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RESUMO

RESUMO

Ha alguns anos, células-tronco foram obtidas de embrides e fetos humanos,
dando inicio a uma nova era na area da biologia do desenvolvimento e suas possiveis
aplicagdes médicas. Desde entdo, diferentes estratégias para se obter células-tronco
foram descritas e, dentre estas, o isolamento de human Adipose Stem Cell (hASC); as
quais possuem a capacidade de se diferenciarem em vdrias linhagens mesenquimais,
tais como células endoteliais. Contudo, ainda que algumas andlises fenotipicas sejam
utilizadas para comprovar tal diferenciagao, para que a aplicagao da terapia celular seja
mais segura e eficaz, os processos genéticos que envolvem a diferenciacao de células-
tronco em determinadas linhagens celulares ainda nao estdo completamente
elucidados no que se refere a expressao génica diferencial. Nesse contexto, o objetivo
desse trabalho foi o de identificar genes diferencialmente expressos em hASC
induzidas a diferenciacao endotelial. Para tanto, as células-tronco foram extraidas de
produto de lipoaspirado, processadas e avaliadas por Citometria de Fluxo e por Ensaio
de Fosfatase Alcalina. Para indugao a diferenciacao endotelial, VEGF e bFGF, foram
adicionados ao meio de cultivo e apds 14 dias, andlises fenotipicas foram realizadas
através de Ensaio de Fosfatase Alcalina, Citometria de Fluxo e Microscopia Confocal.
Para a identificacdo de genes diferencialmente expressos nas células induzidas a
diferenciacdo, foi utilizada a técnica de Rapid Subtractive Hybridization (RaSH) e
posterior identificacdo dos genes através de seqiienciamento e validagao por PCR em
Tempo Real. Os resultados obtidos comprovaram o isolamento de células-tronco
derivadas do tecido adiposo e a diferenciagdo endotelial apds indugdo. Através da
utilizagdo da técnica de RaSH foram identificados 5 genes (ELAVL1, LAMB2, SC5DL,
HARS e VEGFA), dos quais foram validados VEGFA e HARS, através de PCR em
Tempo Real, com expressao de 1,5 e 1,78 vezes maior do que na célula indiferenciada,

respectivamente.



ABSTRACT

ABSTRACT

Stem cells were obtained from embryos and human fetuses for the first time a
few years ago, giving rise to a new era in the area of development biology and its
possible medical applications. Different strategies have been thenceforth described to
obtain stem cells, among which isolation of the human Adipose Stem Cell (hASC) stands
out, as these have the capacity to differentiate into several mesenchymal strains, such
as endothelial cells. Nevertheless, although some phenotypic analyses can be used to
prove such differentiation, in order for cellular therapy application to be safer and
more efficient, genetic processes that involve stem cell differentiation into determined
cellular strains still need to be completely elucidated, especially regarding differential
gene expression. In this context, the objective of this work was to identify differentially
expressed genes in hASC induced to endothelial differentiation. Stem cells were
therefore extracted from lipoaspired product, processed and evaluated by Flow
Cytometry and Alkaline Phosphatase Assay. Following, VEGF and bFGF were added
to the culture medium for induction of endothelial differentiation and after 14 days,
phenotypic analyses were realized through the Alkaline Phosphatase Assay, Flow
Cytometry and Confocal Microscopy. In order to identify differentially expressed
genes in the cells induced for differentiation, Rapid Subtractive Hybridization (RaSH)
technique and posterior gene identification through sequencing and Real Time PCR
were performed. The obtained results confirmed isolation of stem cells derived from
the adipose tissue and endothelial differentiation after induction. Using the RaSH
technique, 5 genes (ELAVL1, LAMB2, SC5DL, HARS e VEGFA) were identified, of
which VEGFA and HARS were validated through Real Time PCR with 1,5 and 1,78

times higher expression, respectively, when compared to undifferentiated cells.
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INTRODUCAO

1.1. Células-tronco e a medicina regenerativa

Desde os primeiros experimentos realizados, ha mais de dez anos, com
modelos animais, os trabalhos com células-tronco tém tido enormes avangos no
sentido de torna-las uma opgao de tratamento clinicamente aceitavel (Marelli et
al., 1992; Koh et al., 1993). A utilizacao dessas células para o reparo de 6rgaos e
tecidos lesados abre as portas para uma nova era, rica em possibilidades, e
chamada de “Medicina Regenerativa”, a qual busca a reconstituicao de tecidos
com as mesmas funcionalidades originais e, segundo alguns pesquisadores,
apresenta um potencial revoluciondrio comparavel ao do advento da penicilina.
Desde a primeira vez que conseguiu-se isolar células-tronco embriondrias, ha
cerca de 30 anos, uma série de novas informacdes e conhecimentos tem
contribuido para o avancgo, cada vez maior, da drea da medicina regenerativa.

Essas células apresentam muitas propriedades especiais, além da
capacidade de se renovarem e se diferenciarem em tipos celulares
especializados, e o entendimento completo do funcionamento das células-
tronco, s6 é possivel baseado em estudos dos mecanismos moleculares que
controlam esses processos (Chambers e Smith, 2004; Naveiras e Daley, 2006).

As células-tronco sao células indiferenciadas que possuem a capacidade
de auto-renovacao e diferenciacdo em vdrios tipos celulares diferentes.
(Gepstein, 2002). Elas estdao presentes desde o desenvolvimento embriondrio e
persistem no individuo adulto, podendo ser classificadas pelo seu potencial de
diferenciacao em: totipotentes, pluripotentes e multipotentes.

O ovdcito fecundado e as células do blastdmero sao considerados células-
tronco totipotentes porque possuem a capacidade de dar origem a um
organismo completo, bem como a todos os anexos embriondrios (endoderma,

mesoderma e ectoderma) (Lo et al., 2003).
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1.2. Células-tronco embrionarias

As células-tronco embriondrias (ESC do inglés Embrionic Stem Cell),
classificadas como pluripotentes, sao extraidas da massa interna do blastocisto e
possuem a capacidade de se diferenciar em qualquer tipo celular derivado dos
trés folhetos embriondrios (Figura 1). O isolamento de ESC tanto de ratos
quanto de primatas, em 1981 (Evans e Kaufman, 1981; Martin, 1981; Thomson et
al.,, 1995), foi a base para o estabelecimento, em 1998, do isolamento da
linhagem de células embriondrias humanas (Thomson et al., 1998) as quais
expressam os fatores de transcri¢ao Oct-4, Nanog e Sox2 que sao responsaveis
por manter o estado de pluripoténcia (Gokhale e Andrews, 2009). Desde entao,
varios grupos de pesquisa tém conseguido expandir e diferenciar tais células-
tronco em diferentes tipos celulares, in vitro, e, desde a sua derivagao inicial,
essas células tém sido extensivamente estudadas, apresentando grande

potencial para aplicagao na medicina regenerativa.
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Blastocisto

-

-

4 2/
Células em Massa Celular Interna
cultura A\

v Hemdceas
Neurdnios 5
Células Musculares

Figura 1: Células-tronco embrionarias - Origem e Plasticidade: Esquema representativo
do isolamento de células embriondrias retiradas da massa interna do blastocisto. Essas
células podem originar células componentes dos trés folhetos embriondrios. Fonte:

<http://www.proprofs>. Ultimo acesso: 28/06/2011

Desde o estabelecimento das primeiras células-tronco embriondrias de
ratos (Evans e Kaufman, 1981), intimeros estudos vém demonstrando
resultados promissores para a terapia celular, como a cicatrizacao de lesoes (Fu
et al., 2006; Lau et al., 2009; Luo et al.,, 2010), a restauracao dos niveis de
dopamina no cérebro em modelo murino de Parkinson (Wolff et al., 2010), a
manutengao dos niveis de glicose no sangue (Piacibello ef al., 1999; Arai et al.,
2004), tratamentos de lesoes medulares na coluna vertebral (Nandoe et al., 2006;
Vaquero e Zurita, 2009; Yamazaki et al, 2010) e outras doengas (Patel et al., 2005;
Pitini et al., 2006; Vilquin e Rosset, 2006; Granero-Molto et al., 2008; Borlongan et
al., 2010; Lee et al., 2010; Yang et al., 2010).
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Apesar disto, essas células exibem um potencial para a formacdo de
teratomas, quando introduzidas em camundongos imunodeficientes
(Nussbaum et al., 2007). Dessa forma, sua utilizacao, em humanos, se torna
restrita, até que se desenvolvam métodos eficientes e seguros de isolamento e
diferenciacao. Em relacao ao status de diferenciagao, a avaliagao de risco em
relacdo a utilizacdo dessas células, deve, por defini¢do, incluir a possivel
ocorréncia de teratomas, uma das marcas da pluripoténcia. Em modelos
animais, ndao s teratomas benignos mas também teratocarcinomas malignos
foram observados apds a administragao destes tipos celulares (Okita et al.,
2007). Nesse contexto, a diferenciacao, in vitro, de ESC em tipos celulares
especificos é preferivel, porque isto reduziria o potencial teratogénico das
células e poderia, assim, reduzir o risco de formacao de tumores. No entanto,
convém referir que, em cultura, in vitro, estas células também devem ser
consideradas como carcinogénicas. Além disso, sua obtencao e utilizacao geram
questionamentos éticos, politicos e religiosos (Fischbach e Fischbach, 2004). No
Brasil, a utilizacdo de células-tronco embriondrias é permitida, para fins
experimentais, de acordo com a Lei de Biosseguranca (Lei 11.105), de 24 de

marco de 2005 (Pereira, 2008).

1.3.  Células-tronco de pluripoténcia induzida

Diante do exposto anteriormente, uma fonte alternativa e bastante
promissora as células-tronco embriondrias sdao as células-tronco de
pluripoténcia induzida (iPSC do inglés induced Pluripotent Stem Cell). Em 2006,
Takahashi e Yamanaka, demonstraram que através de manipula¢des genéticas,
¢ possivel reverter o processo de diferenciacao de uma célula adulta. Através da
inducao da expressao de fatores de transcri¢ao como, por exemplo, Oct3/4,
Sox2, c-Myc e Klf4, células diferenciadas podem retornar ao estado de
pluripoténcia, semelhante as células-tronco embrionarias (Figura 2). Contudo,
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embora vdrios aspectos sobre a indugdo, o cultivo e a manutencao dessas
células ainda devam ser esclarecidos, elas demonstram ser uma fonte
promissora de células autologas - isto é: extraidas do individuo e implantadas
nele mesmo - para utilizagao na medicina regenerativa (Takahashi e Yamanaka,

2006; Yu et al., 2007; Takahashi et al., 2007).

induced pluripotent stem cells
iPS

/
K e

- O,
B s

ANOLIS PANCTenCas NS Intestnals

Paciente

Figura 2: iPSC — Técnica de Obtencdo: Esquema representativo da indugao ao estado de
pluripoténcia de células extraidas de tecido epitelial, através da introdugao de fatores de

transcricdo caracteristicos de células-tronco embrionarias. Fonte: <http://www.lance-

ufrj.org>. Ultimo acesso em 30/06/11

Munenari e colaboradores propuseram a indugado a pluripoténcia ndo so6
de fibroblastos humanos saudaveis, mas também de fibroblastos de pele de dois
pacientes com epidermolise distrofica recessiva. Depois de diferenciadas em
queratindcitos, foi observada uma alta eficiéncia de diferenciagao das iPSC
derivadas dos fibroblastos dos dois pacientes, gerando um tecido
tridimensionalmente equivalente ao normal, sugerindo que os queratindcitos
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eram totalmente funcionais. Este estudo indicou que iPSC autdlogas tém
potencial para fornecer uma fonte de células para terapias regenerativas
aplicadas as doengas especificas da pele (Ioth et al., 2011).

Apesar da diferenga em suas origens, ESC e iPSC sao muito semelhantes.
Elas tém muitas caracteristicas de crescimento, perfis de expressao génica (tais
como expressao dos fatores Oct3/4, Sox2, c-Myc e Klf4), e de potencial de
desenvolvimento parecidos (Xu et al., 2009). No entanto, algumas diferencas na
expressao génica foram relatadas, sugerindo ser, a reprogramacao em iPSC,
incompleta (Saric e Hescheler, 2008). A comparacao entre culturas de ESC e de
iPSC revelou uma marcante heterogeneidade nos niveis de expressao génica de
fatores de transcricdo especificos para células totipotentes j& mencionados
anteriormente, sugerindo que iPSC tém um estado menos estavel de
pluripoténcia. Além disso, as iPSC também mostraram uma cinética de
crescimento mais lento e um potencial de diferenciacao reduzido, em
comparagao com as ESC. Sendo assim, esses estudos sugerem cautela antes de
assumir que as iPSC sdao equivalentes as ESC em relacdo ao estado de
pluripoténcia, uma vez que essa diferenca pode limitar sua aplicabilidade

clinica (Narsihn et al., 2011).

1.4. Células-tronco adultas

Outra alternativa as células-tronco embrionarias sao as células-tronco
adultas. Essas células sao consideradas multipotentes, pois possuem a
capacidade de se diferenciarem em vdrios tipos celulares derivados dos trés
folhetos embriondrios. Podem ser isoladas de tecidos fetais, placenta, cordao
umbilical, medula dssea, trabécula 6ssea, musculo, tecido adiposo, glandulas
mamarias, trato gastrointestinal, sistema nervoso central, pulmao, sangue
periférico, pele, foliculo piloso e outros tecidos do individuo adulto (Alison e

Islam, 2009).
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Inicialmente, acreditava-se que as células-tronco adultas so6 se
diferenciavam em linhagens celulares do tecido ao qual pertenciam. Embora as
células-tronco adultas tenham menor capacidade de diferenciacdo (menor
plasticidade celular), sob certas condicoes, estas células podem gerar um tipo
celular especializado de outro tecido ou de outro folheto embriondrio. Tal
capacidade é chamada de transdiferenciagao e ocorre na presenca de fatores de
transcricado adequados, como ocorre, por exemplo, com células-tronco de
origem mesodérmica, que sdo capazes de se diferenciar em células de origem
ectodérmica, sob condigOes especificas (Alison e Islam, 2009).

Dentre as células-tronco adultas mais bem estudadas e caracterizadas
estdo as células-tronco hematopoiéticas e as células-tronco mesenquimais (Hipp

e Atala, 2008).

1.4.1. Células-tronco hematopoiéticas

As células-tronco hematopoiéticas (HSC do inglés Hematopoietic Stem
Cells) sao células multipotentes, e dao origem a duas linhagens distintas de
células precursoras: mieldide e linféide (Kawamoto e Katsura, 2009). As HSC
sao responsaveis pela renovagao das células sanguineas e do sistema imune e
tém contribuido para a maioria dos conhecimentos atuais sobre células-tronco
adultas. Sao encontradas na medula Ossea e sangue periférico, e, mais
recentemente, foram também encontradas no sangue do cordao umbilical
(Schlechta et al., 2009). Estas células expressam a molécula de superficie CD34,
uma glicofosfoproteina responsavel pelo ancoramento das células-tronco
hematopoiéticas ao estroma medular (Krause et al, 1996), sendo esse o
marcador de superficie mais utilizado para caracterizar e isolar essas células.

As HSC ja sao utilizadas em transplantes para regeneragao do sistema
hematopoiético desde 1956 (Hipp e Atala, 2008), mas, apenas recentemente, tem
sido demonstrado o potencial dessas células em se diferenciarem em outros

10



INTRODUCAO

tipos celulares como hepatocitos (Lagasse et al., 2000) e células da glia (Eglitis e
Mezey, 1997; Hess et al., 2004). Recentemente, observou-se que as HSC podem
se diferenciar em células endoteliais, 0 que pode resultar na aceleracao da
vascularizagao e da cicatrizagao de lesdes em pacientes diabéticos (Pedroso DC

et al., 2011).

1.4.2. Células-tronco mesenquimais

As células-tronco mesenquimais (MSC do inglés Mesenchymal Stem Cell)
foram primeiramente descritas como a porgao de células aderentes extraidas da
medula Ossea, denominadas cé¢lulas formadoras de colonias fibroblasticas
(Friedenstein et al., 1970). Mais adiante, em 2001, Caplan e colaboradores as
denominaram como MSC; uma populacdo de células presentes no estroma da
medula dssea, capazes de auto-renovacao e diferenciagao em trés tipos celulares
de origem mesodérmica como ostoblastos, condrdcitos e adipdcitos (Caplan e
Bruder, 2001).

Além da medula dssea, as MSC sao encontradas na maioria dos o6rgaos
do corpo, incluindo figado, pulmdes, coragao, intestinos, pele, musculos e polpa
dentdria. Células com caracteristicas semelhantes as células-tronco
mesenquimais da medula dssea foram também isoladas de diversos tecidos
como, por exemplo, do tecido adiposo (Zuk et al., 2001), pele (Toma et al., 2001),
pulmoes (Sabatini ef al., 2005), liquido amnidtico (De Coppi et al., 2007) e polpa
dentdria (Huang et al., 2009).

De acordo com estudos prévios, as MSC sdao consideradas grandes
candidatas para terapia celular, devido aos seguintes critérios: (i) dependendo
do local escolhido, as mesmas podem ser facilmente extraidas, podendo ser
isoladas do proprio paciente; (ii) hd a possibilidade de obtengdao de uma
quantidade adequada de células para transplante devido ao alto grau de

proliferacao celular, in vitro; (iii) sao multipotentes, com alta capacidade de
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diferenciacdo celular; (iv) a manipulagao destas células é relativamente facil; (v)
tém a capacidade de integrar com o tecido hospedeiro e com o tecido adjacente
(Yarak e Okamoto, 2010).

