e LICHTMAN, 2001), apresentando-se
como uma estrutura compartimentalizada e dindAmica que, além de fornecer o parénquima
de sustentacdo para as células hemopoéticas, permite um “ambiente bioquimico”
fundamental para a proliferacdo, diferenciagdo e maturagcdo das mesmas (BORELLI et al.,
2004 ;MAYANI et al.,1992; OPAS, 1994; ABBOUD e LICHTMAN, 2001).

A implantacdo da CTH é dependente de migragcao intramedular seguida de retencao
seletiva em nichos endosteais especificos (NILSSON, 2001), sendo que a interacdo das
células primitivas com o estroma depende da presenca de proteoglicanos (PG) na MEC
secretados pelas células estromais (MAYANI, 1992). Proteoglicanos associados a
membrana celular podem interagir com outros componentes da MEC como FN, constituindo
um sistema de regulacao da proliferacdo celular (TAVASSOLI e MINGUELL, 1991).

Mais recentemente, a partir da caracterizagdo imuno-histoquimica e ultra-estrutural
dessas alteragcdes evidenciou-se aumento na deposi¢do de FN na medula éssea esternal de
animais desnutridos especialmente em sitios endosteais/paratrabeculares (regides de
fixacdo de células tronco hemopoética) e aumento na deposicdo de LN, particularmente em
regides perisinusais (XAVIER et al.,2007). Tais alteracdes podem modificar a co-localizacao
de uma série de fatores de crescimento e citocinas que poderiam interferir na regulagéo dos
processos de crescimento e diferenciacéo de células hemopoéticas (BORELLI et al., 1995,
2001, 2007 e 2009; KLEIN, 1995; VITURI, 2000). Os mecanismos que levam a estas
alteracdes ainda ndo foram elucidados, mas, considerando que as moléculas da MEC estao
envolvidas na adesdo, regulacdo, proliferacéo, diferenciagdo e migracdo das células
hemopoéticas exercendo desta forma controle sobre a hemopoese medular, estas
alteracbes podem ser significativas para a fisiologia do tecido (BORELLI, et al., 1995;
VITURI, et al., 2000; XAVIER, et al., 2007).

Dados da literatura apontam que nos individuos desnutridos, ha diminuicdo de
componentes da MEC no figado, porém, a relacdo proteica/tecido ndo apresentou diferenca
significativa, sugerindo que a causa tenha sido a infiltragdo gordurosa com esteatose
hepatica. (AXELLSON et al.,1990). Outros trabalhos relataram que h& presenca de
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mineralizacdo o6ssea na desnutricdo, inferindo que a mesma leva a sintese de
proteoglicanos (PG) de peso molecular mais elevado acarretando inibicdo da calcificagao
(TAVASSOLI e MINGUELL, 1991).

Estudos no nosso laboratério tem demonstrado na desnutricdo proteica, hipoplasia
de medula 6ssea (MO) de camundongos (BORELLI et al.,, 1995, 2001, 2007) com
evidéncias histologicas de alteracdo da MEC e comprometimento da célula-tronco
hemopoética, com diminuicdo e/ou perda de proliferacdo celular afetando a granulopoese
(BORELLI et al., 2009), o qual contribuiu para a leucopenia encontrada (GARCIA, 1992;
BORELLI et al., 1995), linfocitopenia (AUGUSTO, 1995; BORELLI et al., 1995; BARON,
1997) e neutropenia (BORELLI et al., 1995; 2007 BARON, 1997), encontrou-se também
alteracdes na proporcao de proteinas, especialmente de fibronectina, trombospondina e
laminina na MEC situac&o que poderia estar contribuindo para a hipoplasia observada na
medula 6ssea (BORELLI et al., 2009; XAVIER et al., 2007).

BN

Outros dados que contribuiram para a hipoplasia medular foram a reducéo
significativa do numero de célula-tronco/progenitora hemopoética (CTPH) em camundongos
desnutridos e aumento destas células na quiescéncia (NAKAJIMA et al.,2014). Ha também
reducdo da expressédo de proteinas reguladoras do ciclo celular e aumento da expresséao de
proteinas inibitorias p21 e p27 (NAKAJIMA et al.,2014).

1.6.3 A participagdo da autofagia na desnutricdo

Desequilibrios nutricionais como desnutricdo ou privacéo de nutrientes, podem ativar
a autofagia, processo catabdlico regulado pela via de sinalizacdo de PISK/AK/mTOR.
Evidenciamos alteragdes nas proteinas Akt e mTOR que contribuiram para o aumento da
expressao autofagica na medula 6ssea (BELTRAN, 2013).

A autofagia pode ser estimulada por desequilibrios nutricionais e metabdlicos,como
por exemplo: privagdo de nutrientes ou jejum prolongado. Quando o fornecimento de
nutrientes se torna insuficiente, a autofagia é ativada. Exemplo classico desse processo € o
gue ocorre no figado de mamiferos, que degrada proteinas através da autofagia a fim de
produzir aminoacidos para gliconeogénese (RABINOWITZ,2010).

No entanto, mesmo sob condicbes adequadas de nutrientes, a autofagia €
necessaria a fim de permitir que as células removam estruturas celulares defeituosas. Ha
poucos trabalhos relatando sobre a interagdo desnutricdo-autofagia. Yan, 2012 demonstrou
através da privagdo do aminoacido leucina, que a proteina especifica para autofagossomo

(Atg14) é removida pelo citosol em um meio rico de nutrientes e sua expresséo na presenga
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de um meio privado de nutrientes é inibido. Ja KANG et al., 2008, utlizaram C. elegans
como modelo de estudo e evidenciaram que durante a restricao alimentar,niveis fisiologicos
de autofagia, promove a sobrevivéncia de C. elegans, mas quando estes niveis s&o
insuficientes ou em excesso, 0 mesmo direciona-se para 0 mecanismo de pro-morte.
Embora o processo de autofagia seja vital para manter a sobrevivéncia das células, ela em
excesso levaria a um tipo de morte celular autofagico programado, visto que autofagia
também tem fatores pré- apoptéticos (Fan e Zong, 2012).

Autofagia em nosso modelo de desnutricdo proteica poderia ser inicialmente um
mecanismo de sobrevivéncia, observamos uma relevante expressao autofagica nas células
totais de medula 6ssea (BELTRAN, 2013) e com base nas alteracdes encontradas nas
CTHs, avaliaremos estas células em modelo Knockout para o gene Atg7 frente a

desnutricdo proteica para concluirmos se autofagia é benéfica ou ndo para a medula 6ssea.

2. OBJETIVO E JUSTIFICATIVA

Em virtude do exposto e considerando os resultados anteriores de nosso grupo
evidenciando que a desnutricdo proteica leva a comprometimento da hemopoese,
alteracbes no ciclo celular das células-tronco progenitoras e hipoplasia medular com
pancitopenia periférica, que poderia ser decorrente do aumento da atividade autofagica, nos
propomos, neste projeto, avaliar a participacdo da autofagia na CTH e CTPH em
camundongos C57BL/6J e camundongos knockout para o gene Atg7 submetidos a
desnutricdo proteica e camundongos TG2 submetidos a privagéo de nutrientes por 24 horas
(starvation).

3. MATERIAIS E METODOS

3.1. Animais
3.1.2 C57BL/6J

Foram utilizados camundongos C57BL/6J, machos, 2 a 3 meses de idade, oriundos
de colbnias do biotério de Producédo e Experimentacdo Animal da Faculdade de Ciéncias
Farmacéuticas da Universidade de Sdo Paulo. Este projeto foi aprovado pelo Comité de
Etica em Experimentacdo Animal da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas da Universidade
de S&o Paulo (CEUA 337).
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3.13TG2

Para obter camundongos TG2" expressando GFP-LC3 (TG2” GFP-LC3) foram
utilizados cruzamentos de C57BI/6 TG2”~ com C57BI/6 GFP- LC3. Os camundongos TG2"*
e TG2" GFP-LC3 machos, dois meses de idade. No delineamento experimental separamos
0s camundongos em 4 grupos, conforme abaixo:

1) TG2" (KO) sem privagéo , considerado como KO time 0O

2) TG2" (KO) com privacao , considerado como KO starvation

3) TG2"™ (WT) sem privacéo , considerado como WT time 0

4) TG2"™ (WT) com privacéo , considerado como WT starvation

Todos os camundongos foram oriundos de coldnias do biotério de Producdo e
Experimentacdo da Faculdade de Medicina da Universidade de Roma, ltalia. E aprovado
pelo Comité de Etica em Experimentacdo Animal da Faculdade de Medicina da

Universidade de Roma, “Tor Vergata”, Italia.

3.1.4 CAG-CreER

Foram utilizados camundongos CAG-CreER (TgCAGGCreER JAX, n°004682), sendo
CRE a recombinase viral capaz de quebrar sequenciais lox, sob o controle do CAG e ER o
receptor de tamoxifeno (TAM) e Atg7 "™ (KOMATSU et al.2005), que tem o gene Atg 7
flanqueado por sequenciais lox , ou seja, ir4 induzir a migracdo nuclear de complexos
CreER ,0 que possibilita que as células destes camundongos respondam ao tamoxifeno.
Tamoxifeno possui afinidade com o receptor de estrogeno. Além disso, os camundongos
sao YFP/YFP (JAX, n° 006148), ou seja, foi construido um cassete PGK-neo floxeado e um
gene de proteina fluorescente amarelo EYFP (Enhanced Yellow Fluorescent Protein Gene)
gue foi inserido no locus Gt (Rosa/26 Sor) através de recombinacdo homoéloga. O cassete
neo floxeado contém uma sequéncia de parada Tpa que impede a transcricdo do EYFP,
conforme figura 5. A expressao de EYFP é bloqueada por upstream de sequenciais loxP,
portanto quando cruzados com camundongos Cre recombinase , a sequéncia de parada do
gene alvo (Atg7) € eliminada no tecido de interesse e a expresséo de EYFP é observada.

Os cruzamentos destes camundongos foram: CAG Cre-ER™ x Atg 7 """ para se
obter camundongos CAG Cre-ER™ Atg 7 "™ conforme (figura 4). Os camundongos CAG
Cre-ER™ Atg 7 "*™** foram cruzados com camundongos EYFP para se obter camundongos
CAG Cre-ER™ Atg 7 "o¥/Mlex-YFPIYFP- Emy seguida, realizamos cruzamentos entre camundongos
CAG Cre-ER-/+, Atg 7 "™ - YFP/YFP x CAG Cre-ER -/-, Atg 7 "™ - YFP/YFP. Os
camundongos CAG Cre-ER- /+ Atg 7 "™ dever&o ser tratados com tamoxifeno para que

ocorresse a delecdo do gene Atg7 ( figura 4 e 5). Os camundongos CAG Cre-ER Atg 7
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flox/flox

'YFP/YFP , machos e fémeas, 2 a 3 meses de idade, foram separados em 8 grupos,

conforme esquema abaixo e figura 6.

Os camundongos foram oriundos de coldnias do biotério de Producdo e
Experimentacdo Animal do Instituto de Ciéncias Biomédicas IV da Universidade de S&o
Paulo. Este projeto foi aprovado pelo Comité de Etica em Experimentacdo Animal da
Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas da Universidade de Séo Paulo (CEUA 337) e pela
CIBio- Comisséao Interna de Biosseguranca da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas da
Universidade de S&o Paulo.

Grupo Camundongo Tratamento TAM | Dieta

1 WT Cre- Sem Controle

2 WT Cre- Sem Desnutrido
3 WT Cre- Com Controle

4 WT Cre- Com Desnutrido
5 WT(Cre+) Sem Controle

6 WT (Cre+) Sem Desnutrido
7 KO (Cre+) Com Controle

8 KO (Cre+) Com Desnutrido

Camundongos knockouts condicionais para alelos floxeados de Atg”

‘A fg FTlox/flox )
a) ' L B
L I _ )
]
Ocamundongo A tg777exflox foj CAGGCre-ERTM CAGGCre-ER™ Atg7

gerado no laboratério Dr.
Masaaki Komatsu

b)g

JAX, n°004682 flox/flox

o

s

_ERTM EYFP (Enhanced
fgffﬁ;i ER Atg? yeuouf CAGGCre-ER™ Atg7 flox/flox
Fluorescent YFPLOLER
Protein

Gene).JAX, n°

[
006148 : CAGGCre-ER™ (+)
Atg7 flox/flox
- ' YR oxTFENO
I
C x ——
) KO e

s

CAGGCre-ER™ (+) Caeoere /Eﬁm © r
Atg7 flox/flox .
{7 flox/flox YFP/YFD CAGGCre-ER™ (-)
Atg7 flox/flox
YFP/YFP
Figura4- Esquem a(frlle I(:ruzamentos dos camundongos.a) Cruzamento de CAGCre-ER x Atg7 e para se obter camundongos
ox/flox. OX.
CAG Cre- ERT Atg7 toxion D Pg:ya;gundongos CAGCre-ER Atg 7 foramcruzados comcﬁoaxm&ndongos EY FP parase obter canunfgopgos
CAG Cre-ER  Atg7 ¢) Cruzamentos entre camundongos CAG Cre-ER-/+, Atg 7 YFP/YFP x CAG Cre-ER -/-,Atg7

YFP/YFP
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CAGGCre-ER™ (+) Atg7
flox/flox YFP/YFP
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recombinagdo e

delegdo do gene

Ragdo
normoroteica(12
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adaptagdo
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semanas

Figura5- Esquemade tratamento do tamoxifeno nos camundongos CAG CRE a) Camundongos CAG CRE+ e CAG CRE-
receberam Tamoxifeno (TAM) por 5 dias consecutivos,via intraperitoneal para recombinacéo e dele¢do do gene ATG7 b)

Camundongos CAG CRE+ e CAG CRE-, que ndo receberam tratamento TAM. Ambos os grupos receberam racao
normoproteica por 2 semanas para adaptagéao.

a)

CAGGCre-ER™ (+) Atg7
flox/flox YFP/YFP *

Com TAM

CAGGCre-ER™ (-) Atg7

Os camundongos
flox/flox YFP/YFP individualmente em racks ventiladas.

b)

WT

wT

foram separados

™ Foram separados grupos que receberam ragdo
CAGGCre-ER™ (+) Atg7 normoproteica (12%-controle) e hipoproteica
flox/flox YFP/YFP

Sem TAM

CAGGCre-ER™ (-) Atg7
flox/flox YFP/YFP

(2% -desnutrido) por 5 semanas

Figura6- Esquemade separacao dos grupos e submissdodadesnutricdonos camundongos CAG CRE a) Camundongos que receberam
TAM, sendo o grupo CAG CRE+ (KO) e CAG CRE — (WT) b) Camundongos CAG CRE+ e CAG CRE-,ndo receberam TAM, portanto séo
camundongos WT . Ambos 0s grupos receberam ragao normoproteica e hipoproteica por 5 seman
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3.2 Genotipagem

O material utilizado para extracdo do DNA foi um fragmento de 1 cm da ponta da
cauda dos animais ap6s 21 dias do nascimento. Uma vez cortadas, individualmente
tratadas, e sob condi¢cbes estéreis, para evitar qualquer contaminagdo ambiente e entre as
amostras, as mesmas foram submetidas a extracdo do material genético — DNA — pelo
meétodo fenol cloroférmio. Assim, apds serem picotadas em placas de Petri de 30 mm, as
caudas foram postas em microtubos devidamente identificados, sob uma solugéo de tampé&o
de lise (Tris 50 mM + NaCl 100 mM + EDTA5 mM + SDS 1,5%) e, proteinase K (1,5 mg/ml).
As amostram ficaram em temperatura de 56°C, overnight no Thermomixer™ (Eppendorf ™
Thermomixer™), rotac&o de 700 rpm. Apds este processo, as amostras foram centrifugadas
a 15.000 rpm por 10 min,temperatura 4°C; o sobrenadante coletado e adicionados em
microtubos contendo cloroférmio. Apés 10 minutos em banho-maria, sob agitacdo e
posterior centrifugacdo, o sobrenadante foi transferido para microtubos limpos e nestes
adicionados propanol 2 ou alcool isopropilico. Apés uma réapida agitacdo dos microtubos em
vortex, 0 DNA precipitou, sendo visivel a olho nd. O contetdo liquido foi vagarosamente
desprezado, tendo o cuidado para ndo desprezar junto o DNA precipitado. Assim, foi
adicionado aos microtubos alcool a 70%, centrifugados por 5 minutos a 800 rpm. Uma vez
desprezado o alcool a 70% dos tubos, esperou-se a evaporacao do residuo alcéoliconos
tubos e, adicionou-se aos mesmos 100 pl de tampaoTE (Tris-HCI 10 mM, pH 8,0; EDTA 1
mM pH 7,5). As amostras permaneceram no banho-maria a seco, sem agitagdo, por 10 a
20 minutos a 95°C, a fim de dissolver o DNA precipitado no solvente aquoso. As amostras
foramdevidamente identificadas e entdo armazenadas a -20°C. A quantificacdo das
amostras foi realizada utilizando-se um  espectrofotometro  NanoDrop1000®,
Thermoscientific. Os valores de absorbancia em 260 nm e em 280 nm (Axso/A 250) foram em
torno de >1,8, indicando que as amostras ndo estavam contaminadas com proteinas ou

solventes organicos como fenol.

Para a amplificacdo das amostras pelo método do PCR (polymerase chain reaction),
utilizamos os seguintes reagentes: tampdo PCR 10X, 50 mM MgCI2, DNTPs (adenina,
guanina, citocina e timina), primers forward e reverse (tabela 2) para Cre, Atg7 e YFP, Taq
polimerase e agua DEPEC (Uniscience ®), para um volume final de 10 pyl. Uma vez
preparado o mix do PCR, foram adicionados as amostras (2 pl) o que corresponde a 50 g
de DNA. As amostras foram amplificadas no equipamento StepOnePlus ™ PCR RT System
(Applied Biosystems, Foster City, CA, EUA), programado para uma desnaturagao inicial de
94°C- 3 min, (94°C 30 seg, 56°C 30 seg e 72°C 1 min), 35 ciclos de repeticéo e 72°C 1 min
e 4°C hold para os camundongos CAG CRE, ja os camundongos TG2 foi utilizado uma
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desnaturacdo inicial de 94°C 5 min, (94°C 30seg ,+55°C 30seg e 72°C 1 min), 40 ciclos de
repeticdo e 72°C 5min e 4°C hold . Foi adicionado, ainda, na amplificacdo amostra contendo
0 DNA de controle negativo - C57BIl/6 selvagem — e da solugcdo denominada de branco,
solucéo esta que contém todos os reagentes do mix do PCR com excecéo das amostras
contendo o DNA (para verificacdo de contaminacdo durante o processo). O produto da
amplificacdo foi entdo submetido a eletroforese em gel de agarose a 1,5% {tampado TAE
(Tris-Acetato-EDTA, pH=8,0) + agarose}, produzindo bandas visiveis a luz ultravioleta
devido ao acréscimo de 3pl de gel red. Para a eletroforese foi utilizado marcador de peso
molecular de 100 pb (pares de bases) e, o produto amplificado do CAG Cre positivo (Tg+)
possui peso molecular 380 bp e o Cre wt (selvagem) , ndo possui produto amplificado, Atg7
flox/flox possui peso molecular 426 bp e Atg7 wt possui 653bp, ja o YFP/YFP possui peso

molecular 320 pb e YFP wt possui 600 pb, conforme descrito na tabela 2.