Devido ao grande niimero de estudos descrevendo a presenca de células-
tronco mesenquimais em diferentes tecidos, a Sociedade Internacional para
Terapia Celular propds critérios minimos para a definicdo de células-tronco
mesenquimais (Dominici et al., 2006): (i) tais células devem ser aderentes a
superficies plasticas, quando mantidas em condi¢des de cultivo padronizadas,
(ii) devem expressar os antigenos de superficie CD73, CD90, CD105 e ndo
expressarem os antigenos CD45, CD34, CD14, CD19 e HLA-DR, (iii) quando
estimuladas, in vitro, devem se diferenciar em osteoblastos, condrocitos e
adipdcitos.

Deve-se ressaltar que o interesse em MSC para aplicagdes clinicas reside
mais em suas agOes pardcrinas na reparagao tecidual do que na sua capacidade
de diferenciacao (Togel et al., 2007). Na verdade, as MSC expressam baixos
niveis de moléculas do Complexo Maior de Histocompatibilidade Classe II
(MHC 1II do inglés Major Histocompability Complex II) e, provavelmente sao
imunogenicamente fracas, sugerindo que o tratamento imunossupressor
adotado apds o transplante/implante das mesmas no organismo, pode ser
atenuado ou até mesmo nao ser necessario. Além disso, elas tém se mostrado
capazes de modular a resposta imune de células, in vitro, diminuindo o
potencial de inflamacao (Spitkovsky e Hescheler, 2008).

Estudos pré-clinicos e clinicos, utilizando MSC como alternativa de
tratamento, mostraram resultados promissores. Contudo, os resultados
relatados ainda sdao controversos, indicando a necessidade de mais estudos,
principalmente no que concerne aos mecanismos moleculares que orquestram o
potencial terapéutico dessas células. Esta andlise incidird sobre os avangos na
compreensao da biologia de MSC e suas aplicagdes em terapia celular

(Chagastelles et al., 2010)
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1.4.2.1. Células-tronco mesenquimais e o tecido adiposo

O isolamento de células-tronco de alguns tecidos adultos é bastante
laborioso, o que torna a utilizacdo dessas células, de certa forma, limitada.
Nesse contexto, as células-tronco adultas mais utilizadas para estudos nessa
area sao as células extraidas da medula dssea e/ou do tecido adiposo (Romanov
et al., 2005). Porém, a frequéncia e a taxa de proliferacao das células-tronco no
tecido adiposo sao maiores do que na medula dssea (2% para tecido adiposo e
0,002% para medula Ossea), sendo considerada a fonte mais abundante e
acessivel de células-tronco adultas (Strem et al., 2005; Mizuno, 2009).

O tecido adiposo é formado de duas partes: tecido adiposo marrom e
tecido adiposo branco. Em humanos adultos, o tecido adiposo marrom é
praticamente ausente. Por outro lado, o depdsito localizado de tecido adiposo
branco estd presente em diversas areas do organismo, envolvendo e/ou
infiltrando drgaos e estruturas internas. Além de adipdcitos, este tecido contém
uma matriz de tecido conjuntivo (fibras colagenas e reticulares), tecido nervoso,
células do estroma vascular, nddulos linfaticos, células do sistema imunologico
(leucdcitos, macrofagos), fibroblastos e células-tronco. Ao longo dos ultimos
anos, tem sido observado que o tecido adiposo ndo é apenas um armazenador e
fornecedor de energia, mas também uma estrutura dinamica, que produz
hormonios, envolvidos em uma variedade de processos fisiologicos e
fisiopatoldgicos (Fruhbeck et al., 2001).

As células-tronco derivadas do tecido adiposo (ASC do inglés Adipose
Stem Cells) podem ser purificadas por uma variedade de técnicas e processos
enzimaticos, utilizadas para obter a fracdo estromal vascular (Wilson et al.,
2011). Em 1960, Rodbell e colaboradores, apresentaram o primeiro método para
isolar células-tronco do tecido adiposo. Primeiramente, este método foi

realizado somente com o tecido adiposo de amostras de animais de laboratdrio
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(ratos e coelhos). Mais tarde, este método foi modificado para uso com amostras
de tecido adiposo humano (Rodbell, 1967).

Em 2001, Zuk e colaboradores isolaram células-tronco a partir da fra¢dao
estromal do tecido adiposo humano (hASC do inglés human Adipose Stem Cells),
capazes de se diferenciarem em osteoblastos, condrocitos, adipocitos e
mioblastos, e com caracteristicas semelhantes as células-tronco mesenquimais
da medula 6ssea (Zuk et al., 2001). Finalmente, em 2008, foi observado que essas
células podiam ser mantidas em cultura, com muitos estagios de crescimento,
por mais de um més (Zhu et al., 2008).

Além disso, o potencial de diferenciacao dessas células extraidas do

tecido adiposo, em outros tipos celulares, j4 foi demonstrado em varios
trabalhos: células endoteliais (Planat-Benard et al., 2004), cardiomiocitos (Strem

et al., 2005; Chun-zhi Shi et al., 2011), células pancreaticas (Timper et al., 2006),
neurdnios (Anghileri et al., 2008) e hepatocitos (Aurich et al., 2009; Kubo et al.,
2011). Choi e colaboradores avaliaram a seguranca clinica de ASC colonizadas
em biomaterial, implantadas em camundongos nude para o reparo de defeito
0sseo. Os dados encontrados nesse estudo reforcaram a seguranga na utilizagao
dessas células, bem como seu potencial osteogénico. A eficacia pré-clinica e os
testes de seguranga realizados neste estudo forneceram dados relevantes para a
normalizacdo e execugao das exigéncias regulamentares para terapias

emergentes com células tronco em ortopedia (Choi et al., 2011).

1.5. Utilizacao de células-tronco na angiogénese

Os vasos sanguineos sao constituidos de um revestimento de células
endoteliais envolvido por células (pericitos e células musculares lisas
vasculares), e desempenham um papel essencial na manutencao da homeostase

tecidual, levando oxigénio e nutrientes para drgaos distantes (Maes et al., 2005).
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A capacidade de explorar a angiogénese e vascularizagaio como uma
estratégia terapéutica é um enorme beneficio para uma ampla gama de
aplicagoes médicas. Nesse sentido, as células endoteliais sdo de grande interesse
devido ao seu potencial em terapia celular para doencgas vasculares em tecidos
isquémicos, para vascularizagdo em enxertos na engenharia de tecido e para o
transporte de produtos farmacéuticos através das barreiras endoteliais. No
entanto, a limitada disponibilidade e capacidade de proliferacao de células
endoteliais maduras dificulta o desenvolvimento dessas aplicagOes. Terapias
baseadas em células, até agora, nao produziram uma resposta de cura robusta
em ensaios clinicos para uma variedade de doengas isquémicas, enquanto que
os materiais desenvolvidos pela engenharia de tecidos para substituir tecidos
lesados (matrizes) ainda sao de tamanho limitado, pois a falta de vascularizagao
no interior do implante compromete a nutricdo e a remocao de metabolitos
pelas células, o que pode levar a faléncia do implante (Phelps e Garcia, 2009).

Com base no potencial de regeneragao, os recentes avangos na tecnologia
das células-tronco tém permitido aos pesquisadores obter células endoteliais a
partir de células-tronco. Para isto, algumas substancias como o fator de
crescimento vascular endotelial (VEGF do inglés Vascular Endothelial Growth
Factor) e o fator de crescimento fibroblastico basico (bFGF do inglés basic
Fibroblast Growth Factor) tém sido bastante utilizadas para induzir essa
diferenciacao (Wright et al., 2002).

Cao e colaboradores, em 2005, mostraram que ASC tém caracteristicas de
células progenitoras endoteliais e, in vitro, quando cultivadas com VEGEF,
passam a expressar marcadores endoteliais. In vivo, as ASC se diferenciam em
tecido endotelial, em resposta a estimulos locais, o que contribui para
neoangiogénese em modelos de isquemia de membro posterior. Os autores
concluiram, portanto, que o tecido adiposo contém células-tronco que, quando
estimuladas, podem ser uma fonte potencial de células endoteliais para terapias
celulares pro-angiogénicas (Cao et al., 2005).
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1.6. Células-tronco e a seguranca para uso clinico

A utilizagao da terapia celular apresenta ainda alguns fatores de risco e a
avaliagao destes riscos deve ser um pré-requisito antes do uso clinico de células-
tronco como tratamento. Em primeiro lugar, existem os fatores de risco
associados as propriedades intrinsecas celulares de um tipo particular de célula
ou classe de células-tronco, como, por exemplo, a origem da célula (autdloga x
alogénica, doador saudavel x doador doente) e as caracteristicas celulares
(potencial tumorigénico, capacidade de proliferagao, viabilidade celular a longo
prazo, substancias secretadas e status de diferenciacdao). Em segundo lugar,
estdo os fatores extrinsecos introduzidos pela aquisicdo, manipulagao, cultivo,
e/ou o armazenamento das células e, finalmente, os fatores de risco associados
com as caracteristicas clinicas (procedimentos cirtrgicos, necessidade ou nao de
imunossupressao, local e modo de administra¢ao e co-morbidades) (Herberts et
al., 2011).

Outro fator de risco que merece atencao, ¢ a potencialidade de ocorréncia
de desdiferenciacao. Até o momento, é desconhecido se a desdiferenciacao de
células-tronco pode ocorrer in vitro e/ou in vivo. A desdiferenciacao de células
somaticas ou rediferenciacao em outro tipo celular diferente do que se pretende,
tem sido descrita, mas se isso tem consequéncias clinicas adversas ainda
permanece incerto. Além disso, j4 foi observado que pode ocorrer a
diferenciacdo de MSC em tipos de células mesenquimais talvez indesejaveis,
tais como ostedcitos e adipdcitos. Estruturas encapsuladas contendo calcificagao
e/ou ossificacao no coracao foram observadas em animais tratados com células-
tronco mesenquimais derivadas de medula dssea utilizadas para tratamento de
infarto do miocdrdio. Pode-se concluir que a diferenciagao foi portanto,
inadequada, e este evento pode contribuir para outros riscos ainda
desconhecidos (Pessina e Gribaldo, 2006). A inducao a diferenciacao de uma
cultura de células-tronco poderia ndo apenas induzir transformacao maligna,
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mas, em teoria, também poderia induzir altera¢des celulares, tais como padrdes
de excrecao alterados ou moléculas de superficie celular que possam influenciar
in vivo, podendo isto ter consequéncias adversas ou toxicas inesperadas
(Breitbach et al., 2007).

Nesse contexto, a utilizagdo de ASC na medicina regenerativa se torna
mais segura apos ser comprovada a diferenciagao celular especifica que se
deseja. Embora na tltima década tenham sido obtidos avangos substanciais no
entendimento da biologia de células-tronco, os recentes avancos tecnoldgicos
em biologia molecular e a compreensao dos mecanismos moleculares que
regulam a auto-renovacao e diferenciacdo das ASC, bem como sua interagao
com o nicho celular, continuam aquém do necessario para uma aplicagao
segura.

Sendo assim, o desafio maior na drea de células-tronco é compreender
quais genes e/ou redes de genes respondem por diferengas no funcionamento
dos diversos tipos de células-tronco, bem como no processo de diferenciacao.
Até o momento, tem havido inimeras tentativas de caracterizar essas células
utilizando estudos transcriptomicos e protedmicos e varios grupos de pesquisa
tém analisado os perfis de expressdao génica dos diferentes tipos de células-
tronco (Ivanova et al., 2002; Zeng et al., 2004).

Cada tipo de célula do corpo humano, incluindo células-tronco, tem um
conjunto tnico de informagdes, mantido pelos genes reguladores que levam a
diferenca de expressdao génica. De acordo com o Consodrcio Internacional do
Genoma Humano, o nimero de genes no genoma humano é estimado entre
20.000 e 25.000 e os 274 diferentes tipos de células no corpo humano sao
definidos pela expressdao combinatéria deste nimero limitado de genes. O
circuito de regulacao da transcricio em células é mantido por uma interagao
dindmica de multiplos mecanismos de regulagdao, incluindo regulagao
epigenética, regulacao pos-transcricional e regulacao da expressao génica pos-
traducional. Todavia, o entendimento da diferenciacao celular requer uma
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compreensao global da elaborada rede dos genes reguladores do genoma,

epigenoma, transcriptoma, microRNAoma e proteoma (Ahn et al., 2010).

1.7.  Analise global da expressao génica

Nesse contexto, diversas metodologias foram e vém sendo desenvolvidas
para a identificacao em larga escala de genes diferencialmente expressos entre
diferentes linhagens celulares. Dentre as mais utilizadas, a técnica de Microarray
fornece uma poderosa plataforma de andlise do padrao de expressao de
milhares de genes simultaneamente, possibilitando a comparacao entre
diferentes amostras. Esta metodologia permite a andlise de amostras
representativas de diferentes estagios do desenvolvimento, diferentes tipos
celulares ou histoldgicos, diferentes sensibilidades a drogas ou entre tecidos
normais e patologias.

Sendo assim, muitos trabalhos relatam o uso de Microarrays na pesquisa
de células-tronco. Em 2009, Kim e colaboradores identificaram alguns genes
expressos em células CD34+, encontrando tanto genes ja conhecidos quanto
novos genes de diferentes categorias, envolvidos na hematopoiese (Kim et al.,
2009) . Dessa maneira, propuseram um primeiro mapa transcricional de células
CD34+, o que contribuiu para uma melhor compreensao da expressao génica
dessas células e também revelou que o inicio da hematopoiese é um processo
altamente regulado, que conta com a participacao de mais da metade dos genes
humanos até entao descritos e distribuidos em varias fungoes.

Outro trabalho ainda utilizando a referida técnica, investigou os
mecanismos de regulagao, mediados por micro RNAs (miRNAs do inglés
microRNAs) durante o processo de diferenciagao de células-tronco mesequimais,
em quatro estdgios diferentes de diferenciacdo condrogénica, induzida por

TGF-3 (do inglés Transforming Growth Factor beta) (Yang et al., 2011).
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Apesar do sucesso da utilizagdo da referida técnica na identificagao de
genes diferencialmente expressos, a utilizacdo de Microarray possui algumas
limitagdes. A quantidade de genes analisados se restringe ao painel génico
fixado na lamina. Além disso, a produgao de laminas de Microarrays de DNA
complementar (cDNA do inglés Complementary DNA) é laboriosa e demanda
alto investimento financeiro para a aquisicao de scanners e do robo utilizado
para a fixagdo do DNA a lamina. E necessaria a participagao de profissionais
especializados para a realizagao da normalizacgao e analise estatistica dos dados
gerados pelas hibridiza¢des e ha grande dificuldade na comparagao entre
experimentos diferentes.

Outra metodologia que permite a andlise do padrao de expressao em
larga escala foi desenvolvida por Velculescu e colaboradores, em 1995. A
técnica de Analise Serial da Expressao Génica (SAGE do inglés Serial Analysis of
Gene Expression) baseia-se na quantificagao de tags, ou seja, pequenas sequéncias
de 14 nucleotideos, oriundas de bibliotecas de cDNA, construidas a partir de
RNA mensageiro (mRNA do inglés Messenger RNA) proveniente dos tecidos a
serem estudados. Assim, a partir de uma amostra de tecido, pode-se obter um
perfil de genes expressos e representados pelas tags. Por conseguinte, o nimero
de vezes que determinada tag aparece em cada amostra reflete sua expressao
relativa. A expressao génica de duas amostras pode entao ser comparada,
utilizando-se de um programa computacional que identifica e registra o
numero de vezes que determinada seqiiéncia aparece na amostra. Outras
vantagens desta técnica sao o possivel cruzamento de dados de experimentos
diferentes e a criagao de bancos de dados publicos de seqiiéncias expressas e
identificadas a partir de bibliotecas de SAGE.

Richards e colaboradores, em 2004, utilizaram a técnica de SAGE para
obter os perfis do transcriptoma de duas linhagens de células-tronco
embriondrias humanas, HES3 e HES4. O perfil transcricional das duas
linhagens de células humanas foram bastante semelhantes. A diferenca mais
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visivel entre as duas linhagens foi a auséncia de expressao de REX1 (gene que
codifica um fator de transcricao expresso, no embriao, que é regulado atraveés
por Oct-4/3 e Oct-6) em HES4. Tomados em conjunto, os dados oriundos das
bibliotecas SAGE de HES3 e HES4 permitiram concluir que existe um perfil
geral e comum de expressao génica das células-tronco embriondrias humanas.
Além disso, foi possivel observar que os genes envolvidos na manutencao da
pluripotencialidade tém a expressao restrita as células-tronco embrionarias. Isso
permitiu detectar genes conhecidamente especificos de células-tronco
embriondrias que expressam fatores de transcricao tais como Oct3/4, Sox2 e
Rex1, bem como identificar varios novos genes que podem vir a ser utilizados
como marcadores moleculares deste tipo de célula (Richards et al., 2004).

No entanto a construcao de bibliotecas de SAGE, além de extremamente
laboriosa, demanda também a utilizagio de um programa computacional
especializado para o processamento dos dados gerados. Assim, alternativas
para a identificacdo em larga escala de genes diferencialmente expressos
tornam-se necessarias e nesse contexto, técnicas de hibridiza¢do subtrativa
surgem como alternativas promissoras e atrativas para tais fins. Sem a
necessidade de conhecimento prévio de suas caracteristicas funcionais ou
bioquimicas, bem como de utilizacdo de ferramentas computacionais
especificas, destacam-se as metodologias de Biblioteca Subtrativa Suprimida
(SSH do inglés Supression Subtractive Hybridization) (Diatchenko et al., 1996) e de
Hibridizacao Subtrativa Rapida (RaSH do inglés Rapid Subtractive Hybridization)
(Jiang et al., 2000).

1.7.1. Técnicas de hibridizaciao subtrativa

1.7.1.1. Hibridiza¢ao subtrativa
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A técnica de SSH (Supression Subtractive Hybridization) foi desenvolvida
em 1996, por Diatchenko e colaboradores e consiste em analisar a expressao
diferencial entre duas amostras de cDNA, subtraindo os transcritos comuns e
isolando transcritos presentes exclusivamente em uma das amostras. A técnica
permite, por exemplo, a andlise de células submetidas a diferentes condicoes de
cultivo (antes e depois do tratamento com drogas ou outros fatores) ou
sincronizadas em diferentes etapas do ciclo celular, possibilitando a clonagem
de cDNAs obtidos a partir de genes que foram diferencialmente expressos para
posterior sequenciamento, identificagdo e caracterizagao (Diatchenko et al.,
1996).

Nesta técnica, duas amostras de cDNA sdo sintetizadas a partir de
mRNA. Uma das amostras, denominada tester, é originada a partir do RNA da
linhagem celular ou tecido cujos genes se quer identificar. J4 a outra amostra,
denominada driver, é obtida a partir do mRNA da linhagem celular ou tecido
utilizado para a comparagao e cujos genes, comumente expressos, devem ser
subtraidos. Em seguida, seqiiéncias adaptadoras sdo ligadas apenas as
extremidades das moléculas de cDNA derivadas da amostra tester. Entao, as
moléculas de cDNA da amostra tester sao desnaturadas e renaturadas na
presenca de um excesso de moléculas da amostra de cDNA driver. Trés tipos de
moléculas hibridas sao entao formados apds a renaturacao: tester-tester, tester-
driver e driver-driver. As moléculas tester-tester representam transcritos expressos
exclusivamente na amostra de interesse, as moléculas tester-driver representam
transcritos comuns as duas amostras e as moléculas driver-driver correspondem
a transcritos expressos apenas na amostra utilizada para comparagao. As
moléculas tester-tester sao, por sua vez, seletivamente amplificadas, através de
uma reacao de Polimerizacdo em Cadeia (PCR do inglés Polymerase Chain
Reaction), contendo oligonucleotideos correspondentes a seqiiéncia adaptadora
ligada apenas na extremidade das moléculas de cDNA derivadas da amostra

tester. O produto dessa reagao é entdo clonado, gerando uma biblioteca
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subtraida, enriquecida de genes diferencialmente expressos na amostra em
estudo.

A comparagao de seqiiéncias oriundas da biblioteca subtraida, com
seqiiéncias depositadas em bancos de dados publicos permite entdo identificar
os genes diferencialmente expressos. A desvantagem apresentada por esta
técnica reside no fato de que a quantidade de amostras tester e driver

disponiveis para todo o procedimento pode limitar a obtencao dos dados.

1.7.1.2. Hibridizacao subtrativa rapida (RaSH)

A técnica de RaSH (Rapid Subtractive Hybridization) (Jiang et al., 2000) foi
desenvolvida a partir de uma adaptacao da técnica anteriormente descrita, a
SSH. Assim, duas amostras de cDNA, tester e driver, sao sintetizadas a partir de
mRNA. As moléculas de cDNA de ambas as amostras sdao submetidas a
digestao por uma endonuclease de restri¢ao, para gerar fragmentos de menor
tamanho e, ao contrario da técnica de SSH, seqiiéncias adaptadoras, as quais
possuem a sequéncia nucleotidica reconhecida pela endonuclease de restrigao
Xho 1, sao ligadas as extremidades das moléculas de cDNA de ambas as
amostras. Apds a ligacdo dos adaptadores, é realizada uma reagao de
amplificagdio da amostra, através da técnica de PCR, wutilizando
oligonucleotideos complementares a seqiiéncia contida nos adaptadores. Essa
etapa permite a obtengao de uma maior quantidade dos fragmentos
representados em ambas as amostras de cDNA, facilitando a etapa de
subtracdo, o que nao ocorre com SSH. Em seguida, somente os amplicons
originados a partir da amostra tester sao digeridos com a enzima Xho I, gerando
extremidades coesivas. Apods a digestdao enzimadtica, os produtos amplificados
da amostra fester sao desnaturados e renaturados na presenga de um excesso de
fragmentos amplificados a partir da amostra driver. Como descrito
anteriormente para a técnica de SSH, trés tipos de fragmentos hibridos sao
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formados, contudo, apenas os hibridos tester-tester sao selecionados através de
clonagem em vetor com extremidades coesivas, o qual também foi, previamente
digerido por Xho I. Um esquema ilustrativo da técnica de RaSH esta

representado na Figura 3.

Amostra tester Amostra Driver
A AR

B

RNA poly A+ RNA paly A
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Figura 3 - Esquema representativo da técnica de RaSH: As bibliotecas de cDNA dupla-
fita sdo obtidas de hASC e destas induzidas a diferenciagdo endotelial. Adaptadores com
sitio para enzima de restricdo sao ligados as duas bibliotecas. Somente a biblioteca
utilizada como tester sofre digestdo com enzima de restricio correspondente. A
biblioteca tester é hibridizada com excesso da biblioteca driver. Assim, transcritos
presentes nas duas bibliotecas formam hibridos. Somente transcritos presentes na
biblioteca tester apresentardo os sitios complementares nas duas extremidades e poderao

ser clonados e posteriormente seqiienciados.
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Assim, a técnica de RaSH apresenta algumas vantagens em relagao as
apresentadas anteriormente, como a redugao no custo e tempo de preparo da
biblioteca subtrativa, além da facilidade na execucao dos experimentos e maior
eficidcia de subtracdo. Esta metodologia nao necessita do uso de programas
computacionais especificos para a identificacdo e validacdo dos genes
diferencialmente expressos. Programas computacionais publicos como, por
exemplo, o BLAST (do inglés, Basic Local Alignment Search Tool), o qual se
encontra disponivel na pagina do NCBI (do inglés, National Center for
Biotechnology Information - www.ncbinlm.nih.gov), sao suficientes para as
andlises.

Jiang e colaboradores, em 2000, utilizaram a técnica para analisar o
padrao de expressao diferencial de células de melanoma humano tratadas com
IFN- e Mezereina, um ativador de proteina quinase C. Uma biblioteca de
cDNA tester foi construida a partir de mRNA extraido de células tratadas com
as referidas drogas e a biblioteca driver foi construida a partir de material de
células nao tratadas. Assim, a técnica propiciou a identificagdo de 23 genes,
diferencialmente expressos e associados ao respectivo tratamento, dentre os 70
genes analisados (Jiang et al., 2000).

Outros estudos, utilizando a mesma técnica, conseguiram identificar e
confirmar, por Northern Blot Reverso, 15 genes com expressao aumentada (Su et
al., 2002) e 10 com expressao reduzida (Su et al, 2003) em astrocitos
contaminados com HIV-1. Comparando duas linhagens celulares de melanoma
humano com potenciais metastaticos diferentes, Boukerche e colaboradores, em
2004, também, através da técnica de RaSH e validacao por Northern Blot
Reverso, identificaram 8 genes diferencialmente expressos em linhagens
celulares de alto potencial metastatico, sendo 2 deles desconhecidos e outros 2
cuja participagao na progressao tumoral ainda nao havia sido descrita

(Boukerche et al., 2004). Recentemente, a técnica foi utilizada para identificar
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novos genes que parecem ser diferencialmente expressos em células tumorais
Osseas, comparando-as com células normais (Babeto et al., 2011).

Enfim, os dados obtidos através desta técnica demonstram a grande
utilidade da mesma na identificagao de genes diferencialmente expressos entre
amostras de origens diversas e sob diferentes contextos. O sequenciamento
direto dos clones gerados pela técnica RaSH e a andlise das seqiiéncias geradas
podem facilitar o processo de identificagio de genes. Alternativamente, os
dados obtidos com o uso da referida técnica podem ser ainda validados através
da técnica de PCR em Tempo Real, identificando o nivel de transcricao destes
genes, relacionando com o nivel encontrado para os genes expressos na amostra

de referéncia.

1.8. Justificativa de realiza¢ao do trabalho

Diante do exposto, observa-se que a utilizagao de células-tronco derivadas
de tecido adiposo e submetidas a indugao a diferenciacao endotelial, mostra-se
bastante promissora para aplicagao na medicina regenerativa, como alternativa
para auxiliar na vasculariza¢ao de novos tecidos ou implantes teciduais.

No entanto, a compreensao dos mecanismos moleculares que regulam a
auto-renovacao e diferenciacao dessas células, bem como sua interacdao com a
célula nicho, 4 altamente relevante. Deve-se garantir a seguranca clinica, antes,
durante e ap6s a utilizagao destas células, certificando-se de que a diferenciacao
ocorrera e serd estabelecida exclusivamente para a linhagem desejada, no caso,
endotélio.

Neste contexto, o presente trabalho teve como objetivo identificar genes
caracteristicos do tecido vascular, assim como buscar novos possiveis genes
marcadores da diferenciacao endotelial, para assegurar a utilizagao de ASC no

auxilio da angiogénese em terapia celular e na medicina regenerativa.
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2. OBJETIVOS
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2. Objetivos

2.1 Objetivo Geral

2.2,

Identificar e validar genes diferencialmente expressos em células endoteliais
obtidas a partir da diferenciagdo de células-tronco derivadas do tecido adiposo

humano, através da utilizacao da técnica de RaSH e de PCR em Tempo Real.

Objetivos especificos

Isolar, cultivar e caracterizar as hASC;

Induzir a diferenciacao endotelial de hASC e caracteriza-la,
fenotipicamente;

Identificar genes diferencialmente expressos nas células diferenciadas,
utilizando a técnica de RaSH;

Validar, por PCR em Tempo Real, a expressao diferencial de genes

identificados nas células induzidas a diferenciacao.
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3.1. Isolamento e cultivo de células-tronco mesenquimais de tecido adiposo

humano

3.1.1.  Obtencao do tecido adiposo

As células-tronco mesenquimais humanas derivadas do tecido adiposo
(hASC) foram isoladas a partir de amostras deste tecido retiradas durante
procedimentos cirurgicos de lipoaspiragao. Esses procedimentos foram
realizados na Clinica de Cirurgia Pldstica Dr. Luiz Lamana, coordenada pelo
Dr. Luiz Lamana dos Santos, em Belo Horizonte, Minas Gerais, o qual,
gentilmente, as cedeu para que fossem utilizadas no presente trabalho. O
produto de lipoaspiracao de diferentes partes do corpo (flancos esquerdo e
direito, regides supra e infra-umbilical) foi acondicionado em quatro seringas
esterilizadas de 20 mL e encaminhado ao Laboratdrio de Imunologia Celular e
Molecular do ICB/UFMG. Todos os procedimentos de coleta, transporte e
processamento foram realizados de acordo com as normas aprovadas pelo

Comité de Etica em Pesquisa da UFMG (Parecer: ETIC 623/09).

3.1.2. Processamento do tecido adiposo e obtencao das células-tronco

Em capela de fluxo laminar, a amostra do tecido adiposo, recém obtida,
foi transferida para tubos do tipo “Falcon” de 50 mL, acrescida de PBS 0,15M
pH 7,2 e lavada por homogeneizacao, seguida de centrifugacao por 10 minutos
a 10°C. Apos a centrifugacao, observou-se a presenca de uma solugao bifasica,
cuja fase inferior continha hemadcias e a fase superior continha a fragao
adipocitaria. A fragdo superior foi entdo aspirada com o auxilio de uma pipeta
Pasteur, transferida para um novo tubo “Falcon” de 50 mL e tratada com
Colagenase D (0,15%) (Invitrogen), na proporgao de 1:1 por 2 horas, em estufa a
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37°C e 5% CO2. No decorrer deste periodo, a cada 15 minutos, as amostras
foram vigorosamente homogeneizadas. Decorridas 2 horas, os tubos foram
centrifugados por 10 minutos a 1400 rpm a 10°C para separar a fragao
adipocitaria e a fragdo estromal vascular do tecido adiposo. A fragao superior
adipocitaria foi desprezada e a fragao estromal vascular foi suspendida em
meio de cultura basal (especificacdo no final desta subsecdo), redistribuida em
frascos de cultivo celular T-25 e mantida em estufa a 37°C e 5% CO.. Apds 2
dias, o conteudo dos frascos T-25 foi transferido para tubos “Falcon” de 50 mL e
centrifugado nas mesmas condi¢oes anteriormente descritas. O precipitado
formado foi novamente suspendido em meio basal e acondicionado em novos
frascos T-25, enquanto que o sobrenadante foi descartado. Em seguida, e a cada
2 dias, o meio de cultivo foi trocado e as células foram lavadas com PBS 0,15M,
seguindo o mesmo procedimento descrito anteriormente, para a remogao das
células nao aderidas a superficie do frasco. Quando as células atingiram a
confluéncia de aproximadamente 100%, o meio de cultivo foi retirado, as
células foram lavadas com PBS 0,15M e, em seguida, tratadas com 1,5 mL de
tripsina-EDTA (0,05%) (Gibco), por 10 minutos. A acao da tripsina foi inativada
com a adicao de 8 mL de meio basal. A suspensao foi entao divida em dois
novos frascos T-75. A cada dois dias, o meio de cultivo foi trocado e a medida
que as células atingiam a confluéncia desejada, de aproximadamente 100%, a
expansao das mesmas era realizada. Esse procedimento foi repetido até que as
células alcangassem a 4* passagem para serem entdo utilizadas neste trabalho

(Zuk et al., 2001).

* Meio de cultivo basal: D-MEM (Dulbeco’s Modified Eagle Medium, Gibco)
suplementado com 5 mM de Bicarbonato de Sédio (Merck), 10% de Soro
Fetal Bovino (Gibco), penicilina G 100 U/mL, estreptomicina 100 U/mL e
anfotericina B 0,25 pg/mL (PSA, Gibco). O pH do meio foi ajustado para
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7,2 e, em seguida, o meio foi filtrado com membrana de difluoreto de

polivinilideno de 0,22 ym (Millipore).

3.1.3. Analise da viabilidade e proliferacao celular

O ensaio de MTT (tetrazolio 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazdlio
bromide), realizado segundo descrito por Mosmann, em 1983, é um método
colorimétrico sensivel, que mensura a viabilidade e a proliferacao celular. Este
ensaio baseia-se na capacidade de enzimas desidrogenases, presentes nas
mitocondrias de células vidveis, em converter o MTT, sal soluvel em agua, no
Cristal de Formazan, produto insolivel em dgua. A quantidade de Cristais de
Formazan produzida é diretamente proporcional ao namero de células viaveis.
Estes cristais sao solubilizados em solucao SDS 10%-HCl e a absor¢ao, em
comprimento de onda de 595 nm, é determinada em espectrofotometro
(Mosmann, 1983).

Sendo assim, para se determinar a viabilidade das hASCs, essas células
foram semeadas em placas de 24 pocos, na densidade de 1x10° células/mL/pogo,
as quais foram incubadas por aproximadamente 18 horas, em estufa a 37°C e
5% CO, para que as células pudessem se aderir a superficie da placa. Apos esse
periodo, o meio de cultivo foi retirado com o auxilio de uma micropipeta e 210
uL de meio de cultivo basal foram entdo adicionados as células. Em seguida,
foram acrescentados 170 uL da solugao de MTT 5 mg/mL (Sigma), e a placa foi
incubada por 2 horas em estufa a 37° C e 5% CO2. Ap0s este periodo, as células
foram observadas em microscdpio Optico, para a visualizagao dos Cristais de
Formazan. Os cristais formados foram solubilizados com adi¢ao de 210 uL de
SDS 10%-HCl a cada pogo, seguido de incubagao das células em estufa a 37°C e
5% CO2, por 18 horas. Apos esse periodo, transferiu-se 100 uL de células,
presentes em cada pogo, para uma placa de 96 pocos e a leitura dos valores de
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absorbancia da solugao resultante foi realizada a 595 nm, em espectrofotometro.
As leituras foram feitas em triplicata.

Durante o experimento, todos os passos envolvendo o reagente MTT
foram executados em condi¢des minimas de luminosidade, com o objetivo de
manter sua reatividade. Os resultados obtidos foram plotados em uma
representacao grafica, utilizando-se o programa GraphPad Prism© 5 (GraphPad

Software).

3.1.4. Avaliacdo da producao da fosfatase alcalina

A fosfatase alcalina é uma enzima produzida por células indiferenciadas
e por isso, é utilizada como um marcador de células-tronco (O’connor et al.,
2008). Sendo assim, o ensaio de produgao de fosfatase alcalina foi realizado para
verificar se as células mantidas em cultivo mantinham os niveis de produgao
dessa enzima.

A produgao de fosfatase alcalina foi avaliada através do ensaio de BCIP-
NBT, o qual é baseado na reagao cromogénica iniciada pela clivagem do
grupamento fosfato presente no BCIP (5-bromo 4-cloro 3-indolilfosfato p-
toluidina) pela fosfatase alcalina, presente nas células que a produzem. A
reacao produz um proton que reduz o NBT (nitroblue tetrazolio cloridrico) e
forma um precipitado insoltvel de cor purpura (Valerio et al., 2004).

Para este ensaio, as hASC foram semeadas em placas de 24 pogos na
densidade de 1x10° células/mL/poco. As placas foram incubadas por
aproximadamente 18 horas, em estufa a 37°C e 5% CO.. Apds esse periodo, o
meio de cultivo foi retirado, as células foram lavadas duas vezes com PBS
0,15M e incubadas por 2 horas, com 200 uL da solugao BCIP-NBT (Gibco), a
qual foi preparada de acordo com as instrugdes do fabricante. Em seguida

observou-se a formagao dos precipitados de cor puarpura através do
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microscopio Optico. Em seguida, foram entao adicionados 210 puL de SDS 10%-
HCI para a solubilizagao dos precipitados purpuros. As placas foram incubadas
em estufa a 37° C e 5% CO: por mais 18 horas. Apds a solubilizagao, 100 uL de
cada poco foram colocados em uma placa de 96 pogos e a absorbancia da
solucao foi medida no espectrofotometro a 595 nm. As leituras foram feitas em
triplicata.