Tabela 1: Sequéncia dos primers dos camundongos TG2

Primers Sequénciab’--> 3’ Resultado
TG2 null TCCTGACCTGAGTCCTCGTC 300
TG2 WT(wild type) TACTCCAGCTTCTCGTTCTG 140
TG2HET (heterozigoto) ACGAGACTAGTGAGACGTGC | 100
GFP-LC3 null ATAACTTGCTGGCCTTTCCACT-| 350
GFP-LC3 WT (wild type) CGGGCCATTTACCGTAAGTTAT | 250
GFP-LC3HET (heterozigoto) | GCAGCTCATTGCTGTTCCTCAA | 250

Tabela 2: Sequéncia dos primers Cre ,Atg7 e YFP dos camundongos CAG-CreER

Primers Sequénciab--> 3’ Resultado
CRE For ACGACCAAGTGACAGCAATG 380 pb
CRE Rev CCATCGCTCGACCAGTTTAG 380 pb
ATG7 wt (wild type) CCACTGGCCCAT CAGTGGCATG 653 pb
ATG7 HET (heterozigoto) ATAATGTATGCTATACGAAGTTAT 426 e 653
CATCTTGTAGCA
ATG7 Flox or null CCTGCTGACCTGG 426 pb
YFP (TMROSAT) wt (wild type) | GGAGCGGGAGAAATGGATATG 600 pb
YFP (TM ROSA2) HET AAAGTCGCTCTGAGTTGTTAT 320 e 600
(heterozigoto) pb
YFP (TM YFP1) mutant AAGACCGCGAAGAGTTTGTC 320 pb
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3.2.1 Concentracdes do Tamoxifeno (TAM) para delecdo do gene Atg 7

Conforme literatura; INDRA et al., 1999, os camundongos receberam concentra¢des
de 0,01-1mg de Tamoxifeno (4-hydroxy-tamoxifen —Sigma-Aldrich) via intra-peritoneal por
dia 5 dias consecutivos. LEPPER et al.,2012 propfe a utilizar, para cada 40 g de peso
corporeo do camundongo, utilizar 1,5 mg-3,0 mg de TAM podendo ser a administracao
ocorrer 1 vez ou mais dias consecutivos ,ou seja, 0 Cre-ER t2 expressa diferentes niveis de
Cre em diferentes tipos de células e em diferentes doses de tamoxifeno. Portanto,
provavelmente serd necessario padronizar este esquema de adminostracdo do tamoxifeno,
por exemplo, uma Unica dose com concentracdo reduzida de tamoxifeno pode ser ideal para
uma determinada linhagem celular, ou contrario, varias inje¢cfes intraperitoneais sao
necessarias para inativar os alelos condicionais, ou seja, a delecdo do gene Atg7. Apés
padronizacéo foi utilizada concentragéo de 10 mg/ml de TAM dissolvido em 6leo de girassol,
a cada 25 g de peso corpéreo ,via intraperitoneal por 5 dias consecutivos.

3.2.2 Preparo das ragdes

As rac0es utllizadas para a realizagao deste projeto foram preparadas de acordo com
as recomendacdes do Instituto Americano de Nutricdo para camundongos recém -
desmamados (AIN93G modificada) e adultos (AIN93M modificada) (REEVES et al., 1993;
REEVES, 1997). Foram preparadas racdo de crescimento, contendo 17% de proteina,
segundo a AIN93G modificada (tabela 3), racdo controle ou normoprotéica contendo 12%
de proteina e racdo hipoprotéica contendo 2% de proteina, segundo a AIN93M modificada

(Tabela 4) (BORELLI et al., 2007).

As racdes foram preparadas em nosso laboratério na forma, de granulado, e
conservadas a 4°C até o momento do uso. Ambas as ragdes controle e hipoprotéica, sdo
isocaldricas e diferem apenas no contetdo proteico. A fonte de proteina utilizada foi a
caseina (LABYNTH). Entretanto, como aproximadamente 80% do fosfato advém da caseina,
e com menor quantidade da caseina na racdo hipoprotéica a quantidade de fosfato
disponivel € menor, sendo, portanto, necessério corrigir-se a concentracao de fosfato na
mistura salinica da rag&o de crescimento e hipoprotéica. No caso da ragdo de crescimento
também foi realizada a corre¢éo do fosfato em fung&o da maior concentragéo de caseina. A
concentracéo proteica da caseina e das racfes foi determinada pelo método micro-Kjeldahl
(INSTITUTO ADOLFO LUTZ, 1985) (tabela 5 e 6) e foram realizadas no laboratério de
Bioquimica da Nutricdo (Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas, Universidade de S&o

Paulo), pela Sra. Ivanir Pires e sob a responsabilidade do Prof. Dr. Julio Tirapegui.



Tabela 3: Composicdo daracgéo de crescimento (AIN93G modificada)

Constituintes Ragao de crescimento
Proteinas (%) 17
Mistura salinica () 175
Mistura vitaminica (g 50
Fibra alimentar (celulose) (g) 250
Oleo de soja (g) 350
Sacarose (9) 500
L-cistina (g) 15
Bitartarato de Colina (g) 12
Tert-butilhidroguinona (mg) 0,07
Amido de milho q.5.p. (g) 5000

Tabela 4: Composicao das Racdes utilizadas

Constituintes Racao controle Racéo hipoprotéica
Racéo | Racéo Il
Proteinas (%) 12 2
Mistura salinica (g) 175 175
Mistura vitaminica (g) 50 50
Fibra (g) 250 250
Oleo de Milho (g) 400 400
Sacarose (Q) 500 500
Metionina (g) 7,5 7,5
Colina (g) 12,5 12,5
Tert-butilhidroquinona (mg) 0,04 0,04
Amido de milho g.s.p. () 5000 5000

Dietas isocaloricas de 3601,0 kcal/kg de racdo. g = grama
! As ragBes foram preparadas de acordo com as recomendacées de 1993 do Instituto
Americano de Nutricdo para camundongos adultos (REEVES, 1993).



TABELA 5: COMPOSICAO DA MISTURA SALINICA

Composicao da mistura salinica Racéo controle Racao hipoprotéica
(g/Kg de Mix) (9/Kg de Mix)
Carbonato de célcio anidro 357,00 357,00
Fosfato de potadssio monobasico 258,75 262,45
Cloreto de sadio 74,00 74,00
Citrato de potassio 12,87 12,87
Sulfato de potassio 46,60 46,60
Oxido de magnésio 24,00 24,00
Citrato férrico 6,06 6,06
Carbonato de zinco 1,65 1,65
Carbonato de manganés 0,63 0,63
Carbonato cuprico 0,30 0,30
lodato de potassio 0,01 0,01
Selenato de sadio anidro 0,01025 0,01025
Paramobilidato de amonio 4 H,0O 0,00795 0,00795
Meta-silicato de sédio 9 H,O 1,45 1,45
Sulfato de potassio e crédmio 0,275 0,275
Cloreto de litio 0,0174 0,0174
Acido bérico 0,0815 0,0815
Fluoreto de sadio 0,0635 0,0635
Carbonato de niguel 0,0318 0,0318
Vanadato de amonio 0,0066 0,0066
Sacarose 216,186 225,36
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TABELA 6: COMPOSICAO DA MISTURA VITAMINICA

Composicao da mistura Racdes controle e

vitaminica desnutrida

g/Kg de mix
Acido nicotinico 3,00
Pantotenato de célcio 1,60
Piridoxina-HCI 0,70
Tiamina-HCI 0,60
Riboflavina 0,60
Acido folico 0,20
D-biotina 0,02
Vitamina B-12 2,50
Vitamina E 15,00
Vitamina A 0,80
Vitamina D, 0,25
Vitamina K 0,075

Sacarose 974,655

3.2.3 Inducéo a desnutricdo ou privagéo

Apbs o desmame, os animais C57BI/6J e CAG CRE (conforme figura 5) receberam
racdo de crescimento até completar 2 meses de idade e, ap0s este periodos, 0s animais
foram previamente pesados e alocados em gaioleiros individuais (BORELLI et al.,
2007),sendo mantidos sob temperatura ambiente de 22 a 25 °C, ciclo de luz claro-escuro de

12 hs (luzes acesas as 7:00 hs da manhd), umidade de 55 = 10% e pesados a cada 48 hs.
Durante o periodo de adaptacédo as condi¢cdes do gaioleiro (cerca de duas semanas) todos
0s animais receberam racao controle contendo 12% de proteinas, para em seguida, serem
separados em dois grupos: nutrido ou controle (C), que continuaram a ser alimentados
com racédo controle; e desnutrido (D), que receberam ragdo hipoprotéica, contendo 2% de
proteinas (Du et al., 2000, BORELLI et al, 2007). Ambos o0s grupos de animais tiveram livre
acesso a agua e as racfes. Aproximadamente apos 5 semanas, periodo transcorrido até
gue os animais do grupo desnutrido perderem entre 20 a 25 % de peso corpdreo, 0s animais
de ambos os grupos foram anestesiados para obtencdo das amostras biolgicas e,
posteriormente eutanaziados com excesso de anestésico e deslocamento cervical. J& 0os
animais TG2 receberam racdo comercial e foram submetidos a jejum de 24 horas (privacao).
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3.2.4 Avaliacdo do estado nutricional dos animais dos camundongos C57BI/6J
e CAG CRE

A avaliacdo do estado nutricional dos animais foi baseada na analise pelo peso
corporal, consumo de racdo e de agua e na avaliacdo dos seguintes parametros
concentracdo de proteinas totais, albumina sérica e hemograma. Foi considerada a perca
de peso corporal de cerca de 20% a 25% dos animais desnutridos como referencial para a
realizac&o dos ensaios.

3.2.5 Obtencdo das amostras biolégicas dos camundongos C57BI/6J e CAG
CRE

As amostras sanguineas foram obtidas por meio de puncdo do plexo axilar, em
camundongos previamente anestesiados com 10mg/Kg de peso de cloridrato de xilazina
(Rompum®, Bayer) e 100mg/Kg de peso de cloridrato de cetamida (Ketamina®, Cristalia). As
amostras de soro foram utilizadas para as dosagens de proteinas totais e albumina sérica e
amostras sanguineas coletadas com o anticoagulante EDTA 10% foram utilizadas para a

realizacdo do hemograma e contagem de reticulécitos.

3.2.6 Determinacédo de proteinas totais e albumina séricas dos camundongos
C57BI1/6J e CAG CRE

As amostras de sangue foram obtidas de acordo com o item 3.2.5 Apos a coleta, as
amostras foram imediatamente centrifugadas (2000xg durante 20 minutos, a 4°C). O soro foi
separado e congelado em freezer a -40°C, onde permaneceu até a realizacédo da analise. A
concentracdo de proteinas totais séricas foi determinada pelo método do Biureto (GORNAL
et al., 1949) e a dosagem de albumina sérica foi avaliada pelo método do Verde de Bromo
Cresol (DOUMAS, 1971), sendo utilizado “kits" comerciais da Labtest®. As amostras foram
processadas em duplicata e as leituras foram realizadas em espectrofotometro (EL800
Universal Microplate Reader — Bio-Tek Instrumentals, Inc), em 540nm.

3.2.7 Hemograma e contagem de reticulocitos dos camundongos C57BI/6J

As amostras de sangue foram obtidas por meio de puncdo do plexo axilar dos
camundongos previamente anestesiados, utilizando-se EDTA 10% como anticoagulante.
Estas amostras foram utilizadas para a determinacao do volume hematécrito, dosagem de

hemoglobina, contagem global de hemécias e leucdcitos em contador automatico ABX
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VET®, HORIBA. Também foram realizadas, extensfes sanguineas, posteriormente coradas
pelo método May-Grunwald-Giemsa modificado (ROSENFELD, 1947) e analisadas ao
microscopio Optico para a contagem diferencial de leucdcitos circulantes e analise
morfolégica. Os reticuldcitos foram determinados em extensdo sanguinea preparada em até
30 minutos apds a coleta, corada pela coloracdo supra vital com Novo Azul de Metileno
(BRECHER, 1949), utilizando-se, para andlise, microscopia éptica convencional.

3.2.8 Obtencédo de células da medula 6ssea e mielograma C57BI1/6J, CAG CRE e
TG2.

Para a realizagdo do mielograma foram coletadas as células da medula 6ssea (MO)
por meio de lavagem da cavidade medular de ambos os fémures e tibias dos animais com
meio de cultura Iscove’s (Sigma® Chemical Company, USA), apds o corte das epffises. O
lavado obtido foi utilizado para a realizacdo da contagem de células em camara de
Neubauer e para a realizacdo de laminas, obtidas apos citocentrifugacéo e posteriormente
coradas pelo método May-Grunwald-Giemsa modificado (ROSENFELD, 1947).

3.29 Separacdo das células Lin" (linhagem negativas) por método

imunomagnético dos camundongos C57BI/6J

As células-tronco/progenitoras hemopoéticas foram obtidas por deplecdo negativa
utilizando método imunomagnético (Lineage cell depletion Kit, Milteny Biotec®). Apds coleta
das células da MO as hemacias foram lisadas com tampéao de lise (NH,Cl 150mM, NaHCO,
10mM e EDTA 0,1mM, pH 7,4) e as células nucleadas foram marcadas com um coquetel de
anticorpos priméario {anticorpos monoclonais biotina-conjugado, anti-CD5, CD45R (B220),
CD11b, Anti-Gr-1 (Ly-6G/C) e Ter-119}, seguido da marcagcdo com anticorpo secundario
marcado com “microbeads” anti-biotina. As células foram lavadas e a suspenséo celular
marcada foi passada por uma coluna de separacdo tipo LS MACS Columns (Milteny
Biotec®), previamente tratada com PBS, pH 7,2, mantida em campo magnético, e, apenas
sob acdo da gravidade, recolheu-se o eluente. A coluna foi lavada trés vezes com PBS pH
7,2, recolhendo-se o eluente de todas as lavagens. Na suspensdo assim obtida estdo
contidas as células hemopoéticas Lin (linhagem negativas) A contagem e a viabilidade

celular foram avaliadas por azul de tripan 1% em hemocitémetro de Neubauer.
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3.2.10 Avaliacdo das células-tronco hemopoéticas (CTH) e células-tronco
progenitoras, por citometria de fluxo nos camundongos C57Bl1/6J, CAG CRE e
TG2.

Apds a obtencédo das células conforme descrito no item 3.2.8, as células totais da
medula 6ssea foram marcadas com anticorpos conforme o descrito na tabela 7. Todos os
anticorpos sdo da empresa BD Biosciences, exceto o Lin® (Biotin-antibody Cocktail) e
anticorpo secundario (anti-biotin) da empresa Miltenyi Biotec®. A suspensé&o foi incubada
por 20 minutos, em temperatura de 20-25 °C. ApOs esse periodo, foi adicionado 1 mL de
PBS Azida BSA pH 7,2 e realizada a separacéo das LSK (lin negativas, Sca-1 positivas) por
cell sorting utilizando o equipamento FACS ARIA lI® (Becton-Dickson, EUA). Este citbmetro
possui 6 lasers (633, 561, 488, 445, 405 e 375 nm), foi utilizado nozzle de 85 microns para
separacdo da LSK e método de 4- purity, alcangcando 99% de pureza no sorting destas
células. Ja para avaliacdo da CTH e CTPH dos camundongos TG2 foi utilizado o citometro
FACS CANTO Il (4 lasers) .Também foi realizado o FMO (controles de calibragdo) das
amostras,sendo adquiridos 300.000 eventos. Todas as amostras foram analisadas pelo
software FLOWJO v.10°

Tabela 7: Anticorpos utilizados no experimento para avaliagdo de CTH e CTPH por
citometria de fluxo.

Anticorpo Clone Fluorocromo Diluicéo

Cocktail (Lin): (anti
CD-5; Ter-119; Gr- | Bio3-
1(Ly-6G/C); CD45R | 18E7.2;mouse

(220) e CD11b + | lga APC 1:100 e 1:200
anticorpo secundario | Bio3-18 E7

(anti-biotin)

Anti Sca-1 E-D7 Pecy-7 1: 100
Anti-c-kit 2B8 Percp-Cy5.5 1: 100

Anti CD 90.1 OX-7 APC-Cy7 1: 100
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3.2.11 Viabilidade Celular daCTH e CTPH

Conforme item 3.2.10, avaliamos a viabilidade celular da CTH e CTPH nos
camundongos C57BL/6J e c-Kit nos camundongos TG2 e CAG CRE empregando-se a
marcacao de Anexina-V conjugada conforme tabela 8, 9 e 10 a qual se liga a fosfatidilserina
gue é externalizada durante o processo de morte por apoptose. Também utilizamos a
marcacao com 7AAD, que se intercala entre bases do DNA de células com a membrana
rompida, caracteristica da morte celular por necrose. No ensaio de apoptose para 0s

camundongos TG2, utilizamos staurosporine 2uM por 2 horas a 37° graus.

Na marcagdo com anexina-V e 7AAD, utilizamos 3x10° células da medula 6ssea que
foram ressuspensas em solugcdo tampao de Anexina (NaCl 140 mM; NaH,PO, 2,6 mM,
Na,HPO, 10 mM ; CaCl, 2,5 mM; HEPES 10 mM, pH=7,4). A suspens&o de células foram
adicionados 5 puL de anexina-V e 25 ug/mL de 7AAD e 0,1 ug/mL de cada anticorpo
conforme tabela 10. Em seguida, as células foram incubadas por 20 min., protegidas da luz
e a temperatura ambiente. Posteriormente, a suspenséao celular foi avaliada no citbmetro de
fluxo FACS ARIA llI® (Becton-Dickson, EUA). As células inviaveis, por apoptose ou necrose,
e as células viaveis, foram expressas em porcentagem. Foram adquiridos 300.000 eventos.
Todas as amostras foram analisadas pelo software FLOWJO v.10°

Tabela 8: Anticorpos utilizados no experimento para viabilidade celular de CTH e
CTPH por cell sorting utilizados nos camundongos C57BL/6J

Anticorpo Clone Fluorocromo
Cocktail (Lin): (anti CD-5; | Bio3- APC
Ter-119;Gr-1(Ly-6G/C); 18E7.2;mouse IgG1
CD45R (B220) e CD11b | Bio3-18 E7
+ anticorpo secundario

(anti-biotin)

Anti Sca-1 E-D7 PE
Anti-c-kit 2B8 Percp-Cy5.5
Anti CD 90.1 OX-7 APC-Cy7
Anexina V DX2 FITC

7AAD XX PECY7
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Tabela 9: Anticorpos utilizados no experimento para viabilidade celular de CTH e
CTPH por cell sorting utilizados nos camundongos CAG CRE AT7 flox

Anticorpo Clone Fluorocromo
Cocktail (Lin): (anti CD-5; | Bio3- APC
Ter-119;Gr-1(Ly-6G/C); 18E7.2;mouse IgG1

CD45R (B220) e CD11b | Bio3-18 E7

+ anticorpo secundario

(anti-biotin)

Anti-c-kit 2B8 Percp-Cy5.5
Anexina V DX2 PE

7AAD XX PECY7

YFP FITC

CTPH por cell sorting utilizados nos camundongos TG2

Anticorpo Clone Fluorocromo
Cocktail (Lin): (anti CD-5; | Bio3- APC
Ter-119;Gr-1(Ly-6G/C); 18E7.2;mouse IgG1

CD45R (B220) e CD11b | Bio3-18 E7

+ anticorpo secundario

(anti-biotin)

Anti-c-kit 2B8 Percp-Cy5.5
Anexina V DX2 PE

GFP-LC3 FITC

Tabela 10: Anticorpos utilizados no experimento para viabilidade celular de CTH e
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3.2.12 Ensaio de ativacdo das vias de sinalizacdo na CTH e CTPH por

citometria de fluxo nos camundongos TG2.