Da mesma maneira que utilizado para o ensaio de MTT, durante o
experimento todos os passos envolvendo os reagentes BCIP e NBT foram
executados em condi¢des minimas de luminosidade, com o objetivo de manter a
sua reatividade. Os resultados obtidos foram também plotados em uma
representacao grafica, utilizando-se o programa GraphPad Prism© 5 (GraphPad

Software).

3.1.5. Caracterizacao das células-tronco de tecido adiposo humano por

citometria de fluxo

Para caracterizar a cultura de células obtida anteriormente, como sendo
uma cultura composta de células-tronco, as hASC foram submetidas a
citometria de fluxo através da anadlise da presenca das moléculas de superficie
celular CD29, CD44 e CD73, que sdao consideradas marcadores caracteristicos
de células-tronco mesenquimais (Dominici et al., 2006) . Para verificar se havia
contaminagao da cultura de células-tronco mesenquimais com células-tronco
hematopoiéticas, também foi analisada a presenca das moléculas de superficie
celular CD34 e CD45, que sao marcadores caracteristicos de células-tronco
hematopoiéticas. As células foram também caracterizadas em relagdo a

expressao do MHC I e II, HLA-ABC e HLA-DR, respectivamente.

33



MATERIAIS E METODOS

3.1.5.1. Marcacdo celular com anticorpos primario e secundario

Para o ensaio de citometria de fluxo, uma densidade de 5x10° células de
hASC/mL/pocgo, acrescidas de 0,4 pug de um dos anticorpos primarios descritos
na Tabela 1, foram incubadas por 30 minutos a 4°C em uma placa de 96 pogos,
com fundo em “U”. Apds esse periodo, as células foram lavadas com PBS
0,15M, acrescidas de 0,4 pg do anticorpo secundario policlonal de cabra, anti
IgG de camundongo conjugado com FITC (Fluoresceina Isotiocianato)
(Calbiochen), e incubadas por mais 30 minutos a 4°C. Os anticorpos que ja
possuiam ligacdo com algum fluorocromo nao foram incubados com anticorpo
secundario. Apos a ultima incubacao, as células foram novamente lavadas com
PBS 0,15M e depois fixadas com formaldeido 2%. Como controle negativo de
fluorescéncia, foi adicionado o anticorpo secundario as células nao marcadas
com o anticorpo primario. Para estabelecer a populagao a ser analisada, células
sem qualquer tipo de marcac¢ao foram fixadas e utilizadas para gerar o grafico

de tamanho versus granulosidade.

Tabela 1: Anticorpos primarios utilizados para citometria de fluxo

Antigeno Tipo Espécie Conjugado Fornecedor Diluicao
CD29 Monoclonal | Camundongo B Santa Cruz 1:25
CD34 Monoclonal | Camundongo B Abcam 1:16
CD44 Monoclonal | Camundongo B Santa Cruz 1;16
CD45 Monoclonal | Camundongo B BD Biosciences 1:25
CD73 Monoclonal | Camundongo PE BD Biosciences 1:10

HLA-ABC | Monoclonal | Camundongo FITC Abcam 1:10

HLA-DR | Monoclonal | Camundongo FITC Abcam 1:10
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3.1.5.2. Leitura no citometro de fluxo (FACScan)

A obtencao dos dados foi realizada utilizando-se o programa CELLQuest
(BD Facscalibur). Foram adquiridos 20.000 eventos e os dados obtidos foram
analisados utilizando-se o programa WinMDI 2.9 (Windows Multiple
Document Interafce for Flow Cytometry, 2000).

A partir do grafico de tamanho versus granulosidade, gerado pela andlise
das células que nao foram submetidas a nenhum tipo de marcagao, a populagao
de células a ser estudada foi delimitada. Em seguida, um gréfico de histograma
foi criado para delimitar a regido do controle negativo de fluorescéncia,
referente as células que foram incubadas apenas com o anticorpo secundario. A
partir da definigdo destes parametros, foram realizadas as andlises das células
marcadas com os anticorpos primarios e secundarios, segundo descrito em 2001

por Zuk e colaboradores (Zuk et al., 2001).

3.2. Inducao a diferenciacao endotelial

Para promover a diferenciagao endotelial, as hASC foram cultivadas com
o meio de diferenciacao endotelial (descrito no final desta subsecao) por 14 dias
e mantidas em estufa a 37° C e 5% COz. O meio foi trocado a cada dois dias e

apos 14 dias, alguns ensaios foram feitos para comprovar a diferenciagao.

* Meio de cultura para diferenciacio endotelial: D-MEM (Dulbeco’s
Modified Eagle Medium, Gibco) suplementado com 5 mM de Bicarbonato
de Sédio (Merck), 2% de Soro Fetal Bovino (Gibco), 50 ng/mL de VEGF
(Invitrogen), 10 ng/mL de bFGF (Invitrogen), penicilina G 100 U/mL,
estreptomicina 100 U/mL e anfotericina B 0,25 pg/mL (PSA, Gibco) (Cao
et al., 2005). O pH do meio foi ajustado para 7,2 e, em seguida, o meio foi
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filtrado com membrana de difluoreto de polivinilideno de 0,22 pum

(Millipore).

3.2.1. Avaliacao da proliferacao e viabilidade celular apods a inducao a

diferenciacao endotelial

Para avaliar a proliferacao e a viabilidade celular, apos a diferenciacao
endotelial, foi realizado o ensaio de MTT. Para isso, as células foram cultivadas
em placa de cultivo de 24 pocos e induzidas a diferenciacao endotelial por 14
dias. Como controle negativo, células também foram cultivadas em placa com
meio de cultivo basal.

O ensaio de MTT foi realizado conforme descrito no item 3.1.3. A
absorbancia obtida das células cultivadas em meio de cultivo basal foi
considerada 100%, de acordo com o proposto por Mosmann em 1983

(Mosmann, 1983).

3.2.2. Avaliacdo da producao da fosfatase alcalina apos a inducao a

diferenciacao endotelial

Para avaliar a producdao da fosfatase alcalina apos a diferenciacao
endotelial foi realizado o ensaio de BCIP/NBT com as células cultivadas em
placa de cultivo e induzidas a diferenciacdo por 14 dias. Assim como no ensaio
de proliferacao celular, células cultivadas em placa com meio de cultivo basal
foram utilizadas como controle negativo.

O ensaio de BCIP/NBT foi realizado conforme descrito no item 3.1.4. A
absorbancia obtida das células cultivadas em meio de cultivo basal foi

considerada 100%.
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3.2.3. Analises estatisticas

A significancia da diferenca dos resultados de viabilidade celular e
producao de fosfatase alcalina encontrados entre os grupos (células
indiferenciadas e diferenciadas), foi calculada pelo teste One-Way ANOVA,
seguido do teste “Bonferroni”, ambos disponiveis no programa GraphPad Prism
5.0 (GraphPad Software). Um valor de p < 0,05 foi utilizado como limite da

significancia estatistica.

3.24. Avaliacio da presenca de marcadores de células endoteliais

através de ensaio de imunofluorescéncia

A comprovagao da diferenciacao endotelial pode ser realizada através da
detec¢io da expressio de moléculas especificas de células endoteliais,
utilizando-se a técnica de imunofluorescéncia (Cao et al., 2005). Para a
realizacdo dessa técnica, foram utilizados anticorpos contra moléculas
especificas de interesse. Para a deteccdo das moléculas de interesse foram
utilizados um anticorpo (primadrio) e um segundo anticorpo conjugado a um
fluorocromo ou apenas o anticorpo primario ja conjugado.

As células hASC foram cultivadas sobre uma laminula em uma placa de
6 pogos, em meio de diferenciacao endotelial. Apds a inducao dessas células a
diferenciacdo, as mesmas foram fixadas com paraformaldeido 4%, por 15
minutos, a temperatura ambiente. Em seguida, as células foram lavadas 3 vezes
com PBS 0,15M e foi feita a permeabilizagito da membrana plasmatica,
utilizando-se solugao de PBS/Triton-100X 0,1%, por 10 minutos. Apds a
permeabilizacdo, as células foram novamente lavadas com PBS 0,15M (trés
vezes de 5 minutos) e foi feito o bloqueio da reagao com PBS/BSA 1% e soro
fetal de cabra 5%, por 1 hora, a temperatura ambiente. Posteriormente, as
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células foram incubadas, por 12 horas, com anticorpo primadrio correspondente,
diluido em PBS/BSA 1%. Os anticorpos primarios utilizados encontram-se
descritos na tabela 2.

Apods a incubagdo com anticorpo primario, as células foram novamente
lavadas com PBS 0,15M (3 vezes de 5 minutos) e, em seguida, foram incubadas
com anticorpo secundario monoclonal de cabra, contra IgG de camundongo,
conjugado com fluorocromo Alexa Fluor 488 (Mollecular Probes), diluido em
PBS/BSA 1%, na proporgao de 1:500, por 1 hora em camara timida, protegido da
luz, a temperatura ambiente. Os anticorpos que ja possuiam ligacdo com algum
fluorocromo nao foram incubados com o anticorpo secundario. Controles
negativos foram feitos utilizando-se apenas o anticorpo secundario.

Posteriormente, para a marcacao do ntucleo, as células foram incubadas
com a sonda Hoechst (Sigma), 0,2 pg/mL, por 20 minutos ou com lodeto de
Propidio (PI) (Sigma), 0,5 pug/mL, por 5 minutos. Em seguida, foram feitas
novas lavagens das laminulas, com PBS 0,15M (trés vezes de 10 minutos), e a
montagem das laminas foi feita utilizando-se liquido de montagem Hydromount
(National Diagnostics).

As laminas montadas foram entdo visualizadas e analisadas através do
Microscopio Confocal (Zeiss LSM 510 Meta) do Centro de Microscopia
Eletronica CEMEL do Departamento de Morfologia do ICB/UFMG, utilizando-
se o programa Carl Zeiss Laser Scanning Microscope LSM 510© (Oswald,
Boxberger et al., 2004). As amostras foram excitadas a um comprimento de onda

de 488 nm e observadas a 505-550 nm para deteccao de Alexa 488.
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Tabela 2: Anticorpos primarios utilizados para imunofluorescéncia

Antigeno Tipo Clone | Espécie Conjugado | Fornecedor | Diluicao
vWF Monoclonal | VW92-3 [ Camundongo | - Abcam 1:200
VE-caderina | Policlonal - Coelho FITC Abcam 1:20

3.3. Identificacio de genes diferencialmente expressos através de

Hibridizacao subtrativa rapida (RaSH)

Para a identificagdo dos genes expressos nas células-tronco induzidas a
diferenciacdao endotelial, foi utilizada a técnica de Hibridizacao Subtrativa
Rapida (RaSH) conforme proposto por Jiang e colaboradores, em 2000 (Jiang et
al., 2000).

Todos os procedimentos de biologia molecular empregados no presente
trabalho foram realizados de acordo com métodos pré-estabelecidos (Sambrook
et al., 2001), com algumas modificacdes (especificadas junto aos métodos), e/ou
segundo a recomendacao do fabricante dos kits.

A qualidade dos materiais genéticos wutilizados, incluindo sua
concentracao e pureza, foi estimada através de resolugao eletroforética em gel
de agarose a 1% e também por leitura em espectrofotometro nos comprimentos
de onda de 260 e 280 nm. As enzimas de modificagdo e restricao, quando
utilizadas, seguiram as recomendacoes do fabricante.

Todas as amostras de material genético foram resolvidas em gel de
agarose a 1%, assim como segue. As amostras, foi adicionado tampao de
amostra 5X {Glicerol 50%; Azul de bromofenol 0,20%; TBE 2,5X [TBE (10X): 54 g
de Tris; 27,5 g de 4cido borico; 20 mL de EDTA 0,5 M (pH 8,0 - 8,5); dgua
destilada gsp 1L]} e o mesmo foi resolvido em gel de agarose a 1% em tampao

TBE 0,5X, contendo 3,5% de brometo de etideo (0,5 pg/mL). As resolugdes
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eletroforéticas foram realizadas a 100 V durante aproximadamente 1 hora. O
material genético foi visualizado em fotodocumentador, onde o gel foi
fotografado sobre um transluminador de luz ultravioleta a 320 nm, através do
sistema de documentagao fotografica Kodak Digital Science TM DC40 Camera
(Kodak). A foto foi processada pelo programa Eletrophoresis Documentation and
Analysis System (Kodak). O tamanho dos fragmentos foi estimado comparando-

se a0 marcador de DNA de peso molecular 1 Kb Plus DNA Ladder (Invitrogen).

3.3.1. Extracao de RNA total

O RNA total foi isolado tanto das culturas de células indiferenciadas
quanto das culturas de células induzidas a diferenciagdo quando as mesmas
apresentavam-se com cerca de 100% de confluéncia em frasco de cultura T-25,
cultivadas em meio de cultivo basal ou em meio de diferenciagao endotelial por
14 dias, utilizando-se o reagente Trizol (Gibco), seguindo o procedimento
recomendado pelo fabricante. A partir disso, seguiu-se com o procedimento de
precipitacaio do RNA obtido como se segue. A solucao contendo o RNA
extraido foi acondicionada em tubos do tipo “Eppendorf” de 2 mL e submetida
a homogeneizacao por agitacdo, quando foram entao adicionados 200 uL de
cloroféormio (Merck) e a solucdao foi vigorosamente agitada por cerca de 20
segundos. Posteriormente, os tubos foram centrifugados por 15 minutos, a
12.000 rpm e 4°C. A fase aquosa e incolor, situada na parte superior do tubo, foi
transferida para um novo tubo, no qual foram adicionados 500 uL de &lcool
isopropilico (Merck). Os tubos foram entdao incubados a temperatura de -80°C
por aproximadamente 4 horas. Apds esse periodo, os tubos foram centrifugados
por 10 minutos, a 12.000 rpm e 4°C. Em seguida, o sobrenadante foi descartado
e adicionou-se 1 mL de etanol (Merck) 75% gelado. As amostras foram
centrifugadas por 10 minutos, a 7.500 rpm e 4°C. Entao, descartou-se
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novamente o sobrenadante e, apds seco a temperatura ambiente, o precipitado
formado foi suspendido em 50 uL de H2O, ultra pura e esterilizada. Por fim, a
suspensao foi homogeneizada a 40°C por 10 minutos.

A concentragao do RNA total obtido foi entdao determinada pela leitura
da absorbancia a 260/280 nm. A relacao entre as leituras realizadas a 260 e a 280
nm foi utilizada como parametro na estimativa do grau de pureza do referido
RNA. Para que a amostra fosse considerada pura, o valor desta relacao deveria
estar entre 1,8 e 2,0. A integridade do RNA total obtido foi verificada através de
eletroforese em gel de agarose assim como descrito no item 3.3.

Foi verificada também a possibilidade de contaminacdo da amostra de
RNA total obtida com o DNA proveniente das células previamente
processadas, através de amplificagdo por PCR, utilizando-se oligonucleotideos
complementares as extremidades 5 e 3’ da seqiiéncia codificadora do gene
constitutivo GAPDH, seguindo os seguintes parametros: 1 ciclo de 4 minutos a
94°C, seguido por 25 ciclos de 1 minuto a 94°C, 30 segundos a 60°C e 1 minuto a
72°C e, para finalizar, 1 ciclo de 3 minutos a 72°C.

O resultado da reacdao de PCR foi também verificado através de

resolucao eletroforética (item 3.3).

3.3.2. Sintese de cDNA dupla fita

O procedimento a seguir foi aplicado para sintese de cDNA, a partir de
20 pg das amostras de RNA total obtidos das duas linhagens celulares
(indiferenciada e diferenciada).

A primeira fita de cDNA foi sintetizada utilizando-se o kit SuperScript™:-
I First-Strand Syntesis System for RT-PCR (Invitrogen), de acordo com as
recomendacoes do fabricante como segue. Dois microgramas de cada amostra
de RNA total foram incubados com 0,5 ug do oligonucleotideo oligo(dT)s a
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70°C por 10 minutos. Em seguida, as amostras foram incubadas a 4°C, por 2
horas, quando entdo adicionou-se as amostras tampao PCR 1X (Tris-HCI 20 mM
pH 8,4 e KCI 50 mM), MgCl> 5 mM, dNTPs (0,5 mM de cada) e DTT 5 mM e as
amostras foram incubadas a 42°C por 5 minutos. Em seguida, foram
adicionadas 200 U da enzima SuperScript III RNaseH Reverse Transcriptase
(Invitrogen) e as amostras foram incubadas por mais 50 minutos a 42°C.

Apods a sintese da primeira fita de cDNA, o RNA contido no hibrido
DNA/RNA obtido com a primeira reacao foi degradado por incubacao com 2 U
de RNase H (Invitrogen) a 37°C, por 20 minutos. Para cada reagao de sintese da
primeira fita foi feito um controle negativo, o qual continha todos os reagentes
exceto a enzima transcriptase reversa.