As células da medula 6ssea foram extraidas, conforme item 3.2.9 e 3x10° células por
amostra foram separadas e ressuspensas em PBS. Em seguida, as células foram fixadas
com paraformoldeido 2% durante 30 minutos, lavadas com glicina 0,1M e entao,
permeabilizadas com Triton X-100, na concentragéo de 0,001% durante 15 minutos, para a
proteina nuclear ERK e para o ensaio de proliferacdo Kl67, ja para as proteinas citosolicas
LC3 e p62, as amostras foram permeabilizadas com Saponina 0,01% por 15 minutos.
Depois as amostras foram lavadas e, subsequentemente, as células foram marcadas com o
anticorpo primario anti-ERK (1:100),anti-KI67 (1:50), anti-LC3(1:100) e anti-p62 (1:100)
durante 4h, apds este periodo, incubar com anticorpo secundario anti-IgG rabbit , conjugado
com Alexa Fluor700 (4ug/ml) por 40 minutos. Em todas as amostras foram adicionados
anticorpos para avaliar a populacdo de CTH e CTPH conforme descrito no item 3.2.10. A
analise foi realizada na populagdo de CTH e CTPH. As amostras foram adquiridas no
citobmetro de fluxo FACS CANTO I, 300.000 eventos totais foram adquiridos e todas as
amostras foram analisadas pelo software FLOWJO v.10°

3.2.13 Ensaio do ciclo celular na CTH e CTPH nos camundongos CAG CRE
ATGY.

As células da medula 6ssea foram extraidas, conforme item 3.2.9 e 3x10° células por
amostra foram separadas e ressuspensas em PBS. Em seguida, as células foram fixadas
com etanol 70% durante 15 minutos. Depois as amostras foram lavadas e,
subsequentemente, as células foram marcadas com 0,1mgml de 7-AAD com 2,5 ul de
Rnase por 30 minutos na temperatura de 37° graus. ApOs incubacdo, as amostras foram
ressuspensas em PBS .Em todas as amostras foram adicionados anticorpos para avaliar a
populacdo de CTH e CTPH conforme descrito no item 3.2.10. A analise foi realizada na
populacdo de CTH e CTPH. As amostras foram adquiridas no citbmetro de fluxo FACS
CANTO I, 300.000 eventos totais foram adquiridos e todas as amostras foram analisadas
pelo software FLOWJO v.10°
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3.2.14 Extracdo de proteinas e Western Blotting nos camundongos C57BI/6J,
CAG CRE e TG2.

No grupo C57BL/6J, utilizamos o método de separacdo das células Lin" conforme
descrito no item 3.2.9, avaliamos as proteinas mTOR, Rictor, Raptor ,GBI, Akt, Bcl-2
,Ag7,p62 e LC3, bem como p- mTOR s2448, p-mTOR s2481e p-Akt s472 / 473 das CTPH
de camundongos do grupo controle e desnutrido . Ja para os camundongos CAG CRE
ATG7, avaliamos as proteinas ATG7 e LC3 e para os camundongos TG2, avaliamos as
proteinas TG2,LC3,p62, ERK, p-MEK,p21,p27 e p53. As células de todos os grupos foram
lavadas trés vezes com PBS estéril (pH 7,4) e lisadas com tampéo de Ripa® (Pierce
Biotechnology, Inc., Rockford, IL, EUA) utlizando um cocktail inibidor de proteases e
fosfatases (Sigma-Aldrich Corp., St. Louis, MO, EUA).As amostras foram centrifugadas a
14.000 rpm, 15 min a 4°C. O sobrenadante foi coletado e diluido em tampéao de Laemmli 5x
concentrado e denaturado em temperatura de 100°C por 5 min. A quantificacdo de proteinas
totais foi realizada através do kit (Pierce Biotechnology, Inc., Rockford, IL, EUA). 30 pg por
poco foram separadas em gel de 7% de SDS-poliacrilamida (mini-gel) e transferidas em
membrana de PVDF (Milipore Corporation, Billerica, MA, EUA) em sistema semi-seco
(Amershan® GE), exceto para a proteina LC3 quando utilizamos gel gradiente (gel pre-cast
4-20% mini-protean® TGX TM BioRad Laboratories, Inc., EUA) e transferidas em membrana
de PVDF (Millipore Corporation, Billerica, MA, EUA) em sistema de transferéncia imida (Bio-
Rad Laboratories, Inc. EUA). Logo apés o processo de transferéncia, a membrana foi
bloqueada com 5% de leite desnatado durante 1 hora e, em seguida, lavou-se trés vezes
com TBST por 10 min. Todas os anticorpos utilizados foramséo da empresa Cell Signaling
Tecnologia, MA, EUA, utilizamos a diluicdo 1:1000 do anticorpo primario (incubados
overnight. Logo apés este periodo, lavamos a membrana trés vezes com TBST e incubamos
por 1h com anticorpo secundario conjugado com peroxidase { BD Pharmingen, NJ, EUA,
diluicdo(1: 2000)}. Apbs este processo as membranas foram lavadas trés vezes com TBST,
durante 10 minutos e em seguida foram reveladas pelo kit ECL ( Amersham ECL Ocidental
TMAdvance BlottingDetection, Piscataway, NJ, EUA). As membranas foram quantificadas
pelo sistema digital de detec¢ao (ImageQuantTM 400 versé&o 1.0.0, Amersham Biosciences,
Pittsburg, PA, EUA). Os resultados foram normalizados utilizando-se a intensidade da [3-
actina (1: 40.000 anti- B actina, CellSignaling Tecnologia, MA, EUA) e expressa em unidades
arbitrarias (UA).
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3.2.15 PCR camundongos C57BI/6J

Apbs a separacdo das células Lin’, conforme descrito no item 3.2.9, realizamos a
extracdo do RNA total através do Kit Mini RNAspin RNA isolation® (GE Healthcare) de
acordo com as instrucdes do fabricante. A concentracdo de RNA total purificado foi
determinada em espectrofotdmetro NanoDrop1000® ( Thermo Scientific) a 260 €280 nm. O
RNA total foi transcrito de modo reverso em cDNA usando transcri¢céo reversa High Capacity
cDNA Kit (Applied Biosystems, Foster City, CA, EUA). Para a amplificacdo de amostras de
cDNA utilizamos o TagMan Universal PCR Master Mix (Applied Biosystems, Foster City, CA,
EUA), empregando os primers mTORC1 (Mm0044968 m1) mTORC2 (Mm 01219960 _m1),
AKT1 (Mm 01331626_m1) AKT2 (Mm 02026778_g1), Rictor ( Mm 01307318 _m1), RAPTOR
(Mm 00712676_m1), BECLIN (Mm 01265461 m1), BCL2 (Mm 00477631_m1), Map1LC3A
(Mm 00458725 _gl1), MaplLC3B (Mm 00782868 _sh) ,GBL (Mm 01299633 _m1l) e
ATG7(MmMO00512209-m1). 18S (Mm03928990-gl) foi utilizado como controle da amostra.
Todos os genes acima sao da empresa Applied Biosystems, Foster City, CA, EUA. As
amplificagbes foram realizadas utilizando o equipamento StepOnePlus ™ PCR RT System
(Applied Biosystems, Foster City, CA, EUA) . Utilizamos o método AACt para quantificagao
do mRNA

3.2.16 Avaliagdo da autofagia na CTH por microscopia de fluorescéncia em
C57BL6J

Realizamos a separagéo da CTH por cell sorting conforme descrito no item 3.2.10, as
células foram centrifugadas por 5 min, 400xg, temperatura 20-25°C. Adicionamos, a
suspensdo celular, 2 pL de Cyto-ID™ Green {(Cyto-ID™ Autophagy Detection KitKit (Enzo
Life)} e 1puL de Hoeschet 33342, sendo a suspensdo incubada por 30 minutos em
temperatura de 37°C , ao abrigo da luz. As células foram lavadas em 100 pL de Tampéo 1X
Cyto-ID™ Autophagy Detectionkit (Enzo Life), e foram citocentrifugadas a 700 rpm por 5
min. em laminas e analisadas em microscopio de fluorescéncia (Eclipse i80°-NIKON).
Utilizamos o filtro FITC para detectar a presenca do sinal autofagico (vacuolos na regido
perinuclear da célula ou pelo citoplasma) e utilizamos o filtro DAPI para visualizagdo do
nicleo. A populagéo de Cyto-ID™ Green s&o vesiculas co-localizadas com LC3, marcador

especifico encontrado no autofagossomo.
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4.0 Anédlise Estatistica

Todos os resultados foram submetidos ao teste de distribuicdo Gaussiana seguido
do teste “t” e Tway ANOVA. Os resultados foram considerados estatisticamente significantes

guando p<0,05. O software utilizado para andlise foio GraphPad Prism 5.

5.0. RESULTADOS C57BL/6J

5.1 Determinacédo da concentracao proteica das racdes

A determinacdo da concentracdo proteica das ragdes controle e hipoprotéica
consumidas pelos animais foram realizadas pelo método de micro-Kjedahlrer. A racédo
controle apresentou 12,65 + 0,60% (n=3) enquanto a ragcao hipoproteica apresentou 2,35 +
0,43% *** (n=3) de proteina. *** p < 0, 001 quando comparado a ra¢cao hipoprotéica a racao
controle).

5.2 Avaliacéo do estado nutricional

O peso corporeo e o consumo de ragdo de cada animal foram monitorados a cada 48
horas, verificando-se que ambos os grupos ingeriram a mesma quantidade de ragao (figura
7A). No entanto, o consumo de proteina do grupo desnutrido foi significativamente menor
em relagdo ao grupo controle, uma vez que a ragdo hipoproteica oferecida ao grupo
desnutrido possui apenas 2% de proteina (figura 7B). Verificou-se que os animais do grupo
desnutrido apresentaram perda significativa do peso corporal em relagcédo ao grupo controle,
cerca de -22,15 + 1.51 (média + desvio padrdo), enquanto que 0s animais do grupo controle
tiveram ganho de peso de 10.39 + 1.60 (média + desvio padrdo), durante o periodo do
ensaio (figuras 8A e 8B).As concentra¢des séricas ou plasmaética ( veja figura) de proteinas
totais e a albumina dos animais do grupo desnutrido foram significativamente menores em

relac&o a dos animais do grupo controle ( figuras 9A e 9B).
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Figura 7: Valores do consumo de racado e proteina (a): Consumo de racao (g/dia) dos animais do grupo controle (b):
Consumo de proteina (g/dia) dos animais do grupo controle (n=10) e do grupo desnutrido (n=10). Os resultados estédo
expressos por média + desvio padrdo. O n indica o nimero de animais utilizados no experimento. ** p < 0, 001 quando

comparado o grupo desnutrido ao grupo controle.
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Figura8: Cinéticadavariacdo do peso corporal e % da massa corporal final (a): Variagdo do peso corporal durante o
periodo de 5 semanas de indugdo a desnutricdo de animais do grupo controle (n=10) e de animais do grupo desnutrido (n=10).
(b): Porcentagem da variag&o do peso corporal durante o periodo de 5 semanas de indugao a desnutricdo de animais do grupo

controle (n=10) e de animais do grupo desnutrido (n=10). Os resultados estdo expressos por média + desvio padréo. O n indica
0 nimero de animais utilizados no experimento. *** p <0, 001 quando comparado o grupo desnutrido ao grupo controle.
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Figura9: Valores das concentracfes de proteina e albumina sérica (a): Concentragéo das proteinas totais (g\dL) e (b):
Concentracdo da albumina sérica (g\dL) , respectivamente dos animais do grupo controle (n=10) e de animais do grupo
desnutrido (n=10). Os resultados estdo expressos por média + desvio padrao. O n indica o nimero de animais utilizados no

experimento. ** p <0, 01 quando comparado o grupo desnutrido ao grupo controle.

5.3 Desnutricdo afeta os parametros hematologicos

5.3.1 Eritrograma

A avaliagcdo do quadro eritrocitario revelou que os animais desnutridos apresentaram
reducdo significativa nos parametros da série vermelha e reticulopenia quando comparada

aos animais do grupo controle, caracterizando um quadro de anemia (Tabela 11).

5.3.2 Leucograma

Os animais do grupo desnutrido apresentaram leucopenia significativa quando
comparado aos animais do grupo controle. Verificou-se linfocitopenia significativa nos
animais do grupo desnutrido em relacdo ao grupo controle. O nuamero absoluto de
neutréfilos permaneceu inalterado tanto nos animais do grupo controle quanto nos animais
do grupo desnutrido. Basdfilos e eosindfilos foram raramente encontrados nos animais de

ambos os grupos (Tabela 12).
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Tabela 11: Parametros da série eritrocitaria

Parametros Grupo Controle | Grupo Desnutrido
(N=5) (N=10)
Hemacias (x10°/mm°®) 8.502 + 0.179 6.684 + 0.813*
Hemoglobina (g/dL) 12.12 £ 0.261 10.60 £ 0.401 *
Volume Hematocrito (%) 37.82 £ 0.817 28.70 £ 0.443 ***
VCM (fL) 44.40 £ 0.24 44.80 + 0.200
CHCM (%) 34,80 + 1,04 32,59 + 0,53
HCM (pg) 14.13 + 0.307 13.85 + 0.064
Reticulécitos (%) 4,13 £ 0,28 3,17 £ 0,12**

Tabela 11. Valores do namero total de hemacias, concentragdo de hemoglobina, volume hematécrito dos animais do grupo
controle (n=10) e animais do grupo desnutrido (n=10) dos parametros hematoldgicos da série eritrdide .Os resultados estédo
expressos como média + desvio padrdo. O n indica o nimero de animais utilizados no experimento. * p<0,05 quando

comparado o grupo desnutrido com o grupo controle. * p<0,05 ** p <0, 001 quando comparado o grupo desnutrido ao grupo
controle

Tabela 12: Resultados do numero total de leucécitos e das diferentes populacdes
leucocitarias (neutréfilos segmentados, linfocitos e mondcitos)

Parametros Grupo Controle Grupo Desnutrido
Leucdcitos (/mm?) 1.498 £ 0.210 0.980 + 0.080*
Neutréfilos Segmentados 330,2 + 47,13 306,4 + 77,32
(mm?)
Linfécitos (/mm3) 1.170 + 0.032 0.498 £ 0.023 ***
Monécitos (/mm3) 0.0125 + 0.000 0.0105 + 0.000

Tabela 12: Tabela dos valores referente ao leucograma. Valores do nimero total de leucocitos e de neutrofilos
segmentados, linfécitos e mondcitos expressos em células/mm?, do sangue de animais dos grupos controle (n=11) e animais
do grupo desnutrido (n=19). Os resultados estdo expressos como média + desvio padrdo. O n indica o nimero de animais
utilizados no experimento. * p<0,05 quando comparado o grupo desnutrido com o grupo controle. * p<0,05 ** p < 0, 001
guando comparado o grupo desnutrido ao grupo controle.
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5.4 Desnutricdo afeta a celularidade 6ssea

O mielograma dos animais desnutridos revelou hipocelularidade medular em
decorréncia da reducao significativa do numero total de células da medula éssea quando
comparados aos animais do grupo controle (figura 10). A analise diferencial demonstrou
reducdo significativa em células de linhagem granulocitica eritréide e megacariocitica, com

significativa reducéo da relacédo G/E (Tabela 13).
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Figura 10: Celularidade 6ssea . Nimero total de células nucleadas da medula 6ssea dos animais do grupo controle (n=10) e

dos animais do grupo desnutrido (n=13). Os resultados estdo expressos em média + desvio padrdo. O n indica o nimero de

animais utilizados no experimento. **p<0,01 quando comparado o grupo desnutrido com o grupo controle

Tabela 13: Andlise diferencial das diferentes populacdes celulares

Celularidade 6ssea Controle (n=10) [ Desnutrido(n=10)
Mieloblastos 0.6x0.1 0.7 0.1
Promiel6citos/Mielocitos/Metamieldcitos | 0.9 £ 0.1 0.5+ 0.1*
Neutrofilos bastonetes 20x0.1 15+x0.1*
Neutréfilos segmentados 23.4 £ 0.6 18.4 + 0.9*
Eosindfilos 0.4 +£0.08 0.4 0.07
Linfécitos 10.2 £1.0 7.9+0.7*
Macrofagos 0.08 + 0.05 0.07 £ 0.04




Proeritroblastos/ Eritroblastos baséfilo |0.9+0.04 0.7+ 0.06
Eritroblastos policromético 4.2+0.42 2.8+£0.4*
Eritroblastos ortocromético 7.4+15 5.1 +£0.6*
Plasmacitos 0.10 £ 0.04 0.08 +0.11
Linhagem Megacariocitica 0.9+ 0.60 05+0.2*
Relacdo Granulo/Eritréide 3.1+ 0.20 2.1+ 0.3*
RelacdolLinféide/Eritroide 1.0+ 0.19 1.2+ 0.1
Relagéo Granulo/ Linfoide 0.78 +0.11 0.75 + 0.08
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Tabela 13: Anélise diferencial das diferentes populacfes celulares presentes na medula éssea.
Os resultados estdo expressos por média + desvio padrdo. O nimero entre parénteses refere-se ao
nimero total de animais utilizados no experimento. * (p<0,05**) indica a diferenca significativa entre
0s grupos controle e o grupo desnutrido. Estatistica utilizada: Teste t.

55 Desnutricdo altera a fosforilagdo em células-tronco/progenitoras
hemopoéticas Lin~

A quantidade de p-Akt ser 473 apresentou-se significativamente reduzida nas CTPHs
no grupo desnutrido (Figura 11 B), ndo houve diferenga significativa do Akt total (Figura 11

A) nas CTPH em animais desnutridos, em relagdo ao grupo controle.

Akt Total L
p-Akt serd73
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Figure 11. Efeito da desnutrigdo proteica nas proteinas envolvidas na sinalizagdo autofagica em CTPHs de
camundongos controle e desnutrido avaliados por Western Blotting .(a) Resultados da determinag&o de Akt total, (b) Akt
fosforilada ser 473 (c) imagem das proteinas com seu respectivo controle B-actina pelo ImageQuant* (p < 0,05) .**p<0,01
quando comparado o grupo desnutrido com o grupo controle.* indica a diferenga significativa entre o grupo controle e no grupo
desnutrido. No experimento foi utilizado (n = 6) para o grupo controle e (n = 6) para o grupo desnutrido. O namero entre
parénteses refere-se ao nimero total de animais utilizados.
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5.6 Desnutricdo altera a fosforilacdo de mTOR em células-tronco/progenitoras
hemopoéticas Lin -

A guantidade de mTOR total e p-mTOR ser 2481 apresentou-se significativamente
reduzida nas CTPHs do grupo desnutrido qguando comparado aos animais do grupo controle
(Figuras 12 A e B), Em relacdo a quantidade de p-mTOR Ser2448, Raptor, Rictor e Gl

(Figuras 12 C, D, E e F) ndo houve diferencga significativa entre os grupos.
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Figure 12. Efeito da desnutrigdo proteica nas proteinas envolvidas na sinalizacdo autofagica em CTPHS de
camundongos controle e desnutrido avaliados por Western Blotting.(a) Resultados da determinacao de mTOR total, (b)
Demontra o resultado da porgéo fosforilada (p-mTOR ser 2481) (c) p-mtor ser 2448 (d) Determinacdo dos resultados de
Raptor, (e) Rictor e (f) GBI (g) imagem das proteinas com seu respectivo controle B-actina pelo ImageQuant* (p < 0,05)
**p<0,01 quando comparado o grupo desnutrido com o grupo controle.* indica a diferenca significativa entre o grupo controle e
no grupo desnutrido. No experimento foi utilizado n = 6 para o grupo controle e n = 6 para o grupo desnutrido. n refere-se ao
numero total de animais utilizados no ensaio.
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5.7 Desnutricdo aumenta atividade autofagica em células-tronco/progenitoras
hemopoéticas Lin ~

Nao houve diferenca significativa das proteinas Atg7 e Bcl-2 (Figura 13 A e B) nas
CTPHs em animais desnutridos, em relagdo ao grupo controle. Ja a quantidade da proteina
LC3 Il apresentou-se significativamente aumentada nos animais desnutridos em relagcéo aos

animais controle (Figura 13 C).
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Figure 13. Efeito da desnutricdo proteica nas proteinas envolvidas na sinalizagdo autofagica em CTPHS de
camundongos controle e desnutrido avaliados por Western Blotting .(a) Resultados da determinagéo de Bcl-2 .(b)
Resultados da determinagdo de Atg7. (c) Resultados da determinagcdo de LC3-Il. (d) imagem das proteinas com seu
respectivo controle B-actina pelo ImageQuant* (p < 0,05).* indica a diferenca significativa entre o grupo controle e no grupo
desnutrido. No experimento foi utilizado n = 6 para o grupo controle e,n =6 para o grupo desnutrido. n refere-se ao nimero
total de animais utilizados no ensaio.
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58 Anélise da expressdao génica da autofagia em células-
tronco/progenitoras hemopoéticas Lin -

O gene AKT 2 (figura 14 B) e GBL (figura 14 G) demonstrou diminuicdo da
expressdo de mRNA nos camundongos desnutridos quando comparado com o grupo
controle , ja 0 mMRNA de AKT 1 (figura 14 A), mTOR :(figura 12 C (TORC1) e figura 14
D (TORC2)) , RICTOR, (figura 14 E) RAPTOR (figura 14 F) e BECLIN (figura 14 H)
,BCL2 (figura 14 I) LC3 I (figura 14 J) , LC3 Il (figura 14 K) e Atg7 (figura 14 L) néo

demonstraram diferengas significativas entre os grupos controle e desnutrido.
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Figura 14. Efeito dadesnutricdo protéicanaexpressdo génica da autofagia. CTPHs do grupo de controle e
desnutridos foi avaliada por RT-PCR. (figura a e b) demonstra os resultados da determinacdo de AKT1 e AKT2.
(figura c e d) demonstra os resultados do mRNA de mTOR 1 (mTORC1) e mTOR 2 (TORC2). (e) Os resultados do
mRNA de Rictor, (f) Raptor (g) GBI. (h) A determinag&o do mRNA de Beclin (i) Resultados do mRNA de Bcl2. (Figura j
e k) Demonstra os resultados do mRNA de LC3 I e Il . (I) Determinacdo do mRNA do Atg7.Para todos os genes foi
utilizado 18 S como controle da amostra. * (p < 0,05) .**p<0,01 quando comparado o grupo desnutrido com o grupo
controle.*indica a diferenca significativa entre o grupo controle e no grupo desnutrido. No experimento foi utilizado n =
6 para o grupo controle e n = 6 para o grupo desnutrido. n refere-se ao nimero total de animais utilizados no ensaio.
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5.9 Desnutricdo afeta a producdo de CTH e CTPH

As células da medula 6ssea de ambos os grupos foram marcadas com os
anticorpos Lin", CD90.1, Sca-1 e c-Kit para quantificacdo da CTH (Lin", Sca-1+ e c-
kit+) e CTPH (Lin" , c-kit+) do grupo desnutrido e controle. Durante a aquisicéo das
células para a separacao da LSK do camundongo controle, discriminamos os doublets
(figura 15 A), em R1 selecionamos a populagédo de linfocitos (figura 15 B), em R2
selecionamos a populacéo de Lin"e CD 90.1 (figura 15 C) e no R3 (figura 15 D), temos
a populagdo de CTH (Lin", Sca-1+ e c-kit+) e no R4, figura 15 D ,temos a populagao
de CTPH (Lin" ,c-kit+). Utilizamos a mesma estratégia de andlise para as células dos
camundongos desnutridos (figura 16 ). Observamos que houve diminuigdo significativa
da populacdo de CTH e CTPH em camundongos desnutridos em relacdo ao grupo
controle (Figura 15 D e 16D), respectivamente (figura 17 A e 17 B).
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Figural5: Estratégiade analise paraseparacadoda CTHpor cell sorting e quantificagdodas populagdes de CTHe CTPH.

do camundongo controle (a) Discriminagao dos doublets, (b) R1 ,populacdo de linfécitos (c) R2, populagdo de Lin- e CD90.1

(d)

R3 populagéo de LSK e R4 populacdo de CTPH. Gréfico representativo de 1 Unico experimento R(regiao)
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Figura16: Estratégiade analise paraseparacdoda CTHpor cell sorting e quantificagdo das populagdes de CTHe CTPH
do camundongo desnutrido (a) Discriminagdo dos doublets, (b) R1 ,populagéo de linfécitos (c) R2, populagao de Lin- e
CD90.1 (d) R3 populagdo de LSK e R4 populagédo de CTPH. Grafico representativo de 1 Gnico experimento.R (region)
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Figural7: Efeito dadesnutricdo proteicanapopulacdo de CTHe CTPH por citometria cell sorting (a) Quantificacdo de
CTH (b) Quantificagdo de CTPH * (p < 0,05) .* indica a diferenca significativa entre o grupo controle e no grupo desnutrido. No
experimento foi utilizado (n = 15) para o grupo controle e (n = 15) para o grupo desnutrido. O nimero entre parénteses refere-se
ao numero de animais utilizados. utilizados no ensaio.
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5.10 Avaliacdo dos processos apoptoéticos e necréticos da CTH e CTPH

por citometria de fluxo

Conforme estratégia de analise mostrada nas figuras 15 e 16, células da medula

O0ssea de ambos os grupos, foram marcadas com Anexina V e 7-AAD para avaliacéo

dos processos apoptéticos e ou necréticos. Na figura 18A e 18B, podem ser visto 0s

controles positivo e negativo do experimento. Conforme figuras 18C e D, ndo houve

diferencas significativas entre os grupos na avaliacdo da CTH e também na houve

diferencas entre os grupos na CTPH (Figura 18E e 18F), respectivamente figuras 19.
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Figura 18: Avaliacdo da apoptose e necrose das populacées de CTHe CTPH do camundongo controle e
desnutrido (a) Controle positivo células estimuladas com 5 um de Camptotecina, (b ) Controle Negativo (c) CTH
controle (d) CTH desnutrido (e) CTPH controle e (f) CTPH desnutrido. Gréafico representativo de 1 Gnico experimento.
(Q1) células marcadas com Anexina V- células em apotose inicial. (Q2) células duplamente marcadas com Anexina V
e 7-AAD- células em apoptose tardia e necrose.(Q3) células marcadas com 7-AAD- células em necrose. (Q4) células
viaveis.
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Figura19: Avaliacdo daapoptosee necrose nas populacées de CTHe CTPHpor citometria (a) Avaliagdo da apoptose
inicial da CTH (b) Avaliagdo da apoptose inicial da CTPH ,( c) Avaliagdo da necrose da CTH ,( d) Avaliacdo da necrose da
CTPH, (e) Avaliagdo da apoptose tardia e necrose naCTH, (f) Avaliacédo da apoptose tardia e necrose na CTPH.No experimento
foi utilizado (n = 5) para o grupo controle e (n=5) parao grupo desnutrido. O nimero entre parénteses refere-se ao nimero total
de animais utilizados no ensaio.



5.11 Avaliacdo de LC3 na CTH por microscopia de fluorescéncia

Conforme estratégia do cell sorting (figuras 15 e 16), CTH foi marcada com

Cyto-ID ™ Green Autophagy,para verificacéo da presenca de autofagia. Utilizamos o

filtro FITC para observar a presenca do sinal autofagico (vacuolos na regido
perinuclear da célula ou pelo citoplasma) e utilizamos o filtro DAPI para visualiza¢ao
do nicleo. A populagdo de Cyto-ID™ Green apresentam vesiculas co-localizadas com
LC3, marcador especifico encontrado no autofagossomo.

Nas figuras (20 A ,B, C e D) observamos citoplasma e nicleo respectivamente,
porém ndo detectamos a presenca de vacuolos no grupo controle. Ja nas figuras (21 A
,B, C, D) do animal desnutrido, observamos a presenca de vacuolos autofagicos (seta

vermelha) . Este experimento foi realizado somente para analise qualitativa.

Figura 20: Avaliagdo da autofagia na CTH por microscopia de fluorescéncia (Figuras a,b,c e d) demonstram a andlise da
autofagia em camundongos controles. Em verde citoplasma e em azul o nicleo. No experimento foi utilizado (n = 5) para o grupo
controle. O nimero entre parénteses refere-se ao nimero de animais utilizados. de animais utilizados no ensaio.




Figura 21: Avaliagdo da autofagia na CTH por microscopia de fluorescéncia (Figuras a,b,c e d) demonstram a andlise da
autofagia em camundongos desnutridos. Em verde citoplasma e em azul o nlcleo. No experimento foi utilizado (n =5) para o grupo d.
O numero entre parénteses refere-se ao nimero de animais utilizados. de animais utilizados no ensaio.
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6.0 RESULTADOS CAGCRE ATGY flox/flox

6.1 Genotipagem dos camundongos Cag Cre Atg7 flox/flox, yfp/lyfp

Conforme descrito no item 3.2.2 realizamos a genotipagem dos camundongos
CAG Cre Atg7 flox/flox. Conforme figura 22, setas vermelhas representam amostras
Cag Cre+ e seta amarela Cag Cre — (ndo marca banda) e todas as amostras séo Atg7
flox/flox e yfp/yfp.

Cag Cre Atg7 flox/flox yfe/yfp

FHgura 22. Genotipagem de camundongos CAG Cre Atg7 flox/flox. Observam-se as bandas obtidas
da eletroforese dos produtos da PCR. As amostras 2,3 e 4 representam camundongos Cag Cre + (seta
vermelha) e amostra 1l (setaamarela) Cag Cre — Todas as amostras de 1a 4 sdo Atg7 flox/ flox( retangulo
verde) e yfp/yfp (retAngulo em azul) (L) Ladder 100 pb (Invitrogen).(b) Branco da amostra (C-) Controle
negativo (camundongo selvagem) banda de 200 pb. Amostras de animais genotipados.n =1 Cre- e n=3
Cre+.

6.2 Expressado do Atg7 e LC3

Conforme descrito no item 3.2.14, realizamos o Western Blotting das proteinas
Atg7 e LC3 nos camundongos CAG Cre Atg7 Flox nas células totais da éssea.
Observamos na figura 23, que houve uma diminuicdo da expresséo do Atg7, no grupo
CAG Cre+ Atg7 flox/flox que receberam tamoxifeno por 5 dias consecutivos, apos 14
dias de recombinacdo. Na figura 23, também podemos observar a diminuicdo da
expressao da proteina LC3 | e Il (proteina envolvida na formacgédo do fagoforo e
autofagossomo) no grupo Atg7 flox/flox.
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Atg7 Wt Atg7 flox/flox

— Atg7

B ¢ -
LC3lII

Fgura 23. Expressao de ATG7 e LC3 nos camundongos CAG Cre Atg7 flox/flox. Resultado da
determinacao da expresséo de Atg7 WT e ATGY flox/flox em células totais de medula 6ssea.

6.3 Avaliacdo do estado nutricional

O peso corpéreo de cada grupo, conforme descrito no item 3.1.4 foi monitorado
a cada 48 horas, verificando-se que ambos 0s grupos ingeriram a mesma quantidade
de racdo. No entanto, o consumo de proteina do grupo desnutrido foi
significativamente menor em todos 0s grupos em relacdo ao grupo controle, uma vez
gue a ragao hipoproteica oferecida ao grupo desnutrido possui apenas 2% de proteina
Verificou-se que os animais do grupo desnutrido Cre- sem TAM (figura 24 A)
apresentaram perda significativa do peso corporal em relagcdo ao grupo controle, cerca
de -20,16 = 1.82 (média + desvio padrdo) e grupo controle +10,11 + 1.60, enquanto
que os animais do grupo Cre+ sem TAM (figura 24 B) apresentaram perda significativa
do peso corporal em relagéo ao grupo controle, cerca de -25,12 + 1.71 (média * desvio
padrdo) e grupo controle +10,08 + 1.42. Ja o grupo Wt Cre - com TAM (figura 24 C)
apresentaram perda significativa do peso corporal em relacdo ao grupo controle, cerca
de -26,07 + 1.49 (média + desvio padrdo) e grupo controle +15,11 + 1.34, enquanto
gue os camundongos do grupo KO Cre+ com TAM (figura 24 D), apresentaram perda
significativa do peso corporal em relacdo ao grupo controle, cerca de -36,10 + 1.68
(média + desvio padréo) e grupo controle +15,07 + 1.09. As concentragdes séricas (
figura 24 ) de proteinas totais e a albumina de todos os grupos, foram
significativamente menores em todos os grupos desnutridos com relagdo aos grupos

controles ( figuras 24 E e 25F).
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Figura24: % Variagdo do peso corpora duranteo periodode 5semanas de indugadoadesnutricdo detodos os
grupos (a): Variagédo do peso corporal do grupo WT Cre- sem TAM (b): Variagdo do peso corporal do grupo WT Cre+
sem TAM (c): Variagdo do peso corporal do grupo WT Cre- com TAM (d): Variagdo do peso corporal do grupo KO
Cre-+ com TAM ..Foi utilizado (n=10) grupo controle e de animais do grupo desnutrido (n=10). Os resultados estéo
expressos por média + desvio padrdo. O n indica o nimero de animais utilizados no experimento.*p<0,05, **p<0,01 ***

p <0, 001 quando comparado o grupo desnutrido ao grupo controle.
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Figura24: Valores das concentragdes de proteinae albuminasérica (e): Concentragdo das proteinas totais (g\dL)
e (f): Concentracao daalbumina sérica (g\dL), de todos os grupos . Foi utilizado n=10 para cada grupo. Os resultados
estdo expressos por média + desvio padrdo. O n indica o nimero de animais utilizados no experimento. * p <0, 05
guando comparado o grupo desnutrido ao grupo controle.

6.4 Celularidade da Medula 6ssea

A celularidade 6ssea é afetada no grupo Cre+ e Cre- desnutrido sem Tam ,
dados que correspondem aos resultados do modelo animal C57BI/6J (figura 25 e
figura 10).0Observamos aumento da celularidade 6ssea no grupo Cre- Controle com
TAM com relag&o ao grupo (Cre -) desnutrido com TAM, KO controle e KO desnutrido
(figura 25). Portanto, células da medula 6ssea com ATG7 (autofagia ativa) que
recebem racdo controle possuem maior quantidade de células totais com relacdo ao
grupo sem autofagia que recebe racdo normoproteica e ou hipoproteica. A analise
diferencial demonstrou em todos os grupos desnutridos baixa concentragcdo de
hemoglobina (Hb), exceto grupo KO com TAM, ndo houve diferencas significativas
entre o grupo KO controle (tabela 14), entretanto, ao observamos no grupo KO
desnutrido com TAM, houve aumento na quantidade de leucdcitos.
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Celularidade 6ssea

Figura 25: Celularidade 6ssea. Numero total de células nucleadas da medula 6ssea de todos os grupos Foi utilizado
n=10 para cada grupo. Os resultados estdo expressos em média + desvio padrdo. O n indica o nimero de animais
utilizados no experimento. *p<0,05 e **p<0,01
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6.5 A producdo de CTH é afetada na auséncia da autofagia submetida a
desnutricao .

As células da medula 6ssea de ambos os grupos foram marcadas com o0s
anticorpos especificos para CTH,conforme item 3.2.10. Demonstramos aumento na
producdo da CTH no grupo WT (Cre+) e grupo KO controle com TAM com relag&o aos
outros grupos (figura 26 A). Entretanto, a célula-tronco hemopoética com auséncia da
autofagia submetida a desnutricdo proteica foi mais afetada (KO desnutrido com TAM)
ao compararmos com o0 grupo deficiente para autofagia submetido a racao
normoproteica (KO Control com TAM). J4 na producdo de CTPH, observamos
diminuicdo na producdo nos grupos WT (Cre-) sem TAM e WT (Cre+) submetidos a
desnutricdo. Na figura 26 B , podemos observar que houve aumento da producédo de

KO Desnutrido com TAM com relacdo ao grupo WT Cre+ sem TAM desnutrido.

a) CTH b) CTPH

Fkk

*% *

*%

o

Frequéncia total
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Figura26. Representa a frequéncia total de CTH e CTPH (a)Quantificagdo da CTH em todos os grupos CAG CRE (b)
Quantificagéo da CTPH em todos os grupos CAG CRE . Teste tw o-way ANOV A n=6 paratodos os grupos. O n indica o
namero de animais utilizados no experimento. *p<0,05, *p<0,01 e ***p<0,001.
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6.6 MortecelularnaCTHe CTPH

As células da medula 6ssea de ambos os grupos foram marcadas com os
anticorpos especificos para CTH e Anexina V, conforme item 3.2.11. Demonstramos
aumento da apoptose inicial (Figura 27 A) no grupo KO desnutrido com TAM ao
compararmos ao grupo KO Control com TAM. Nao houve diferengas significativas na
marcacdo com 7AAD, entretanto, na figura 27 C, podemos observar aumento da
apoptose tardia no grupo KO desnutrido com TAM ao grupo KO Control com TAM,
também encontramos aumento da apoptose tardia no grupo WT (Cre-) com TAM.

a) CTH Anexina V h) CTH 7AAD
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Figura 27. Representa a morte celular de CTH (a) Quantificagdo da Anexina V na CTH emtodos os grupos CAG CRE
(b) Quantificagdo do 7AAD emtodos os grupos CAG CRE (c) Quantificagcdo da Anexina V+ 7AAD emtodos os grupos CAG CRE.