Para a sintese da segunda fita, foram adicionados ao volume total obtido
na reacao para a obtencao da primeira fita, 0,3 mM de dNTPs, 1 U de DNA
ligase (10 U/uL) (Invitrogen), 40 U de DNA polimerase I de E. Coli (10 U/uL) e 1
U de Rnase H (2 U/uL), em um volume final de 100 pL. Esta reacdo foi incubada
por 2 horas a 16°C e depois foram acrescentadas 5 U de T4 DNA ligase
(Invitrogen). Ao final, ao cDNA obtido foi acrescentado 1 volume de fenol-
cloroféormio (1:1) e submetido a homogeneizagao vigorosa. Em seguida, o
sobrenadante foi transferido para um novo tubo ao qual foram adicionados 2,5
volumes de etanol absoluto (Synth) e 200 mM de NaOAc. Apos esta etapa, a
mistura foi incubada durante 30 minutos a -20°C e posteriormente centrifugada
por 5 minutos a 13.000 rpm. Acrescentou-se ao DNA precipitado, 600 pL de
etanol (Synth) 70% gelado, seguindo-se de centrifugacao sob as mesmas
condig¢des. O sobrenadante foi descartado e o cDNA foi seco a temperatura
ambiente. Ao final a amostra foi suspendida em 10 uL de H:O, ultra pura e

esterilizada (Sambrook et al., 2001).
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3.3.2.1. Preparacao dos fragmentos para hibridizacao - Digestao

do cDNA e ligacao dos adaptadores

As amostras de cDNA dupla fita das duas linhagens celulares
(indiferenciada e diferenciada) foram submetidas a reacdo de digestao,
utilizando-se 20 U da endonuclease de restricao Mbo I (Fermentas) por 3 horas a
37°C, seguida da adi¢dao de nova aliquota de 20 U da enzima, ap0s esse periodo,
e incubacao por aproximadamente 18 horas. Em seguida, realizou-se a
purificagdo do cDNA também pelo método “fenol/cloroférmio”, seguido de
precipitagao por etanol e ressuspensao em 10 uL de H:O, ultra pura e estéril
(item 3.3.2) (Sambrook et al., 2001).

Seqiiéncias adaptadoras [XDPN-14 (5 CTGATCACTCGAGA 3’); XDPN-
12 (5" GATCTCTCGAGT 3)] (Jiang et al., 2000), em uma concentragao final de
10 uM, contendo um sitio artificial de restricdo para a endonuclease de restrigao
Xho 1, foram adicionadas as referidas amostras para que se ligassem aos
fragmentos de cDNA digeridos. As reagoes foram incubadas a 55°C, por 1
minuto, sendo entdo resfriadas em 2°C a cada 2 minutos, até atingirem a
temperatura de 14°C.

Para a ligacdo das seqiiéncias adaptadoras as extremidades dos cDNAs
digeridos, foram adicionadas a cada amostra 15 U da enzima T4 ligase
(Invitrogen) e estas foram submetidas a temperatura de 4°C durante 16 horas,
utilizando uma proporcao equimolar de “3:1” de adaptadores para fragmentos.

Para certificar de que os oligonucleotideos XDPN-12 e XDPN-14 foram
ligados aos adaptadores, e aumentar a quantidade de amostra, um volume de
40 uL de cada ligacao, diluido em 100 pL de H:O ultra pura e esterilizada, foi
utilizado para amplificacdo, por PCR, utilizando o oligonucleotideo XDPN-18
(5" CTGATCACTCGAGAGATC 3) (Jaing et al., 2000), o qual é complementar as
seqiiéncias dos adaptadores XDNP-14 e XDPN-12.
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Visando a obtengao de maior massa de produto recém amplificado,
foram entao realizadas outras 20 reagoes de PCR, utilizando-se: 1 pL da reagao
de ligacao diluida, 5X Colorless GoTag® Reaction Buffer PCR, 1 uM dNTPs, 10
uM do oligonucleotideo XDPN-18 e 1 U da enzima GoTaq® DNA Polymerase
(Promega). As reagoes foram submetidas a 1 ciclo de 5 minutos a 94°C, seguido
por 25 ciclos de 1 minuto a 94°C, 1 minuto a 55°C, 1 minuto a 72°C e 1 ciclo de 3
minutos a 72°C. Apds a amplificagao, as 20 reagdes foram unificadas em um
mesmo tubo e submetidas aos procedimento de purificacao, precipitagao
conforme item 3.3.1 (Sambrook et al., 2001). Apds este procedimento, as
amostras foram quantificadas pela determinacao da absorbancia a 260/280 nm
(item 3.3) e os fragmentos foram analisados em gel de agarose a 1% (item 3.3).

Os fragmentos da amostra escolhida como tester (diferenciada) foram
submetidos a digestao enzimatica com 20 U da endonuclease de restri¢ao Xho I
(Invitrogen), durante 2 horas a 37°C. Apds a digestao, os fragmentos foram
purificados com solucao fenol: clorofédrmio: dlcool isoamilico (25:24:1) seguidos
de precipitagao e ressuspensao 10 uL de H20, ultra pura e estéril (item 3.3.1)

(Sambrook et al., 2001).

3.3.3. Hibridizagao e construgao da biblioteca subtrativa

Para a preparacao da biblioteca subtrativa, 100 ng do cDNA tester foram
misturados com 5 pug de cDNA driver (amostra de células indiferenciadas), em
10 pL de solugao de hibridizacao (NaCl 0,5 M, Tris 50 mM pH 7,5, SDS 0,2% e
formamida 40% V/V), fervidos por 5 minutos e incubados a 42°C por 48 horas.
Ao final, a mistura de hibridizagio foi purificada pelo método
“fenol/cloroférmio”, seguido de precipitagdo por etanol (item 3.3.1) e
ressuspensao em 20 pL de H20, ultra pura e estéril (Sambrook et al., 2001).
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A mistura foi entdo submetida a uma rea¢ao de ligacdo ao plasmideo
pBlueScript-II-SK  (Fermentas), o qual foi previamente digerido com a
endonuclease Xho I (Invitrogen). A reagao de ligacao foi composta de 10 puL da
enzima T4 DNA Ligase (Invitrogen), submetida a temperatura de 4°C durante
16 horas utilizando-se uma proporcao equimolar de “3:1” de inserto para

plasmideo.

3.3.3.1. Confeccao de Escherichia coli eletrocompetente

Para o preparo de bactérias eletrocompetentes, 100 uL. de uma cultura de
Escherichia coli DH5«, contendo aproximadamente 10® unidades formadoras de
colonia (UFC), foram inoculados em 5 mL de meio LB, sem antibiotico, e
incubados a 37°C, durante 18 horas, sob agita¢cao. Em seguida, uma aliquota de
3 mL desta cultura foi inoculada em 300 mL de LB e incubada a 37°C, sob
agitacao, até atingir uma densidade dptica a 600 nm (DOeoonm) entre 0,2 e 0,3.
Uma vez alcangada a DO desejada, a cultura foi resfriada, em gelo, por 30
minutos e redistribuida em seis tubos “Falcon” de 50 mL, com 40 mL de cultura
em cada. Posteriormente, cada cultura foi centrifugada a 4.000 rpm, durante 20
minutos a 4°C e o sobrenadante descartado. Assim, para a lavagem do
precipitado celular, a cada tubo foram adicionados 40 mL de uma solugao,
esterilizada e gelada, de glicerol 10% para suspensao das células. Os tubos
foram novamente centrifugados a 4.000 rpm por 20 minutos a 4°C e o
sobrenadante descartado.

Esse processo de centrifugacao e lavagem foi repetido mais trés vezes e,
apos a ultima lavagem, o precipitado celular unificado foi suspenso em 1 mL da
solucao de glicerol 10% e aliquotas de 100 uL foram estocadas a -70°C.

Para andlise da eficiéncia de transformagao, uma aliquota de 100 uL com
células eletrocompetentes, congelada a -70°C, foi colocada no gelo durante 5
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minutos. Em seguida adicionou-se 10 ng do plasmideo pUC18 (Amp’) e a
mistura foi incubada por 10 minutos no gelo. Em seguida a mistura foi
transferida para cubetas de eletroporacao (2 mm) (BioAgency), previamente
resfriadas. As amostras foram submetidas a um pulso de 2,5 kV, capacitancia de
25 uF e resisténcia de 200 Q utilizando-se um eletroporador GenePulser XCellTM
Electroporation System Quick Guide (Bio-RAD). Imediatamente apos o pulso,
adicionou-se as células 1 mL de meio LB incubadas a temperatura de 37°C, sem
agitacao, por duas horas. Dilui¢oes de 102 10*e 10¢ foram semeadas em meio
LB agar suplementado com ampicilina (100 pug/mL) e incubadas a 37°C durante

18 horas.

3.3.3.2. Transformacao de E.coli eletrocompetentes

A reacao de ligacao conduzida conforme descrito no item 3.3.3 foi
utilizada para transformar células eletrocompetentes de E. coli DHb5a
preparadas de acordo com o protocolo descrito no item 3.3.3.1, com eficiéncia
de 1 x 108 UFC por micrograma de DNA.

A transformacao foi conduzida por eletroporagao, seguindo-se os
mesmos parametros descritos no item 3.3.3.1. Para tanto, uma aliquota de 5 pL
do produto de ligacao foi misturada com 50 uL de células eletrocompetentes e
incubados no gelo por 10 minutos. A eletroporacao foi realizada no aparelho
GenePulser XCellTM Electroporation System Quick Guide (Bio-RAD). Para o
controle negativo, 50 uL de células eletrocompetentes foram transformadas sem

adi¢ao de qualquer plasmideo.
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3.3.3.3.  Selecao de clones para seqiienciamento

O processo de selecao dos transformantes consistiu em transferir uma
aliquota de 100 pL da suspensdo de células eletroporadas, de cada amostra,
para placas de Petri contendo meio LB agar suplementado com ampicilina (100
ug/mL), X-Gal (0,8 uL/mL) e IPTG (0,4 pL /mL). As culturas foram mantidas a
37°C por aproximadamente 16 horas. Apds este periodo as placas foram
avaliadas quanto a presenca de clones recombinantes. As colonias foram
selecionadas fenotipicamente (resisténcia a ampicilina e sele¢ao “azul/branco”,
baseado no sistema lacZ). Para comprovar a selecao fenotipica, as colonias
selecionadas (brancas) foram submetidas a etapa seguinte que consistiu na

extracao do DNA plasmidiano.

3.3.3.4. Extracao do DNA plasmidiano

Para proceder com a selecao e as andlises dos clones obtidos, partiu-se
para a extragdo dos plasmideos pBlueScript-II-SK contendo os fragmentos
hibridizados ligados ao mesmo. As coldnias selecionadas foram transferidas,
isoladamente, para tubos tipo “Falcon” de 50 mL contendo 5 mL de meio LB
suplementado com ampicilina (100 pg/mL). As culturas foram incubadas a 37°C
por aproximadamente 18 horas, sob agitagao. Apds a incubacao, foi preparada
uma cultura estoque em glicerol 80% (1 mL da cultura e 1 mL de glicerol 80%),
sendo estas armazenadas a -70°C. Uma aliquota de 1,5 mL de cada cultura foi
também transferida para tubos do tipo “Eppendorf” de 2 mL e procedeu-se
com a extragao de plasmideos pelo método de lise alcalina como descrito por
Sambrook e colaboradores em 2001, com algumas modificagdes como segue.

Apos a centrifugagao das culturas, por 7 minutos a 13.000 rpm e 25°C, as
células foram coletadas e suspensas em 200 puL da solugao I (50 mM glicose; 10
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mM tris-HCl, pH 7,4). Em seguida, adicionou-se 200 uL da solugao II (1% SDS,
0,2 M NaOH) e ap6s a inversao dos tubos (10 a 15 vezes) foram adicionados 200
uL de solucao III (3 M NaOAc; pH 5,2). A mistura foi centrifugada a 13.000 rpm
por 15 minutos e o sobrenadante foi coletado e transferido para novos tubos. Ao
sobrenadante, adicionou-se 420 pL de isopropanol (Synth) gelado. Os tubos
foram entao incubados por 4 horas a -70°C e apds esse periodo, foram
centrifugados e o sobrenadante descartado. Logo apds, o precipitado foi lavado
com etanol (Synth) 70% gelado e suspenso em 50 uL de agua ultra pura
esterilizada. Por fim, a suspensao foi tratada com RNase A (100 pg/mL) a 37°C,
por meia hora.

A presenga e qualidade dos plasmideos foram verificadas através de
eletroforese (item 3.3) e as seqiiéncias nucleotidicas dos insertos clonados no
plasmideo, foram confirmadas através de PCR utilizando-se o oligonucleotideo

XDPN-18, assim como descrito no item 3.3.2.1.

3.3.4. Reacao de sequenciamento e analises in silico

As seqiiéncias nucleotidicas dos insertos clonados no plasmideo
pBlueScript-1I-SK foram identificadas através de seqiienciamento, utilizando-se
os oligonucleotideos M13 forward (5° GTAAAACGACGGCCAG 3’) e M13
reverse (5° CAGGAAACAGCTATGAC 3'). Para isto, todos os clones
anteriormente selecionados, foram submetidos ao seqiienciamento dos insertos
contidos no plasmideo pBlueScript-1I-SK, sendo que cada um dos clones teve seu
inserto sequenciado pelo menos trés vezes no sentido senso (utilizando o
oligonucleotideo M13 forward) e trés vezes no sentido antisenso (utilizando o
oligonucleotideo M13 reverse). Cada amostra foi amplificada utilizando-se o kit
BigDye Terminator v3.1 Cycle Sequencing (Applied Biosystems), como segue: 0,5
uL de “Reaction Mix”; 1,5 uL de tampao de diluicao 5X; 2 uL do
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oligonucleotideo M13 forward ou reverse (0,8 pMoles/uL); 1 uL de DNA (100
ng/uL); 5 uL de &agua ultra pura esterilizada. A reacdo ocorreu em um
termociclador modelo ATC 401 (NYX TECHNIK, Inc.) sob as seguintes
condigoes: 1 ciclo de 5 minutos a 96°C, seguido por 44 ciclos de 15 segundos a
96°C, 15 segundos a 55°C e extensao por 4 minutos a 60°C.

Logo apds, os produtos da reacdo foram entdo precipitados e lavados,
com o objetivo de remover os nucleotidios marcados nao incorporados ao DNA
amplificado. Para isto, a cada amostra foi adicionado: 1 uL. de EDTA 125 mM; 1
uL de NaOAc 3M; 25 uL de etanol 100%. A mistura foi homogeneizada e
incubada por 15 minutos a temperatura ambiente. Seguiu-se entao com a
centrifugacao a 13.000 rpm, por 30 minutos e posterior descarte do
sobrenadante. Adicionou-se entao 35 uL de etanol 70% em cada tubo e os
mesmos foram centrifugados a 7.500 rpm por 15 minutos a temperatura de 4°C.
O sobrenadante foi novamente descartado. A amostra, precipitada e seca, foi
armazenada a -20°C até a sua aplicagdo no Seqiienciador ABI3130 (Applied
Biosystems).

As sequiéncias obtidas foram comparadas utilizando-se o programa
CAP3 Sequence Assembly Program (http://pbil.univ-lyonl.fr/cap3.php), onde se
obteve um contig tnico de cada clone, eliminando-se assim provaveis erros do
sequenciamento. O contig final foi entdao analisado utilizando-se o algoritmo
BLAST (Basic Local Alignment Search Tool) disponivel no NCBI (National Center
for Biotechnology Information; (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi). Para a
comparacao entre seqiiéncias de acidos nucléicos utilizou-se o programa
“BLASTn” e para a comparagao entre a seqliéncia de aminoacidos

correspondente, o “BLASTx”.
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3.3.5. PCR em Tempo Real para a validacao dos genes identificados

Para validagao experimental dos genes isolados pela técnica de RaSH e
identificados por andlises de similaridade, foram selecionados genes expressos
exclusivamente nas células diferenciadas, ou seja, genes identificados através
dos experimentos nos quais o cDNA das células diferenciadas em células
endoteliais foi utilizado como tester e o cDNA das células tronco, ou seja,

indiferenciadas, foi utilizado como driver.

3.3.5.1. Elaboracao de oligonucleotideos

Para as reagoes de PCR em Tempo Real, foram elaborados, com o auxilio
do programa PrimerExpress versao 3.0 (Applied Biosystems), um par de
oligonucleotideos especificos para cada gene previamente isolado pela técnica
de hibridizagao subtrativa rdpida (RaSH) e identificado pelas andlises de
similaridade. Os parametros utilizados pelo programa PrimerExpress para a
elaboracdao dos oligonucleotideos foram: amplificar fragmentos cujo peso
molecular variasse entre 50 e 200 bp, apresentasse teor de GC entre 30 e 80%,
nao apresentasse complementaridade entre si ou mesmo que formasse
estruturas secundarias estaveis e apresentasse temperatura de anelamento entre

58°Ce 60°C.

3.3.,5.2.  Selecdo do controle end6geno

A realizacao de ensaios de quantificacdo relativa entre amostras
submetidas a diferentes tratamentos depende da selecio de um gene cujos
niveis transcricionais permanecam inalterados e/ou constantes. Este gene,
considerado o controle enddgeno da reagdo, é empregado como fator de
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normalizagdo para a andlise da expressdo dos genes de interesse (Livak e

Schmittgen, 2001). Sendo assim, para a realizagao do presente trabalho, o gene

GAPDH foi selecionado para servir como o controle enddgeno. Os parametros

de utilizagao dos reagentes e de amplificacao estao descritos na Tabela 3 e na

Tabela 4, respectivamente.

Tabela 3: Parametros de utilizagao dos reagentes

Reagente Concentrag¢ao do | Concentragao Concentracao Volume por
estoque de trabalho final da reacdo reacao

Master Mix | 2x 2x 1x 5,0 uL

Iniciador 100 pmol/uL 2,5 pmol/uL 0,16 pmol/uL 1,0 uL

senso

Iniciador 100 pmol/uL 2,5 pmol/uL 0,16 pmol/uL 1,0 uL

Anti-senso

Amostra de | Resultante da

Estoque diluido

3,0 uL (ausente

cDNA transcricdo reversa | 10x para Controle
negativo)
Agua - - - Qsp 10 uL
Tabela 4: Parametros de amplificagao dos reagentes
Etapa da reacdo de Real | Subetapa da Temperatura | Tempo
Time reacao de Real
Time
- 95°C 10 min
Ativagao da Taq Desnaturagao 95°C 15 seg
Polimerase - Estagio ciclico Anclamento e 60°C 1 min
(45 repeticdes) extensao de
iniciadores
Desnaturagao 95°C 15 seg
Andlise de dissociagao Renaturacio 60°C 1 min
continua
Desnaturacao 95°C 30 eg
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3.3.5.3. Determinacao da eficiéncia de amplificacio dos

iniciadores

A eficiéncia de amplificagao para os iniciadores utilizados (tabela 5) foi
estimada por meio de reacdes de Real Time, contendo cDNA submetido a
dilui¢oes seriadas de 4 vezes (1:1, 1:10, 1:100 e 1:1000). Para cada par de
iniciadores, foi utilizada uma amostra de cDNA correspondente a uma
linhagem celular (célula-tronco ou endotelial). As reagdes foram realizadas em
triplicatas para cada uma das quatro diluicdes das amostras de cDNA. A partir
dos Ct (Cycle threshold) obtidos, foi possivel determinar os valores de eficiéncia
de amplificagdo para cada par de iniciadores utilizados (Rasmussen, 2001).