Teste two-way ANOVA n=6 para todos os grupos. O n indica o nimero de animais utilizados no experimento. *p<0,05, **p<0,01
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6.7 Avaliacdo do Ciclo Celularna CTH

As células da medula 6ssea de ambos os grupos foram marcadas com o0s
anticorpos especificos para CTH e Anexina V, conforme item 3.2.13. Demonstramos
aumento de células CTH na fase GO/G1 grupo KO desnutrido com TAM com relacdo
ao grupo KO Control com TAM (figura 28 A). J&, na figura 28 B, observamos aumento
de CTH na fase S/G2/M no grupo WT (Cre+) Desnutrido sem TAM com relagéo ao
grupo WT (Cre -) Desnutrido sem TAM e Cre (+) Controle sem TAM, entretanto, houve
diminuicdo da CTH na fase S/G2/M no grupo KO desnutrido com TAM com relag&o ao
grupo KO controle com TAM (figura 28 B).
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Figura28 Representa o ciclo celular da CTH (a) Quantificagdo da CTH na fase GO/G1 emtodos os grupos CAG CRE (b) Quantificagdo da CTH na fase S/G2/M em
todos os grupos CAG CRE. Teste two-way ANOVA n=6 paratodos os grupos. O n indica o nimero de animais utilizados noexperimento. *p<0,05, **p<0,01
*

p<0,001
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7.0RESULTADOSTG2

7.1 Ausénciada TG2 afeta a celularidade 6ssea.

A celularidade 6ssea é afetada no grupo TG-/- (KO) com relagéo ao grupo WT,
entretanto, ao compararmos com o0 grupo KO starvation (Jejum 24 horas),

observamos aumento da celularidade 6ssea com relagéo a TG-/- sem privacgéao (figura
29)

Celularidade 6ssea

Figura29: Celularidade 6ssea. Numero total de células nucleadas da medula 6éssea de todos os grupos Foi utilizado
n=6 para cada grupo. Os resultados estdo expressos em média + desvio padrdo. O n indica o nimero de animais

utilizados no experimento. *p<0,01 e **p<0,001

7.2 Avaliacdo das proteinas envolvidas na sinalizacdo autofagica e
proliferacao celular.

Conforme item 3.2.14, realizamos a extracdo de proteinas e analisamos as
proteinas envolvidas na sinalizagdo autofagica e na proliferagdo celular em células

totais de medula 6ssea nos grupos WT e KO para TG2 sem privacdo. Demonstramos
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gue nado houve expressdao da TG2 no modelo KO e observamos aumento da

expressao de LC3 Il, p-MEK, p-44 Erk, p-42 Erk com diminuicdo de p62 nas células de

medula éssea em TG-\- (figura 30).

- — — — 162
E—— S S S == S
W KO W Ko Wt KO
T B R e s wee LC3
LC3 1l

— — — — — ey C1IN

WT KO WT KO WT KO

-t Ee e e 62

------ Actin

WT KO WT KO WT KO

MEK1/2
- e e WD - O

oD o' D TS ¢ oWy
WT KO WT KO WT KO

Tubulin

e p Erk 44
g -— -_

R ——— S s tubulin

WT (0 Wt Ko Wt KO

Q
—

LC3 I/LC3ll

d)

p44/tubulin

154

=
o
1

a
1

o4

p62/actin

=
o
I

o
3
1

phospo MEK

LC3
*
—_
T
N ®
c) 107
5 o8
e}
2
S of
w
s
S 04
Q
4
2 02
Q
00
Erk
P44
*kk
| ensem— :
$ ©

LS

p42/tubulin

o

20

104

p62

p42

Figure 30. Efeito daTG2 nas proteinas envolvidas nasinalizagdo autofagica e naproliferagdo em células totais de camundongos TG2 WT
e KO avaliados por Western Blotting .(a) Resultados da determinacdo de LC3 .(b) Resultados da determinagdo de p62 (c) Resultados da

determinagéo de p-MEK. (d) Resultados da determinagéo de p-44 Erk (e) Resultados da determinagéo de p-442 Erk. Podemos observar também

as imagens das proteinas com seu respectivo controle 3-actina e ou tubulina pelo ImageQuant* (p < 0,05). **p<0,01 e **p<0,001

* indica a diferenca significativa entre o grupo WT e KO . No experimento foi utilizado n = 3 para o grupo WT e,n = 3 para o grupo KO. n refere-se

ao numero total de animais utilizados no ensaio.
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7.3 A producédo de CTH e CTPH ¢ afetada na auséncia da TG2.

As células da medula 6ssea de ambos os grupos foram marcadas com o0s
anticorpos, conforme item 3.2.10. Demonstramos que na auséncia da TG2 (KO 0) ,
houve aumento da quantidade de CTH, entretanto ao induzir a privagao de nutrientes
(starvation) houve uma diminuicdo na producéo de CTH (figura 31 A). Ja na figura 31
B, podemos observar que houve diminuicdo da CTPH na auséncia da TG2, entretanto

houve aumento da CTPH no grupo KO starvation.
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Figura 31. Representa a frequéncia total de CTH (a) Quantificagdo da CTH nos grupos WT e KO comou sem
privacao e (b) Quantificagdo da CTPH nos grupos WT e KO com ou sem privacao Teste tw 0-way ANOVA.* p<0,05
**p<0,01 e ***p<0,001 * indica a diferenga significativa entre o grupo WT e KO . No experimento foi utilizado n = 3 para
0 grupo WT e,n = 3 para o grupo KO. n refere-se ao nimero total de animais utilizados no ensaio.

7.4 Morte celular na TG2-\-

As células da medula 6ssea de ambos os grupos foram marcadas com o0s

anticorpos especificos para CTH e Anexina V, conforme item 3.2.11. Demonstramos
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diminuicdo da apoptose inicial (Figura 32 A) no grupo KO com estimulo apoptotico
(staurosporine) com relacdo ao WT com staurosporine e aumento da apoptose no
grupo KO starvation com relagéo ao grupo KO sem starvation. Com relagéo as células
CTPHs(figura 32 B) podemos observar diminuicdo da apoptose no grupo KO sem
starvation e KO com stausrosporine, ao comparar com o grupo WT com ou sem
tratamento, entretanto houve aumento da apoptose nas CTPHs no grupo KO

starvation com relagdo ao WT starvation.

a)  AnexinaV CTH b)  AnexinaV CTPH
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Figura 32. Representaaporcentagem de células apoptoticas em processo inicialnaCTHe na CTPH (a)
Quantificagdo da Anexina V na CTH nos grupos WT e KO sem tratamento , WT e KO com estimulo apoptotico
staurosporine 2 um (Staus) e WT e KO com starvation (STV) (b) Quantificagéo da AnexinaV na CTPH nos grupos WT
e KO semtratamento , WT e KO com estimulo apoptético staurosporine 2 um (Staus) e WT e KO com starvation (STV)
Teste two-way ANOVA.* p<0,05 **p<0,01 e **p<0,001 *indica a diferenc¢a significativa entre o grupo WT e KO . No
experimento foi utilizado n = 3 para o grupo WT e,n = 3 para o grupo KO. n refere-se ao nimero total de animais

utilizados no ensaio

7.5 Aumento da expressédo de LC3 na auséncia da TG2 em células-tronco
hemopoéticas

Conforme item 3.2.14, analisamos as proteinas envolvidas na autofagia por
citometria de fluxo, na figura 33, podemos observar aumento da proteina LC3 na CTH

e na CTPH na auséncia da TG2, entretanto houve diminuicdo da expressdo nas



median

91

células CTPHs com starvation ( figura 33 Ae 33 B) . J4 a expressao de p62 encontrou-
se com baixa expresséao no grupo KO STV na CTH (figura 33 C).
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Figura 33. Representa a expressao de LC3 e p62 nas CTHs e na CTPHs por citometria de fluxo (a)
Quantificagdo da LC3 na CTH nos grupos WT e KO sem tratamento e WT e KO com starvation (STV) (b)
Quantificagdo da LC3 na CTPH nos grupos WT e KO sem tratamento e WT e KO com starvation (STV). (c)
Quantificagdo da p62 na CTH nos grupos WT e KO sem tratamento e WT e KO com starvation (STV) (d)
Quantificagéo da p62 na CTPH nos grupos WT e KO sem tratamento e WT e KO com starvation (STV) Teste tw o-way
ANOVA.* p<0,05 **p<0,01 e **p<0,001 *indica a diferenga significativa entre o grupo WT e KO . No experimento foi
utilizado n = 3 para o grupo WT e,n = 3 para o grupo KO. n refere-se ao nimero total de animais utilizados no ensaio
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7.6 Aumento da proliferacdo celular na auséncia da TG2 em células-
tronco hemopoéticas e progenitoras.

Conforme item 3.2.14, analisamos as proteinas envolvidas na proliferacédo
celular por citometria de fluxo, na figura 34 A,B,C e D, podemos observar aumento da
fosforilagcdo de Erk e Ki67, nas populagdes de CTH e CTPH na auséncia da TG2. O

aumento da proliferac&o persistiu nos grupos KO starvation
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Figura 34. Representa a expressdo de LC3 e p62 nas CTHs e na CTPHs por citometria de fluxo (a)
Quantificagdo da ERK na CTH nos grupos WT e KO sem tratamento e WT e KO com starvation (STV) (b)
Quantificagdo da ERK na CTPH nos grupos WT e KO sem tratamento e WT e KO com starvation (STV). (c)
Quantificagdo da Ki67 na CTH nos grupos WT e KO sem tratamento e WT e KO com starvation (STV) (d)
Quantificagéo da Ki67 na CTPH nos grupos WT e KO sem tratamento e WT e KO com starvation (STV) Teste tw o-way
ANOVA.* p<0,05 **p<0,01 e **p<0,001 *indica a diferenga significativa entre o grupo WT e KO . No experimento foi
utilizado n = 3 para o grupo WT e,n = 3 para o grupo KO. n refere-se ao nimero total de animais utilizados no ensaio
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8.0 DISCUSSAO

A desnutricdo ainda é um dos principais problemas de salude publica
mundialmente, sendo a desnutricdo proteico-energética (DPE) uma das formas mais
frequentes (ONIS; HABICTH, 1996). A DPE pode ocorrer em recém-nascidos, criancas
e adultos. Em criancas, a desnutricdo pode acarretar baixo peso e retardo no
crescimento (baixa estatura). A falta de uma alimentacdo adequada e ingestdo de
nutrientes, bem como, recorrentes infecgcdes sdo em grande maioria, a principal causa
de desnutricdo em lactantes e criangcas. Em adultos, a desnutricdo é vista em
individuos hospitalizados, pacientes portadores de doencas cronicas e idosos
(SHETTY, 2006).

Desnutricdo proteica (DP) e a proteico—caldrica ou proteico-energética € causa
de véarias manifestacbes clinicas, sendo que as alteracdes mais evidentes estédo
relacionadas aos parametros antropométricos. A DP e a DPE ocorrem em uma
sequéncia que varia desde a deficiéncia protéica exclusiva e grave (Kwashiorkor), que
€ decorrente de caréncia proteica com ingestdo normal de carboidratos até a
deficiéncia proteica e energética grave (Marasmus), que decorre da deficiéncia
prolongada de proteinas e carboidratos. No homem, a deficiéncia nutricional
raramente €é exclusivamente caldrica ou proteica, ocorrendo frequentemente a
associacdo de ambas e que é denominada de sindrome kwashiorkor-marasmaética.
(CARVALHO, 2001). As manifestacfes clinicas da DPE dependem do grau e
severidade da deficiéncia proteico-caldrica, da causa e duracdo da deficiéncia, bem
como da idade do individuo e da associa¢do ou ndo com outras doencas. Os quadros
intermediarios surgem pela combinacdo de Vvarios graus de privacdo proteica com

diversos graus de deficiéncia calorica total (De ANGELIS, 1986).

Além disso, a desnutricdo pode ocasionar alteragcfes psico-motoras, alteracdes
morfoldgicas e funcionais em diversos érgaos: baco (MELLO et al.,2014) pulmdes (LIU
et al.,2014), figado (GIUSTO et al.,2014),alteracdes no sistema imunolégico (MELLO
et al.,2014) e na matriz extracelular (MEC) (BORELLI et al., 2009). Alteracdes
hematolégicas e na MEC pode contribuir para a hipoplasia observada na medula

o0ssea em camundongos desnutridos. (BORELLI et al., 2009).

No modelo de desnutricdo utilizado neste trabalho, as racfes foram elaboradas
considerando os teores de vitaminas, acidos graxos e sais minerais necessarios para
fornecer uma dieta adequada (REEVES et al., 1993), restringindo-se a quantidade de

proteina da racdo ofertada (racéo hipoprotéica). O grupo desnutrido apesar de nao ter
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ingerido menos calorias que o grupo controle teve perda de peso significativa
indicando a desnutrigcdo proteica.

Verificamos que os animais desnutridos apresentam menor ndamero de
eritrocitos, diminuicdo da concentracdo da hemoglobina e hematocrito comparado aos
animais controle, caracterizando um quadro de anemia. H& diminuicdo da proliferacéo
celular afetando a granulopoese (BORELLI et al.,, 2009) o qual contribuiu para a
leucopenia encontrada, linfocitopenia (GARCIA, 1992; BORELLI et al., 1995; BARON,
1997) e neutropenia (BORELLI et al., 1995 e 2007).0s animais desnutridos também
apresentam hipoplasia medular, principalmente no setor mieldide (BORELLI et al.,
1995, 2001, 2007).

Essas alteracBes hematolégicas como pancitopenia periférica e hipoplasia
medular sdo justificadas por deficiéncia proteica no processo de renovacgao celular.
Como a medula 6ssea € um tecido altamente renovavel devido a vida média
relativamente curta das células sanguineas, o aporte de nutrientes é fator limitante
para a producdo medular. As células-tronco hemopoéticas (CTHs) e células-tronco
progenitoras (CTPH) de animais desnutridos apresentam parada maturativa
evidenciada por numero elevado de células tronco/progenitoras na fase GO/G1 do ciclo
celular (BORELLI et al.,2004 e NAKAJIMA et al.,2014). A permanéncia da CTH e
CTPH no ciclo celular € devido a elevagcdo da concentracdo de p21 e p27 e reducéo
da proteina ERK e de ciclina D3 (NAKAJIMA et al.,2014), assim como, poderia ser
ocasionada pela via de mTOR ja que o mesmo participa na progresséao do ciclo celular
(SABATINI, 2012).

A hipoplasia medular observada pode ser ocasionada também por morte
celular, mas ndo por apoptose, mas por processo autofagico (FOCK et al.,,2010 e
BELTRAN et al.,2013).Desequilibrios nutricionais e metabodlicos podem induzir
ativacdo autofagica (KOTA, 2013). Autofagia é um processo catabdlico que regula o
equilibrio entre a sintese, a degradacdo e reciclagem de componentes celulares,
desempenhando assim uma participagdo no crescimento, desenvolvimento e
homeostase celular (MVORGAN-BATHKE, 2013), podendo ser ativada por resposta a
estresse celular, privagcdo de nutrientes, espécies reativas de oxigénio (EROS), hipdxia
e acumulacdao do reticulo endoplasmatico (KLIONSKY, 2009).

Além do estresse, a autofagia também participa em varias atividades
fisiologicas, incluindo no desenvolvimento e diferenciacéo celular (LEVEQUE, 2015). O
processo autofagico possui papel critico na imunidade inata e adquirida,
desempenhando funcdo importante no controle da inflamacao (DERETIC, 2013), ou
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seja, a autofagia participa no controle da imunidade através da apresentacdo de
antigenos,homeostase dos linfécitos e na secre¢do de mediadores inflamatorios.

Autofagia participa na regulagdo da MEC, através de fatores de crescimento,
sensores de nutrientes, sensores de energia ou em resposta ao estresse (LOOK e
DEBNATH, 2008) e na regulacédo das CTHs (JUN-LIN et al.,2013).

CAO et al.,2015 demonstram que a autofagia é essencial para manter e regular
o ciclo celular nas células-tronco e progenitoras (HSPCs) e que o0 processo autofagico
acelera ou reduz o ciclo celular das HSPCs em fungéo das condi¢fes de nutrientes, ou
seja, sob condi¢des fisiologicas ou meio rico de nutrientes a ativacdo da autofagia in
vivo promove a entrada do ciclo celular de HSPCs, através da ciclina D3, entretanto
sob baixas concentragdes de nutrientes a autofagia sinaliza a transcrigcdo da fase G1
para S em HSPCs.

Dados da literatura demonstram, que a inibicdo dos genes essenciais da
autofagia em camundongos knockout para Atg7 ou Fip200, altera a auto-renovagéo da
CTH e também ocasiona mieloproliferacdo desregulada (LIU et.al,.2010 e
MORTENSEN et al.,2011).Além disso, outros trabalhos demonstraram que autofagia
depende do ATG7 para regular o ciclo celular das CTH e CTPH ( CAO et.al.,2015),
promovendo a megacariopoiese, a diferenciacdo de megacariocitos e trombopoiese
(Cao et.al.,2015), regulando portanto a hematopoese.

Dados deste trabalho demonstram reducéo de células CTH e CTPH , sem
evidéncias de apoptose ,porém com aumento da expressdo de autofagia. Esse
aumento do processo autofagico é devido a diminuicdo da fosforilagcdo das proteinas
Akt e mTOR encontrados nos animais desnutridos. O processo autofagico é
controlado pela proteina mTOR, A proteina mTOR participa na manutencao da
homeostase celular e sua ativagdo depende de fatores de crescimento e nutrientes,

tais como: carboidratos e aminoacidos.

Entretanto, podemos verificar que mMTOR quinase possuem dois complexos
distintos denominados TOR complexo 1 (MTORC1) e TOR complexo I (INTORC2). O
complexo mTORC1 que contém os seguintes complexos: mTOR, Raptor, mLST8
(GBL) e PRAS40, participa na inibicdo do processo autofagico (ALTOMORE,2012).
Dados deste trabalho demonstrou que ha reducéo da expressdo de mTOR total e da
porcdo fosforilada de mTOR ser 2481, nas células CTPH dos animais do grupo
desnutrido.