A eficiéncia de amplificacdo foi calculada realizando-se reagOes
utilizando as quatro dilui¢oes seriadas de ¢cDNA como molde. Assim, foi
construida uma curva-padrao, onde a média dos Ct obtidos, em cada
concentragao, variava em fungao do logaritmo da concentragao de cDNA. O
coeficiente angular da reta obtida (a, em y=axtb) foi utilizado para calculo da
eficiéncia de amplificagdo dos moldes, obtida através da seguinte formula: ef =
1072 (sendo ef = eficiéncia, a = coeficiente angular da reta). Foram aceitos

valores de eficiéncia entre 1,70 e 2,30.

Tabela 5: Seqiiéncias dos oligonucleotideos utilizados nas reacdes de PCR em

Tempo Real

Gene Oligonucleotideo senso Oligonucleotideo anti-senso

ELAVL1 | 5 AGACGCCAACTTGTACATCAG 3’ 5 ATAAACGCAACCCCTCTGG 3
LAMB2 | 5 GTTGGAACTGATTGTGCAGC 3’ 5 CTCAAGGCAGACAGGATTAGG 3
SC5DL | 5 TGGATTGTTTGAACTTGTCGTTAG 3 | 5 ATATGGTGAGGTTTATGTAGGCG 3’
VEGFA | 5 CGAGTACATCTTCAAGCCATCC ¥ 5 TGGTGAGGTTTGATCCGC 3’

HARS 5 CCAAGGGCACAAGAGACTATAG ¥ 5 CCCCATACTTTCCCATCAGTG 3’
GAPDH | 5 ACATCGCTCAGACACCATG ¥ 5 TGTAGTTGAGGTCAATGAAGGG 3’
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3.3.5.4. Reacdo de PCR em Tempo Real

Foram realizados experimentos de PCR em Tempo Real através da
amplificacao por PCR de um produto de Transcricao Reversa (cDNA). Para
isto, o cDNA foi sintetizado utilizando-se o Kit RevertAid™ H Minus First Strand
cDNA Synthesis (Fermentas), utilizando-se o RNA total extraido de células
indiferenciadas e induzidas a diferenciacdao. Para isto, em cada reagao foi
utilizado 1 pug do RNA total extraido, 1 pL do oligonucleotideo Oligo (dT)ise o
volume completado com dgua DEPC para 12 uL, sendo esta reagdo mantida por
5 minutos a 65°C. Logo apds, foram adicionados 4 puL do Reaction Buffer 5X, 1
uL de RiboLock™ RNase Inhibitor (20 u/uL), 2 uL de dNTP Mix (10 mM) e 1 pL
de RevertAid™ H Minus M-MuLV Reverse Transcriptase (200 U/uL), sendo esta
rea¢ao (20 pL) mantida durante 60 minutos a 42°C para sintese do cDNA e 5
minutos a 70°C para término da reagao. O cDNA sintetizado foi entao utilizado
para a PCR em Tempo Real.

Como controles negativos da PCR em Tempo Real foram utilizados
RNAs totais extraidos das células indiferenciadas e induzidas a diferenciacao,
em uma reagao de PCR em Tempo Real sem a enzima RevertAid™ H Minus M-
MuLV Reverse Transcriptase, para verificacao da presenca de algum DNA
gendmico ou plasmidiano na amostra. Como controle positivo da PCR em
Tempo Real, utilizou-se 100 ng de RNA especifico do gene GAPDH, em uma
reacao contendo 1 pL do oligonucleotideo Oligo (dT)i, conforme descrito
anteriormente.

A partir dos cDNAs obtidos, seguiu-se com uma reacao de PCR
utilizando-se os oligonucleotideos especificos para os genes identificados nas
amostras de cDNA das duas linhagens celulares e também do controle
negativo. Foi utilizado em cada reacao 0,25 uL de GoTaq® DNA Polymerase
(Promega), 2,5 pL de 5X GoTaq® Green Reaction Buffer (Promega) contendo
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MgCl> (7,5 mM), 0,5 pL de ANTP (10 mM), 17,75 uL de H:O ultra-pura
esterilizada, 1uL do oligonucleotideo foward (100 pMoles/uL), 1uL do
oligonucleotideo reverse (100 pMoles/uL) e 2 uL. do cDNA obtido a partir de 1
ug de RNA total. Para a amostra de cDNA do controle positivo, 1,5 puL dos
oligonucleotideos foward e reverse, especificos para GAPDH, (10 uM) e 2 uL do
cDNA diluido 1:1.000 foram utilizados. A PCR foi realizada em aparelho
GeneAmp® PCR System 9700 (Applied Biosystens) com o seguinte programa: 1
ciclo de 3 minutos a 94°C, seguido por 35 ciclos de 30 segundos a 94°C, 30
segundos para o anelamento em gradiente a 58-62°C, extensao de 45 segundos a
72°C e, para finalizar, 1 ciclo de 45 segundos a 72°C.

O programa SDS 2.4 (Apllied Biosystens) foi utilizado para a andlise dos
dados obtidos. O programa gera um grafico onde se pode observar a
intensidade de fluorescéncia em fun¢ao do ntimero de ciclos de amplificagao.
Um limiar (threshold) é definido, onde a intensidade da fluorescéncia ¢é
estatisticamente diferente da fluorescéncia de basal (background) e a curva
encontra-se na fase logaritmica de amplificagdo. O ciclo da reacdo no qual a
fluorescéncia da amostra intercepta o threshold é chamado Ct (Cycle Threshold).
Assim, a comparagao entre a expressao génica de diferentes amostras é
realizada através da comparagao entre os Cts. Amostras com Cts menores
apresentam maior quantidade do gene alvo no cDNA molde inicial presente na

reagao.

3.3.5.,5. Calculo da expressao génica diferencial dos genes

avaliados

As curvas de amplificagao (ARn versus Ciclo), diagramadas em tempo
real pelo programa SDS 2.4 (Applied Biosystems) durante o processamento das
reacoes no termociclador 7500 Real-Time PCR System, foram utilizadas como
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parametros para a defini¢ao do limiar de detec¢ao dos produtos amplificados.
Este limiar foi configurado para cruzar a fase exponencial logaritmica das
curvas de amplificagdo, etapa em que a fluorescéncia detectada é resultado do
acumulo de produtos amplificados, acima dos niveis de fluorescéncia basal.

Os resultados brutos obtidos foram expressos em valores de Ct, os quais
refletem o numero de ciclos de amplificagio necessdrios para que o sinal
fluorescente emitido atinja o limiar de detec¢ao. A média dos Cts obtidos para o
gene alvo, relativo a célula diferenciada, foi subtraida da média calculada para
os Ct do gene GAPDH, referente a mesma célula diferenciada. O valor gerado,
denominado ACt, representa a normalizacao das amplificagoes do gene alvo em
relacdo as amplificagOes do gene de controle enddgeno selecionado. A diferenca
entre o valor de ACt para a condicao de célula diferenciada e o valor de ACt
para a condi¢do controle, célula-tronco, (chamada AACt) foi calculada e
utilizada para a determinagao de 222, Este valor representa o quanto a
transcricao do gene de interesse foi aumentada pela indugao a diferenciagao
endotelial. A significancia das altera¢oes detectadas foi avaliada com o emprego
de andlise estatistica realizada utilizando-se GraphPad Prism© 5 (GraphPad

Software).
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO
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4.1. Isolamento e caracterizacao das células-tronco

4.1.1. Extracao e cultivo das hASC

Com o intuito de identificar genes diferencialmente expressos apds a
diferenciagdo de hASC para célula endotelial e identificar possiveis novos
marcadores envolvidos no estabelecimento dessa diferenciacdao, o primeiro
passo foi isolar as células-tronco derivadas do tecido adiposo.

Para isto as hASC foram extraidas conforme descrito em Materiais e
Métodos, item 3.1.2. Na primeira passagem obteve-se uma populacao
heterogénea, composta por células aderentes, com formato fusiforme e células
nao aderentes, com formato arredondado (Figura 4A). Na Figura 4B,
correspondente a cultura das células em segunda passagem, € possivel observar
ainda a presenca de células nao aderentes de formato arredondado. Ao longo
do cultivo, com a troca de meio e a expansao da populacao celular, o numero de
células nao aderentes foi diminuindo, predominando, ao final, uma populagao
de células, aderentes a superficie plastica, fusiformes e com potencial de auto-
renovagao e de formacao de colonias. A partir da quarta passagem nao mais
observou-se células nao aderentes (Figura 4C).

Corroborando com os dados de Zuk e colaboradores (2001) e assim como
o observado por varios trabalhos que isolaram células-tronco a partir do tecido
adiposo (Aust et al., 2004; Rodriguez et al., 2005; Lin et al., 2006), as hASC,
isoladas no presente trabalho, demonstraram-se capazes de aderir a superficie
plastica da placa de cultivo, de formar col6nias e de se replicarem com uma alta

taxa.
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Figura 4: Aspectos morfoldgicos da cultura de células extraidas do tecido adiposo

humano até a 4* passagem: (A) hASC na 17 passagem; presenca de uma pequena
populacdo de células ndo aderentes (seta). Aumento: 100X. (B) hASC na 2? passagem;
presenca de uma populacdo de células nao aderentes (seta). Aumento: 100X. (C) hASC
na 4? passagem, auséncia de células ndo aderentes, populacio homogénea de células

aderentes, fusiformes e capazes de formar colonias (seta). Aumento: 150X.

4.1.2. Avalia¢ao da viabilidade celular

O ensaio do MTT consiste na metabolizacao do reagente MTT por
enzimas desidrogenases presentes nas mitocondrias de células viaveis, levando
a formacao de Cristais de Formazan (Mosmann, 1983). Sendo assim, para
verificar se as células previamente isoladas mantinham-se vidveis até a 42
passagem, realizamos este ensaio.

Apos a realizagao do ensaio de MTT com as hASC previamente isoladas
e cultivadas até a 4° passagem, foi possivel observar que houve a formagao dos
respectivos cristais (Figura 5), fato este que demonstra que as células extraidas
do tecido adiposo humano e cultivadas em meio de cultivo basal apresentavam-

se viaveis ap0s as 4 passagens necessarias para homogeneizagao da cultura.
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Figura 5: Visualizacdo dos Cristais de Formazan obtidos com o ensaio de MTT
realizado com a cultura em 4* passagem de hASC previamente isoladas: (A) hASC
cutivadas em placa de cultura. Aumento: 100X. (B) Aumento: 300X. As setas apontam

alguns cristais de formazan.

4.1.3. Avaliacao da producao de fosfatase alcalina

A fosfatase alcalina ¢ uma enzima presente em células indiferenciadas e
por isso, é utilizada como um marcador de células-tronco (O’connor et al., 2008).
Sendo assim, o ensaio de producdo de fosfatase alcalina foi realizado para
verificar se as células previamente isoladas e cultivadas até a 4* passagem,

mantinham os niveis de produgao dessa enzima.

59



RESULTADOS E DISCUSSAO

No ensaio de producdo da fosfatase alcalina, o precipitado purpuro é
formado quando a enzima cliva o grupamento fosfato presente no BCIP,
produzindo um proton que reduz o NBT. Com auxilio do microscopio dptico
foi possivel observar a presenca de precipitado purpuro nas células cultivadas
ja na 4® passagem (Figura 6), o que mostra que a cultura de células analisadas

era constituida de células-tronco, produtoras de fosfatase alcalina.

Figura 6: Verificacdo da producao de fosfatase alcalina pelas hASC, na 4* passagem
de cultivo: A coloragdo purpura é resultado da atividade da fosfatase alcalina

produzida pelas células. Aumento: 200X.

4.1.4. Caracterizacao fenotipica por citometria de fluxo

Uma populacao de células pode ser definida pelos tipos de antigenos
expressos na membrana plasmatica. Seguindo isso, com o intuito de avaliar se
os marcadores celulares das hASC em cultivo eram marcadores caracteristicos
de células-tronco, foi realizada a andlise fenotipica das células na 4? passagem,
obtidas a partir do processamento enzimatico do tecido adiposo. As células

foram incubadas com anticorpos especificos para os seguintes marcadores:

CD29, CD34, CD44, CD45, CD73, HLA-DR, HLA-ABC.
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A populagao escolhida para a andlise dos marcadores de superficie foi
determinada a partir de um grafico de tamanho versus granulosidade, obtido de

células que nao foram colocadas em contato com nenhum anticorpo, ou seja,

sem nenhum tipo de marcacao (Figura 7).
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Figura 7: Grafico de tamanho versus granulosidade da populacio de hASC: RI:

populacdo escolhida para analise dos marcadores.

A andlise dos histogramas demonstrou que: aproximadamente 92% das
células expressavam CD29, 97% expressavam CD44, 96% expressavam CD73 e

92% expressavam HLA-ABC. J4 o CD34, CD45 e HLA-DR estavam sendo

expressos em menos de 1% das células (Figura 8).
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Figura 8: Analise fenotipica das hASC através de citometria de fluxo: Os histogramas
apresentam o niumero de eventos versus intensidade de fluorescéncia. A curva vermelha
¢ o controle negativo da fluorescéncia, a curva em preto, apresenta a populacdo de
células avaliada para um marcador especifico e o seu deslocamento para direita indica a
ocorréncia da marcagao. (A) Avaliacdo da presenga do marcador CD34; (B) Avaliacao
da presenc¢a do marcador CD45; (C) Avaliagdo da presenca do marcador HLA-DR; (D)
Avaliagdo da presenca do marcador CD29; (E) Avaliagdo da auséncia do marcador
CD44; (F) Avaliacao da auséncia do marcador CD73; (G) Avaliacao da auséncia do
marcador HLA-ABC. (H) Representacao grafica do percentual de células fluorescentes

dentro da populacao R1.
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Os resultados obtidos na caracterizacdo fenotipica corroboram com o
perfil fenotipico proposto por Zuk (2001), Aust (2004) e Wagner (2005) e é o
aceito pela Sociedade Internacional de Terapia Celular.

Ao final do experimento, concluimos que o isolamento enzimdtico de
células-tronco de tecido adiposo e o cultivo destas até a 4° passagem,
possibilitaram a obtengdo de uma cultura homogénea composta de células
fusiformes e aderentes a superficie plastica, vidveis e produtoras de fosfatase
alcalina. Além disso, as células expressam marcadores caracteristicos de células-
tronco mesenquimais (CD29, CD44, CD73) e, por outro lado, nao expressam

marcadores de células-tronco hematopoiéticas (CD34, CD45 e HLA-ABC).

4.II. Inducao de hASC a diferenciacao endotelial

4.II.1. Diferenciacao endotelial

Com o objetivo de obtencao de células endoteliais a partir das hASC
previamente isoladas e caracterizadas, a inducdo a diferenciacdao endotelial se
fez através da adicdo dos fatores VEGF e bFGF, os quais tém sido utilizados
como indutores de diferenciacao endotelial (Cao et al., 2005). A utilizagao desses
fatores na indugao de células nao diferenciadas em células endoteliais ja foi
demonstrada por diversos autores utilizando células-tronco humanas de
diversas fontes como medula d0ssea (Oswald et al., 2004), tecido adiposo (Cao et
al., 2005), liquido amnidtico (Zhang et al., 2009) e sangue periférico (Ria et al.,
2008).

4.I1.2. Avaliacdo da viabilidade e proliferacio celular apods a

diferenciacao endotelial
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E conhecido que as capacidades de proliferagio e diferenciacdo estao
mutuamente relacionadas. Populagoes de células-tronco possuem alto potencial
proliferativo que gradualmente diminui a medida que as células tornam-se
comprometidas com o processo de diferenciagao. Entretanto, ha um estagio
intermedidrio, na maioria dos tecidos, no qual a proliferacdo e diferenciagao
estdo equilibradas. Nesse estdgio encontram-se as células precursoras ou
progenitoras. No entanto, a capacidade de auto-renovacao ¢ exclusiva das
células-tronco e é perdida a medida que essas células se comprometem com
uma linhagem celular (Mountford, 2008).

Neste contexto, com o objetivo de avaliar a viabilidade das células-tronco
induzidas a diferenciacdo e a capacidade proliferativa destas, realizou-se o
ensaio de MTT, apos o processo de diferenciagao.

Com os resultados obtidos, observou-se que apos os 14 dias de indugao a
diferenciacdo, nao houve uma redugao estatisticamente significativa na
proliferacao das hASC cultivadas em meio de cultivo para diferenciagao
endotelial, em relacdo as células cultivadas em meio de cultivo basal.
Possivelmente, isto se deve ao fato de que talvez o tempo de inducdo a
diferenciacdo nao tenha sido ainda suficiente para acarretar no total
comprometimento das hASC com a diferenciagao, neste caso, a diferenciagao
em tecido endotelial.

Os Cristais de Formazan foram observados e posteriormente foram
solubilizados com SDS-HCI 10% e foi feita a leitura de absorbancia a 595 nm. Os
dados de absor¢ao foram comparados com os dados obtidos das células antes
de serem induzidas a diferenciacao e foi possivel observar que, apds 14 dias de

indugao a diferenciagao, as células ainda mantiveram-se viaveis (Figura 9).
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Figura 9: Representacdo grafica da quantidade de células viaveis na cultura de hASC
e ap0s estas serem induzidas a diferenciacio endotelial por 14 dias: Em ambas as
condicbes, as culturas apresentaram viabilidade de aproximadamente 100%, nao
havendo, assim, diferenca estatisticamente significativa entre elas. Eixo y: Porcentagem
de viabilidade celular. Eixo x: INDI (amostra de células indiferenciadas); DIF (amostra

de células diferenciadas).

4.11.3. Avaliacao da producao da fosfatase alcalina ap6s a diferenciacao

endotelial

A fosfatase alcalina é uma enzima presente em células-tronco
embriondrias e adultas como um marcador do estdgio de indiferenciacao
(O’connor et al., 2008). No entanto, no individuo adulto, existem quatro
isoformas dessa enzima, especificas para o figado, osso, placenta e intestino,
mas nao para células endoteliais (Moss, 1992). A reducao da quantidade de
enzima fosfatase alcalina foi demonstrada por Breyner e colaboradores em 2009
durante a diferenciagao condrogénica. Sendo assim, essa redugao pode ser
considerada um indicativo da alteragao fenotipica sofrida pelas células quando
cultivadas em meio indutor.

Nesse contexto, a producao da fosfatase alcalina foi avaliada apds o

processo de diferenciagao e, com base nos dados obtidos, pode-se inferir que
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houve reducdo na producdo da enzima em hASC cultivadas em meio de
diferenciagdo, apos 14 dias de cultivo.

As células induzidas a diferenciacao apds 14 dias foram avaliadas quanto
a producao de fosfatase alcalina, em comparac¢ao com as hASC. Os cristais de
cor purpura foram observados e posteriormente foram solubilizados com SDS-
HCIl 10% e foi feita a leitura de absorbancia a 595 nm. Os dados de absorcao
foram comparados com os dados obtidos das células antes de serem

diferenciadas.

120
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INDI DIF

p <0,05

Figura 10: Representacao grafica da producao de fofatase alcalina na cultura de hASC
e apods estas serem induzidas a diferenciacdo endotelial por 14 dias: Observa-se que
houve reducdo estatisticamente significativa de cerca de 20% quando as células
passaram para um estagio ja comprometido com a diferenciagdo, em comparagao com a
condicdo inicial de células tronco. Eixo y: Porcentagem de producdao de fosfatase
alcalina. Eixo x: INDI (amostra de células indiferenciadas); DIF (amostra de células

diferenciadas).

4.11.4. Anadlise de marcadores de células endoteliais apods a

diferenciacao endotelial através de imunofluorescéncia
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Para determinar se apds o processo de diferenciacao as hASC passaram a
expressar marcadores de células endoteliais, foi realizado o ensaio de
imunofluorescéncia, utilizando-se anticorpos especificos para as proteinas vWF
e VE-caderina. Esse ensaio foi realizado com células cultivadas em meio de
cultivo basal e células cultivadas em meio de diferenciacao endotelial apds 14
dias de inducao.

Verificou-se, através de microscopia confocal, que as células cultivadas
em meio de cultivo basal nao apresentaram marcacao para o vVWF e a VE-
Caderina. Ja as células cultivadas em meio de diferenciacdo apos 14 dias

expressavam ambas as proteinas (Figuras 10 e 11).

VE-Caderina Hoechst

Sobreposigéo

VE- Caderina

Sobreposicao

20 ym 20 ym

[
20 ym

Figura 10: Andlise de imunofluorescéncia para a proteina VE-Caderina. (A) hASC cultivadas em

meio de

Figura 11: Andlise de imunofluorescéncia para a proteina VE-Caderina: (A) hASC

cultivadas em meio de cultivo basal. (B) hASC cultivadas em meio de diferenciacao

endotelial durante 14 dias.
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A VE-caderina ¢é uma glicoproteina de superficie celular
constitutivamente expressa no endotélio vascular. Essa glicoproteina promove a
adesao entre células endoteliais através de interagdes Ca®-dependentes e regula
a permeabilidade vascular (Menon et al., 2006; Vestweber, 2008). A inativagao
do gene codificador de VE-Caderina provoca alteracdes graves no
desenvolvimento vascular. Em animais mutantes, as células endoteliais sao
capazes de formar um plexo vascular primitivo e na auséncia, a vasculatura nao
sofre remodelacao e os vasos tendem a regredir até a faléncia, levando a morte
dos embrides (Gory-Fauré et al., 1999). Sendo assim, a presenca da VE-Caderina
em células endoteliais é essencial para a o contato entre as células e para a

formacgao de uma rede vascular madura e estavel.

Sobreposi¢ao

Sobreposigao

—y
20 ym

Figura 12: Analise de imunofluorescéncia para a proteina vVWF: (A) hASC cultivadas
em meio de cultura basal. (B) hASC cultivadas em meio de diferenciacdo endotelial

apos 14 dias.
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A molécula vWF é uma glicoproteina plasmatica, sintetizada por células
endoteliais e importante na manutencao da hemostasia, atuando na adesao de
plaquetas a parede de vasos que sofreram lesdo e sendo a proteina
transportadora e estabilizadora do fator VIII, essencial no processo de
coagulagao. Além disso, o VWF pode auxiliar no ancoramento de células
endoteliais a membrana extracelular. Defeitos quali ou quantitativos na
expressao do gene codificador dessa proteina, podem levar a doenga
hemorrégica grave (De Wit e Van Mourik, 2001).

Diante disso e, uma vez que VE-caderina e VWF sdao amplamente
utilizados como marcadores de diferenciacao endotelial, os resultados obtidos
demonstram que houve o comprometimento das hASC para a diferenciagao
endotelial, j4 que ambas as proteinas foram expressas. (Oswald et al., 2004;

Kuwana et al., 2006; Zhang et al., 2009).

4.II1. Identificacdo de genes diferencialmente expressos apds a diferenciacao

endotelial - RaSH

4.I11.1. Extracdo de RNA e analise da integridade e pureza

Apos o isolamento e a indugdo das hASC a diferenciagao endotelial
durante 14 dias e a fim de identificar genes expressos exclusivamente nas
células ja diferenciadas, fez-se uso da técnica de RaSH, a qual foi desenvolvida
em 2001, por Jiang e colaboradores, com o objetivo de identificar genes
diferencialmente expressos em amostras submetidas a diferentes condigdes.

Para tanto, como um primeiro passo, foi construida uma biblioteca
subtrativa, contendo amostra de material genético de ambas as linhagens
(indiferenciada e diferenciada). Para a construg¢ao da biblioteca subtrativa,
primeiramente, realizou-se a extracao do RNA total de ambos os cultivos
celulares: nao submetido a diferenciacao e submetido a diferenciacao, fazendo
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uso dos indutores VEGF e bFGF. Apds a extragao do RNA, foi realizada a
analise das condi¢Oes das amostras e, com base na imagem do gel (Figura 13),
observamos a integridade do RNA extraido das células indiferenciadas e

diferenciadas.

<+— 28S

<+— 18S

Figura 13: Andlise do RNA extraido das células indiferenciadas e diferenciadas:
Eletroforese em gel de agarose a 1% corado com brometo de etidio, mostrando as trés
bandas referentes a 5S, 185 e 28S. Coluna 1, RNA total de cultura de células
indiferenciadas; coluna 2, RNA total de cultura de células induzidas a diferenciagdo

endotelial apds 14 dias.

4.I11.2. Sintese de cDNA fita dupla e comprovacao por PCR

Posteriormente a extragao do RNA e a andlise da integridade do mesmo,
20 pg do RNA total extraido foram utilizados para a sintese de cDNA. A sintese
do cDNA foi comprovada através de amplificacio por PCR utilizando-se

oligonucleotideos especificos para o gene constitutivo GAPDH (Figura 14).
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4_
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Figura 14: Comprovacio da sintese de cDNA através de PCR: Eletroforese em gel de
agarose a 1% corado com brometo de etidio, mostrando a banda referente ao amplicon
de 226pb, especifico para GAPDH. Coluna 1, Marcador de peso molecular: 1 Kb Plus
DNA Ladder (Invitrogen); Coluna 2, Controle positivo da reacdo de sintese de cDNA,
utilizando-se como molde, cDNA de hASC, com oligonucleotideos especificos para
GAPDH; Coluna 3, Controle positivo da reacdo de PCR; Coluna 4, Produto da
amplificacdo do cDNA de células indiferenciadas; Coluna 5, Produto da amplificagao

do cDNA de células diferenciadas; Coluna 6, Controle negativo da reagao de PCR.

4.I11.3. Digestao enzimatica das seqiiéncias de c¢DNA pela

endonuclease de restricao Mbo I

Apos a sintese do cDNA, referente as duas linhagens (indiferenciada e

diferenciada), estes foram submetidos a digestdo enzimatica com a

endonuclease de restricdo Mbo 1. Para visualizar os fragmentos originados,

ambas as amostras foram resolvidas em gel de agarose (Figura 15).

Pode-se observar pela imagem do gel, que apds a fragmentacdo do

cDNA, houve a presenca de uma arraste variando de 100 a 300 pb, perfil este ja

esperado, uma vez que a enzima Mbo I, reconhece uma sequéncia nucletotidica

71



RESULTADOS E DISCUSSAO

composta de apenas quatro pares de base. Sendo assim, esta enzima, tendo alta
freqiiéncia de corte, tem a probabilidade de reconhecer um sitio a cada 256

pares de base.

<«— 300pb

<«— 100pb

Figura 15: Visualizacio da digestido das amostras de células indiferenciadas e
diferenciadas apos 14 dias, com a enzima de restri¢io Mbo I: Eletroforese em gel de
agarose a 1% corado com brometo de etidio, mostrando um arraste correspondente aos
fragmentos gerados apds digestdao enzimatica. Coluna 1, Marcador de peso molecular: 1
Kb Plus DNA Ladder (Invitrogen); Coluna 2, Amostra de células indiferenciada; Coluna

3, Amostra de célula diferenciada.

4.I11.4. Ligacao dos adaptadores aos fragmentos gerados

Logo apds a digestao do cDNA proveniente das células indiferenciadas e
diferenciadas, os mesmos foram ligados a dois adaptadores (XDPN-12 e XDPN-
14), com o intuito de inserir na amostra que seria definida como tester, um sitio
de corte para outra enzima que seria posteriormente utilizada. Além disso, a
ligacdo dos adaptadores serviria também para a realizacao de amplificagao e
aumento da quantidade de amostra de ambas as células.

A ligacdo foi confirmada através de amplificacdo por PCR com o
oligonucleotideo especifico (XDPN-18), o qual apresenta complementaridade

para ambos os adaptadores.
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Foi observada a ocorréncia da ligacao dos adaptadores, uma vez que,
apos a reacao de PCR com o oligonucleotideo especifico (XDPN-18), houve uma
intensificagao das bandas correspondentes aos fragmentos gerados, uma vez
que pela imagem do gel, observamos que houve intensificagdo no arraste
variando de 100 a 300 pares de base. Como controle, realizou-se a amplificagao
de uma amostra de cDNA de células indiferenciadas que nao foram submetidas
a reacao de ligagao aos adaptadores e observou-se uma menor intensidade das

bandas.

500pb

300pb

<«— 100pb

Figura 16: Comprovacdo da ligacdo dos adaptadores através da amplificacio dos
fragmentos com oligonucleotideo especifico (XDPN-18) para os adaptadores (XDPN-12 e
XDPN-14): Eletroforese em gel de agarose a 1% corado com brometo de etidio, mostrando
arrastes referentes as amostras de cDNA fragmentados, ligados a adaptadores e amplificados.
Coluna 1: Marcador de peso molecular: 1 Kb Plus DNA Ladder (Invitrogen); Coluna 2, Amostra
de fragmentos de cDNA de células indiferenciadas que ndo foram submetidas a reacdo de
ligacdo aos adaptadores; Coluna 3, Amostra de fragmentos de cDNA de células indiferenciadas
ligadas aos adaptadores; Coluna 4, Amostra de fragmentos de células diferenciadas ligadas aos

adaptadores; Coluna 5, Controle negativo da reagao.
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4.II1.5. Hibridiza¢ao subtrativa

Para a realizagdo da Hibridizagao Subtrativa Rapida, o protocolo original
da metodologia de RaSH, descrito por Jiang e colaboradoes em 2000, faz uso de
100 ng de amostra fester e 3 ug de amostra driver para a subtragao,
proporcionando, assim, um excesso de 30 vezes mais de amostra driver,
dificultando a obtencao de falso-positivo, ja que a maioria das amostras obtidas
seria contida de driver-driver e o que se quer identificar, sao amostras contendo
fragmentos tester-tester. Neste contexto, e com o intuito de impor maior
estringéncia a subtracao, neste trabalho foram utilizados 5 pg de amostra driver,
para 100 ng de fester. Assim, cada molécula tester teria, portanto, 50 vezes mais
chances de se hibridizar com moléculas driver do que com outras moléculas
tester. Com isso, o que se pretendia era diminuir a geragao de falso-positivos e
obter genes que estariam presentes exclusivamente na amostra tester.

Esta mistura de hibridizacdo foi entao ligada ao vetor pBlueScript-1I-SK
também previamente digerido com a enzima Xho I, e os produtos de ligagao
foram utilizados para transformar células eletrocompetentes de E. coli DH5a. A
selecdo de colonias de E. coli transformadas com esses plasmideos foi baseada

no Sistema Lac”Z.

4.I11.6. Extracao do DNA plasmidiano das colénias selecionadas

A visualizagdo das colonias foi feita com aproximadamente 24 horas apos
a transformagdo. Foram obtidos 128 clones, os quais foram isolados e
submetidos a extracdo do DNA plasmidiano contendo fragmentos de amostra
de célula diferenciada (tester-tester). Na Figura 17 encontram-se algumas
amostras de DNA plasmidiano de clones previamente selecionados. Pela

analise da resolucao eletroforética das amostras, foi possivel observar que a
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extragao dos plasmideos foi bem sucedida, sendo conservada a integridade de

cada um.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16

Figura 17: Avaliacao da integridade do DNA plasmidiano extraido de alguns clones
selecionados: Eletroforese em gel de agarose a 1% corado com brometo de etidio
contendo amostras referentes a DNA plasmidiano de alguns clones selecionados apds a
hibridizagdo. Coluna 1: Marcador de peso molecular: 1 Kb Plus DNA Ladder
(Invitrogen). Colunas de 2 a 16: DNA plasmidiano das amostras (1 a 15) selecionadas

apos a transformacao de bactérias eletrocompetentes.

4.I11.7. Amplificacao das sequéncias ligadas ao plasmideo

Para verificar se as amostras de DNA plasmidiano extraidas das colonias
selecionadas continham inserto, foi realizada uma reacao de PCR, utilizando-se
os oligonucleotideos M13 Foward e Reverse. Como controle positivo foi utilizado
um plasmideo integro, ou seja, sem inserto. Apds a realizagdo da PCR, os
fragmentos amplificados foram resolvidos por eletroforese, em gel de agarose, e
foi possivel observar a presenga de insertos contendo pesos moleculares

variados (Figura 18).
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Figura 18: Analise do produto de amplificagio por PCR de algumas amostras:
Eletroforese em gel de agarose a 1% corado com brometo de etidio contendo amostras 4,
12, 14, 18, 20, 27. Coluna 1: Marcador de peso molecular: 1 Kb Plus DNA Ladder; Colunas

de 2 a7, Amostras 4, 12, 14, 18, 20, 27 respectivamente.

4.I11.8. Analise das seqiiéncias geradas

Para a andlise das sequéncias relativas aos fragmentos contidos nos
plasmideos de clones selecionados, o presente trabalho fez uso de um sistema in
silico, a qual possibilita a identificagao de seqiiéncias repetitivas e de seqiiéncias
contaminantes de outros organismos, além de possibilitar a identificacdo de
similaridade do produto sequenciado com seqiiéncias depositadas em bancos
de dados publicos, revelando sua provavel funcao.

Sendo assim, apds amplificagio dos insertos contidos nos clones
previamente isolados, as amostras foram submetidas ao seqiienciamento e em
seguida a andlise de similaridade a bancos de dados publicos de seqiiéncias
completas de mRNA (RefSeq) através do BLAST
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/) e alguns genes foram identificados.
(Tabela 6).
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Tabela 6: Genes identificados pela técnica de RaSH

Clone Gene (GenBank) N. de acesso Identidade e-value
(GenBank) (%)

1 Embryonic lethal, abnormal vision NM_001419.2 95 4e-40
(Hu antigen R) (ELAVLI)

1 Laminina NM_002292.3 97 3e-44
(LAMB2)

1 Sterol-C5-desaturase NM_001024956.2 99 3e-50
(ERG3 delta-5-desaturase) SC5DL

1 Vascular endothelial growth factor A NM_001025370.1 90 4e-28
(VEGFA)

1 Histidyl-tRNA synthetase NM_002109.3 96 le-51
(HARS)

1 18S ribosomal RN A NR_003286.1 96 le-51

121 28S ribosomal RNA NR_003287.1 >95

Das 128 amostras submetidas ao sequenciamento, 121 amostras
corresponderam a sequéncias génicas codificadores de “28S ribossomal RNA”.
A grande quantidade desse gene pode ter sido conseqiiéncia de possivel
ocorréncia de contaminagao da amostra sujeitada a sintese de cDNA. O RNA
total extraido foi submetido a sintese do cDNA utilizando-se oligonucleotideo
Oligo d(T)is, o qual se hibridizada com a cauda poliA presente no mRNA. No
entanto, esse oligonucleotideo pode apresentar similaridade, mesmo que
parcial, com RNAs presentes na amostra extraida, e, desta maneira, levar a
sintese de cDNA referente a esses RNAs. Desta maneira, a amostra ¢é
contaminada, ficando composta nao somente de cDNA de mRNA, como
também cDNA referente a outros RNA. Além disso, tém-se também a hipdtese
de que, com a extragao de RNA total, pode ter ocorrido extracao de RNA com
cauda poliA nuclear e citoplasmaticos, podendo ter ocorrido o isolamento de
alguns mRNA associados a ribossomos (polissomos). Se preparagoes de
polissomos forem utilizadas, além de mRNA, existem também particulas
ribonucleoprotéicas no citosol que também contém mRNA com cauda poliA,

mas que nao sao traduzidas. Esse RNA pode ser estocado para uso em outro
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momento. Portanto, o isolamento do RNA total nao corresponde somente a
populacao de mRNAS ativos, podendo ser, dessa forma, um contaminante da
amostra (Lewin, 2008).