O complexo mTORCL1 é controlado pelas protéinas TSC1/2 , que por sua vez ,
€ regulado pela protéina Akt. A proteina Akt fosforila a proteina mTOR no sitio Ser
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2448 e a partir desta primeira fosforilacdo, mTOR realiza uma autofosforilacdo da
Ser2481,uma vez ativada a proteina mTOR inibe o processo autofagico e ativa a
proteina p70S6 (p 70S6K), uma quinase ativada por sinalizacdo mitogénica requerida

para crescimento celular e passagem pela fase G1 do ciclo celular (LOOS,2013).

Nao encontramos alteragcdes nas proteinas que participam do complexo
mTORC1 entre os grupos, exceto a proteina GBL ,onde demonstramos por RT-PCR
uma reducdo da expressdo génica em CTPH de animais desnutridos. Dados da
literatura demonstram que os niveis de mMRNA ndo podem ser usados como
substitutos para os niveis de proteina correspondentes (SCHWANHAUSSER
,2013),uma vez que ha uma discrepancia nos padrbes de expressao relacionados
entre proteina e mMRNA que pode ser explicado pela regulacéo pos-transcricional da

expressao génica.

A proteina GBL é fundamental para formacgéo da interagéo dos nutrientes entre
Raptor e mTOR (TSUKASA, 2011), entretanto, a diminuicdo de mLST8 (GBL) néo
diminui os niveis de mTOR (SABATINI, 2006).

A desnutricdo ocasionou diminuicdo das concentracfes dos aminoacidos
dispensavéis: Isoleucina, Lisina, Metionina e Valina, ja o aa ndo dispensavel Serina
encontram-se aumentado e o aa Taurina encontra-se reduzido em camundongos
desnutridos (Beltran et al.,2013). O aminoacido Taurina intensifica os efeitos da
insulina e também contribui para o funcionamento do metabolismo da glicose
(BERG,2006), este dado pode justificar a reducdo de insulina sérica e IGF-1
encontrada nos animais desnutridos,que este por sua vez interage com a via de Akt e

contribui para a redugéo da fosforilagdo de mTOR em CTPHs.

MTOR detecta a disponibilidade de aminoacidos principalmente de glutamina e
leucina, por meio de um sistema de transporte bidirecional (KRAFT , 2012).A leucina é
um dos aminoacidos mais relevantes na sinalizacdo de mTOR, no entanto, o
mecanismo de deteccdo da disponibilidade de aminoacidos, bem como o mecanismo
de desfosforilagdo do mTOR, ainda ndo esta totalmente compreendido (NICKLIN,
2009). Portanto, os nutrientes (por exemplo, glicose) e aminoacidos (por exemplo,
leucina) séo estimuladores da via mTORC1 ( KIM, 2011 ).

Conforme figura 24, a insulina ativa a proteina Akt, que por sua vez ,inibe as
proteinas TSC1/2, que sucessivamente controla ativacdo de mTOR (CHAN,2011). As
proteinas ERK e IKK[ participam na inibigdo de TSC1/2. Ja IKKa participa na ativagéo
de mTORCL1. Karina et al.,2014 demonstraram reducdo da fosforilagdo de ERK em

camundongos desnutridos e redugdo de IKKa e IKKB em macréfagos estimulados
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com LPS (CRISMA et al.,2010), as alteracdes nessas proteinas contribuiram para a
reducéo da fosforilagdo de mTORCL1.

Ja o complexo mTORC2 que contém as seguintes proteinas: mTOR, Rictor,
mSin1, PRR5 e mLST8 (GBL) , participa na sobrevivéncia celular e na organizagao do
citoesqueleto, entretanto, a regulacdo do mTORC2 ainda € desconhecida; no entanto
sabe-se que mMTORC2 fosforila AKT em Ser473 ( OH e JACINTO et al.,2011), dados
deste trabalho evidenciaram diminuicdo de p-Akt ser 473 e mRNA (AKT2) em células
CTPHS de animais desnutridos. Portanto a redugdo de insulina (NAKAJIMA et
al.,2014) e dos aminoéacidos encontrados nos animais desnutridos (BELTRAN et
al.,2013) ,justificam a redugao da p-Akt ser 473, que portanto afetou a fosforilagcdo de
MTORC1, ocasionando elevada expresséo autofagica, visto que mTORC1, participa

da inibicdo da autofagia.

Dados da literatura demonstram que a proteina Akt 2, € regulada por dieta rica
em gordura e contribui na ativacdo de mTORC1, bem como na regulacdo do fluxo
autofagico no tecido cardiovascular (ZHANG et al.,2013), também em dieta rica em
gordura, JEFFREY et al.,2015, demonstrou que a fosforilagdo de Akt serina 473,
apresentou reduzida no tecido adiposo, enquanto em dieta com restri¢cdo proteica, ha
também diminuicdo da p-Akt serina 473 , com comprometimento da proteina
MTORC1 e aumento do fluxo autofagico em células totais de medula Ossea
(BELTRAN et al., 2013).

As proteinas Akt e mTORC1 participam da proliferacéo, diferenciacdo e
sobrevivéncia celular das células hemopoéticas (FRANSECKY,2015).Dados da
literatura demonstram que camundongos Knockout para mTOR , ocasionou altera¢des
na medula 6ssea com defeitos na hemopoese , principalmente na linhagem mieléide
,eritréide e linfoide. A inibicdo de mTOR resulta em perda da quiescéncia das CTHs, e
as mesmas nado sao capazes de repovoar o0 tecido medular em camundongos
irradiados. Além disso, estimula aumento da apoptose em células maduras, mas nao
de CTHs, indicando uma funcdo especifica no estagio de diferenciacdo. Estes
resultados demonstram que mTOR € essencial no transplante de CTHS e expansao
das multi-linhagens (GUO et al.,2013).

As CTHs residem na medula 6ssea com baixa tensdo de oxigénio e baixa
reducdo de fornecimento de nutrientes (PARMAR et al.,2007 e MIHARADA et
al.,2011) , com participagdo dos sensores de nutrientes e sensores de energia. A
proteina LKB1 (sensor de energia) e mTOR (sensor de nutrientes) estimulam diversos

sinais, incluindo fatores de crescimento, horménios e disponibilidade de nutrientes e
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possuem papéis importantes na homeostase da CTH (HUANG et al.,2012). A delecéo
de LKB1 (GAN et al., 2010 e KROCK et al.,2011) ou de mTOR (ZHANG et al.2006 e
CHEN et al.,2008) aumenta a proliferacdo dos progenitores hemopoéticos, com
detrimento na manutencdo da CTH, sugerindo que a baixa disponibilidade de
nutrientes € uma caracteristica importante no nicho hemopoético que sustenta a

guiescéncia e auto-renovacéao da CTH.

Ja a proteina Akt, que participa em diversas func¢des celulares, possui um papel
ainda desconhecido nas CTHs. Dados da literatura demonstram que camundongos
knockout para duas isoformas altamente expressas no compartimento hemopoético
(AKT1 e AKT2) alterou o desenvolvimento de células mieldides e linfoides, apos
transplante em camundongos irradiados, além disso, houve parada do ciclo celular na
fase GO e diminuicdo da espécie reativas de oxigénio (EROS) nas CTHs ,portanto
AKT1 e AKT2 sé&o importantes na manutencéo das CTHs long term (LT-CTHSs) o que

contribui para as alteracdes na hemopoese (JUNTILLA et al.,2010).

Durante a ativagdo do processo autofagico € necessario o envolvimento de
outras proteinas, Beclin-1 e Bcl-2 (Figura 24) (RUBINSZTEIN, 2007). Nao observamos
neste trabalho, diferengas significativas da proteina Bcl-2 em CTPHS pelo método de
Western blotting.

Na sinalizacdo autofagica, € necessaria a formacéo do fagoforo, que através
das proteinas da familia Atgs, ocorre o englobamento de componentes celulares e
posteriormente, formacdo de uma vesicula de membrana dupla, chamada de
autofagossomo (vesicula autofagica), que se funde com os lisossomos para formar
uma vesicula Unica, chamado de autofagolisossomo. Para esta etapa, é fundamental a

participacdo da proteina LCS3.

Durante o processo autofagico, a proteina LC3 | citoplasmética € clivada e
convertida em LC3 Il lipidada, que se liga ao pré — autofagossomo e autofagossomo
(figura 24). Observamos neste trabalho aumento significativo do LC3 | citoplasmatico e
LC3 I em CTPHS de animais desnutridos em relacdo aos animais controle,
demonstrando um processo autofagico altamente ativo. Nao foi possivel avaliar estas
proteinas envolvidas na sinalizacdo autofagica na CTH, devido a quantidade de
células ndo serem suficientes para essas andlises, porém demonstramos por
microscopia de fluorescéncia, um aumento da marcacdo de LC3 em camundongos

desnutridos.

Portanto, ap6és a formacdo do autofagolisossomo, inicia-se processo de
degradacdo dos componentes celulares, sendo que estes produtos degradados séo
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reutilizados pelas células de modo a manter a homeostase celular (BEHRENDS,
2010).

H& poucos trabalhos relacionados entre desnutricdo e autofagia. SUGAWARA
et al, 2009, avaliaram os efeitos da ingestdo de leucina em uma dieta deficiente de
proteina (desnutricdo proteica) na sintese e degradacéo das proteinas musculares. A
reducdo da massa muscular foi suprimida pela suplementagdo de leucina(1,5% de
leucina) em ratos alimentados com uma dieta isenta de proteina, durante 7 dias. Além
disso, houve uma diminuicdo na degradacdo das proteinas musculares
principalmente da expresséo da proteina LC3Il, mas n&o foi evidenciado aumento, na
sintese de proteinas do musculo. Esses resultados sugerem que a dieta isenta de
proteina, suplementado com leucina, suprime a degradacado das proteinas musculares,

através da inibicdo da autofagia, em vez da sintese proteica.

Embora autofagia atue principalmente como um mecanismo de protecéo, sabe-
se que uma excessiva atividade autofagica pode ocasionar morte celular (MAIURI,
2007).

Portanto, dependendo dos diferentes estimulos celulares o resultado da
autofagia pode promover a sobrevivéncia celular ou a morte celular. Entretanto, a
autofagia possui uma funcdo complexa e essencial na fisiologia das células e no
organismo. Estudos recentes indicaram que a autofagia também tem uma fungéo de
pr6-morte através de varios mecanismos. A excessiva inducdo de autofagia pode ser
um dos mecanismos pelo qual o processo autofagico possa ser considerado como um
fator de pr6-morte. O mecanismo pelo qual a autofagia pode executar essas duas
funcdes de uma pré-sobrevivéncia ou de um mecanismo de pré-morte permanece sem

entendimento até o momento (Fan e Zong, 2012).

Uma vez que as CTHs e CTPHs demonstraram neste trabalho, aumento da
expressdo autofagica e, portanto, ndo sabemos se autofagia € benéfica para o
organismo desnutrido, avaliamos as CTHs e as CTPHs em camundongos CAG CRE
Tag / Atg7 flox/flox.CAG- CreER (sendo CAG promotor de citomegalovirus), CRE
recombinase viral capaz de quebrar sequenciais lox sob o controle do CAG e ER 0
receptor de tamoxifeno) e Atg7 " (que tem o gene Atg 7 flanqueado por sequenciais
lox , ou seja, ird induzir a migracao nuclear de complexos CreER) ,isto faz com que as
células destes camundongos respondam ao tamoxifeno. Nao ha trabalhos publicados
sobre esta linhagem de camundongo. Dados deste trabalho demonstram que auséncia
da autofagia em modelo de desnutricdo altera a producdo de CTH e CTPH. Assim,
como a auséncia da TG2 ( proteina envolvida na maturacdo do autofagossomo),
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prejudicou a producdo de CTH e CTPH, entretanto essas células com periodo de
starvation 24 horas , aumentou a producéo dessas populacdes.

H&4 outros modelos knockouts para CTHs, LEVEQUE et al., 2013,
demonstraram que a autofagia € um processo ativo na LT-CTHSs e que a eliminag&o do
gene ATGS5, resultou alteragdes na manutencéo e funcéo da CTH.

Ja, MORTENSEN et al.,2010, demonstraram que camundongos camundongos
Vav-Atg7 7 ,(camundongos Knockout especifico para CTH), possui um elevado
namero de mitocondrias nas CTHs, anemia grave ,aumento da producédo de EROS e
danos no DNA com sobrevida de ~ 9 semanas apos 0 nascimento.

Uma vez que em nosso modelo de desnutricdo, € induzido em camundongos
de 2 meses de idade em torno de 5 semanas, seria inviavel utilizar essa linhagem para
nossos experimentos. Por isso vamos utilizar os camundongos CAG CRE-ER, pois
sdo camundongos Knockouts condicionais, onde o gene de interesse (Atg7) €

deletado apos tratamento com tamoxifeno.

Contudo, visto que autofagia funciona como uma sinalizacdo complexa e
dindmica e que a desnutricdo proteica acarreta alteragcbes na fosforilagdo de
Akt/mTOR, sugere-se que essas modificacdes contribuiram no bloqueio da inibi¢do ,
corroborando para aumento da expressdo do processo autofagico na CTH e CTPH.
Com base nos resultados dos camundongos CAG CRE Atg7 flox a autofagia é
necesséaria no modelo de desnutricdo proteica como mecanismo de sobrevivéncia
celular, entretanto, diferentes proteinas, sendo eles ATG7 ou TG2, regulam a
producdo e diferenciagdo da CTH de maneira diferente e mesmo quando submetidas a
desnutric&o ou privagéo de 24 horas.

9.0 CONCLUSAO

Os resultados demonstram a existéncia de autofagia na CTH e CTPH com
reducéo da fosforilacdo de Akt e mTOR em animais desnutridos, com aumento da
proteina LC3 Il nos animais desnutridos do grupo C57BI/6J, demonstrando que a via
autofagica esti expressivamente ativada.Estes dados podem em parte justificar a
hipoplasia medular nesses animais com consequente comprometimento da producéo
de células sanguineas, sendo este processo autofagico benéfico para o modelo de
desnutric&o proteica.
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Spallanzani", Doutoranda do Programa de Pds-Graduagdo em Farmécia, area de Fisiopatologia e Toxicologia (USP),Mestre em Ciéncias,
area de Analises Clinicas(USP), Graduada em Ciéncias Bioldgicas , extensdo univ ersitaria em conceitos e aplicagdes atuais da Biologia
Celulare nivel técnico em Bioadiagnéstico e Patologia Clinica. Tem experiéncia na area de A nalises Clinicas, com énfase em
Hematologia, célula-tronco hemopoética, apoptose, autofagia, camundongos Knockouts, transferéncia génica por vetores virais, Rna
de interferéncia e terapia génica.

(Texto informado pelo autor)

Nome civil

Nome Jackeline Soares de Oliv eira Beltran

Formacado académica/titulacdo

2014 Doutorado em Doutorado em Ciéncias.
Universidade de S&o Paulo, USP, Sao Paulo, Brasil
Titulo: Avaliagdo da autofagia na célula-tronco hemopoética em camundongos knockout para o gene Atg7

submetidos a desnutricdo proteica

Orientador: Primav era Borelli @

Co-orientador: Jodo Gustav o Pessini Amarante-Mendes

2010 - 2013 Mestrado em Ciéncias.
Universidade de Séo Paulo, USP, Sao Paulo, Brasil
Titulo: Avaliag&o da participagdo dos processos apoptoticos, necréticos e autof agicos na hipoplasia medular de

camundongos submetidos a desnutricdo proteica, Ano de obtencéo: 2013
Orientador: Primav era Borelli Q

2004 - 2008 Graduagd@o em Ciéncias Bioldgicas.
Univ ersidade do Grande ABC, UNIABC, Santo Andre, Brasil
Titulo: Contaminacao do solo no Estado de S&o Paulo nos ultimos 5 anos.

Orientador: Prof®Valéria Bruschella

2005 - 2007 Ensino Profissional de nivel técnico .
Niv el Centro Educacional, NiVEL, Brasil

2009 - 2010 Aperfeicoamento em Hematologia Experimental.
Univ ersidade de S&o Paulo, USP, Sao Paulo, Brasil
Titulo: Hematologia Experimental

Orientador: Prof. Primav era Borelli

Formagdo complementar


http://lattes.cnpq.br/2892508536771045
http://lattes.cnpq.br/2892508536771045

2015 - 2015

2015 - 2015

2015 - 2015

2013 - 2013

2013 - 2013

2013 - 2013

2012 - 2012

2012 - 2012
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2011 - 2011

2011 - 2011
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2010 - 2010

2010 - 2010

2009 - 2009
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Curso de curta duracdo em Uso de animais em Experimentacdo. (Carga horaria: 10h).
Instituicdo de Ciéncias Biomédicas IV, ICB IV, Brasil

Curso de curta duracdo em Atividades com OGM em contencéo. (Carga horaria: 16h).

Conselho de Informagdes sobre Biotecnologia, CIB, Brasil

Curso de curta duracdo em Curso Teérico e Pratico Imunoistoquimica. (Carga horaria: 8h).

Instituicdo de Ciéncias Biomédicas IV, ICB IV, Brasil

Curso de curta duracdo em Workshop de Capacitacao de Pesq. em Método Cientif. (Carga horaria: 40h).

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

Curso de curta duragdo em qPCR Users Meeting. (Carga horaria: 8h).
Life Tecnologies , LIFE TEC, Sao Paulo, Brasil

Curso de curta duracdo em Biosseguranca e Contengdo de Camundongos OGM. (Carga horéria: 2h).

Univ ersidade de Séo Paulo, USP, Sao Paulo, Brasil

Treinamento Biotério de Producédo e Experimentacdo. . (Carga horéaria: 25h).
Univ ersidade de S&o Paulo, USP, Sao Paulo, Brasil

Curso de curta duracdo em 6° Curso de Citometria de Fluxo. (Carga horéaria: 60h).

Instituto Adolfo Lutz, IAL, Sao Paulo, Brasil

Curso de curta duracdo em Imunohistoquimica e Patologia Molecular. (Carga horaria: 9h).

Faculdade de Medicina Veterinaria USP, FMV USP, Brasil

Curso de curta duracdo em Apoptose, Checkpoint e Cancer. (Carga horaria: 12h).
Instituto de Biosciéncias USP, IB USP, Brasil

Curso de curta duracdo em Flow Cytometry - Let's hear it.. (Carga horéria: 8h).
Life Tecnologies , LIFE TEC, Sao Paulo, Brasil

Curso de curta duracdo em Citometria de Fluxo.

Universidade de Séo Paulo, USP, Sao Paulo, Brasil

11 Simpésio em Andlises Clinicas. .
Univ ersidade de S&o Paulo, USP, Sao Paulo, Brasil

Curso de curta duracdo em Proteomics Methods and Approaches for protein. (Carga horaria: 4h).