Das amostras correspondentes a RNA ribossomais, foi obtida uma
sequéncia similar ao gene codificador de “18S Ribossomal RNA”. Seguindo as
mesmas hipoteses propostas para a ocorréncia de similaridade para “28S
ribossomal”, também este (185) pode ser um contaminante da amostra.

Os outros seis genes identificados apresentaram similaridade a genes
com funcdo ja descrita, com mais de 90% de identidade.

Um destes genes identificados pela técnica RaSH, foi o gene codificador
de LAMB-2, que é uma proteina pertencente a familia das lamininas, as quais
funcionam como componentes estruturais e sao essenciais para a morfogénese,
mas, além disso interagem com receptores da superficie celular como
integrinas. Por virtude de suas intera¢des, essas moléculas iniciam eventos
intracelulares de sinalizagao que regulam a organizagao e diferenciacao celular
(Patrick et al., 2000). Porém, ainda nao foi descrita nenhuma relacao deste gene
e/ou desta proteina com a linhagem endotelial especificamente.

Outro gene identificado pelas andlises de similaridade, foi o gene
codificador de Histidil-tRNA-sintetase (HARS), proteina responsavel pelo
correto posicionamento de histidina ao respectivo tRNA (Freist et al., 1998).
Assim como para LAMB-2, nao foi descrita nenhuma relacio deste gene
especificamente para células endoteliais ou algum processo relacionado a elas.

Seguindo as andlises de similaridade, foi encontrado também o gene
codificador da proteina SC5DL, enzima que participa da biossintese do
colesterol (esterol-Ch-desaturase) e catalisa a conversao de latosterol em 7-
dehidrocolesterol (Krakowiak et al., 2003). Ainda nao foi demonstrada nenhuma
associagao da expressao deste gene com células endoteliais ou com o processo

de diferenciagao celular nesta linhagem.
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Das sequéncias obtidas e analisadas, uma delas se repetiu e foi
identificada em duas amostras (ELAVL1).

Interagbes entre proteinas ligantes de RNA e genes ndo sao bem
compreendidos, especialmente na regulagao da angiogénese. ELAVL1 é uma
destas protéinas que se liga a regides ricas em AU de mRNAs labeis, facilitando
a sua tradugao em proteina e tem sido a hipotese de ser um gene que influencia
a manutencao de tumores. Niveis elevados de ELAVL1 no citoplasma
correlacionam-se diretamente com a invasao crescente e com o mau prognostico
para muitos canceres, incluindo os de mama. Isto, porque ELAVLI controla a
expressao de varios genes envolvidos na angiogénese, incluindo VEGF
(Matthew et al., 2010).

Um aspecto importante da biologia vascular é a identificacdo de genes
reguladores de condicdes de stress, os quais desempenham papéis criticos na
mediagao da resposta inflamatoria. Em um estudo realizado por Won Jong e
colaboradores, em 2009, foi reportado que a expressao do gene codificador da
proteina ELAVL1 em células endoteliais da veia umbilical humana ¢é regulada
pela tensao de cisalhamento e tratamento com estatina. Esse gene, por sua vez,
regula outros genes sensiveis ao stress, como Oxido nitrico sintase endotelial
(eNOS do inglés endothelial Nitric Oxide Synthases) e a proteina morfogenética
Ossea 4 (BMP-4 do inglés Bone Morphogenetic Protein - 4) (Won Jong Rheea et al.,
2009). Em outros trabalhos, verificou-se que ELAVL1 aumenta a estabilidade de
mRNA de Receptor Semelhande a Toll 4 (TLR4) nas células do musculo liso
vascular (VSMC do inglés Vascular Smooth Muscle Cell), além de regular a
estabilidade do Fator de crescimento endotelial vascular (c-fos) (Pullmann R Jr
et al., 2005; Lin et al., 2006).

Neste contexto, com relagao a esse gene, pode-se inferir que a inducao a
diferenciacdo endotelial ocorreu de forma satisfatoria, ja que ELAVL1 é um

gene controla a expressao de varios genes envolvidos na angiogénese.
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Outro gene identificado pela andlise do seqiienciamento foi gene
codificador do Fator de crescimento vascular endotelial A (VEGF do inglés
Vascular Endothelial Growth Factor A). A molécula codificada por esse gene ¢é
uma glicoproteina homodimérica com peso molecular de 45 kDa. A familia do
VEGF inclui VEGF-A (normalmente referido apenas como VEGF), VEGF-B,
VEGF-C, VEGE-D. O gene codificador dessa proteina tem sido extensivamente
estudado, ja4 que as proteinas homodiméricas acima citadas sao importantes
proteinas de sinalizacdo, envolvidas na vasculogénese e angiogénese. (Hanahan
e Folkman, 1996). O processo de angiogénese é fundamental para o
desenvolvimento e progressao do cancer e o aumento da expressao de VEGF
também tem sido associado com processos metastaticos. A aprovacao recente
de agentes anti-angiogénicos para o tratamento de cancer de mama, célon,
pulmdo e cancer de rim demonstra o valor clinico dessa modalidade
terapéutica. Em 2010 um estudo demonstrou que o resveratrol, substancia
usada para tratamento de cancer, causou proliferacao de células endoteliais em
cultura em monocamada, mas agiu como um agente anti-angiogénico em um
modelo tridimensional de co-cultura de angiogénese do tumor, provavelmente
através de regulagao negativa de VEGF (Trapp et al., 2010).

Com base nesse gene identificado apds a indugdo a diferenciagao
endotelial e em suas fungdes relacionadas a processos angiogénicos, pode-se

presumir a ocorréncia do processo de diferenciacao.

4.IV. Validacao dos genes encontrados por PCR em Tempo Real

A técnica de RaSH foi utilizada em cerca de uma dezena de trabalhos
somente, desde seu desenvolvimento. Assim, ainda ndao ha informacgoes
suficientes sobre a eficiéncia desta metodologia. Mesmo realizando-se a
hibridizacdo subtrativa em condi¢des altamente estringentes e apds a

eliminacdo de genes presentes nas bibliotecas controles através da andlise in
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silico, os genes identificados pela técnica RaSH ainda podem corresponder a
falso-positivos. De acordo com os autores que descreveram a técnica (Jiang H et
al., 2000), apenas 23 (~33%) dos 70 clones que foram gerados pelo uso da mesma
e analisados por Northern Reverso apresentaram diferencga de expressao superior
al,8 vezes.

Frente a isso, torna-se clara a necessidade de validagao experimental dos
resultados obtidos pelo RaSH por outra metodologia. Neste contexto, neste
trabalho fez-se uso da técnica de PCR em Tempo Real para a validacao
experimental de genes diferencialmente expressos selecionados através da
técnica de RaSH.

Assim, para validacao experimental foram selecionados genes expressos
exclusivamente nas células induzidas a diferenciacao endotelial, ou seja, os
genes identificados através dos experimentos nos quais o cDNA destas células

diferenciadas foi utilizado como tester.

4.IV.1. Teste de eficiéncia dos oligonucleotideos

Os oligonucleotideos foram desenhados com o auxilio do programa
PrimerExpress versao 3.0 (Applied BioSystems) para cada candidato, como
descrito em Material e Métodos, item 3.3.5.1. O método de deteccao escolhido
foi o sistema SYBR® Green (Applied BioSystems), o qual baseia-se na
fluorescéncia emitida pelo corante ao intercalar-se em DNA dupla fita, a
medida em que ocorre a amplificacdo do DNA. Devido a sua inespecificidade,
as reacoes utilizando SYBR® Green foram devidamente padronizadas para cada
gene candidato, a fim de se reduzir a ocorréncia de amplificagao inespecifica e a
formacgao de dimeros de oligonucleotideos.

A concentragdo ideal de oligonucleotideos para as reagdes de PCR em
Tempo Real foi obtida através de reacdes utilizando-se diferentes concentragoes

de oligonucleotideos e concentragao fixa de cDNA. Foi escolhida a menor
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concentracao que conferisse maior fluorescéncia, sem a formagao de dimeros e
variacao no Ct. Pelo fato de ter sido escolhida a quantificagao relativa entre as
amostras, a eficiéncia de amplificagaio dos oligonucleotideos teve de ser
calculada. Assim a eficiéncia foi calculada realizando-se reag¢des utilizando
quatro dilui¢oes seriadas de cDNA como molde (1:1, 1:10, 1:100 e 1:1000)
(Figura 19A). A partir disso, foi construida uma curva-padrao, onde a média
dos Ct obtidos em cada concentragao variava em func¢ao do logaritmo da
concentragao de cDNA. O coeficiente angular da reta obtida (a, em y=ax+b)
(Figura 19B) foi utilizado para cdlculo da eficiéncia de amplificagao dos
oligonucleotideos, obtida através da seguinte férmula: ef = 102 (sendo ef =
eficiéncia, a = coeficiente angular da reta). Foram aceitos valores de eficiéncia
entre 1,70 e 2,30.

Na Figura 19C, estao representadas as curvas de dissociagao geradas com
o par de oligonucleotideos utilizados para amplificacao do gene codificador de
VEGFA. E possivel observar a formagao de picos maximos de fluorescéncia

proximos, relativos a temperatura média de hibridizagdo do produto

amplificado.
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Standard Curve Plot
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Figura 19 - Exemplo de padronizacio das reacbes de PCR em tempo real: 19A:
Resultado das amplificagdes com emprego dos oligonucleotideos para o gene
codificadores de VEGFA. E possivel observar as curvas de amplificagio referentes a
cada diluicio de cDNA testada. E notéavel a relagio inversa existente entre a quantidade
de cDNA empregada na reagao e o valor alcancado de Ct. 19B: Regressao linear baseada
nas médias dos Cts para amplificagdes relativas ao gene VEGFA. No gréfico, as
unidades do eixo x representam o logaritmo de diluicdes seriadas de 4 vezes. E
mostrado o coeficiente de correlacao (R2). Eficiéncia = 2,03. 19C: Curvas de dissocia¢ao
continua obtidas para os transcritos relativos ao gene VEGFA. E possivel observar picos
aproximados de fluorescéncia entre as reag¢des, indicando a presenga de um fragmento
de DNA amplificado especifico, cuja média da temperatura de dissociacdo esta entre 83

e 85°C.
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4.IV.2. Os genes candidatos validados

A realizacao de ensaios de quantificacao relativa (Ct — Cycle threshold -
comparativo) entre amostras submetidas a diferentes tratamentos depende da
selecdo de um gene cujos niveis transcricionais permanegam inalterados. Este
gene, considerado o controle endogeno das reagdes de PCR em Tempo Real, é
empregado como fator de normaliza¢ao para a andlise da expressdao dos genes
de interesse (Livak e Schmittgen, 2001), e deve preferencialmente estar presente
em coOpia unica no DNA cromossomico e exercer funcdo essencial a
sobrevivéncia do organismo. Sendo assim, para a realizacio do presente
trabalho, o gene GAPDH se apresentou como excelente candidato a
normalizador.

Os resultados obtidos foram expressos em valores de Ct, os quais
refletem o numero de ciclos de amplificagio necessdrios para que o sinal
fluorescente emitido atinja o limiar de detecgao. Da média dos Cts obtidos para
o gene alvo, relativa a condi¢do de indugdo a diferenciacdo endotelial, foi
subtraida a média calculada para os Cts do gene GAPDH. O valor gerado,
denominado ACt, representa a normalizacao das amplificagoes do gene alvo em
relacdo as amplificagdes do gene de controle endogeno selecionado. O mesmo
procedimento de normalizagao foi adotado para o gene alvo em relagao a
condigao calibradora (células indiferenciadas). A diferenca entre o valor de ACt
para a célula diferenciada e o valor de ACt para a célula indiferenciada
(chamada AACt) foi calculada e utilizada para a determinagao da poténcia 2-44¢,
Este valor representa o quanto a transcricao do gene de interesse foi alterada
apos os 14 dias de indugao a diferenciacao endotelial.

Os resultados foram plotados em grafico com a utilizacdo do programa

GraphPad Prism v5.0 (Figura 20).
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Figura 20: Analise da expressao génica dos cinco genes identificados em amostras de
células-tronco induzidas a diferenciacdo endotelial: A diferenca de expressao génica
foi obtida com base na razao entre a expressao na linhagem diferenciada e na linhagem
indiferenciada, obtidas em experimentos de PCR em Tempo Real. Os candidatos foram

testados no mesmo cDNA utilizado para a construgao da biblioteca subtrativa.

Pela analise do grafico (Figura 20) pode-se observar que os genes (SC5DL
e LAMB?2 identificados pelo RaSH, nao mostraram diferenca de expressao
génica estatisticamente significativa entre as linhagens (célula-tronco e induzida
a diferenciacdo), podendo este resultado ser um indicio de que a técnica,
mesmo que com algumas vantagens anteriormente mencionadas, pode
apresentar resultados falso-positivos.

Com relagcao ao gene codificador de ELAVL1, mesmo que tenha sido
mencionada a relacdo desta proteina com a linhagem endotelial, por PCR em
Tempo Real observa-se que a expressao deste gene foi ligeiramente maior para
a amostra de células indiferenciadas. Sendo assim, a priori nao se deve

relacionar a expressao deste gene, especificamente para células endoteliais
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(Pullmann R Jr et al., 2005; Lin et al., 2006; Won Jong Rheea et al., 2009; Matthew
et al., 2010).

Pela anadlise do grafico, pode-se observar que houve diferenca de
expressao geénica, estatisticamente significativa, entre as duas linhagens
(diferenciada e indiferenciada), somente para os genes codificadores das
proteinas VEGFA e HARS, sendo que houve aumento de expressdao desses
genes nas células diferenciadas de 1,5 e 1,78 vezes respectivamente.

Como explicitado anteriormente, VEGFA (normalmente referido apenas
como VEGF), é uma importante proteina de sinalizagdo, envolvida na
vasculogénese e angiogénese (Hanahan e Folkman, 1996; Nowak et al., 2008).
Uma vez que esses processos estao relacionados a linhagem endotelial, pode-se
concluir que houve a indugao de hASC a diferenciacdo endotelial, e que este
gene é indicador da ocorréncia dessa diferenciacao.

Por outro lado, é interessante notar a diferenca de expressao génica para
o gene codificador da proteina HARS. Mesmo que ainda ndo tenha sido descrita
nenhuma relacdo desta proteina com a linhagem endotelial e suas fungdes, uma
vez que por PCR em Tempo Real observa-se expressao aumentada para
amostra de células diferenciadas, pode ser esta a primeira vez que este gene é
identificado como tendo alguma relacao com a linhagem endotelial ou com o
processo de diferenciagao celular nesta linhagem.

Enfim, por esse resultado, os genes codificadores das proteinas VEGFA e
HARS podem ser considerados possiveis genes marcadores de diferenciagao

endotelial.
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A partir da execugao dos experimentos deste trabalho, foi possivel observar

que:

- O processo de isolamento das células tronco do tecido adiposo, permitiu a
obtengao de uma cultura de células viaveis, aderentes, fusiformes, produtoras
de fosfatase alcalina e com fendtipo caracteristico de células tronco
mesenquimais, corroborando com o que é proposto pela Sociedade

Internacional de Terapia Celular.

- O cultivo das hASC em meio de cultivo de inducao a diferenciacao
endotelial durante 14 dias, proporcionou a obtencao de células ainda viaveis e

com fendtipo caracteristico de células endoteliais;

- A aplicagdo da técnica de RaSH e posterior andlise de similaridade,
possibilitou a identificacao de 5 genes (ELAVL1, LAMB2, SC5DL, HARS e
VEGFA); sendo que destes, LAMB2, SC5DL, HARS nunca haviam sido
descritos na literatura como estando relacionados com o processo de

diferenciacao para a linhagem endotelial;

- Foram identificados também 121 genes codificadores de 28S e 1 de 185

Ribossomal, indicando a obtencao de falso-positivos pela técnica de RaSH;

- Dos 5 genes identificados, dois deles (VEGFA e HARS), demonstraram
expressao diferencial de 1,5 e 1,78 vezes maior do que na célula indiferenciada,
respectivamente, dados estes obtidos e validados pela técnica de PCR em

Tempo Real.
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Este trabalho abre perspectivas para:

- Obtengao de uma linhagem celular mutante (knockout) para o gene HARS,
identificado pela ténica de RaSH e validado por PCR em Tempo Real. A
verificagdo dos eventos decorrentes da auséncia de tal gene possibilitard o
conhecimento da participagao deste gene com o processo de diferenciagao

endotelial, bem como com a conseqiiente ocorréncia de angiogénese.

- Obtencao de uma linhagem celular com super expressao, para o gene
HARS. A verificagao dos eventos decorrentes da super expressao de tal
gene possibilitarda o conhecimento da participagao deste gene com o
processo de diferenciagao endotelial, bem como com a conseqiiente

ocorréncia de angiogénese.

- Refazer a técnica de RaSH, com o intuito de isolar e identificar outros
genes possivelmente relacionados com o processo de diferenciacao

endotelial.
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