Universidade de Sao Paulo, USP, Sao Paulo, Brasil

Extensé&o univ ersitaria em Conceitos e Aplicaces Atuais da Biologia Celular. (Carga horaria: 40h).

Instituicdo de Ciéncias Biomédicas, ICB, Brasil

| Simpésio em Andlises Clinicas. .
Universidade de S&o Paulo, USP, Sao Paulo, Brasil

Estagiaria na area do Ensino ( Fundamental e Medio. . (Carga horaria: 400h).
Universidade do Grande ABC, UNIABC, Santo Andre, Brasil

Curso de curta duracdo em Biologia Molecular e Tecidual. (Carga horaria: 40h).
Universidade de S&o Paulo, USP, Sao Paulo, Brasil

Extensé&o univ ersitaria em Oceanografia. (Carga horéaria: 150h).

Univ ersidade de Sao Paulo, USP, Sao Paulo, Brasil

Curso de curta duracdo em Técnicas de Coleta e Manuseio de Liquor. (Carga horéaria: 10h).
Biosciense Tecnologia, BIOSCIENSE, Brasil

Curso de curta duracdo em Pratica de Coletas em Geral. (Carga horéaria: 50h).
Biosciense Tecnologia, BIOSCIENSE, Brasil
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2006 - 2006 Estagiéria. . (Carga horaria: 150h).
Centro Hospitalar de Santo André, CENTRO SANTO AND, Brasil

2006 - 2006 Curso de curta duragdo em Técnicas de Pericia Criminal. (Carga horaria: 50h).
Biosciense Tecnologia, BIOSCIENSE, Brasil

2005 - 2005 Estagiario. . (Carga horaria: 50h).

Hospital Municipal Univ ersitario Sdo Bernardo do Campo, HMU, Brasil

2005 - 2005 Estagiéria. . (Carga horéria: 50h).
Slab Diagnoésticos, SLAB, Brasil

A tuagdo profissional

1. Universidade Ibirapuera- UNIB

Vinculo institucional

2018 - Atual Vinculo: Docente , Enquadramento funcional: Docente, Regime: Parcial

2. Universitadegli Studi di RomaTor Vergata - UNIROMA

Vinculo institucional

2017 - Atual

3. Universidade de Séo Paulo - USP

Vinculo institucional

2014 - Atual

4. Setra Medicina Diagnoéstica - SETRA

Vinculo institucional

2006 - 2008 Vinculo: Técnico de Patologia Clinica, Enquadramento funcional: Técnico, Carga horéaria: 44, Regime: Integral
Outras informacgdes:
Atuav a na parte de coletas em geral e técnicas laboratoriais auxiliando nos setores de : Hematologia , Bioquimica ,

Parasitologia , Microbiologia , Imunologia e Urinalise.

Projetos

Projetos de pesquisa



2017 - Atual

2014 - Atual

Areas de atuacdo

Idiomas
Inglés
Espanhol

Italiano

Prémios e titulos

2015

2014

2014

Producdo

106

Role of Tg2 signaling pathway in regulation of hematopoietic stem cell

Situacdo: Em andamento Natureza: Projetos de pesquisa
Integrantes: Jackeline Soares de Oliveira Beltran (Responsavel); ; BORELLI, P.; Mauro Piacentini; Serafina Oliv ero;

federica Rossin; Veronica Bordoni

Av aliacéo da autofagia na célula tronco hemopoética em camundongos knockout para Atg7 submetidos & desnutrigao

Descri¢cao: Dados do nosso grupo evidenciaram que a desnutricdo proteica levaa comprometimento da hemopoese

, alteracdes no ciclo celular das células-tronco hemopoéticas (CTH) e hipoplasia medular com pancitopenia perif érica
nos propomos neste projeto ,av aliar a interagéo da autofagia na CTH no modelo knockout para o gene Atg7.
Situacao: Em andamento Natureza: Projetos de pesquisa

Alunos env olvidos: Doutorado (3);

Integrantes: Jackeline Soares de Oliv eira Beltran; Dalila Cunha de Oliv eira; Graziela Batista da Silva; Ed Wilson

dos Santos; Primav era Borelli (Responsav el); Jodo Gustav o Pessini Amarante-Mendes

Biologia Geral

Analises Clinicas

Hematologia

Fisiopatologia Experimental

Compreende Bem, FalaBem , Escreve Bem, Lé Bem

Compreende Bem, FalaBem , Escreve Bem, Lé Bem

Compreende Bem, FalaBem , Escreve Razoavelmente, L& Bem

Melhor trabalho em Ciéncias Basica na 4° Edigdo do Prémio Pemberton 2015, Coca-Cola

Prémio Jovem Cientista Prof. Dr. Mario Mariano Trabalho A Influéncia da Desnutricdo Proteica sobre a produgéo
de GM-CSF e M-CSF por macréfagos peritoneiais.,, XX/l Semana Cientifica Benjamin Eurico Malucelli —

Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia USP

Prémio Jovem Cientista Prof. Dr. Mario Mariano: Trabalho Desnutricdo Proteica ativa a sinalizacdo autof agica
regulada por AKT/mTOR nas células de medula éssea,, XXIII Semana Cientifica Benjamin Eurico Malucelli

-Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia USP

Producéo bibliografica

Artigos completos publicados em periédicos

doi> SANTOS, ED WILSON; OLIVEIRA, DALILA CUNHA DE; HASTREITER, ARACELI; SILVA, GRAZIELA BATISTA DA; BELTRAN,
JACKELINE SOARES DE OLIVEIRA; TSUJITA, MARISTELA; CRISMA, AMANDA RABELO; NEVES, SILVANIA MEIRY PERIS;
FOCK, RICARDO AMBROSIO; BORELLI, PRIMAVERA

Hematological and biochemical reference values for C57BL/6, Swiss Webster and BALB/c mice. BRAZILIAN JOURNAL VETERINARY
RES. AND ANIMAL SCIENCE. , v.53, p.138 -, 2016.



http://dx.doi.org/10.11606/issn.1678-4456.v53i2p138-145
http://dx.doi.org/10.11606/issn.1678-4456.v53i2p138-145
http://lattes.cnpq.br/7475738108395672
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SANTOS, ED WILSON; DE OLIVEIRA, DALILA CUNHA; HASTREITER, ARACELI; BELTRAN, JACKELINE SOARES DE
OLIVEIRA; ROGERO, MARCELO MACEDO; FOCK, RICARDO AMBROSIO; BORELLI, PRIMAVERA

High-fat diet or low-protein diet changes peritoneal macrophages function in mice. Revista da Sociedade Brasileira de Alimentacéo e
Nutrigdo. , v.41, p.1-, 2016.

MELLO. A. S.: OLIVEIRA, D. C.: BIZARRO, B.: SA-NUNES, A.: BELTRAN, J. S. O.; XAVIER, G.J.; BORELLI, P.; FOCK, R. A.

Protein Malnutrition alters spleen cell prolif eration and IL-2 and IL-10 production by affecting the STAT-1 and STAT-3. Inflammation.,
v.37,p.1-14, 2014.

DE OLIVEIRA, DALILA CUNHA; HASTREITER, ARACELI APARECIDA; MELLO, ALEXANDRA SIQUEIRA;
DE OLIVEIRABELTRAN, JACKELINE SOARES; OLIVEIRA SANTOS, ED WILSON CAVALCANTE; BORELLI, PRIMAVERA
: FOCK, RICARDO AMBROSIO

The effectsof protein malnutrition on the TNF-RI and NF-kB expression via the TNF-a signaling pathway . Cytokine. , V.69,
p.218 - 225, 2014.

Artigos aceitos parapublicagdo

doi= SANTOS, ED W.; OLIVEIRA, DALILA C.; SILVA, GRAZIELAB.; TSUJITA, MARISTELA; BELTRAN, JACKELINE O.;
HASTREITER, ARACELI; FOCK, RICARDO A.; BORELLI, Primav era
Hematological alterations in protein malnutrition. NUTRITION REVIEWS. , 2017.

Trabalhos publicados em anais de eventos (completo)

Silva; G.B; TSUJITA, M.; SANTOS, E. W.; BELTRAN, J. S. O.; BORELLI, P.

Role of AKT/mTOR pathway in fibronectin expression mediated by protein malnutrition. In: 43rd Annual Scientific Meeting of the
ISEH International Society for Experimental Hematology,, 2014, Montreal.

43rd Annual Scientific Meeting of the ISEH International Society for Experimental Hematology ., 2014. v.42. p.S60 - S60

Trabalhos publicados em anais de eventos (resumo)

DIAS, C. C.; BELTRAN, J. S. O.; PEDRO, A. N.; PAREDES-GAMERO, E. J.; FOCK, R. A.
Bone marrow animal model submitted to protein malnutrition: a decrease in the stem cells hematopoietic pool In: 17 th Biennial
Meeting of the European Society forimmunodifiencies, 2016, Barcelona.

17 th Biennial Meeting of the European Society for immunodifiencies. , 2016.

BELTRAN, J.S. O.; Silva; G.B; OLIVEIRA, D. C.; HASTREITER, A.; SANTOS, E. W.; ARANA-CHAVEZ, V. E.; EOCK, R. A.; BORELLI, P.

Induction of autophagy by Akt/mTOR pathway in the bone marrow due to protein malnutrition In: 3rd Prof. Eric A. Newsholme
Research Sy mposium, 2016, Sao Paulo.
3rd Prof. Eric A Newsholme Research Symposium. , 2016.

BELTRAN, J. S. O.; Silva; G.B; OLIVEIRA, D. C.; HASTREITER, A.; SANTOS, E. W.; ARANA-CHAVEZ, V. E.; EOCK, R. A.; BORELLI, P.

Induction of autophagy by Akt/mTOR pathway in the bone marrow due to protein malnutrition In: 17 th Biennial Meeting of the European
Society for Immunodeficiences, 2016, Barcelona.
17 th Biennial Meeting of the European Society for Immunodeficiences., 2016.

BELTRAN, J.S. O.; Silva; G.B; OLIVEIRA, D. C.; HASTREITER, A.; SANTOS, E. W.; ARANA-CHAVEZ, V. E.; EOCK, R. A.; BORELLI, P.

Induction of autophagy by Akt/mTOR pathway in the bone marrow due to protein malnutrition In: 45° Reunido Anual da Sociedade

Brasileira de Bioquimica e Biologia Molecular, 2016, Natal.

45° Reunido Anual daSociedade Brasileirade Bioquimicae BiologiaMolecular. , 2016.

Graziela Batista da Silva); BELTRAN, J. S. O.; KATZ, |. S. S.; ALBUQUERQUE, L. L.; RIBEIRO, O. G.; Primav era Borelli
Andlise protedmica do estroma medular de camundongos submetidos a desnutri¢éo proteica In: Congresso Brasileiro de Hematologia e
Hemoterapia, 2011, Séo Paulo.

Anélise protedbmica do estroma medular de camundongos submetidos adesnutricdo proteica. Revista Brasileirade Hematologia e

Hemoterapia, 2011. v.33. p.33-293

Karina Nakajima; Amanda Crisma Rabello; Graziela Batista da Silva); BELTRAN, J. S. O.; Primav era Borelli
Comprometimento do ciclo celular de células tronco/progenitoras hemopoéticas na desnutricdo proteica: o desafio da recuperagéo


http://dx.doi.org/10.1186/s41110-016-0006-x
http://dx.doi.org/10.1186/s41110-016-0006-x
http://lattes.cnpq.br/7475738108395672
http://dx.doi.org/10.1007/s10753-014-9947-5
http://dx.doi.org/10.1007/s10753-014-9947-5
http://lattes.cnpq.br/4059207492145590
http://lattes.cnpq.br/4059207492145590
http://lattes.cnpq.br/0736417939241196
http://lattes.cnpq.br/4059207492145590
http://lattes.cnpq.br/4059207492145590
http://dx.doi.org/10.1016/j.cyto.2014.06.004
http://dx.doi.org/10.1016/j.cyto.2014.06.004
http://lattes.cnpq.br/7475738108395672
http://dx.doi.org/10.1093/nutrit/nux041
http://dx.doi.org/10.1093/nutrit/nux041
http://lattes.cnpq.br/4059207492145590
http://lattes.cnpq.br/4059207492145590
http://lattes.cnpq.br/4059207492145590
http://lattes.cnpq.br/4059207492145590
http://lattes.cnpq.br/4059207492145590
http://lattes.cnpq.br/4059207492145590
http://lattes.cnpq.br/4059207492145590
http://lattes.cnpq.br/4059207492145590
http://lattes.cnpq.br/4059207492145590
http://lattes.cnpq.br/4059207492145590
http://lattes.cnpq.br/4059207492145590
http://lattes.cnpq.br/4059207492145590
http://lattes.cnpq.br/4059207492145590
http://lattes.cnpq.br/4059207492145590
http://lattes.cnpq.br/4059207492145590
http://lattes.cnpq.br/4059207492145590
http://lattes.cnpq.br/4059207492145590
http://lattes.cnpq.br/4059207492145590
http://lattes.cnpq.br/4059207492145590
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http://lattes.cnpq.br/4059207492145590
http://lattes.cnpq.br/4059207492145590

10.

11.

12.

13.

Artigos em jornal de
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nutricional In: Congresso Brasileiro de Hematologia e Hemoterapia, 2011, Sao Paulo.
Comprometimento do ciclo celular de células tronco/progenitoras hemopoéticas nadesnutrigdo proteica: o desafio da
recuperacgdo nutricional. Revista Brasileira de Hematologia e Hemoterapia, 2011. v.33. p.33 - 293

Amanda Crisma Rabello; Karina Nakajima; Graziela Batista da Silva); BELTRAN, J. S. O.; Primav era Borelli
Efeito da recuperagdo nutricional na reverséo das alteragdes na via de NFKB em macréf agosperitoniais de camundongos submetidos a
desnutricao proteica In: Congresso Brasileiro de Hematologia e Hemoterapia, 2011, S&o Paulo.

Efeito darecuperacéo nutricional nareverséo das alteracdes na viade NFKB em macro6fagosperitoniais de camundongos

submetidos a desnutri¢do proteica. Revista Brasileira de Hematologia e Hemoterapia, 2011. v.33. p.33 - 293

t‘:{ BELTRAN, J. S. O.; Graziela Batista da Silva); Karina Nakajima; Amanda Crisma Rabello; Primav era Borelli

Ev aluation of involvement of apoptotic processes, necrotic and autophagic marrow hy poplasiain mice submitted to protein malnutrition In:
Simpésio anual de pesquisa em ciéncias farmacéuticas e XLVI Semana Univ ersitaria paulista de farmacia e bioquimica, 2011, Sdo Paulo.
Evaluation of involvement of apoptotic processes, necrotic and autophagic marrow hypoplasiain mice submitted to protein

malnutrition. Brazilian Journal of pharmaceutical sciences, 2011. v.47. p.85 - 85

Graziela Batista da Silva); BELTRAN, J. S. O.; KATZ, |. S. S.; ALBUQUERQUE, L. L.; RIBEIRO, O. G.; Primav era Borelli
Pesquisa de isof ormas da fibronectina em culturas de longa duracao de estroma medular de camundongos submetidos a desnutricao
proteica In: Congresso Brasileiro de Hematologia e Hemoterapia, 2011, Sdo Paulo.

Pesquisa deisoformas dafibronectinaem culturas de longaduragéo de estromamedular de camundongos submetidos a

desnutricdo proteica. Revista Brasileira de Hematologia e Hemoterapia, 2011. v.33. p.33 - 293

Graziela Batista da Silva); BELTRAN, J. S. O.; KATZ, |. S. S.; ALBUQUERQUE, L. L.; RIBEIRO, O. G.; Primav era Borelli
Proteomics analy sis of the bone marrow extracellular matrix of mice submitted to protein malnutrition In: Simpdsio anual de pesquisa em
ciéncias farmacéuticas e XLVl Semana univ ersitaria paulista de farmécia e bioquimica,, 2011, Sdo Paulo.

Proteomics analysis of the bone marrow extracellular matrix of mice submitted to protein malnutrition. Brazilian Journal of
Pharmaceutical Sciences, 2011. v.47. p.15-15

Karina Nakajima; Amanda Crisma Rabello; Graziela Batista da Silva); BELTRAN, J. S. O.; Primav era Borelli
Reducéo da capacidade prolif erativa de células célulastronco/progenitoras hemopoéticas na desnutricdo proteica: papel do microambiente
medular nocomprometimento do ciclo celular In: Congresso Brasileiro de Hematologia e Hemoterapia, 2011, Sao Paulo.

.Reducdo da capacidade proliferativade células célulastronco/progenitoras hemopoéticas nadesnutricdo proteica: papel do
microambiente medular nocomprometimento do ciclo celular. Revista Brasileira de Hematologia e Hemoterapia, 2011. v.33. p.33- 293

Graziela Batista da Silva); Karina Nakajima; Amanda Crisma Rabello; BELTRAN, J. S. O.; EOCK, R. A.; Primav era Borelli

Av aliagéo da fibronectina no estroma medular de camundongos submetidos a desnutrigéo proteica In: Congresso Brasileiro de Hematologia

e Hemoterapia, 2010, S&o Paulo.
Avaliagdo da fibronectinano estromamedular de camundongos submetidos adesnutrigdo proteica. Revista brasileira de

hematologia e hemoterapia, 2010. v.32. p.89 - 89

Graziela Batista da Silva); Karina Nakajima; Amanda Crisma Rabello; BELTRAN, J. S. O.; EOCK, R. A.; Primav era Borelli
Ev aluation of fibronectin in bone marrow stroma of mice subjected to protein malnutrition In: X¥ SEMANA FARMACEUTICA DE CIENCIAE
TECNOLOGIA, 2010, Séao Paulo.

XV SEMANA FARMACEUTICA DE CIENCIAE TECNOLOGIA. Brasilian journal of Pharmaceutical Sciences, 2010. v.26. p.36 - 36

noticias

BELTRAN, J. S. O.; Graziela Batistada Silva); OLIVEIRA, D. C.; MASSARO, R.R.; MARIA-ENGLER, S. S.; OLIVEIRA, T. C.

; ARANA-CHAVEZ, V. E.; BORELLI, P.

Desnutrigdo Proteica ativa a sinalizagéo da via autof agica regulada por mTOR na medula éssea. Journal of the Brazilian Society of Food
and Nutrition. Sdo Paulo, p.60 - 60, 2013.

TSUJITA, M.; BELTRAN, J. S. O.; ARANA-CHAVEZ, V. E.; FOCK, R.; Silva; G.B; BORELLI, P.
Efeeitos da desnutricdo proteica na densidade 6ssea e aspectos 6sseos microanatomicos. Journal of the Brazilian Society of Food and
Nutrition. S&o Paulo, p.343 - 343, 2013.

SANTOS, E.W. C. O.; OLIVEIRA, D. C.; BELTRAN, J. S. O.; HASTREITER, A.; Silva; G.B; TSUJITA, M.; FOCK, R.; BORELLI, P.

Efeitos de dietas hipoproteica ou hiperlipidica nos parametros hematolégicos e imunolégicos em modelo murino. Journal of the Brazilian
Society of Food and Nutrition. , p.342 - 342, 2013.
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http://lattes.cnpq.br/4059207492145590
http://lattes.cnpq.br/4059207492145590
http://lattes.cnpq.br/4059207492145590
http://lattes.cnpq.br/4059207492145590
http://lattes.cnpq.br/4059207492145590
http://lattes.cnpq.br/4059207492145590
http://lattes.cnpq.br/4059207492145590
http://lattes.cnpq.br/4059207492145590
http://lattes.cnpq.br/4059207492145590
http://lattes.cnpq.br/4059207492145590
http://lattes.cnpq.br/4059207492145590
http://lattes.cnpq.br/4059207492145590
http://lattes.cnpq.br/4059207492145590
http://lattes.cnpq.br/4059207492145590
http://lattes.cnpq.br/4059207492145590
http://lattes.cnpq.br/4059207492145590
http://lattes.cnpq.br/4059207492145590
http://lattes.cnpq.br/4059207492145590
http://lattes.cnpq.br/4059207492145590
http://lattes.cnpq.br/4059207492145590
http://lattes.cnpq.br/4059207492145590
http://lattes.cnpq.br/4059207492145590
http://lattes.cnpq.br/4059207492145590
http://lattes.cnpq.br/4059207492145590
http://lattes.cnpq.br/4059207492145590
http://lattes.cnpq.br/4059207492145590
http://lattes.cnpq.br/4059207492145590
http://lattes.cnpq.br/4059207492145590
http://lattes.cnpq.br/4059207492145590
http://lattes.cnpq.br/4059207492145590
http://lattes.cnpq.br/4059207492145590
http://lattes.cnpq.br/4059207492145590
http://lattes.cnpq.br/4059207492145590
http://lattes.cnpq.br/4059207492145590
http://lattes.cnpq.br/4059207492145590
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BELTRAN, J. S. O.; Silva; G.B; OLIVEIRA, D. C.; SANTOS, E. W.; BORELLI, P.
Effect of Protein Malnutrition and the mechanisms of apoptosis, necrosis and autophagy in marrow hy poplasia. J Nutrigenet Nutrigenomics.
Séo Paulo, p.171 - 302, 2012.

Apresentacdo de trabalho e palestra

10.

11.

12.

13.

14.

BELTRAN, J. S. O.; SILVA, GRAZIELA BATISTA DA; OLIVEIRA, D. C.; SANTOS, E. W.; FOCK, R. A.; ARANA-CHAVEZ, V. E.;
BORELLI, P.

Induction of autophagy by Akt/mTOR pathway in thebone marrow dueto protein malnutriition,2016. (Simpdésio,Apresentacao de

Trabalho)

BELTRAN, J.S. O.; SILVA, GRAZIELA BATISTA DA; OLIVEIRA, D. C.; SANTOS, E. W.; ARANA-CHAVEZ, V. E.; EOCK, R. A.;
BORELLI, P.

Induction of autophagy by Akt/mTOR pathway in thebone marrow dueto protein malnutriition,2016. (Congresso,Apresentacao de
Trabalho)

BELTRAN, J.S. O.; BORELLI, P.

Induction of autophagy by AKT/mTOR pathway in thebone marrow due to protein malnutrition, 2016. (Congresso,Apresentacgéo de

Trabalho)

BELTRAN, J.S. O.; Silva; G.B; OLIVEIRA, D. C.; SANTOS, E. W.; ARANA-CHAVEZ, V. E.; EOCK, R. A.; BORELLI, P.
Induction of autophagy by AKT/mTOR pathway in thebone marrow due to protein malnutritrion,2016. (Congresso,Apresentacao de

Trabalho)

BELTRAN, J.S. O.
Métodos de monitoramento da autofagia, 2016. (Seminario,Apresentacéo de Trabalho)

SANTOS, E. W.; DIAS, C. C.; OLIVEIRA, D. C.; HASTREITER, A,; Silva; G.B; BELTRAN, J.S. O.; EOCK, R. A.; BORELLI, P.
Protein Restriction Changes stromal Cellularity in Lon-Term Bone Marrow Culturein Mice, 2016. (Congresso,Apresentacéo de
Trabalho)

SANTOS, E.W.C.O.; OLIVEIRA, D. C.; BELTRAN, J. S. O.; EOCK, R. A.; HASTREITER, A.; Primav era Borelli
Avaliagdo da fungédo de macréfagos peritoniais de camundongos submetidos adietahipoproteicaou dietahiperllipidica, 2015.

(Congresso,Apresentacao de Trabalho)

OLIVEIRA, D. C.; SANTOS, E. W.; BELTRAN, J. S. O.; BORELLI, Primavera; EOCK, R. A.

Evaluation of Glutamine as Modulator of The transcription Factor NF-kB in Macrophages from mice Subjected to Dietary
Restriction/ B140, 2015. (Congresso,Apresentacao de Trabalho)

SANTOS, E. W.; DIAS, C. C.; OLIVEIRA, D. C.; HASTREITER, A;; Silva; G.B; BELTRAN, J. S. O.; PAREDES-GAMERO, E.J.; BORELLI, P.

Ex vivo study of hematopoiesisin protein malnutrition: characterization of bone marrow stromal cells in mice, 2015. (Simpésio,

Apresentacéo de Trabalho)

Silva; G.B; HASTREITER, A.; MASSARO, R. R.; TSUJITA, M.; BELTRAN, J. S. O.; MARIA-ENGLER, S. S.; BORELLI, P.
Protein Malnutrition modifies fibronectin remodeling capability in long-term bone marrow culture, 2015. (Congresso,Apresentagao
de Trabalho)

BELTRAN, J. S. O.; Silva; G.B; OLIVEIRA, D. C.; OLIVEIRA, T. C.; SANTOS, E. W.; ARANA-CHAVEZ, V. E.; BORELLI, P.

P RO 2 T [ =L ad = LT ey

Desnutricdo Proteicaativa a sinalizacao autofagicareguladapor Akt/mTOR nas células de medula éssea, 2014. (Simposio,

Apresentagédo de Trabalho)

Silva; G.B; TSUJITA, M.; SANTOS, E. W.; BELTRAN, J. S. O.; BORELLI, P.
'Role of AKT/mTOR Pathway in Fibronectin Expression meidated by Protein Malnutrition'., 2014. (Simpésio,Apresentagéo de Trabalho)

SANTOS, E. W.; OLIVEIRA, D. C.; BELTRAN, J. S. O.; Silva; G.B; TSUJITA, M.; CARMO, L. S.; RABELLO, A. C.; FOCK, R.; BORELLI, P.

Valores de referénciade paramentros hematolégicos e bioquimicos de camundongos Swiss Webster, C57BL/6, BALB/c e ratos

Wistar, 2014. (Simpésio,Apresentacdo de Trabalho)

SANTOS, E. W.; OLIVEIRA, D. C.; BELTRAN, J. S. O.; Silva; G.B; TSUJITA, M.; CARMO, L. S.; RABELLO, A. C.; FOCK, R.; BORELLI, P.

Valores de referénciade pardmentros hematolégicos e bioquimicos de camundongos Swiss Webster, C57BL/6, BALB/c e ratos
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15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

22.

23.

24,

25.

26.

27.

28.

29.
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Wistar, 2014. (Simpésio,Apresentacao de Trabalho)

BELTRAN, J.S. O.; Silva; G.B; OLIVEIRA, D. C.; SANTOS, E. W.: Primav era Borelli

Avaliacdo da participacéo dos processos apoptoticos, necréticos e autofagicos nahipoplasiamedular decamundongos
submetidos a desnutrigéo proteica, 2013. (Simpdsio,Apresentacdo de Trabalho)

BELTRAN, J. S. O.; Silva; G.B; SANTOS, E. W.; MASSARO, R.R.; MARIA-ENGLER, S. S.; OLIVEIRA, T. C.; ARANA-CHAVEZ, V. E,;
BORELLI, P.; OLIVEIRA, D.C.

Desnutricdo Proteicaativa a sinalizagdo davia autofagicareguladapor mTOR na medula 6ssea, 2013. (Congresso,Apresentacdo de Tr

N
L-.{ BELTRAN, J. S. O.; Graziela Batistada Silva); OLIVEIRA, D. C.; SANTOS, E. W. C. O.; Primav era Borelli
Effect of protein malnutrition in the mechanisms of apoptosis, necrosis and autophagy in marrow hypoplasia, 2012. (Congresso,

Apresentacédo de Trabalho)

Graziela Batista da Silva); BELTRAN, J. S. O.; Primav era Borelli
Analise Proteomicado Estroma Medular de Camundongos submetidos adesnutricdo proteica, 2011. (Seminario,Apresentacdo de
Trabalho)

Graziela Batista da Silva); BELTRAN, J. S. O.; KATZ, |. S. S.; ALBUQUERQUE, L. L.; Primav era Borelli
Andlise Protedmica do Estroma Medular de camundongos submetidos adesnutri¢éo protéica, 2011. (Congresso,Apresentacéo de

Trabalho)

BELTRAN, J. S. O.; Graziela Batistada Silva); Karina Nakajima; Amanda Crisma Rabello; Primav era Borelli

Avaliacdo da participacdo dos processos de apoptose, necrose e autofagianahipoplasiamedular decamundongos submetidos a
desnutrigdo proteica, 2011. (Congresso,Apresentacdo de Trabalho)

N\
wf BELTRAN, J. S. O.; Graziela Batistada Silva); Amanda Crisma Rabello; Karina Nakajima; Primav era Borelli

Avaliacdo dos processos de Apoptose , Necrose e Autofagia nahipoplasiamedular de camundongos submetidos adesnutricéo
proteica, 2011. (Simpdsio,Apresentacdo de Trabalho)

N
!.-.{ BELTRAN, J. S. O.; Graziela Batistada Silva); Amanda Crisma Rabello; Karina Nakajima; Primav era Borelli

Avaliagdo dos processos de apoptose, necrose e autofagianahipoplasiamedular de camundongos submetidos adesnutricao
proteica, 2011. (Seminario,Apresentacao de Trabalho)

Karina Nakajima; Amanda Crisma Rabello; Graziela Batista da Silva); BELTRAN, J. S. O.; Primav era Borelli

Comprometimento do ciclo celular de células tronco /progenitoras hemopoéticas nadesnutricdo proteica: o desafio da
recuperacdo nutricional, 2011. (Congresso,Apresentacao de Trabalho)

Amanda Crisma Rabello; Karina Nakajima; Graziela Batista da Silva); BELTRAN, J. S. O.; Primav era Borelli
Efeito darecuperacdo nutricional nareversao das alteracées navia de NFKB em macréfagos peritoniais de camundongos

submetidos a desnutrigdo protéica, 2011. (Congresso,Apresentagdo de Trabalho)

Graziela Batista da Silva); BELTRAN, J. S. O.; KATZ, |. S. S.; ALBUQUERQUE, L. L.; RIBEIRO, O. G.; Primav era Borelli

Pesquisa delsoformas da Fibronectinaem culturas delongaduracéo de estroma medular de camundong os submetidos a
desnutricdo protéica, 2011. (Congresso,Apresentacao de Trabalho)

Graziela Batista da Silva); BELTRAN, J. S. O.; KATZ, |. S. S.; ALBUQUERQUE, L. L.; RIBEIRO, O. G.; Primav era Borelli

Pesquisa deisoformas da fibronectinaem culturas delongaduracéao de estroma medular de camundongos submetidos a
desnutricéo protéica, 2011. (Congresso,Apresentacao de Trabalho)

Graziela Batista da Silva); BELTRAN, J. S. O.; KATZ, |. S. S.; ALBUQUERQUE, L. L.; RIBEIRO, O. G.; Primav era Borelli
Proteomics Analysis of thebone marrow extracellular matrix of mice submitted to protein malnutrition, 2011. (Simpésio,

Apresentacéo de Trabalho)

Karina Nakajima; Amanda Crisma Rabello; Graziela Batista da Silva); BELTRAN, J. S. O.; Primav era Borelli

Reducdo da capacidade proliferativade células tronco/ progenitoras hemopoéticas nadesnutricdo protéica: papel do
microambiente medular no comprometimento do ciclo celular, 2011. (Congresso,Apresentacao de Trabalho)

MELLO, A.S.; BELTRAN, J. S. O.; CARMO, L. S.; OLIVEIRA, D. C.; Primav era Borelli; FOCK, R. A.

o Iy TR A
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The Influence of protein -energy malnutrition on proliferation capacity and quantification of lymphocytes subtypesin
spleen cells, 2011. (Congresso,Apresentacao de Trabalho)

MELLO, A. S.; BELTRAN, J.S. O.; CARMO, L. S.; OLIVEIRA, D. C.; PrimaveraBorelli; FOCK, R. A.

The Influence of protein-energy malnutrition on proliferation capacity and quantification of lymphocytes subtypesin
spleen cells, 2011. (Simpésio,Apresentagéo de Trabalho)

Producéo técnica

Demais produgdes técnicas

Eventos

BELTRAN, J.S. O.
Ciclo Celular e Apoptose, 2016. (Aperfeicoamento, Curso de curta duracdo ministrado)

Eventos

Participagcdo em eventos

10.

11.

12.

Av aliador no(a) FEBRACE FeiraBrasileirade Ciéncias e Engenharia, 2016. (Feira)

Av aliador da area de Ciéncias.

Av aliador no(a) FEBRACE FeiraBrasileirade Ciéncias e Engenharia, 2015. (Feira)

Av aliadora dos trabalhos relacionados a Ciéncias Exatas e da Terra, Ciéncias Bioldgicas e Ciéncias da Saude.

Il Symposium on Cell Death ICB-USP, 2015. (Simpdsio)

Apresentacao de Poster / Painel no(a) Congresso Brasileiro de Hematologia e Hemoterapia, 2011. (Congresso)
Av aliacéo da participacdo dos processos de apoptose , necrose e autofagia na hipoplasia medular de camundongos submetidos a

desnutric&o proteica.

Apresentacgdo de Poster / Painel no(a) Congresso Brasileiro de Hematologiae Hemoterapia, 2011. (Congresso)
Pesquisa de isof ormas da fibronectina em culturas de longa duragdo de estroma medular de camundongos submetidos a desnutrigao

protéica.

Apresentacéo de Poster / Painel no(a) Congresso Brasileiro de Hematologiae Hemoterapia, 2011. (Congresso)

Andlise Protedmica do Estroma Medular de Camundongos submetidos a desnutricao proteica.

111l Simpésio de Pés Graduacdo de Andlises Clinicas, 2011. (Simpoésio)

Apresentacdo de Poster / Painel no(a) XLVI Semana Farmacéutica USP, 2011. (Simpésio)

Av aliacéo dos processos de Apoptose , Necrose e Autofagia na hipoplasia medular de camundongos submetidos a desnutri¢édo proteica.

Apresentacéo de Poster / Painel no(a) XLVI Semana Universitaria Paulistade Farmaciae Bioquimica, 2011. (Simpdsio)

The Influence of protein -energy malnutrition on prolif eration capacity and quantification of ly mphocy tes subtypes in spleen cells.

Apresentacao de Poster / Painel no(a) XX Semana CientificaBenjamin Eurico Malucelli, 2011. (Simpésio)

Analise Proteomica do Estroma Medular de camundongos submetidos a desnutricdo proteica..

Apresentacao de Poster / Painel no(a) XX Semana CientificaBenjamin Eurico Malucelli, 2011. (Simpdsio)

Av aliagdo da apoptose , necrose e autofagia na hipoplasia medular de camundongos submetidos a desnutrigéo proteica.

Apresentacdo Oral no(a) XX Semana CientificaBenjamim Eurico Malucelli, 2011. (Simpésio)
Pesquisa de Isof ormas da Fibronectina em culturas de longa duracéo de estroma medular de camundongos submetidos & desnutricdo

protéica.
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13. Apresentacdo de Poster / Painel no(a) Congresso Brasileiro de Hematologiae Hemoterapia, 2010. (Congresso)
Av aliagdo da fibronectina no estroma medular de camundongos submetidos a desnutri¢cdo protéica.

14, Apresentacao de Poster / Painel no(a) XV Semana Farmacéutica de Ciénciae Tecnologia USP, 2010. (Simpésio)

Ev aluation of fibronectinin bone marrow stoma of mice subjected to protein malnutrition.

15. Apresentacao de Poster / Painel no(a) XXV Reunido Anual da FESBE, 2010. (Simpodsio)

“Av aliagéo da Fibronectina no Estroma Medular de Camundongos Submetidos a Desnutricao Protéica”.

Organizagdo de evento

1. BELTRAN, J.S. O.
Il International Symposium on Pathophysiology and Toxicology, 2016. (Congresso, Organizagdo de ev ento)

2. BELTRAN, J.S. O.
VI Simposio de Pés-Graduagdo em Analises Clinicas(SIMPAC) e | International Syposium on Pathopysiology and Toxicology,

2015. (Congresso, Organizacdo de evento)

L
8. f BELTRAN, J. S. 0.

Diabetes Melittus, 2006. (Outro, Organizagdo de evento)
4. BELTRAN, J.S. O.

Tipagem Sanguinea ( ABO e Rh), 2006. (Outro, Organizacdo de ev ento)
Bancas

Bancas

Participacdo em banca de comissées julgadoras

Outra

1. Comissédo de Avaliacdo 14° FeiraBrasileirade Ciéncias e Engenharia, 2016
Escola Politécnica Worksheet

2. Comisséo de Pré-avaliacdo 14° FeiraBrasileirade Ciéncias e Engenharia, 2015

Totais de produgdo

Producéo bibliogréfica

Artigos completos publicados em periédico 4
Artigos aceitos para publicacdo 1
Jornais de Noticias 4
Trabalhos publicados em anais de eventos 14
Apresentagdes de trabalhos (Congresso) 17
ApresentacOes de trabalhos (Seminério) 3
Apresentagdes de trabalhos (Simpésio) 10

Producéo técnica
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Curso de curta duracdo ministrado (aperfeicoamento) 1

Eventos

Participagdes em eventos (congresso)

4
Participacdes em ev entos (simpdsio) 9
Organizacé@o de evento (congresso) 2
Organizacdo de evento (outro) 2
Participacdo em banca de comissdes julgadoras (outra) 2

Outras informagoes relevantes

1 Experiéncia Profissional na area laboratorial e coletas em geral.
Programa de Aperfeicoamento de Ensino-PAE 2011 e 2016 Univ ersidade de S&o Paulo - USP
Disciplina: Hematologia Clinica e Fisiologia do Sistema Hemopoético Responsav el pela disciplina: Primav era Borelli

Representante discente do Programa de Pés- Graduagcdo em Andlises Clinicas e Toxicolégicas da Faculdade de
Ciéncias Farmacéuticas-USP

Paginageradapelo sistema Curriculo Lattes em 22/04/2018 as 23:12:36.
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